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Resumen

Se denomina “biofouling” o incrustaciones biologicas a la comunidad de micro y
macroorganismos que se asienta sobre cualquier sustrato duro sumergido natural o
construido por el hombre. La secuencia de eventos que llevan a su formacion sigue un
orden universal, inmediatamente del contacto inicial, la superficie se modifica por
adsorcion de biopolimeros y luego ocurre la fijacion y proliferacion de células pioneras
(bacterias, diatomeas y protozoos). En el caso de las incrustaciones bioldgicas sobre
sustratos sumergidos en el mar esa fijacion inicial es seguida por otras algas e
invertebrados (cirripedios, poliquetos, mejillones, colonias de briozoos, ascidias, etc.).
El caracter de la comunidad resultante esta determinado por la naturaleza del sustrato,
la disponibilidad y diversidad de los colonizadores, la eficiencia de su fijacion y los

eventos bidticos/abidticos que ocurren durante y después de la fijacion.

El crecimiento y desarrollo de la comunidad puede ocasionar graves perjuicios
econdmicos sobre los distintos sustratos como por ejemplo, impedir el movimiento de
los barcos, desestabilizar estructuras oceénicas sumergidas, disminuir el intercambio
de calor en torres de enfriamiento, obstruir cafierias, bloquear redes de granjas

marinas de cultivo de peces o bivalvos, propiciar fenémenos de corrosion, entre otros.

Hasta el presente, el modo mas efectivo para controlar el “biofouling” en
estructuras sumergidas es, indudablemente, aplicando pinturas antiincrustantes a base
de toxicos que son lentamente lixiviados al agua y que generan una interfase
altamente concentrada que evita la fijacion de organismos. Sin embargo, los
pigmentos antiincrustantes corrientemente incluidos en las formulaciones son a base
de cobre y/o compuestos organoestannicos como el TBT (tributilestafio) que son
altamente contaminantes del agua y de los sedimentos. Las estrictas regulaciones
vigentes impuestas por organizaciones internacionales de preservacion del medio
ambiente imponen la necesidad de buscar nuevos compuestos alternativos que sean
igualmente efectivos pero que no afecten la integridad de los ecosistemas acuaticos.
Por ello se plantea como obijetivo hallar pigmentos antiincrustantes que sean efectivos,
de bajo costo y que se degraden incorporandose naturalmente a los ciclos

biogeoquimicos.

Con esta finalidad se realizaron estudios en el laboratorio y en el mar para
evaluar el efecto de distintos compuestos que, basicamente, se enmarcan en dos

lineas de investigacion. Dado que la implementacion en el mercado de pinturas
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“amigables con el medio ambiente” demandara tiempo se proponen por un lado, una
serie de compuestos que poseen una reduccion en el contenido de cobre y, por otro, la
utilizacién de compuestos no toxicos, biodegradables, ya sea de origen natural o
sintético y de conocida accién antibacteriana; en este Ultimo caso se propone que
pudiendo evitar la formacion del film primario inicial se logre interrumpir la secuencia
de fijacion del “biofouling”.

Con el fin de disponer de larvas y adultos para los bioensayos se realizaron
cultivos en laboratorio de Balanus amphitrite (Cirripedia, Balanidae) y de Polydora sp.
(Polychaeta, Spionidae), especies consideradas agresivas dentro de la comunidad
incrustante. Se llevaron a cabo tests de toxicidad y de asentamiento con el objeto de
estimar el efecto de la exposicidbn a soluciones de concentraciones crecientes de
compuestos en estudio tanto en la fase nadadora como en estadios préximos a la
etapa de fijacion al sustrato. Eventualmente, estos ensayos también se llevaron a cabo
con larvas colectadas con red de plancton y adultos obtenidos por raspado con
espatula sobre pilotes del area de estudio. Asimismo, se realizaron tests de
recuperacion para determinar si el efecto del compuesto es temporario o permanente.

Los ensayos de campo se llevaron a cabo en dos importantes areas portuarias
de la provincia de Buenos Aires: Mar del Plata y Puerto Belgrano. La estimacion de la
fijacion de organismos sobre paneles expuestos con o sin formulaciones en el mar en
funcion del tiempo se evalu6 por medio de una grilla de puntos al azar. Se registro la
abundancia para cada especie del macro y del microfouling utilizandose para ello una
tabla de abundancias relativas.

El punto de partida de la fase experimental fue la evaluacion del efecto toxico
del cobre sobre los organismos, la performance de pinturas conteniendo 6xido cuproso
como toxico principal y la de formulaciones alternativas con disminucion en el
contenido de cobre. El pigmento que se propone para disminuir el contenido de cobre
de las formulaciones es tiocianato cuproso cuyo poder antiincrustante se estudia en
solucion e incluido en una pintura. Por otra parte, se estudié el comportamiento de
pigmentos preparados con una estructura core-shell, es decir, formados por un nicleo

inerte inorganico recubierto por una delgada capa de tiocianato cuproso.

En lo que respecta a la utilizacion de compuestos no toxicos se realizaron
experimentos empleando sustancias naturales como taninos de quebracho, mimosa y
castafio y de origen sintético como benzoato de sodio y benzoato de hierro, todos ellos
de bajo costo y accesibles en el mercado. También se probo la efectividad del tanato
cuprico, producto obtenido por sintesis en laboratorio en el que se combina un

producto de origen natural con pequefias cantidades de cobre.



Los resultados respecto de la cria de organismos incrustantes en laboratorio
fueron exitosos dado que se logré6 completar el ciclo de vida de Balanus amphitrite y
de Polydora sp. Los porcentajes de supervivencia de Balanus amphitrite durante la
fase larval desde el estadio nauplius | hasta la etapa de fijacion de las cypris oscilaron
entre 9 y 14% en tanto que en la etapa post-fijacion oscilo entre el 15 y 38%; estos
porcentajes fueron similares partiendo de larvas tomadas del plancton como de

adultos del laboratorio.

Se comprobd que el cobre per se fue altamente toxico determinandose en 0,06
mg Cu/L el valor que evita la fijacion del 50% de las cypris de B. amphitrite (ECso). Las
pinturas tradicionales conteniendo Oxido cuproso demostraron muy buena
performance en el mar aun durante 12 meses. Sin embargo, las pinturas formuladas
con un menor contenido de cobre resultaron igualmente efectivas. Las pinturas con
tiocianato cuproso presentan una disminucion de 3,32 veces por unidad de volumen y
en las formuladas con pigmentos core-shell la reduccion es de 35 veces en el

contenido de cobre respecto de las de 6xido cuproso.

En lo referente a la experimentacion con pigmentos no toxicos, se determind
que las soluciones de tanatos de quebracho, de castafio y de mimosa tienen un fuerte
poder antiincrustante y que el efecto sobre las larvas es temporario o narcético. Estos
tanatos incorporados a peliculas de pintura afectaron la colonizacion de B. amphitrite e
interfirieron en el proceso de cementacion al sustrato de numerosos organismos de la
comunidad del “biofouling”. En experimentos con geles conteniendo tanato de
aluminio, los cirripedios lograron fijarse lo que indica la necesidad de ajustes de
formulacion. Por su parte, el tanato cuprico en solucion mostré un efecto inhibidor y
temporario sobre las larvas nadadoras, evité el asentamiento de cypris de B. amphitrite
y provocO una débil cementacién de los tubos de Polydora sp. Las pinturas
antiincrustantes a base de tanato cuprico expuestas en el mar, resultaron muy
efectivas. El contenido de cobre empleado en esta formulacién es del orden de 40
veces menor en relacién al que se utiliza habitualmente en las pinturas tradicionales

de o6xido cuproso.

Los resultados empleando productos sintéticos como benzoato de sodio fueron
también muy alentadores ya que se observd un fuerte efecto narcético sobre nauplii,
cypris y adultos de B. amphitrite y muy buena performance incorporado a pinturas en
el mar. Por otra parte, la utilizacion de benzoato de hierro mejor6 aun mas las
propiedades antiincrustantes en funcion de la accion combinada del efecto narcético y

un descenso en los valores de pH generado por su hidrdlisis.
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En conclusion, se hallaron pigmentos que tienen la posibilidad de incluirse en
pinturas antiincrustantes y que reunen las condiciones O6ptimas en cuanto a
efectividad, bajo costo y minimo efecto contaminante. Se lograron muy buenas
formulaciones antifouling con una importante reduccion del contenido de cobre
empleando pigmentos tipo core-shell y tanato cudprico. Por otra parte, las
formulaciones con benzoato de hierro y con taninos resultaron las mas promisorias

como pinturas no-téxicas.

Los resultados obtenidos indican que estas formulaciones pueden transferirse
al sector productivo para la industrializacion y que, a su vez, contribuirdn a la

preservacion de los ecosistemas acuaticos.
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Abstract

Natural or man-made substrates submerged in the sea experience a series of
universal events which results in the formation of a complex layer of attached micro
and macroorganisms known as biofouling. The sequence of events follows a universal
order; the first event is the adsorption of biopolymers making the surface suitable for
the arrival of pioneers cells (bacteria, diatoms, protozoans). Then, larvae of
invertebrates (barnacles, tube-worms, mussels, bryozoan colonies, ascidians, etc.)
attach themselves to the microfouling film. Biofouling community is the result of several
factors like substrate nature, availability and diversity of colonizers, efficiency of

cementation and biotic/abiotic factors that occurs during and after settlement.

The growth and development of the fouling community may cause serious
economical losses. Biofouling on ship’ hulls leads to a reduction of speed,
extrafrictional resistance and increase on fuel consumption. Shipping is not the only
industry affected by biofouling; other examples include destabilization of submerged
oceanic structures, reduction in thermal efficiency in heat exchangers, block pipes and

aquaculture nets. Additionally, biofouling may promote corrosion processes.

Up to now, the most effective mechanism to control biofouling is by applying
antifouling paints. These are a particular type of coating because they release chemical
compounds at a constant rate into the sea in order to generate a toxic interface that
avoid the attachment of organisms. The most common antifouling pigments are
copper-based and organotin compounds; undoubtedly, they are very effective but also
they contaminate seawater and sediments. Due to risk in application for human beings
and the environment they have come under increasing governmental regulations. For
this reason there is a growing need to find non toxic alternative pigments for the

prevention of biofouling without polluting aquatic ecosystems.

The aim of the present project is to find environmental friendly antifouling
pigments of low cost, as effective as traditional pigments and with natural incorporation

to biogeochemical cycles.

This challenge was carried out taking into account two different research lines.
Due to the incorporation and acceptance of new non toxic products in the market will
take time, a series of compounds with low-copper content is proposed. On the other

hand, it is hypothesized that the use of known antibacterial compounds of natural or
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synthetic origin could interrupt biofouling sequence; for these reason, a series of non

toxic and biodegradable compounds were chosen.

Laboratory cultures of Balanus amphitrite (Cirripedia, Balanidae) and Polydora
sp. (Polychaeta, Spionidae) were carried out. These species are considered

aggressive in fouling community.

In the laboratory, the effect of different compounds on larvae was analyzed.
Toxicity and settlement tests were conducted using swimming larvae and larvae close
to settlement, respectively. In some cases, bioassays were carried out with larvae
collected in the sea using a zooplankton net. Also, adults fixed to the piles were
obtained by scraping in the study area. Additionally, recovery tests were carried out in

order to establish if the effect of compounds were temporary o permanent.

Field trials were conducted in two important areas of Buenos Aires province,
Mar del Plata and Puerto Belgrano. The evaluation of organism settlement on panels
with or without coatings along time was analyzed by a grid of random points. Then,

relative abundances of micro and macrofouling species were determined.

In the lab, the toxicity of copper on organisms was studied. The performance of
cuprous oxide antifouling paints and alternative formulations with low-copper content in
the sea was evaluated. The pigment proposed to reduce copper content is cuprous
thiocyanate; antifouling properties of this pigment in both, solutions and included into
paints, were studied. Moreover, core-shell pigments, i.e. pigments composed by an

inorganic core recovered by a thin layer of cuprous thiocyanate were prepared.

In relation to the employment of non-toxic compounds, experiments with natural
products as quebracho, mimosa and chestnut tannins and synthetic compounds as
sodium and ferric benzoate were done. These pigments are available at low cost and
are readily obtainable in the market. Also, the effect of cupric tannate, a compound
synthetized in the lab from a natural origin compound and small quantities of copper,

was determined.

The methodology applied for rearing fouling organisms was successful because
life cycles of Balanus amphitrite and Polydora sp. could be completed. Survival
percentages of Balanus amphitrite during larval stages from nauplius | to cyprids
ranged between 9 and 14% and in the post-settlement stage ranged between 15 and
38%. These percentages were similar for larvae collected from the plankton as reared

in the lab from adult barnacles.



It could be demonstrated that copper is highly toxic and ECs, (concentration to
avoid 50% of larval settlement) was established at 0,06 mg Cu/L. Traditional antifouling
paints based on cuprous oxide shown good performance in the sea during 12 months.
However, paints formulated in CIDEPINT with a low copper content were as effective
as traditional paints. Cuprous thiocyanate and core-shell antifouling paints contain 3,32
times and 35 times, respectively, less copper per unit volume than traditional copper

based antifouling paints.

In relation to the use of non toxic pigments, it could be concluded that solutions
of quebracho, mimosa and chestnut tannins have marked antifouling properties and
this effect is temporary (or narcotic). When these tannates were incorporated into
paints affected colonization of B. amphitrite and interfered in cementation processes to
substrate of many organisms of fouling community. In contrast, results of experiments
carried out using aluminum tannate included in Phytagel® shown barnacle settlement

that indicates it is necessary make adjustments in the formulation.

Cupric tannate in solution showed an inhibitory and temporary effect on
swimming larvae. Also, it avoided B. amphitrite cyprid settlement and affected
cementation of Polydora sp. tubes. Cupric tannate antifouling paints exposed in the sea
were very effective. The content of copper was 40 times lesser than traditional cuprous

oxide based paints.

The use of synthetic products has also presented successful results. The
pigment sodium benzoate demonstrated a strong narcotic effect on nauplii, cyprids and
adults of B. amphitrite and good performance in the sea included in a paint.
Additionally, the experiments with ferric benzoate shown that the combination of two
effects, i.e. narcotic effect of benzoate anion and decrease in pH values as a

consequence of the hydrolysis, enhanced antifouling properties.

In conclusion, a number of promising pigments were found. All of them could be
incorporated to antifouling paints and are very effective, low cost and have a minimum
contaminant effect. The employment of core-shell and cupric tannate pigments
represent and advance in formulations with low copper content. Moreover, paints
containing ferric benzoate and tannins were the most promising non toxic formulations
studied.

Results obtained in this Thesis project indicated that these formulations could

be transferred to industry and will contribute to preservation of aquatic ecosystems.
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Introduccién

Algunas de las numerosas especies que pueblan los océanos y son llevadas
por las corrientes, deben encontrar una superficie dura para fijarse con el propdésito de
completar sus ciclos de vida. La escasez de sustratos duros naturales en el medio
marino, trae como consecuencia que cada espacio disponible sea disputado y cubierto
por una variedad de organismos, como bacterias, algas, cirripedios y mejillones, entre
otros. Los cascos de los barcos, asi como otras estructuras sumergidas, estan también
expuestos a esta fijacién potencial de organismos, cominmente llamada "biofouling”
(Sghibartz, 1984).

El término “biofouling” (“fouling” biolégico) puede ser usado en un sentido
amplio incluyendo la fijacion y crecimiento de micro y macroorganismos sobre
cualquier sustrato sumergido natural o construido por el hombre (Evans y Hoagland,
1986).

El proceso del “biofouling” comienza cuando un sustrato duro se sumerge en
un medio acuatico con organismos. La secuencia de eventos contindia hasta un nivel
de desarrollo de la comunidad incrustante que, eventualmente, puede impedir el
movimiento de los barcos, desestabilizar estructuras oceanicas sumergidas y disminuir
el intercambio de calor en torres de enfriamiento (Goupil, et. al, 1980; Sghibartz, 1984;
Stupak et al., 1990).

Esta secuencia sigue un orden universal, inmediatamente del contacto inicial,
una superficie es modificada por adsorcion de biopolimeros y luego ocurre la fijacion y
proliferacion de células pioneras. En el caso de las incrustaciones biol6gicas sobre
sustratos sumergidos en el mar esa fijacion inicial es seguida por algas e
invertebrados. El caracter de la comunidad resultante es determinado por la naturaleza
del sustrato, la disponibilidad y diversidad de los colonizadores, la eficiencia de su

fijacion y los eventos bidticos/abioticos que ocurren durante y después de la fijacion.

El desarrollo del “biofouling” sobre una superficie sumergida es rapido y

secuencial (Fig. 1).
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Figura 1. Secuencia de la fijacion del “biofouling” marino.

La inmersion en agua de mar de un sustrato solido produce la adsorcion
inmediata de material organico disuelto dando origen a la formaciéon de la pelicula
condicionante, esta pelicula se encuentra completamente formada al cabo de dos

horas y su naturaleza quimica esté discutida. Baier (1972) la describié como un film de
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glicoproteinas en tanto que otros autores sostienen que estd compuesta por acidos
grasos y materiales lipidicos (Wangersky, 1976) o por sustancias humicas

macromoleculares (Loeb y Neihof, 1975; Hunter, 1980).

La pelicula condicionante modifica las propiedades de la superficie solida
alterando, entre otras, sus caracteristicas de humectacion e influyendo en la posterior
fijacion bacteriana (Baier et al., 1968; Dexter, 1979). Se ha postulado que el material
organico acumulado en la interfase solido/agua puede servir como fuente de alimento
para las bacterias creando asi un ambiente mas favorable para su desarrollo y
crecimiento. El acercamiento de las bacterias hacia la superficie se produce por medio
de fuerzas de naturaleza fisicoquimica de atraccién y repulsion (fuerzas de London-
van der Waals, movimiento browniano, atraccion electrostatica) seguidas por la
formacion de una red de polimeros extracelulares. Este proceso de fijacion irreversible
puede realizarse en forma permanente o temporaria (Marshall et al., 1971; Marshall,
1978; Fletcher, 1980).

Esta primera fase de la colonizacién de las superficies solidas sumergidas esta
caracterizada por la presencia no sélo de bacterias sino también de protozoos y
diatomeas. Este primer film de organismos se denomina film primario, biopelicula o
microfouling. Basicamente este film se conforma secuencialmente y esta compuesto
por una intrincada asociacion de microorganismos, sus productos de secrecion y
particulas de material organico e inorgénico. Los primeros microorganismos que llegan
al sustrato son pequefias bacterias en forma de baston (menores de 0,8 um) seguidas
por formas cocoidales y espiraladas (Pseudomonas, Achromobacter y Flavobacterium,
principalmente) durante las primeras 6 a 8 horas. Al cabo de 24 horas de inmersion se
encuentran bacterias pediceladas, otras con forma de capullo (Caulobacter e

Hyphomicrobium) y aparecen las primeras diatomeas y protozoos (Corpe, 1972).

Es muy discutida la forma en que la biopelicula puede influir sobre la fijacion de
los organismos del macrofouling, algunos autores (Wood, 1950; Young y Mitchell,
1973; Cook y Henschel, 1984) han sugerido que su presencia es un prerrequisito para
el proceso de fijacion y para iniciar la metamorfosis de los organismos que se
asientan, en tanto que otros consideran que ciertas larvas se fijan sobre sustratos
limpios (Scheer, 1945; Crisp y Ryland, 1960; Barnes, 1970). Los macroorganismos
gque se encuentran asentados son, entre otros, cirripedios, mejillones, ascidias,
colonias de hidrozoos, gusanos tubicolas y algas. El tipo de cementacién que se
observa varia a nivel especifico, siendo los mas comunes los cementos de naturaleza

proteica.



El “biofouling” varia latitudinalmente y para aplicar medidas mas efectivas de
prevencion y control, es necesario el conocimiento de la biologia de los organismos
gue intervienen. La estructura y composicion del “fouling” muestra amplias variaciones
temporales y regionales que son en general determinadas por las condiciones
hidrolégicas y geogréficas. Los cambios en la estructura de la comunidad bentonica a
lo largo del tiempo resultan del balance entre interacciones fisicas y bioldgicas, las
corrientes adyacentes a la superficie, las condiciones en la columna de agua y las
caracteristicas fisicas del sustrato. Este ultimo puede prevenir el asentamiento de los
propagulos planctonicos o por el contrario, promoverlo (Williams, 1964; Dayton, 1971;
Foster, 1975; Connell, 1985; Possingham y Roughgarden, 1990). Ademas, las
especies sucesionales tempranas pueden favorecer o inhibir el asentamiento de otras
especies, ofrecer sustrato secundario para otros organismos, atrapar sedimento y asi
favorecer la fijacidbn de especies formadoras de habitaculos de sedimento o proveer
refugio contra predadores. La mayoria de los invertebrados poseen la habilidad de
elegir el sitio donde ubicarse y la decisién definitiva esta influida por estimulos que se
reciben del medio circundante, factores ambientales como la luz, gravedad, presion
hidrostatica, temperatura y salinidad son los que afectan, principalmente, la
distribucion de las larvas en la columna de agua y los patrones de asentamiento
(Boltovskaoy, 1981; Grosberg, 1982; Pawlik, 1992). Entre los factores que influyen en la
fijacibn pueden destacarse la topografia del sustrato (Crisp y Barnes, 1954), las
condiciones fisicoquimicas de la superficie (Raimondi, 1988a), la energia superficial
(Roberts et al., 1991) y el régimen de flujo (Mullineaux y Butman, 1991). Respecto de
los aspectos bioldgicos y quimicos los factores més relevantes son la presencia de
adultos conespecificos (Knight-Jones, 1953; Crisp, 1961; Yule y Walker, 1985; Clare et
al., 1994; Miron et al., 1996; Bryan et al., 1997), la presencia de un film bacteriano
(Kirchman et al., 1982; Maki et al., 1988; Wieckzorek y Todd, 1998; Dobretsov y Qian,

2004) y de microalgas previamente formado (Raimondi, 1988b).

Para los organismos bentonicos marinos con una fase adulta sésil, la fase
larval es generalmente un importante factor de dispersién de las especies (Thorson,
1950; Olson, 1985; Strathmann, 1985; Wares et al., 2001). La dispersién larval esta
afectada por factores tales como la duracién de la fase nadadora (Wendt, 1996, 1998),
el comportamiento (Forward et al., 1984; Young, 1995) y la plasticidad fisiol6gica para
adaptarse a cambios del entorno, por ejemplo las modificaciones en la temperatura del
agua (Scheltema, 1986; Wares et al., 2001). Los organismos adultos tienen

potencialmente la capacidad de “navegar” grandes distancias adheridos a sustratos
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naturales u objetos artificiales tales como cascos de barcos y buques o en el agua de

balasto, representando un mecanismo adicional de dispersioén y migracion.

La adhesion de organismos sobre cascos de embarcaciones comerciales o
recreacionales es reconocida como uno de los mecanismos mas importantes para la
transferencia de especies invasoras (Brancato, 1999; Reise et al., 1999; Ruiz et al.,
2000; Minchin y Gollasch, 2003; Floerl et al., 2004; Floerl et al., 2005). Entre los
ejemplos mas emblematicos referidos al avance de especies exéticas se encuentra el
caso del alga feofita Undaria pinnatifida, originaria de Japén, Corea y China que ha
invadido las costas patagonicas (Martin y Cuevas, 2006; Martin y Bastida, 2008) y el
de Limnoperna fortunei, mejillon de agua dulce originario del sudeste asiatico que
invadio la Cuenca del Plata durante la década del '90 y llegd rapidamente a las

represas de Yacyreta e Itaipu (Darrigran y Pastorino, 1995; Sardifia et al., 2008).

La disponibilidad de espacio es un factor sumamente importante para los
organismos benténicos sésiles ya que deben encontrar un lugar adecuado para el
asentamiento y la metamorfosis. En los alrededores del sustrato es comun que las

larvas adopten un comportamiento exploratorio.

La fijacion y asentamiento sobre distintos sustratos artificiales genera graves
problemas de indole econOmica tales como perjuicios sobre cascos de
embarcaciones, en estructuras off-shore, en boyas de sefializacién, redes de granjas
marinas de cultivo de peces o bivalvos, en cafierias destinadas a refrigeracion de

plantas desalinizadoras y usinas termoeléctricas, entre otros.

Hasta el presente, el modo mas efectivo para controlar la presencia del
“biofouling” en estructuras sumergidas es, indudablemente, aplicando pinturas
antiincrustantes a base de biocidas que son lentamente lixiviados al agua y que
generan una interfase altamente concentrada que evita la fijacién de organismos. Sin
embargo, los pigmentos toxicos antiincrustantes corrientemente incluidos en las
formulaciones son a base de cobre y/o TBT (tributilestafio) que son altamente
contaminantes del agua y de los sedimentos. Las estrictas regulaciones vigentes
impuestas por organizaciones internacionales de preservacion del medio ambiente
imponen la necesidad de buscar nuevos compuestos alternativos que sean igualmente

efectivos pero que no afecten la integridad de los ecosistemas acuéticos.



Objetivos
El proyecto de esta Tesis Doctoral esté dirigido al conocimiento de la estructura
de la comunidad incrustante y a evaluar la efectividad de distintos compuestos
antifouling. Se plantea la necesidad de hallar pigmentos antiincrustantes que sean
efectivos, de bajo costo y que se degraden sin contaminar el agua y/o los sedimentos,
incorporandose naturalmente a los ciclos biogeoquimicos.
Para concretar este proyecto se plantearon los siguientes objetivos:
« Cultivar especies representativas del biofouling del puerto de Mar del Plata y
Puerto Belgrano para realizar ensayos de laboratorio.
< Analizar en laboratorio y en el mar el efecto antiincrustante de compuestos con
reduccién en el contenido de cobre y comparar los resultados con pinturas
convencionales.
e Analizar en laboratorio y en el mar el efecto antiincrustante de compuestos no
toxicos, biodegradables y comparar los resultados con pinturas

convencionales.

Hipotesis de trabajo

La utilizaciébn de compuestos de origen natural o sintético con propiedades
antibacterianas evita la formacion del film primario y, consecuentemente, interrumpe la
secuencia de fijacion del “biofouling”.

Tanto los taninos (compuestos de origen natural) como los benzoatos (compuestos de
origen sintético) son ampliamente reconocidos por sus propiedades antibacterianas y
son facilmente asequibles.

Ambos tipos de compuestos en combinacion con pequefias cantidades de
cobre constituyen pigmentos novedosos para ser incorporados a una pintura de matriz
soluble.

De este modo se pretenden lograr formulaciones de alta performance y

amigables con el medio ambiente.

Transferencia
Las pinturas antiincrustantes elaboradas con esta nueva propuesta podran ser
transferibles al sector productivo para su industrializacién y contribuirdn a la

preservacion de los ecosistemas acuaticos.



Estas formulaciones representaran una etapa de transicion hacia pinturas no
toxicas cuya optimizacion demandard tiempo de experimentacion en laboratorio y en

campo.



Antecedentes de la problematica del “biofouling”

Breve resefa histérica de los estudios de “biofouli ng

Desde tiempos muy remotos el hombre construyé embarcaciones y tuvo la
necesidad de proteger la parte sumergida. En el capitulo VI del Génesis puede leerse:
“...Viendo Dios que la tierra estaba corrompida, dijo a Noé: ...Haz para ti un arca de
madera de gopher bien acepillada; en el arca dispondras de celditas y la calafatearas
por dentro y por fuera...” siendo ésta una de las primeras citas donde queda en claro la

necesidad de proteger la carena.

A través de los poemas de Homero se conocen las “navis lunga” (galeras
primitivas) de los micenos (1300-1100 a.C.), quienes con el fin de conferir
estanqueidad al casco y protegerlo de las “bromas” (moluscos perforadores de
madera) aplicaban una pintura a base de pez (haves negras) o de minio (haves rojas).
Aristoteles (siglo 1V a.C.) hizo referencia al efecto “frenador de barcos” causado por las
rémoras, peces del género Echeneis que poseen la aleta dorsal modificada en forma
de ventosa por medio de la cual se adhieren. Hacia el afio 412 a.C. comenzaron a
utilizarse mezclas con alquitran, sulfuro y arsénico para proteger los barcos de madera
del ataque de gusanos tubicolas. En virtud de los descubrimientos realizados al
comienzo de este siglo, pudo establecerse que hacia el 480 a.C. se utilizaban bronce y
laminas de plomo para proteger los cascos de los barcos de guerra. A fines del siglo |
Plutarco menciond, ademas de las rémoras, la presencia de otros organismos,
enfatizando sobre las ventajas de raspar las algas y el limo adherido a los cascos de

los barcos para que pudieran avanzar mas facilmente en el agua.

Las evidencias arqueoldgicas indican que los normandos y los vikingos (siglos
VIl 'y VIII) no protegian sus embarcaciones; sus barcos eran livianos y se retiraban del
agua cuando no se los utilizaban evitando de esta manera la fijacion de organismos.
Los griegos y romanos utilizaron con éxito placas metalicas para recubrir barcos,
mientras que en la Edad Media esta metodologia caydé en desuso. Los cascos de
madera de las carabelas utilizadas por Colon estaban protegidos con sebo y alquitran
y las embarcaciones de Vasco da Gama con carbdn; siglos después, en Inglaterra
seguia utilizandose esta técnica. En 1559 Laevinus Lemnius hizo también referencia al
efecto frenador producido por las rémoras y moluscos y a la necesidad de eliminarlos
por medio de cepillos, debiendo cubrirse los barcos con sebo para que navegaran mas

rapidamente.



La primera patente antifouling fue concedida a William Beale en 1625 en
Inglaterra; la pintura para evitar la fijacion de los gusanos tubicolas, estaba basada en
polvo de hierro, cemento y probablemente compuestos de cobre. En el siglo XVIII se
otorgaron licencias para implementar métodos de proteccion con recubrimientos
metdlicos. Comenzé a utilizarse estafio, al principio en forma de polvo y
simultaneamente se obtuvieron resultados exitosos con recubrimientos de cobre en
gran cantidad de embarcaciones inglesas y americanas. Una de las primeras
embarcaciones con el casco recubierto con lamina de cobre fue la corbeta inglesa
Dolphin que recorrié las costas argentinas a fines del siglo XVIII (Anon., 1952; Dick,
1970).

Los primeros antecedentes sobre barcos de metal estan referidos a un buque

construido en 1777 en Inglaterra y a un barco a vapor, botado en 1820.

El capitan FitzRoy a bordo del Beagle (1831-1835) compro6 en Islas Malvinas
una goleta ballenera que fue enviada al Rio de la Plata donde se le aplicé en el fondo
una lamina de cobre; revestido con este metal las lapas no eran atraidas lo que
permitia navegar con mucha rapidez. Este procedimiento constituyd el éxito de la
Marina Real durante muchos afios. Durante este viaje Charles Darwin, recogio entre
otras, informacién sobre cirripedios, que le permitié publicar sus monografias (Darwin,
1851; 1854) donde detalla los sustratos naturales y/o artificiales sobre los cuales se
fijan. Cita ejemplares de Balanus improvisus adheridos a la lamina de cobre del casco
del Beagle varado en las costas de Santa Cruz, Balanus amphitrite sobre cafas,
maderas flotantes, guijarros y valvas de moluscos y menciona que las especies mas
ampliamente distribuidas son las que se adhieren con mayor facilidad a los cascos de
los barcos planteando uno de los mecanismos de dispersién para las especies del
“biofouling” (Caillet-Bois, 1944; Destefani, 1967; Pischky, 1971; Marks, 1994).

Paralelamente, en Europa, las reservas de madera se iban agotando por lo que
surgioé la necesidad de buscar nuevos materiales para la construccién de barcos.
Comienza a utilizarse el hierro, que resultaba mas resistente que la madera. En 1849,
la Armada Argentina adquiere el primer buque a vapor con casco de hierro, de
fabricacion inglesa. En 1851, en Alemania, los barcos de hierro comenzaron a
protegerse con barnices oleosos, pero el método resultaba muy caro debido a los
largos periodos de secado en dique. Posteriormente, el uso de sistemas de pinturas
solubles en benceno posibilit6 una combinacién mas efectiva y menos costosa de
resinas que se utilizan hasta el presente. En 1860 fue el primer buque de guerra
realizado totalmente en hierro. En el mismo afio el capitan Rahtjen desarrollé una
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pintura “antifouling” basada en una solucion de goma laca alcohdlica con dos
sustancias activas, el arsénico y 6xido de mercurio. La formulacion dio excelentes

resultados pero acarredé muchos problemas econémicos y técnicos.

En la década de 1870, comenz0 a sustituirse el hierro por el acero, por ser mas
economico, de facil produccién y por su elevada resistencia, que ademas, permitio

aligerar la estructura de los cascos (Jones, 2009).

Alrededor de 1920 comienzan a utilizarse pinturas para la proteccion de la
parte sumergida de las embarcaciones. Las investigaciones sobre formulaciones
“antifouling” comenzaron a complementarse con investigaciones biol6gicas como las
descripciones de la forma, ciclos de vida y comportamiento de numerosos grupos del

“biofouling”.

A partir del afio 1964 y hasta la actualidad en el CIDEPINT (Centro de
Investigacién y Desarrollo en Tecnologia de Pinturas) se han realizado estudios de las
comunidades incrustantes y de los sistemas de control, en el &rea portuaria de Mar del
Plata y de Puerto Belgrano. Se obtuvieron resultados satisfactorios de control del
“biofouling” con pinturas formuladas empleando, como téxico principal, 6xido cuproso.
También se utilizaron éxido de cinc, arseniatos, compuestos de tributil y trifenil estafio
y diferentes extendedores (Giudice et al.,, 1984). Algunas de estas sustancias estan
hoy excluidas por normativas de distintos paises por los graves dafios que provocan al
medio ambiente (Bastida, 1968, 1969, 1971; Bastida y L'Hoste, 1976; Bastida et al.,
1974, 1980; Bastida y Adabbo, 1977; Bastida y Bastida, 1978; Stupak et al., 1980;
Stupak, 1982, 1985; Pezzani et al., 1996; Rascio, et al., 1980, 1990; Rascio, 1981,
1985; Giudice et al., 1982, 1984; Candries, 2000).

Existen métodos alternativos para controlar las incrustaciones, como las ondas
de sonido de baja frecuencia, sonidos de alta intensidad y superficies de baja energia,
que han sido utlizados con diferentes resultados, algunos exitosos pero
extremadamente caros y otros con serias dificultades para ser llevados a la préactica
(Murpphy et al., 1980; Branscomb y Rittschof, 1984; Fletcher et al., 1984; Lindner et
al.,, 1988). Cabe mencionar también la posibilidad del control biolégico, como la
utilizacion de lapas para controlar el “biofouling” marino dominado por Balanus
amphitrite (Safriel y Erez, 1991; Safriel et al., 1994; Shkedy et al., 1995).
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Influencia de los factores abiéticos en el desarrol lo del “biofouling” vy en

el funcionamiento de las pinturas antifouling

Los pardmetros ambientales como la temperatura, salinidad, pH, oxigeno
disuelto, luz y tipo de sustrato juegan un rol fundamental en la composicién, desarrollo
y sucesion de la comunidad y afectan también el funcionamiento de las pinturas

“antifouling” matriz soluble (Rascio et al., 1977; Kinne, 1978; Rascio et al., 1988a).

La temperatura del agua ejerce una gran influencia sobre la distribucién y
funciones vitales de los organismos (maduracién sexual, crecimiento y desarrollo). Con
respecto a las pinturas antiincrustantes, se determiné que un aumento de temperatura

disminuye su vida util, por el incremento de la disolucion del toxico y del ligante.

La salinidad afecta los fendmenos de 6smosis de los organismos. La mayor
parte de las especies marinas han desarrollado estrategias adaptativas para
mantenerse en equilibrio osmaético con el medio que los rodea. Ademas, los cambios
en la salinidad varian la densidad especifica del agua influyendo en la flotabilidad de
los organismos. En general, la salinidad del agua de mar oscila entre 34-36°00,
aunque en las zonas costeras se registran variaciones debidas a los aportes de agua
dulce, desagles pluviales y evaporacion, entre otros. En lo referente a las pinturas
“antifouling” el aumento de la concentracioén de cloruro de sodio aumenta la solubilidad
de la colofonia (resina mas utilizada) y, consecuentemente, la lixiviacion del téxico
(Rascio et al., 1988b).

El pH normal del agua de mar es de alrededor de 8,2; las variaciones influyen
sobre la actividad enzimatica y las reacciones fisiologicas de los organismos. El pH
afecta la solubilidad de la resina colofonia de las pinturas antiincrustantes; a mayor

valor de pH mayor solubilidad de la colofonia y menor del 6xido cuproso.

El oxigeno es un elemento de vital importancia para los organismos, a
excepcion de las bacterias anaerdbicas. Los aportes principales de oxigeno al agua
son debidos a la actividad fotosintética de las algas y al intercambio con el medio
aéreo por agitacion y turbulencia. La cantidad de oxigeno disuelto puede variar,
disminuyendo la concentracion, en areas relativamente cerradas con polucién, o
aumentando la concentracion, en zonas litorales con gran abundancia de algas. En

cuanto a las pinturas “antifouling”, el oxigeno no afecta la disolucién de la colofonia.

La luz es uno de los factores mas importantes que determina la distribucion
vertical de los organismos. Las algas estan distribuidas en la zona eufética para

disponer de energia y gran parte de los organismos heterétrofos se alimentan de ellas.
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Las variaciones luminicas determinan migraciones del fito y zooplancton, movilizando
toda la trama tréfica. La luz no causa efectos directos sobre el funcionamiento de las

pinturas antiincrustantes.

El sustrato es el factor fundamental ya que los organismos incrustantes
necesitan una superficie donde desarrollarse. Las caracteristicas de dureza, textura,
composicidn quimica, color e inclinacion condicionan el asentamiento de las distintas

especies.

Debido a la importancia econémica del biodeterioro de los sustratos artificiales
sumergidos se debe tener en cuenta la preparacion del sustrato a proteger (acero,
aluminio, madera, fibra de vidrio) para lograr una adecuada adhesién del sistema de

pinturas.

Los factores abidticos no actian en forma independiente sino que estan
estrechamente relacionados; por ejemplo, la fotosintesis que produce la vegetacién
algal modifica los niveles de oxigeno y de dioxido de carbono, afectando al pH del
agua. Cuando disminuye el oxigeno, aumenta el diéxido de carbono y desciende el
pH, lo que provoca una rapida descomposicidon bacteriana. La temperatura afecta la
solubilidad del oxigeno, teniendo mayor concentracion en aguas mas frias. Las altas
temperaturas favorecen la evaporacion modificando en consecuencia la salinidad del

agua.

Efectos ocasionados por el “biofouling” sobre objet 0s sumergidos

El asentamiento y fijacion de organismos bentdnicos sobre objetos sumergidos
provoca distintos tipos de perjuicios desde el punto de vista econémico (Dafforn et al.,
2011).

Entre los sustratos méas afectados se encuentran los cascos de las
embarcaciones. Las condiciones, practicamente estaticas, del agua en los puertos
favorecen el asentamiento de larvas. Uno de los inconvenientes mas relevantes de la
fijacién sobre la carena es el deterioro del esquema de pinturas, es decir no sélo de la

pelicula antiincrustante sino también de las pinturas subyacentes.

Los organismos pueden afectar de distintos modos los recubrimientos de
proteccién. Por ejemplo, el desprendimiento de una parte de la comunidad puede

arrastrar parte de la pintura antiincrustante y debilitar la pelicula base por accion de
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metabolitos o excretas en el lugar de fijacion; la exposicion de la superficie metalica en

contacto con el agua de mar provoca procesos de corrosion.

El microfouling y particularmente las bacterias, pueden atacar también a los
componentes del ligante de las pinturas y contribuir al deterioro de las cubiertas
protectoras. Como consecuencia de la fijacion del “biofouling”, los costos generales del

mantenimiento en una embarcacion se incrementan en un 77% (Abbott et al., 2000).

En los equipos de sonar la fijacion del “biofouling” reduce la sensibilidad y
transmision del sonido, aumentando los ruidos por cavitacién. Las medidas de emision
y recepcion de sefiales con transductores sumergidos colonizados muestran una

reduccion de sensibilidad axial entre 0y 10 dB en el intervalo de frecuencias de 1 a 20 KHz.

La fijacidbn de organismos en el interior de sistemas de carfierias provoca una
disminucion del diametro de las tuberias y por lo tanto un descenso en el flujo de agua.
Los sistemas de refrigeracion de plantas generadoras de energia eléctrica y de plantas
desalinizadoras, utilizan agua de mar sin tratamiento previo. De esta forma ingresa
también, plancton y las larvas encuentran en el interior de las caferias un lugar

propicio para asentarse y alimento disponible.

En la central termoeléctrica de puerto Quequén (provincia de Buenos Aires) el
asentamiento del serpulido Hydroides elegans obturé las tuberias formando los
denominados “bochones” que impiden el pasaje de agua. Otro ejemplo de bloqueo de
cafierias, en este caso por la presencia del mejillon de agua dulce, Limnoperna
fortunei, es el que ocurre desde hace mas de una década en la Central Hidroeléctrica
Yacyreta, que produce el cese peridédico de funcionamiento de las turbinas para

limpieza y reparacion y que ha obturado también los sistemas de incendio.

En estaciones off-shore y en sistemas OTEC (Ocean-Thermal Energy
Conversion), sistemas que generan electricidad a partir de la diferencia de temperatura
entre aguas profundas y superficiales, el peso de los organismos puede afectar la
flotabilidad y estabilidad de las estructuras, ademas aceleran los procesos de

corrosion y obturan los sistemas de enfriamiento y filtrado.

En granjas marinas, la adhesion del “biofouling” provoca la obstruccion de
redes para acuicultura impidiendo la llegada del alimento a los organismos cultivados
(peces y bivalvos) y a su vez, la salida de productos de desecho. Esta situacion
genera stress y hace que la poblacion se encuentre mas vulnerable a enfermedades.
Paralelamente, la comunidad del “biofouling” compite por alimento con los organismos
en cultivo (Phillipi et al., 2001; Tan et al., 2002; Willemsen, 2006).
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En superficies de plastico y de vidrio, lentes de camaras y ventanas, se

produce el bloqueo de las estructuras requiriendo limpieza y reacondicionamiento.

En la Tabla 1 se presentan los perjuicios que ocasiona el “fouling” sobre

distintos sustratos sumergidos (Muraoka, 1968; Pipe, 1979; Thorhaug y Marcus, 1980;
Edyvean et al., 1985; Terry y Picken, 1986; Santhakumaran, 1990).

Tabla 1. Accién del “biofouling” sobre las estructuras sumergidas.

Actividad de los organismos

Efectos de la fijacién

Fijacion en cascos de embarcaciones

Reduccidn de la velocidad de desplazamiento
Incremento en el consumo de combustible
Deterioro de la pelicula protectora

Inicio de procesos de corrosion

Mayor frecuencia de entradas a dique seco con
pérdidas econdmicas: lucro cesante, alquiler de
dique, limpieza del casco, reparacion y/o reposicion
de partes deterioradas, pintura y mano de obra

Fijacion en equipos de sonar

Reduccidn de la sensibilidad y transmision del sonido
Disminucion de la efectividad del sonar al aumentar
los ruidos por cavitacion

Fijacion en sistemas de cafierias en
plantas desalinizadoras o en sistemas de
refrigeracion en plantas de energia
eléctrica

Reduccion del diametro interior de cafierias y por
ende del flujo de agua

Fijacién externa y en sistemas de filtrado
en estructuras “off-shore” y en sistemas
OTEC (Ocean Thermal Energy
Conversion)

El peso de los organismos del “fouling” puede afectar
la flotabilidad y estabilidad de las estructuras y
acelerar los procesos de corrosion.

Obstruccion de los sistemas de enfriamiento y
filtrado, que produce la interrupcién del
funcionamiento de los equipos

Superficies metalicas

Debajo de caparazones de cirripedios se produce
corrosioén por picado debido a la formacion de celdas
de concentracion de oxigeno. Otras condiciones
favorables para la corrosion son las generadas por
productos metabdlicos, particularmente 6xidos y
sulfuros. Las bacterias sulfato reductoras promueven
la corrosién anaerdbica.

Recubrimientos protectores

El “fouling” dafia los recubrimientos en varias formas;
provoca la pérdida de adherencia del recubrimiento
exponiendo, eventualmente, a la superficie metalica
base y puede deteriorar la pintura por accion
bacteriana

Redes para acuicultura

Blogueo de redes que producen retraso en el
crecimiento y desarrollo de los organismos en cultivo

Superficies plasticas y de vidrio

Ventanas de estructuras sumergidas y lentes de
camaras comienzan a bloquearse y requieren
frecuente limpieza
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Relacion entre “biofouling” y procesos de corrosion

Los mecanismos y aspectos ecologicos relacionados con el “fouling” marino
microbiano son conocidos, sin embargo, su asociacion con la corrosion metalica es
muy compleja. La corrosiébn por accion bacteriana puede ocurrir en forma directa
debida a la accibn de compuestos corrosivos como el sulfuro de hidrogeno, el
amoniaco y los &cidos organicos e inorganicos, entre otros; o en forma indirecta
debido al metabolismo bacteriano (Iverson, 1968; Rogers, 1968; Iverson y Brinckman,
1978; Gerchakov y Sallman, 1979). Los factores que influyen en la corrosion metélica

son:

Fisicoquimicos
« Accion de las sustancias poliméricas extracelulares

« Formacion de celdas de aireacién diferencial: las colonias de bacterias al
respirar generan diferencias entre la concentracibn de oxigeno de su

microambiente y del area circundante.

e« Cambios quimicos en la interfase metal/solucién debidos a la actividad

metabdlica (cambios en el pH y liberacion de metabolitos, entre otros)
* Remocion de productos de corrosion

* Naturaleza del metal

Biolégicos

« Formacion de celdas de concentracién de oxigeno: se inician por la diferencia
de concentracion de oxigeno disuelto entre dos puntos de la superficie
metalica, el area de mayor concentracion de oxigeno actia como catodo
mientras que la de menor concentracion, como anodo. Estas celdas pueden
formarse en zonas altamente aireadas, como las de salpicado y también en las
deficientes en oxigeno, debajo de la capa de “fouling” o de sedimento.
Experimentalmente se han detectado valores reducidos de tensién de oxigeno
inferiores al 10% de saturacién debajo de anémonas de mar, entre 25 y 40%
debajo de colonias de hidrozoos y hasta valores proximos al 40% de saturacion
debajo de colonias de tunicados (Edyvean y Terry, 1983). Por lo tanto, es

probable que las celdas de concentracion de oxigeno puedan generarse
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también cuando la cubierta de “biofouling” es discontinua (Woolmington y
Davenport, 1983).

Efecto barrera del “fouling”: algunos autores (LaQue y Clapp, 1945; Ruimu et
al., 1984) afirman que la fauna viva con caparazones calcareos parece no
afectar la corrosion de metales, pero que los organismos muertos estimulan el
ataque localizado. Otros investigadores sostienen que el “biofouling”,
fundamentalmente en el que estan presentes caparazones duros, reduce el
ataque del acero al disminuir la velocidad relativa del agua que lleva el oxigeno
disuelto hasta la superficie metdlica y al actuar como una barrera para la
difusibn de oxigeno a los sitios catédicos. Sobre estos Ultimos se puede
depositar carbonato de calcio e hidroxido de magnesio que proveen una
barrera semejante a la del “biofouling” (LaQue, 1975; Obuekwe et al., 1981;

Terry y Edyvean, 1986).

El efecto protector de la cubierta de “biofouling” disminuye apreciablemente
cuando es suficientemente gruesa y bioactiva como para excluir el oxigeno de
la superficie del metal y generar en la interfase metal/pelicula de “fouling” un
medio anaerdbico generado por las bacterias sulfato reductoras (BSR)
(Edyvean y Terry, 1983; Iverson, 1972). Se ha demostrado que este proceso
adquiere un nuevo estado estacionario al formarse una capa de sulfuro cuya
velocidad de crecimiento puede alcanzar los 70 um por afio y que la
combinacion del nivel natural de ion sulfato en agua de mar con la fuente de
alimentos organicos el “fouling”, provee las condiciones necesarias para que el

proceso bacteriano contintie a lo largo del tiempo (Freeman, 1977).

La corrosion bajo condiciones anaerdbicas es un fenbmeno complejo y esta
afectada por los diferentes macroorganismos fijados. Por ejemplo, el
crecimiento activo del alga verde Enteromorpha puede balancear, gracias a la
fotosintesis, las condiciones para el desarrollo de las bacterias sulfato
reductoras (BSR) y, en consecuencia, reducir la corrosion (Edyvean y Terry,
1983). Se ha demostrado que el oxigeno producido por fotosintesis en agua de
mar natural y el oxigeno burbujeado en soluciones de cloruro de sodio inducen
la misma velocidad de ataque sobre el acero (Hache et al., 1959). El ataque de
las BSR, originado en muchos casos por cambios marcados en la composicion
del agua de mar, un bajo contenido de oxigeno disuelto, una alta disponibilidad
de sulfato y el estancamiento de productos sulfurados sobre la superficie del

metal, indica que la corrosion estaria influida fundamentalmente por las
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condiciones en el seno de la solucién méas que las de la interfase metal/pelicula
de “biofouling” (Eashwar et al., 1988).

El mecanismo clasico de corrosion por despolarizacion catédica establece que,
bajo condiciones anaerdbicas, las BSR utilizan mediante la accion de la enzima
hidrogenasa, el hidrogeno producido por la reaccién catédica favoreciendo de
esta forma la reaccion (Booth y Tiller, 1960; Pankhania, 1988). Los sistemas
productores de enzima hidrogenasa no estan restringidos a los
microorganismos ya que han sido encontrados en Ulva lactuca, Ascophyllum
nodosum, Porphyra umbilicalis, Porphyridium cruentum y en algunas cianofitas,

por lo que estas algas estarian incrementando la corrosién por esta via.

Otros mecanismos para explicar la corrosion por BSR involucran agentes
corrosivos tales como el sulfuro de hierro, iones sulfuro y azufre elemental
producidos por el metabolismo bacteriano (Cragnolino y Tuovinen, 1984;
Iverson, 1985). Ademdas de los productos sulfurados, las BSR generan
compuestos fosforados altamente corrosivos y volatiles que, se supone,

aumentan la disolucion del metal en condiciones anaerébicas.

El ataque por debajo de la incrustacion de organismos marinos es comun en
aceros inoxidables, los mas susceptibles son los aceros AlSI 410 y los menos
susceptibles los del tipo 317. Segun pudo observarse, en estos aceros la
corrosion se localiza debajo de cirripedios muertos y, en muy pocos casos,
debajo de organismos vivos. Evidentemente los efectos colaterales de las
bacterias y otros productos de descomposicion de los macroorganismos juegan
un rol importante en la destruccion de la capa pasivante del metal en contacto
con los organismos. En contraste, el titanio y las aleaciones base niquel con
cromo y molibdeno permanecen practicamente libres de cirripedios y otros

organismos marinos (LaQue, 1972).

Generalidades de pinturas

Las pinturas son materiales compuestos que desde el punto de vista fisico-

quimico pueden ser considerados como sistemas heterogéneos constituidos por una o

mas fases solidas finamente divididas (pigmentos), dispersas en un medio fluido

denominado vehiculo (ligante y solventes) y por otros constituyentes que, agregados

en bajas proporciones, aportan alguna funcion a la pintura en estado liquido o como

pelicula seca (aditivos) (Fig 2). Cuando este material se aplica en forma de capas
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delgadas se obtiene una pelicula sdlida, ya sea por secado o curado (Rascio et al.,
1977). Los ligantes son los responsables de la formacion de la pelicula, los solventes
aportan la fluidez necesaria para que la pintura pueda ser aplicada y regulan la
velocidad de secado; por otra parte, los pigmentos le dan a las pinturas propiedades
especificas tales como dureza, adhesion, opacidad, resistencia a las radiaciones, a

agentes quimicos, a la corrosion, al asentamiento de organismos, entre otras.

pintura
antifouling
| |
1 1 1
vehiculo pigmentos aditivos

1 1

1 1 1 1 1
ligantes solventes antifouling opacantes extendedores

Figura 2. Esquema de los componentes basicos de una pintura antifouling.

Los ligantes son las sustancias formadoras de pelicula por excelencia y, como
tales, tienden a controlar la difusién del agua, oxigeno y electrolitos hacia el metal. Son
responsables de mantener en intima unién a los pigmentos dentro de la pelicula seca
de pintura y de permitir la adhesién de la misma al sustrato. Una vez que la pintura fue
aplicada sobre una superficie, el ligante necesita secar o “curar’ y asegurar la
adhesion; este proceso por el cual los polimeros liquidos se convierten en solidos
puede ocurrir por evaporacion del solvente, por oxidacion o por reaccion quimica. En
general determinan la mayoria de las propiedades fisicas y quimicas de la pintura
como asi también sus caracteristicas de aplicacion y prestaciones posteriores.

En tecnologia de pinturas existen numerosos ligantes cuya eleccién adecuada
dependera del rol a cumplir. Se clasifican en tres grandes grupos: ligantes y resinas
naturales, resinas sintéticas base solvente y resinas sintéticas base acuosa (Rascio et
al., 1977).

En general, las formulaciones de pinturas emplean mezclas o sistemas de
solventes que estan disefiados para facilitar la fabricacion y aplicacion de las pinturas,
mejorar las propiedades de flujo y nivelado de la pelicula formada, disminuir la
concentracion de compuestos organicos volatiles (VOCs) y el costo total de la pintura.
Estos sistemas contienen un disolvente de la resina y también diluyentes que, ademas
de diluir el producto, permiten reducir los costos de fabricacion y facilitar la aplicacion.
La eleccion de la mezcla solvente es importante ya que debe mantener la resina
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solubilizada hasta se que haya evaporado toda la mezcla. La composicion del sistema
de solventes varia durante la evaporacion; los solventes con mayor presion de vapor
evaporan mas rapido que los de menor presion de vapor, quedando estos Ultimos
retenidos en la pelicula por mas tiempo. Asi, en el disefio del sistema de solventes
debe tenerse en cuenta que el solvente con menor presion de vapor sea el que
disuelve la resina dado que, si esto no ocurre, la resina precipitaria y la pelicula
resultaria débil y porosa (Hare, 1991a). Ademas, la seleccion de los solventes
adecuados es de gran importancia para la formacién de la pelicula seca; si los
solventes evaporan excesivamente rapido, la pelicula aparecera con defectos en su
superficie tales como créateres o burbujas, o bien puede resultar un mojado inadecuado
del sustrato causando problemas en la adhesién de la pintura. En cambio, si los
solventes evaporan lentamente, la pintura puede “chorrear” y aparecerd un “efecto

cortina” en la pelicula seca que puede afectar el curado.

Entre los solventes mas empleados en la formulacion de pinturas se
encuentran los VOCs que, debido a su toxicidad y a las restricciones impuestas a su
uso, estadn siendo reemplazados por agua (Hare, 1991d; Stout, 1998). Los VOCs
incluyen hidrocarburos alifaticos, arométicos, alcoholes, cetonas, ésteres, éteres
glicoles, etc. El alifatico méas utilizado es el aguarras mineral, mezcla de destilados del
petréleo usado fundamentalmente con resinas alquidicas; los aromaticos mas
utilizados son el xileno y tolueno, productos con bajo costo y aptos para su empleo
como disolventes y/o diluyentes (Hare, 1991b). Otros solventes empleados en la
formulacion de pinturas son las cetonas (Chatfield, 1962; Ellis, 1986), los ésteres

(Hare, 1991c), los alcoholes y los éteres glicoles (Ellis, 1986).

El empleo de agua como solvente requiere el disefio de nuevos polimeros y
demanda innovacion ya que solubiliza pocas resinas debido a sus caracteristicas
polares. A pesar de esto, ya existen en el mercado resinas que pueden ser utilizadas

en pinturas acuosas y tienen buena aceptacion y rendimiento.

Los pigmentos son sustancias soélidas finamente divididas, minerales u
organicas, generalmente insolubles en los constituyentes de una pintura a la que le
otorgan diferentes propiedades; se mantienen dispersos en forma estable y
proporcionan a la pelicula un color caracteristico, tienen poder cubritivo y resistencia a
la intemperie. En una pintura antiincrustante existen basicamente tres tipos de

pigmentos: opacantes, extendedores y antiincrustantes (Hare, 1990a).

Los pigmentos opacantes tienen un indice de refraccibn mayor que el de las

resinas utilizadas por lo cual la luz que penetra en la pelicula pigmentada es refractada
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varias veces antes de llegar al sustrato. El efecto final es que el sustrato no resulta
visible (Balfour, 1992).

Los pigmentos extendedores son utilizados para proporcionar a la pelicula
ciertas caracteristicas tales como dureza, adhesion y durabilidad. También juegan un
papel importante en la estabilizacién del brillo, en las propiedades reoldgicas, en
ciertas propiedades mecénicas, aplicacion y procesos de nivelado y flujo, a su vez,
pueden actuar como pigmentos auxiliares en la optimizacion de las propiedades
funcionales de la pintura. Segun su naturaleza quimica se los clasifica en carbonatos,
sulfatos y silicatos. Los més utilizados en pinturas son tiza (carbonato de calcio), barita

(sulfato de bario), talco y mica (Hare, 1990b).

Los aditivos son generalmente definidos como aquellos componentes que,
incorporados a la formulacion de la pintura en pequefias cantidades (entre 0,05 y 2%),
sirven para controlar las propiedades de la pintura tanto al estado liquido como una
vez que ha curado. La funcién de cada aditivo es especifica, entre ellos se encuentran
emulsificadores, agentes humectantes, agentes reologicos, promotores de adhesion,
absorbedores UV, secantes, antiespumantes, plastificantes, dispersantes,
surfactantes, inhibidores de “flash rusting”, entre otros (Cowley y Gallon, 1988; Athey y
Porowska, 1995; Reinhardt, et al, 1998; Verkholantsev, 1999).

Prevencién del “biofouling” por medio de pinturas a ntiincrustantes

Durante décadas las pinturas "antifouling” han sido la mejor via de proteccion
de los cascos de los barcos. Existe un caudal de informacion considerable sobre
resultados de su comportamiento en proyectos de planta piloto, en balsas

experimentales y en la aplicacion efectiva en servicio.

Las pinturas antiincrustantes o antifouling son peliculas que producen una
liberacion controlada del o los pigmentos que contienen generando una interfase
altamente toxica que evita la fijacion de organismos (Caprari y Lecot, 2001). Una
pintura antiincrustante posee caracteristicas muy particulares que, por su modo de
accion, se diferencia totalmente de los demas tipos conocidos; la pelicula de pintura

modifica permanentemente sus caracteristicas cuando esta sumergida.

En la formulaciébn de las pinturas antiincrustantes se emplean sustancias
téxicas que deben ser liberadas desde el film con la finalidad de proteger la parte
sumergida de las embarcaciones. El objetivo fundamental es lograr la adecuada

solubilizacion de téxico. La pérdida de toxico tiene un valor minimo critico que
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depende del téxico usado y de la formulacion de la pintura, por debajo de ese valor, la

pintura no tiene accién preventiva.

La solubilizacion inicial del biocida (leaching rate inicial) es generalmente
elevada ya que resulta del exceso de toxico acumulado en la pelicula de pintura. Este
valor es importante ya que la pintura debe comenzar a actuar inmediatamente
después de la inmersion y la efectividad dependera de la solubilidad del toxico, de las
caracteristicas del vehiculo, del area superficial de particulas de téxico y de las
condiciones de temperatura, salinidad y pH del agua. Después de varios dias de

inmersion se alcanza un valor de lixiviacidn constante (leaching rate constante).

Si la pintura funciona correctamente, el toxico expuesto en la superficie se
disolvera dentro de los valores previstos, pero puede ocurrir que la accién de la pintura
se anule rapidamente, no por excesiva solubilizacion de toxico o agotamiento, sino

porque quede bloqueado en el interior del film.

Las pinturas deben ser aplicables con facilidad en grandes superficies, secar
rapidamente y proporcionar un film bien adherido y libre de irregularidades. Se debe
preparar el sustrato a proteger con una imprimacién con buena adhesion y con

rugosidad adecuada.

Tipos de pinturas antiincrustantes

Las pinturas antiincrustantes pueden clasificarse en tres tipos, las de matriz

soluble, las de matriz insoluble y las autopulimentables.

En las pinturas de matriz soluble, el toxico y el vehiculo se solubilizan
conjuntamente, con disminucién del espesor del film (Fig. 3). Para la formulacion del
vehiculo se emplea la resina colofonia, de naturaleza acida, que es el principal
material formador de pelicula. La resina colofonia es de origen natural, se extrae de
coniferas y es soluble o erosionable por el agua, es de naturaleza 4cida y esta
compuesta por un 90% de &cidos resinicos, principalmente &acido abiético y
levopimarico (Rascio et al., 1988b). Los grupos carboxilicos libres (-COOH) permiten
que reaccione con el agua de mar alcalina (pH 8) formando resinatos solubles y
facilitando la liberacion del toxico. Sin embargo, la colofonia genera un film
excesivamente soluble, poco adherente y quebradizo, por lo que se la plastifica
incorporando aceites o barnices a la formulacion; su solubilidad en agua de mar es

afectada por el tiempo de secado (Rascio et al., 1977).
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Figura 3. Esquema del mecanismo de accion de una pintura de matriz soluble a lo

largo del tiempo.

Las pinturas de matriz insoluble son conocidas como pinturas de lixiviacién por
contacto continuo o sistemas de larga vida util (Fig.4). EI componente resinoso es
insoluble y no es erosionado por el agua. Hay una gran variedad de polimeros que
pueden ser efectivos, como las resinas vinilicas (copolimeros de cloruro-acetato de
polivinilo), acrilicas, caucho-acrilico, caucho clorado y epoxidicas. También se incluye
a la resina colofonia como componente del ligante. EI mecanismo de accién es por
difusion del toxico que se encuentra en cantidad elevada para asegurar el contacto
continuo entre las particulas, es decir cuando las particulas mas superficiales se
disuelven y difunden en el agua, quedan expuestas otras particulas disponibles para la
disoluciéon posterior. Se diferencian de las pinturas de matriz soluble en que la
lixiviacion del pigmento forma “galerias” que aumentan la permeabilidad de la pelicula
y la salida del biocida de las capas mas internas, sin producir disminucion del espesor
de pelicula del sistema. El vehiculo en general es un material suficientemente

resistente como para mantener la integridad del film.

La desventaja de este tipo de formulaciones es que, a medida que el contenido
de toxico se va lixiviando, el esqueleto de la matriz agotada se mantiene, lo que
modifica la textura superficial del film aumentando la rugosidad y favoreciendo de este
modo la adhesion de esporas o larvas. Por otra parte, las particulas de biocida deben
atravesar un espesor mayor de pelicula agotada por lo que la eficiencia de la pintura

puede disminuir.
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Figura 4. Esquema del mecanismo de accion de una pintura de matriz insoluble a lo

largo del tiempo.

Las pinturas autopulimentables (SPC: self-polishing copolymer) estan
formuladas con un polimero acrilico, usualmente metil metacrilato, que se combina con
el biocida (TBT) por una union éster. Estas pinturas liberan el toxico a partir de una
reaccién de hidrdlisis que se lleva a cabo lentamente permitiendo la salida del toxico y

extendiendo asi la zona de reaccion (Anderson et al., 2003) (Fig. 5).
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Figura 5. Reaccion de hidrdlisis.
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Pigmentos antiincrustantes

Entre los pigmentos més utilizados se encuentra el 6xido cuproso, es uno de
los compuestos més efectivos incorporados como biocida en pinturas antiincrustantes,
actla a muy bajas concentraciones sobre una amplia variedad de organismos marinos

dependiendo de la solubilidad del ligante (Yebra et al., 2003).

El cobre es un elemento esencial para el normal crecimiento de organismos,
aunque altas concentraciones pueden ser letales (Voulvoulis et al., 1999). Por otra
parte, se ha determinado que no posee efecto antiincrustante sobre el alga verde
Enteromorpha, abundante en nuestras costas (Voulvoulis et al., 1999). El cobre posee
muy baja solubilidad en agua dulce y aumenta, aunque no de manera sustancial, en

agua de mar.

El efecto toxico del cobre aumenta en presencia de 6xido de cinc que es un
compuesto de 99% de pureza, muy poco soluble en agua y que contiene impurezas
como pequefas cantidades de plomo, hierro, azufre y cadmio; cristaliza en el sistema
hexagonal, como un polvo blanco, aunque el color varia segun el tamafio de las
particulas que lo forman. De acuerdo al proceso de elaboracidén se puede obtener un
producto de particulas aciculares o nodulares que aumenta la dureza de la pelicula y
la resistencia a la descomposicion del ligante. Posee propiedades fungicidas y
bactericidas (Koleske, 1995).

En pinturas, se lo emplea sélo o acompafiado con 6xido cuproso, con el que
ejerce una accion sinérgica y mejoran su accion en presencia de pequefias cantidades

de biocidas organicos.

En las dltimas cuatro décadas se han utilizado pigmentos antifouling de
excelente poder biocida pero altamente contaminantes y nocivos para la biota. Entre
ellos se encuentran el 6xido de mercurio (HgO), el arseniato mercurioso (AsO4Hgs), el
trioxido de arsénico (As,03), el arsenito cuproso (AsOs;Cus) y los organometdlicos,

principalmente el 6xido de tributilestafio (TBTO) y el 6xido de trifenil estafio (TPTF).

Desde la década del '80, se ha enfatizado en los efectos nocivos de los
compuestos organoestannicos sobre organismos marinos y su relacion directa con el
aumento en la utilizacibn de pinturas antiincrustantes (Pereira et al.,, 1999).
Posteriormente, la IMO (Internacional Maritime Organization) dispuso la prohibicién del
uso de compuestos organoestannicos como pigmentos antifouling. De acuerdo a esta

legislacion, la aplicacion de estas pinturas sobre cascos de embarcaciones debid
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interrumpirse el 1° de enero de 2003 y se prohibiria la circulacién de las ya pintadas a
partir del 1° de enero de 2008.

Esta legislacion ha llevado a la necesidad de hallar nuevas alternativas no

téxicas, no contaminantes y de bajo impacto ambiental.

En virtud de las restricciones impuestas al uso del TBT en formulaciones
antifouling han sido desarrollados posibles reemplazantes tales como Irgarol 1051®,
Sea-Nine 211®, clorothalonil, dichlofluanid, tolilfluanid y zinc piritiona (Voulvoulis et al.,
1999; Kostantinou y Albanis, 2004; Bellas, 2005). Sin embargo, estos compuestos han
sido encontrados en concentraciones relativamente altas en puertos, marinas y zonas
costeras (Voulvoulis et al.,, 2000; Martinez et al., 2001; Voulvoulis et al., 2002;
Reitsema, 2008).

Las investigaciones actuales sobre este tema estan enfocadas basicamente
hacia la busqueda de compuestos “amigables con el medio ambiente”. Se ha puesto
énfasis en la identificacibn de principios activos existentes en organismos que
naturalmente no presentan epibiontes y que han desarrollado mecanismos de
inhibicién o de repulsion para proteger su superficie corporal (Harder, 2009) o bien en
aquéllos que han desarrollado defensas quimicas contra predadores, por lo que se
asume gue los metabolitos secundarios son potenciales agentes antifouling (Davis y
Wright, 1989; Clare et al., 1992, Pawlik, 1992; Abarzua y Jakubowski, 1995; Clare,
1996; da Gama et al., 2002; Rao et al., 2007; Raveendran et al., 2011). El efecto que
provocan en los organismos del “fouling” es variado, numerosos compuestos actian
como anestésicos, otros como repelentes de la fijacion o como inhibidores de las
propiedades que determinan los mecanismos de la adhesion sin tener efectos biocidas
(Omae, 2003).

En los ultimos veinte afios una amplia variedad de compuestos naturales
extraidos de algas y organismos sésiles marinos han sido identificados como
inhibidores del asentamiento de Balanus amphitrite, como por ejemplo diterpenos del
“orejon de mar” Renilla reniformis (Keifer et al., 1986), pukalidos del coral Leptogorgia
virgulata y otros gorgonaceos (Gerhart et al., 1988; Vrolijk et al., 1990; Wahl et al.,
1998), compuestos obtenidos de esponjas (Sarma et al., 1991; Goto et al., 1993;
Thirionet et al., 1998; Hellio et al., 2005; Dobretsov et al., 2005; Nogata y Kitano,
2006), acido cindmico del alga Zostera marina (Todd et al., 1993), juncelinas del
octocoral Juncella juncea (Avelin et al., 1993), furanonas, acido isetiénico y floridosidos
de algas rojas (de Nys et al., 1995; Hellio et al., 2004; de Nys et al., 2006), florotaninos

de algas pardas (Ragan y Glombitza, 1986), compuestos fendlicos (Lau y Qian, 2000),
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extractos de briozoos (Kawamata et al., 2006) y extractos de nudibranquios (Nogata y
Kitano, 2006). Sin embargo, la produccién a escala industrial de cualquiera de estos
compuestos esta aun lejos de alcanzarse dado que si bien los compuestos activos han
sido identificados, la sintesis en laboratorio es compleja y hasta el momento no ha sido

perfeccionada.

Principales organismos del “fouling”

Por cuestiones practicas, el “fouling” biolégico se lo divide en dos grandes

grupos de acuerdo al tamafio de los organismos:

- microfouling , u organismos que se visualizan bajo microscopio, que incluye
bacterias, protozoos y diatomeas (Fig. 6).
- macrofouling , u organismos que se visualizan a ojo desnudo, que incluye

algas, cirripedios, serpulidos, mejillones, ascidias, etc. (Figs. 7 y 8).

Es interesante resaltar que en la comunidad del “fouling” se encuentran
representados practicamente todos los phyla de organismos y las especies presentes
contribuyen en mayor o menor grado al biodeterioro. Se considera biodeterioro a
cualquier cambio indeseable e irreversible en las propiedades de un material como

consecuencia de la actividad de organismos.

Los protozoos son organismos unicelulares microscopicos, solitarios de vida
libre, sésiles solitarios 0 sésiles coloniales. Colonizan los sustratos sumergidos luego
de bacterias y diatomeas que les sirven de alimento y basicamente se fijan por
presencia de pedunculos como en el caso de Zoothamnium y Vorticella. Otros
protozoos, si bien son vigiles, estan presentes comunmente en la comunidad

formando parte del film primario, por ej., Euplotes.

Las algas marinas juegan un rol importante en el “fouling”, particularmente
sobre sustratos artificiales sumergidos en aguas someras donde la luz es suficiente
para que lleven a cabo sus funciones fotosintéticas, por ello es comdn encontrar

distintas especies de algas en la parte superior de estructuras fijas o flotantes.

Las diatomeas son algas unicelulares microscopicas que pueden vivir aisladas
0 en colonias, pudiendo encontrarse suspendidas formando parte del plancton, como
la diatomea Skeletonema costatum, o fijadas a sustratos sumergidos como la
diatomea bentdnica Achnanthes longipes. Sin embargo, es factible que, por procesos

de sedimentacion, se encuentren especies del plancton formando parte de las
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comunidades incrustantes. En el caso de las diatomeas sésiles los sistemas adhesivos
tienen morfologias variadas y estan compuestos por polisacédridos acidos
mucilaginosos, segun Molino y Wetherbee (2008) estos mucilagos extracelulares
consisten en una compleja mezcla de proteinas, proteoglicanos y carbohidratos,
siendo estos Ultimos los componentes mayoritarios. Entre las diatomeas registradas
con mayor abundancia en el puerto de Mar del Plata y en Puerto Belgrano se
encuentran especies de los géneros Melosira, Achnanthes, Nitzschia, Skeletonema,

Pleurosigma y Synedra.

Aunque hay diversos grupos de algas marinas, s6lo un reducido nimero de
especies se consideran importantes desde el punto de vista del biodeterioro;
principalmente se encuentran Chlorophyta (algas verdes), Phaeophyta (algas pardas)

y Rodophyta (algas rojas).

Las algas en general forman caracteristicos cinturones constituidos
fundamentalmente por distintas especies de Enteromorpha (algas verdes) y
Ectocarpus (algas pardas), ambas de distribucion cosmopolita. Son particularmente
tolerantes al estrés ambiental como se evidencia a través de su elevada densidad en
la inestable linea de flotacion y sobre la zona de salpicadura de las estructuras
flotantes. Ademas tienen un alto potencial reproductivo, por ejemplo, cada filamento de
Enteromorpha es capaz de producir cien millones de células reproductoras. Como
consecuencia del caracter intermareal de su ambiente natural, tienen la capacidad de
soportar condiciones extremas de temperatura, salinidad y desecacion; otra
caracteristica que contribuye al éxito dentro del “fouling” es su capacidad para
adherirse y crecer rapidamente sobre las superficies. Aunque la propagacion
vegetativa puede jugar un rol exitoso en la dispersion de muchas algas marinas,
indudablemente el mecanismo predominante por el cual se alcanza la colonizacién de
nuevos sustratos es a través de la liberacion y asentamiento de estadios reproductivos
por esporas moviles (flageladas). En la mayoria de las algas, el asentamiento inicial es
seguido rapidamente por un proceso de adhesion activo que involucra la secrecion de
un material adhesivo entre la membrana que reviste la espora y el sustrato. Estudios
de microscopia electrénica de varias esporas algales han demostrado que este
material adhesivo es producido por pequefas vesiculas subcelulares del aparato de
Golgi durante los ultimos estadios de diferenciacién de las esporas. En el caso de la
clorofita Enteromorpha, la sustancia producida es un mucopolisacarido consistente en
proteinas y carbohidratos (Evans y Christie, 1970; Chamberlain, 1976; Campbell,

1982; Callow et al., 2000), la secrecidén cura y se torna insoluble (Martenson, 2005).
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Las esporas recientemente adheridas son muy vulnerables al ataque de predadores
tales como bacterias o0 a la accion toxica de compuestos antifouling dado que estan
rodeadas s6lo por una membrana simple y delgada. Sin embargo, luego de unos
minutos la pared comienza a desarrollarse alrededor de las células y luego de cuatro
horas alcanza un grosor considerable. De este modo, en un corto periodo se logra una
importante proteccion fisica y quimica, que impide remover con facilidad una zoospora
una vez adherida a una superficie. Aunque es extremadamente dificultoso medir
cuantitativamente la fuerza de la adhesion entre las zoosporas y el sustrato, se logré
obtener informacion usando chorros de agua estandarizados a diferentes tiempos
luego del asentamiento, este método demuestra que la adhesion de las esporas al
vidrio mejora rapidamente durante las primeras horas luego de la adhesion,
presumiblemente debido a los cambios fisicos que ocurren por la descarga del
adhesivo (Christie et al., 1975). Luego que las esporas se fijan a la superficie,
comienza un periodo de répido crecimiento que generalmente comprende la
produccién inicial de una capa protectora externa de idéntica compaosicién que la pared
celular. El proceso de germinacion contintia con la formacién de un sistema de anclaje
eficiente que asegura el futuro desarrollo del talo que se realiza por medio de células
rizoidales especializadas, incoloras, que otorgan fuerzas de adhesion. Estos rizoides
se producen en forma continua para soportar el incremento de tamafio del sistema
erecto, a medida que emergen de la base, toman un aspecto compacto para formar la
caracteristica estructura de sostén (‘holdfast’). Juntamente con el proceso de
establecimiento de un sistema de anclaje eficiente, ocurre el crecimiento y desarrollo

de la porcion macroscoépica superior del cuerpo del talo (Callow et al., 2002).

Por distintas experiencias, pudo comprobarse que esporas de Enteromorpha
pueden asentarse sobre sustratos en flujos de agua con velocidades superiores a 10
nudos, lo cual permitiria la fijacion de estas algas mientras los barcos estan en

movimiento (Hougton et al., 1972; Christie y Evans, 1975).

En el puerto de Mar del Plata, Enteromorpha intestinalis es la especie que se
ha registrado constantemente sobre los paneles experimentales variando su
abundancia y distribucién batimétrica en funcidn del grado de transparencia del agua;
otras clorofitas como Bryopsis plumosa y Chaetomorpha sp. se encuentran en
densidades menores. El alga parda Ectocarpus sp. y las algas rojas Bangia sp.,
Porphyra sp., Polisiphonia sp. y Ceramium sp. se encuentran en bajas densidades y

con ciclos de fijacion estacionales.
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En Puerto Belgrano Enteromorpha intestinalis presenta también un ciclo de
fijaciébn anual con un pico de reclutamiento en los meses mas célidos. Ectocarpus sp.
es la feofita que se encuentra presente durante todo el afio aunque con bajas
densidades. De un modo similar las rodofitas Bangia sp., Ceramium sp., Griffithsia sp.

y Porphyra sp. se presentan en bajas densidades pero en forma estacional.

Los Poriferos (esponjas) forman un importante grupo del zoobentos sésil y se
encuentran distribuidos en todas las profundidades vy latitudes (Sara, 1974; ODEMA,
1974). En la cementacion al sustrato se ha identificado la presencia de un polipéptido,
la galectina (Muller, 1997). En Puerto Belgrano se registraron especies de

demospongias de los géneros Haliclona y Halichondria sp.

Los hidrozoos son cnidarios polimdrficos, es decir que pueden presentarse con
morfologias diferentes (pdlipos o0 medusas), solitarios 0 coloniales. Desde el punto de
vista del “fouling” interesa la fase pélipo debido a que representa la forma sésil que se
asienta sobre sustratos duros. Las colonias tienen diversas formas de acuerdo a las
familias o géneros, en general son filamentosas o arborescentes, se originan por un
pélipo primario que se adhiere al sustrato por una hidrorriza filiforme y desarrolla
nuevos pélipos (sésiles o pedicelados) por medio de reproduccién asexual. Especies
de las familias Tubulariidae (Tubularia crocea) y Campanulariidae (Obelia dichotoma,
0. longissima) son frecuentes en la comunidad del “fouling” del puerto de Mar del
Plata, siendo en general los primeros colonizadores sobre sustratos sumergidos. En
Puerto Belgrano Obelia sp. fue la Unica especie de hidrozoos presente en estos
muestreos aunque en trabajos previos (Bastida et al., 1974) se habian registrado
Tubularia crocea, Plumularia setacea y campanularidos indeterminados. Por otra
parte, los antozoos son cnidarios polipoides presentes en la comunidad tanto por sus

formas solitarias (anémonas de mar) como coloniales (corales).

Las especies de anélidos que resultan relevantes desde el punto de vista de las
incrustaciones pertenecen al grupo de los poliquetos sedentarios que construyen tubos
arenosos o calcareos. Sin embargo, existen numerosas especies vagiles que utilizan
el sustrato en forma ocasional buscando alimento, refugio y/o soporte que también

resultan de importancia.

Los adultos de la familia Spionidae son poliquetos que forman tubos arenosos
generalmente poco conspicuos debido a su talla pequefia (raramente sobrepasan los
50 mm). Habitan en la zona intermareal y son particularmente abundantes en playas
arenosas 0 areno-fangosas, aunque algunas especies son perforantes de conchillas

de moluscos (Fauchald, 1977; Fauvel, 1977; Amaral y Nonato, 1981; Bastida et al.,
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1995). Polydora sp. es la especie mas abundante registrada en el puerto de Mar del
Plata, es de facil identificacion bajo microscopio por la presencia de espinas
especializadas en el quinto setigero (Read, 1975). Esta especie posee un primer
estadio larval libre, (larva trocéfora, planctonica), luego se alarga y segmenta hasta
llegar al estadio de 15-16 segmentos (=setigeros) en que busca un sustrato donde
adherirse para formar su habitaculo. Este estadio es el que reviste mayor interés
desde el punto de vista de los sistemas de control del “fouling” (Hannerz, 1956; Blake,
1969). Por medio de la secrecion de mucus y ayudado por sus palpos captura los
granos de arena para construir tubos sinuosos y ramificados, en general de mayor
tamafio que la longitud del gusano que lo habita, favoreciendo los fenédmenos de
epibiosis. Se encuentran entre los primeros colonizadores de los sustratos inertes
limpios y en etapas mas avanzadas de desarrollo de la comunidad ofrecen sustrato
secundario para el asentamiento de individuos de su misma u otras especies. El
tamafio de los adultos de Polydora sp. alcanza alrededor de 17 mm y un maximo de
70 segmentos. Se debe considerar su estudio en particular ya que es resistente a los

distintos sistemas de control (Pérez y Stupak, 1992).

Los poliquetos formadores de tubos calcareos Hydroides elegans, Ficopomatus
enigmaticus y Spirorbis spp. (Serpulidae) se encuentran distribuidos en la mayoria de
los puertos del mundo (Anon., 1967; Fauchald, 1977; Fauvel, 1977). Los serpulidos
secretan largos tubos calcareos, sinuosos al comienzo, que luego se extienden casi en
linea recta ya sea sobre el sustrato o en forma perpendicular al mismo, en tanto que
otros integrantes de la familia secretan tubos més pequefios y enrollados en una
espiral plana (espirorbinos). En el puerto de Mar del Plata cominmente también se
encuentran otros poliquetos asociados a la comunidad pero que no forman tubos por
ejemplo, Syllidae (Syllis, Typosyllis), Polynoidae (Halosydnella australis), Capitellidae
(Capitella capitata) y Cirratulidae (Protocirrineris angelicolliatio). En Puerto Belgrano se

comprobd la presencia de Spirorbis sp.

Los moluscos incluyen una gran variedad de formas marinas y de agua dulce
importantes desde el punto de vista del “fouling”. Entre ellas se destacan las formas
bisadas presentes en nuestras costas como Mytilus platensis (mejillon) y Brachydontes
rodriguezi (mejillin) y los que se adhieren al sustrato por cementado directo de una de
sus valvas como Ostrea (ostra). Para la formacion del filamento del biso, el pie ejerce
presion contra el sustrato duro, fluye una secrecion glandular a lo largo del mismo y
sale por su extremo endureciéndose en contacto con el agua de mar, al retirarse el
pie, queda por detras un filamento completamente formado. Seguidamente, el pie
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secreta nuevos filamentos en una nueva localizacién quedando el molusco amarrado
por una masa de filamentos. La mayoria de las especies pueden desprenderse y

readherirse permitiendo al individuo moverse de un lugar a otro.

Segun DeVore et al. (1984) el cemento secretado es de naturaleza proteica y la
formacion del adhesivo incluye la interaccion de al menos tres secreciones exocrinas:
una proteina polifendlica, una sustancia mucosa y quizas colageno. Otros autores
consideran que el cemento estda compuesto principalmente por tirosina y su
mecanismo de entrecruzamiento seria similar al de las quinonas (Nanishi et al., 1988).
Recientemente se ha sugerido que la composicién del cemento es proteico con la
presencia de DOPA (3,4 dihidroxifenilalanina), molécula modificada de la tirosina (Lee
et al., 2006).

Para concretar su colonizacion los representantes de este grupo necesitan, por
lo general, que la comunidad incrustante se encuentre bastante desarrollada. Es por

ello que sobre los paneles limpios suelen estar poco representados.

Ademas de los moluscos mencionados, existen otros representantes
importantes desde el punto de vista del biodeterioro por las perforaciones o
excavaciones que hacen sobre distintos sustratos. Teredo, de distribucién
cosmopolita, produce grandes dafios en pilotes y cascos de barcos de madera, las
galerias que excava se van agrandando a medida que el animal aumenta de longitud y
los adultos pueden alcanzar hasta 30 cm. La actividad perforante de muchas especies
del género Petricola queda restringida a bancos de arcilla y roca blanda, otras son
capaces de perforar cemento armado y roca relativamente dura como especies de los
géneros Pholas y Barnea; otra especie, Hiatella arctica, puede destruir diques y
muelles de cemento, llegar a 2,5 cm de longitud y excavar agujeros de unos 15 cm de
profundidad. El bivalvo Litophaga taladra piedras calizas por medio de un proceso
guimico que incluye la secrecion de un mucus acido que ablanda la roca a nivel del

punto a excavar.

Como integrante de la comunidad del “fouling” suele encontrarse también al
nudibranquio Tenellia pallida (molusco sin valva) que vive sobre colonias de

campanularidos.

Indudablemente, desde el punto de vista de las incrustaciones bioldgicas los
cirripedios representan uno de los grupos mas perjudiciales y a su vez mas
ampliamente estudiado (Darwin, 1854; Anon., 1952; Southward y Crisp, 1963; Forbes

et al., 1971). Es el Unico grupo sésil de crustaceos y en consecuencia uno de los mas
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atipicos. Los cirripedios adultos tienen forma de cono truncado; las partes blandas
estan rodeadas por placas calcareas, generalmente en niumero de seis (rostro, carina,
dos paredes carinales y dos paredes rostrales) apoyadas sobre una base que puede
ser calcarea o0 membranosa. Las placas que forman la pared se superponen unas a
otras y pueden conservarse unidas por tejido vivo, por extensiones de las paredes
(alas y radios) que se encastran interiormente, o por fusion parcial de las mismas. La
parte superior esta cubierta por un opérculo, generalmente formado por dos tergos y
dos escudos sumamente movibles, unidos a las paredes laterales por medio de una
membrana resistente. El cierre hermético de los tergos y escudos permite aislar el
cuerpo del animal del medio ambiente, por lo que pueden resistir periodos
prolongados de desecacion como los producidos durante las mareas bajas. La
disposicién y numero de las placas, asi como las caracteristicas de la base y del
opérculo, son importantes para la identificacion de las especies. La cuticula que reviste
el interior de la cavidad del manto y que cubre los apéndices, experimenta mudas
periddicas como en otros artropodos. Las placas calcareas son secretadas por el
manto subyacente y no se desprenden al producirse la ecdisis. El crecimiento de las
placas depende de la adicion continua de materiales a sus bordes y superficies
interiores, aumentando asi su espesor y diametro. El cuerpo dentro del caparazon esta
flexionado hacia atras y los apéndices estan dirigidos hacia arriba; existen en forma
tipica seis pares de apéndices alimenticios toracicos (cirros) de los cuales deriva el
nombre de Cirripedia con el que se los designa. Durante la alimentacion, se abren los
tergos y escudos apareados y los cirros se desenrollan y extienden a través de la

abertura.

Los cirripedios son hermafroditas y de fertilizacién cruzada. Las larvas nauplii
recién eclosionadas del huevo pasan por seis estadios metamorficos precedidos cada
uno por una muda o ecdisis. Luego del sexto estadio naupliar se transforman en larvas
cypris, que en principio son larvas nadadoras y luego se adhieren por medio de las
ventosas de succion de las anténulas y por el cemento segregado por las mismas. El
primer estadio naupliar se prolonga so6lo por unos pocos minutos (15-30 minutos) y el
tiempo para completar el desarrollo metamoérfico varia de acuerdo a las especies
(Pilsbry, 1916; Bassindale, 1936; Barnes y Barnes, 1965; Freiberger y Cologer, 1966;
Lacombe, 1973). Las cypris estan protegidas por dos valvas quitinosas transparentes
que permiten observar la presencia de numerosas gotas lipidicas de reserva que van
siendo degradadas para obtener energia, esto implica que no tienen necesidad de

alimentarse y por lo tanto favorecen su resistencia a téxicos (Saroyan, 1968, 1969).
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El asentamiento inicial de los cirripedios es sélo una adhesion mecanica
producida por la succién hidraulica de las estructuras en forma de copa ubicadas en el
extremo de las anténulas de las cypris y se estima en alrededor de 7,5 dyn/cm?
(Saroyan et al., 1968; Saroyan, 1969). Esta adhesion inicial soporta una corriente de
agua de 186,4 cm/seg (=3,6 nudos); luego se refuerza por un cemento adhesivo que
no es esencial para alcanzar la adhesién permanente (Saroyan, 1968; Saroyan et al.,
1968). Segun Walker (1981) la adhesion temporaria de las anténulas, cuando las
cypris estan buscando el lugar de asentamiento, es de 4 kg/cm? en tanto que la
magnitud de la fuerza maxima de adhesion estan en el orden de 2 a 3 atm (2-3.10°
N.m?) (Yule y Crisp, 1983). El cemento inicial es liquido, luego se polimeriza y
endurece. Yule y Walker (1987) encontraron una secrecién antenular de naturaleza
proteica durante la actividad exploratoria de la larva, lo que induciria el asentamiento

de otras larvas.

Una vez que la cypris se fija, comienza la metamorfosis hacia la forma adulta,
se despoja de su cuticula quitinosa y secreta un caparazén de placas calcareas,
fragiles y transparentes al principio, que se ajustan unas con otras formando un cono
truncado. Las glandulas del cemento se mantienen en el adulto, estdn bien
desarrolladas y funcionan en forma periddica (Saroyan, 1968). Se encuentran
ubicadas en ambos bordes del manto, estan constituidas por una red de tubulos que
van creciendo con el animal y llenan el espacio entre el sustrato y la base. La base se
cementa firmemente al sustrato por la sustancia adhesiva; se estima que la resistencia
a la traccion del adhesivo de un cirripedio es alrededor de 1/10 de la que proporcionan
productos epoxidicos comerciales (Walker y Yule, 1984). La tenacidad de cirripedios

adheridos a un metal se estima es de 2-4 kg/cm™ (Cardarelli et al., 1968).

La caracterizacion quimica de la secrecion del adhesivo de los cirripedios fue
objeto de estudio de los ultimos 30 afios. Se ha planteado la hipotesis que el
mecanismo de endurecimiento se deberia al entrecruzamiento aromatico (Harris,
1946; Pyefinch, 1948; Walker, 1971; Crisp, 1972; Lindner, 1980; Lindner et al., 1988) y
gque el adhesivo de los cirripedios estaria compuesto por un enlace proteina-quinona-
proteina. Por otra parte, Naldrett (1993) sugirié que las quinonas no estarian presentes
en el cemento y éste seria una mezcla de proteinas altamente hidrofébicas que se
unirian a través de residuos de cisteina, otorgandole resistencia a la degradacion
quimica y bacteriana. Recientemente, se ha propuesto que el cemento de los
cirripedios esta constituido en un 90% por un complejo multiproteico compuesto por

seis proteinas entre las que se encuentra una enzima (Kamino, 2006). Estas proteinas
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son nuevas y no poseen homologias con otras conocidas a excepcion de la enzima. El
cemento se sintetiza en la glandula del cemento de la cypris, se libera por exocitosis
(Odling et al., 2006) y se transporta por medio de un conducto al espacio estrecho
existente entre la placa basal y el sustrato. El espesor de la capa cementicea es solo
de unos pocos micrones (Kamino, 2008) y sus propiedades de resistencia y
durabilidad son consideradas Unicas en los ambientes acuaticos (Abbott, 1990). Las
investigaciones sobre el cemento no solo se focalizan hacia el control del “fouling”,
sino también hacia el desarrollo de cementos similares en dureza y resistencia al agua

para uso odontoldgico o soldadura de huesos fracturados.

La especie més estudiada desde el punto de vista de las incrustaciones y mas
frecuente tanto en puerto de Mar del Plata, en Puerto Belgrano como en la mayoria de
los puertos del mundo es Balanus amphitrite. Otras especies del género como B.
trigonus y B. glandula son también frecuentes en nuestras costas (Thiyagarajan y
Qian, 2008).

Los anfipodos tubicolas repr esentan otro grupo relevante de crustaceos del
“fouling”. EI mas comudn en puerto de Mar del Plata y en Puerto Belgrano pertenecen al
género Corophium cuyos habitaculos son cortos, formados por limo y arena y que
favorecen los fendmenos de epibiosis. Entre los artropodos también estan incluidos los
copépodos (Tisbe, Paraltheuta minuta), anfipodos (Caprella spp.), cangrejos
(Cyrtograpsus) e isopodos (Sphaeroma) que, si bien son vagiles, juegan un rol

importante en las relaciones tréficas de la comunidad incrustante.

Las colonias de briozoos, sean arborescentes o rastreras, son integrantes
habituales de la comunidad (Ryland, 1965; Bastida y Bastida, 1980). Una
caracteristica importante de la fijacion de los briozoos es que muchas especies
prefieren asentarse sobre superficies con baja energia libre, es decir altamente
hidrofébicas (Loeb, 1977; Mihm et al., 1981; Rittschof y Costlow, 1987, 1989) y por
sustratos colonizados por determinados films bacterianos (Dobretsov y Qian, 2006).
Algunas especies son resistentes a los téxicos de las pinturas antifouling y sus
colonias incrustantes pueden formar nudcleos para el asentamiento de otros
organismos (Wisely, 1962; 1963). Son integrantes habituales de la comunidad del
“fouling” del puerto de Mar del Plata (Bugula stolonifera, Bowerbankia gracilis,
Conopeum sp.) y de Puerto Belgrano (Bugula neritina, B.stolonifera, Conopeum sp.,

Cryptosula pallasiana) (Bastida y Bastida, 1980).

Las ascidias son animales marinos sésiles, de habitos filtradores, que pueden

vivir en forma solitaria o colonial (Millar, 1969). Una de sus principales caracteristicas
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es la presencia de una tunica de naturaleza quimica semejante a la celulosa. Habitan
desde aguas costeras hasta grandes profundidades, siempre adheridas a sustratos
duros. Entre las especies mas comunes presentes en los puertos se encuentra Ciona
intestinalis, ascidia solitaria que conserva grandes cantidades de agua en su interior lo
gue redunda en un marcado incremento en el peso de la incrustacion (Stoner, 1990).
Se ha comprobado que ciertos films bacterianos son inhibidores de la fijacion de
ascidias solitarias como C. intestinalis y Pyura praeputialis, o que ofrece la posibilidad
de investigar este aspecto como probable metodologia para su control (Zapata et al.,
2007).

Por otra parte, las ascidias coloniales se caracterizan por presentar zooides
embebidos en una tdnica comun o bien individuos unidos por estolones basales. Las
colonias son muy frecuentes y altamente perjudiciales dado que “tapizan” los sustratos
generando zonas anoxicas por debajo de la colonia que favorecen los fenbmenos de
corrosion. Tanto las ascidias solitarias como las coloniales se encuentran presentes en

ambas areas de estudio.

Otros grupos

Otros grupos frecuentes en el “fouling” son los gusanos planos
(Platyhelminthes) y los cilindricos (Nematoda) de vida libre que llegan a la comunidad

generalmente por razones troficas o buscando refugio.
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Figura 6. Microfouling del area del puerto de Mar del Plata. a- Hyphomicrobium, b- Caulobacter, c- Pseudomonas, d- Pleurosigma, e- Synedra, f- Achnanthes,

g- Vorticella, h- Zoothamnium, i- Euplotes.(Figs. a, b y ¢ tomadas de (http://news.bbc.co.uk , http://www.bioblogia.com y http:/www.cellalive.com, respectivamente).
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Figura 7. Especies del macrofouling del puerto de Mar del Plata.
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Figura 8. Especies del macrofouling. a) Puerto de Mar del Plata; b) Puerto Belgrano; c) Cuenca del Plata.
(B.stolonifera tomada de http://research.calcademy.org ; B.galndula tomada de http:// www.dereilla.ca ).
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Materiales y métodos

Para realizar estudios sobre incrustaciones biologicas se necesitan ensayos de
campo y de laboratorio, fundamentales para la obtencion y evaluacién de compuestos

y para la incorporacion a formulaciones antifouling.

Area de estudio

El trabajo de campo se realizé en el puerto de Mar del Plata y Puerto Belgrano.
Estas &reas fueron elegidas porque son los puertos de mayor actividad econémica de
la costa de la provincia de Buenos Aires y esta condicidn favorece el intenso trafico de

embarcaciones.

1) Area portuaria de Mar del Plata

El puerto de Mar del Plata es de ultramar y se encuentra situado al sur de Cabo
Corrientes (38° 08’ S — 57° 31’ W). Esta dedicado fundamentalmente a la actividad
pesquera y secundariamente al transporte de petréleo, de cereales y a la actividad
turistica.

Para la realizacion de este trabajo se obtuvieron muestras de plancton en las
marinas del Club de Motonautica (Fig. 9). Se utilizaron redes de plancton de 25 y 60
pm y por arrastre horizontal se obtuvieron larvas de organismos incrustantes. Los
adultos fueron obtenidos mediante un raspado con espatula, en el litoral rocoso y de
los pilotes del Club de Motondutica. Las muestras fueron colocadas en hielo y
transportadas al Laboratorio.

Por otra parte se realizaron ensayos con pinturas antiincrustantes, para ello se
utilizaron paneles de acrilico arenados y/o ceramicos de 8 cm x 16 cm que fueron
suspendidos de las marinas del Club de Motonautica. Se colocé una plomada a cada
panel con el propésito de asegurar que la serie se mantenga en la misma posicion
durante toda la experiencia. Cabe sefalar que se comprobd en ensayos realizados
previamente que no existen diferencias significativas en la fijacion ocurrida sobre
ambos tipos de superficies (Capitoli, 1983).

Se sumergieron series de paneles inertes con el propdsito de analizar el
reclutamiento de especies. Los paneles se ubicaron entre 50 cm y 2 m de profundidad

y fueron retirandose de a una serie por mes a lo largo del afio. Se determinaron
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abundancias relativas, porcentajes de cobertura y diversidad especifica. Siempre se
trabajo con réplicas y control.

Los muestreos se realizaron mensualmente entre los afios 2001 y 2007.

2) Area portuaria de Puerto Belgrano
La Base Naval de Puerto Belgrano esta situada en Punta Alta (38°53'S -

62°05 " W) y funciona como un centro operativo de la Armada.

Para realizar ensayos de investigacion antifouling en este ambiente se utilizo la
balsa experimental del CIDEPINT (Figs. 10y 11).

Se colocaron paneles en bastidores que fueron dispuestos en la balsa
experimental en series de cuatro. Se sumergieron a distintas profundidades, en
general desde la superficie hasta dos metros; los paneles de linea de flotacion son los
més superficiales y los paneles de carena, los tres mas profundos. Con los datos
obtenidos se determinan los ciclos de fijacion y tendencias de reclutamiento. Se
estimaron las abundancias relativas, porcentajes de cobertura y diversidad especifica
de los organismos asentados. Los muestreos en esta zona se realizaron cada tres

meses, por cuestiones de indole econdmica entre los afios 2001 y 2007.

Cultivo de organismos incrustantes marinos en labor atorio

En el laboratorio del CIDEPINT se procedié a la seleccion de los estadios
larvales de organismos obtenidos en las muestras de plancton. Se tomaron pequefios
volimenes de plancton y se aislaron las larvas por medio de pipetas Pasteur de 0,5
mm de diametro, bajo microscopio binocular estereoscopico.

En todos los casos los recipientes se mantuvieron tapados para evitar la
contaminacion, deposito y evaporacion.

La especies fueron determinadas y se aislaron nauplii V, VI y cypris de Balanus
amphitrite (Cirripedia, Balanidae) y larvas de 15-16 setigeros (proximas a la etapa de
fijacion al sustrato) de Polydora sp. (Polychaeta, Spionidae).

Para realizar los ensayos de laboratorio, es necesario contar con un stock
diario de larvas que permitan llevar a cabo las experiencias con un numero adecuado
de réplicas. Por otra parte es necesario disponer de agua de mar y alimento para los
organismos; debido a que los ensayos se realizaron en La Plata, se trabajé con agua
de mar artificial, se cultivaron algas y se criaron crustaceos (Artemia salina) para

utilizarlos como alimento de larvas y adultos, respectivamente.
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El agua de mar se prepard segun la formulacién de la Norma ASTM D1141/75,

sin el agregado de metales pesados.

Paso 1: Preparacion de la solucién stock N°1.:

MgCl, .6 H,O 555,6 g
CacCl, (anhidro) 57949
SrCl, .6 H,O 2,19

Estas sales se disolvieron en agua destilada y se llevaron a 1000 mL

Paso 2: Preparacion de la solucién stock N° 2:

KCI 69,59
NaHCO; 20,19
KBr 10,09
H3;BO; 2,79
NaF 0,39

Estas sales se disolvieron en agua destilada y se llevaron a 1000 mL

Paso 3: Se disolvieron 245,34 g de NaCl y 40,94 g de Na,SO, anhidro, en 8 a 9 litros
de agua destilada. Se agregaron 200 mL de solucion stock 1 y 100 mL de solucién
stock 2. Por ultimo se diluy6 la solucién a 10 litros y se ajustd el pH al valor standard

del agua de mar (~8,1-8,2).

En el laboratorio se dispusieron cuatro acuarios equipados con filtros plasticos
y roca cuarcitica en el fondo, circulacion del agua mediante filtros externos con lana de
vidrio y carbon activado y oxigenacion por medio de aireadores. Al agua se le adicion6
azul de metileno (una gota por litro) como antiséptico y se incorporaron antibiéticos de
amplio espectro, cefalexina y rifampicina combinada con trimetoprima, para controlar
la proliferacién bacteriana, ya que actian sobre una gran variedad de bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Cabe sefialar que fueron utilizados tal como se expenden

con fines terapéuticos, es decir que no se les excluyeron los excipientes.

El agua se renové cada 24 o 48 horas, extrayendo las larvas con una pipeta
Pasteur y trasladandolas a agua de mar fresca. En algunas ocasiones este

procedimiento se realiz6 por medio de placas filtrantes (N°2 y N°3), recipientes de
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vidrio sinterizado con poros de tamafio pequefio. La frecuencia con que se renueva el
agua de mar es un factor decisivo en la proliferacion bacteriana, fungica y de

protozoos.

La temperatura de los acuarios se mantuvo constante 20°+1°C por medio de
termostatos. Se ha enfatizado en este aspecto con el propdsito de respetar los rangos
de tolerancia de cada especie y lograr condiciones aptas para la cria, ya que la
temperatura afecta el desarrollo de los organismos, en su metabolismo, en sus

funciones vitales y en su crecimiento.

La salinidad del agua de mar mantuvo un valor constante, fue calculada por el
método de Knudsen (Margalef, 1974) y alcanz6 33,097 %o, valor considerado normal
para las aguas costeras del sector de Mar del Plata (Boltovskoy, 1970; 1981). La
conductividad se control6 con un conductrimetro y el valor oscil6 alrededor de 55 mS.
La clorinidad y clorosidad fueron estimadas en 1832 g/kg y 18,60 g/L,

respectivamente. El valor de pH se ajusto6 en 8,1-8,2 con un pH-metro.

Por otra parte se preparé6 alimento para las larvas; entre los mas

recomendables se encuentran los cultivos de diatomeas.

Se cultivd Skeletonema costatum en el laboratorio, para ello se aislaron
diatomeas del plancton con pipeta Pasteur y se colocaron en Erlenmeyers de 1000 mL
con agua de mar artificial. Se adicionaron 50 mL de medio nutritivo de F@yn-
Erdschreiber (modificado) y se burbujed aire mediante aireadores para acuario, este
ultimo procedimiento se realizd con el fin de mantener las diatomeas en suspension,
proveer diéxido de carbono y conservar la estabilidad del pH. El conteo de las
diatomeas se llevd a cabo por medio de una cdmara de Neubauer, estableciéndose

asi el momento adecuado para la realizacion de los repiques.

El medio nutritivo de F@yn-Erdschreiber (“extracto de tierra de jardin”), se
obtuvo mezclando 50% en volumen de tierra negra con 50% de agua destilada. Esta
mezcla fue colocada en autoclave a 120°C, entre 15 y 20 minutos, se dejé reposar
durante 2 o 3 dias y se filtr6 a través de papel S&S 589 Black Ribbon. Posteriormente
se volvio a colocar en autoclave y se le adicionaron sales: 0,2 g de Na NOs; y 0,03 g de
NaPO4H.12 H,O por cada 50 mL de extracto de tierra.

Sin embargo, ante una densidad insuficiente o bien la ausencia de
determinadas especies que por su tamafo y valor energético son las mas adecuadas,
fue necesario recurrir a otras fuentes de alimento con el fin de evitar que las larvas

comenzaran a disminuir en niamero por inanicién.
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Por esta razon, se utilizé alimento balanceado en escamas para peces de
venta comercial que contiene harina de pescado, higado, albumina, caseina, levadura,
germen de trigo, algas marinas y distintos cereales y que, quimicamente, representan
35% de proteinas, 3% de grasas y 8% de fibras; como complemento se le adicionaron

vitaminas H y By,.

Este alimento balanceado fue molido finamente en un mortero, disuelto en

agua de mar artificial, homogeneizado y posteriormente filtrado con papel.

Los cirripedios adultos se alimentaron con Artemia salina, las larvas fueron
criadas en ampollas de decantacion a partir de huevos de venta comercial puestos en
agua de mar artificial y con aireacion suficiente. Al cabo de 18 o 20 horas nacen las
larvas que pueden ser obtenidas facilmente mediante la apertura del robinete de la
ampolla de decantacion ya que los huevos, de menor densidad, quedan flotando en la

superficie.

Una vez acondicionados los acuarios, los vasos de precipitado y controlados
los factores abibticos se llevé a cabo la cria de larvas y de adultos de cirripedios y

poliquetos.

Para la cria de larvas de cirripedios se separaron las nauplii de Balanus spp. de
las muestras de plancton, que fueron identificadas por su caparazon triangular, las
prolongaciones cefalicas o “cuernos” frontolaterales y el ojo nauplius, mancha
caracteristica dorsal y Unica. Las cypris, se identificaron por la forma hidrodindmica del
caparazon, la presencia de dos valvas quitinosas y la posicién posterior de los
apéndices. Dado lo dificultoso que resulta la identificacion de cada uno de los seis
estadios naupliares previos al estadio cypris, se realizdé una primera seleccion aislando
larvas del estadio VI (que fueron facilmente reconocibles por la presencia de tres
manchas oculares) y por otro lado nauplii de estadios menos avanzados. Las claves
provistas para identificacion de larvas de cirripedios (estadios naupliares) estan

basadas en caracteres de dificil visualizacion (Bassindale, 1936).

Las larvas de Spionidae (Polychaeta), se determinaron rapidamente por la
presencia de mechones de setas caracteristicos y la metamerizacién. Se observo el
namero de segmentos y el desarrollo de los cuernos frontales (“frontal horns”) lo que
permitié determinar la etapa proxima al asentamiento al sustrato, es decir estadio de

15-16 setigeros.
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Las larvas nauplii de cirripedio, como las de los poliquetos son fototacticas
positivas, esta caracteristica permitio capturarlas con pipeta Pasteur colocando una luz

puntual en el recipiente.

Tanto las larvas liberadas por los adultos como las extraidas directamente del
plancton fueron controladas diariamente; se les adiciond alimento y se renové parte
del agua de mar, elimindndose las mudas y larvas muertas. Se mantuvieron en
camara de cultivo a temperatura constante (20°C) y fotoperiodo controlado. Cada larva
dispuso de un volumen de al menos un mililitro, como se sugiere en la bibliografia
(Desai y Anil, 2004).

Para la cria de adultos de Balanus spp., fueron colocados en acuarios con
agua de mar artificial y se alimentaron cada dos dias con 200 mL de cultivo de larvas
de Artemia salina de densidad 7-8 nauplii/mL. Una vez por semana se renovo la mitad
del agua; periddicamente se retiraron las masas ovigeras y larvas liberadas por los
adultos que fueron separadas en cristalizadores. Se mantuvieron en camara de cultivo
a temperatura constante y fotoperiodo controlado. A partir de estos huevos maduros
se obtuvieron estadios nauplii que sufrieron metamorfosis hasta llegar al estadio cypris
(altimo estadio larval), donde se asienta a un sustrato, completa la metamorfosis y
pasa al estadio juvenil.

La disponibilidad de individuos adultos en laboratorio permite ensayar con
poblaciones de nauplii nacidas en el mismo momento y que sufren metamorfosis en
forma practicamente simultanea. Por ejemplo, uno de los ensayos clasicos de
toxicidad se lleva a cabo con nauplii Il que son obtenidas alrededor de 30 minutos
después de la metamorfosis de las nauplii | eclosionadas a partir de masas ovigeras.

Para analizar el crecimiento de los juveniles fijados en el laboratorio se midio el
diametro de la base periddicamente utilizando un ocular micrométrico. La edad (en
dias) y el tamafio de la base (en mm) fueron utilizados para estimar el crecimiento
diario, se aplicé el T- test para estimar diferencias entre dos tipos de agua utilizadas:
agua de mar natural y agua de mar artificial, ambas sin adicionar aireacion.

Para la cria de adultos de Polydora sp. se utilizaron acuarios con una
circulacion de agua constante, suficiente aireacién y arena de grano fino (entre 88 y
149 um de didmetro), que fue provista para la construccion de los habitaculos. No se

agregaron filtros ni roca cuarcitica.



Metodologia para los ensayos con distintos compuest 0s en laboratorio

Los ensayos de laboratorio se llevaron a cabo con larvas y/o adultos de
organismos incrustantes marinos obtenidos en las &reas de muestreo, a los que se les
practicaron los tests de toxicidad y de asentamiento. En todos los casos se trabajo con
réplicas y controles.

El Test de toxicidad es uno de los indices mas utilizados para ensayos de
exposicion a determinadas sustancias. El indice LCs, esta referido a la concentracion
letal que afecta al 50% de la poblacién analizada, en tanto que el Lts, se refiere al
tiempo letal de exposicidbn a un compuesto necesario para afectar al 50% de la
poblacion. Se utilizan dependiendo del objetivo, tomando en consideracion la variable
“tiempo” o “concentracién” como constante.

Es interesante destacar que estos indices consideran a los individuos
afectados como muertos, de esta forma no reflejan los resultados hallados en esta
serie de experiencias. Por ello, se ha propuesto un nuevo indice para evaluar el efecto
de un compuesto sobre la actividad larval, es el indice Itsy que indica el periodo de
tiempo necesario para lograr la inactividad del 50% de la poblacién analizada; el indice
se aplica cuando los individuos afectados logran recuperarse en agua limpia luego de
la exposicidn al compuesto en estudio, es decir cuando el efecto observado no es letal
(o permanente) sino transitorio.

El test de toxicidad a tiempo constante, que es el aplicado en la mayoria de las
experiencias de este trabajo, se realizé exponiendo un nimero conocido de larvas a
distintas concentraciones del compuesto y en distintos periodos de tiempo,
corrientemente en 24, 48 o 96 horas, posteriormente se contabilizan los individuos
inactivos, que pueden estar muertos o narcotizados. Para considerar el efecto del
compuesto sobre las larvas se tuvo en cuenta la respuesta fototactica y la capacidad

de permanecer en la columna de agua (Wu et al., 1997).

Con el proposito de conocer e interpretar el comportamiento de las larvas
durante el primer contacto con las soluciones del compuesto a analizar, se registro la
toxicidad para los primeros 60 minutos de exposicion, con observaciones con
intervalos de 15 minutos. Este test no es comunmente aplicado pero nos permite
simular y analizar el comportamiento de una larva en el mar en contacto con una

interface sustrato pintado con distintas concentraciones de toxico y el agua de mar.

El Test de asentamiento, se realizé con larvas en estadios proximos a la etapa

de fijacion al sustrato expuestas a soluciones de concentracion creciente del
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compuesto a analizar. Las larvas se mantuvieron a 20+1°C y, pasado el tiempo
establecido (24 o 48 horas), se contabilizé el nimero de individuos fijados y el nUmero
de individuos no fijados (ya sea inactivos o muertos) determindndose la concentraciéon
inhibitoria para el 50% o 100% de la poblacién.

Para evaluar el efecto antifouling de los compuestos sobre las larvas se
tuvieron en cuenta la movilidad, el mantenimiento de los apéndices extendidos y la
respuesta cuando son rozadas con una pipeta (Hellio et al., 2004).

La estimacion de la fijacion de organismos sobre paneles expuestos con o sin
formulaciones de pinturas en el mar se evalué por medio de una grilla donde se
eligieron 25 puntos al azar (generados por un software) y se registré la abundancia
para cada especie del macro y del microfouling, para este Ultimo caso se tomaron tres
muestras de cada celda y se observaron bajo microscopio optico. Se utilizé la tabla de
abundancias relativas: R=0-25%, E=26-50%, F=51-75%, A=76-100%.

Esta es la metodologia general utilizada en este trabajo, en el tratamiento de
los distintos ensayos se explicitard cada una de las utlizadas ad-hoc, para el

tratamiento de cada tema.
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Figura 9. Area de muestreo en el puerto de Mar del Plata.
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Figura 10. Vista de la balsa experimental del CIDEPINT en Puerto Belgrano.
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Figura 11. Detalle de la balsa experimental del CIDEPINT en Puerto Belgrano.
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Ensayos de cria de larvas en laboratorio

Para realizar ensayos con pigmentos y pinturas antiincrustantes es necesario
cultivar organismos en laboratorio a fin de disponer de un stock diario de larvas y
adultos. Se llevaron a cabo distintas experiencias relacionadas con la cria en
laboratorio siguiendo la metodologia propuesta anteriormente. Estos ensayos apuntan
a estimar porcentajes de éxito en la metamorfosis y en el asentamiento larval ante

diferentes condiciones.

Objetivos

Los objetivos propuestos son la cria en el laboratorio de Balanus amphitrite a partir
de larvas del plancton colectado en Mar del Plata y de adultos criados en laboratorio y
posteriormente determinar las preferencias en el asentamiento, en relacion con

texturas y orientacion del sustrato.

Cria en laboratorio de Balanus amphitrite

Las experiencias de cria en laboratorio se realizan con larvas del plancton
colectado en Mar del Plata y con las obtenidas de los adultos colectados en los

mismos muestreos y mantenidos en laboratorio.

Con las larvas del plancton, se complet6 el ciclo de vida pasando por los
distintos estadios larvales hasta la fase juvenil y adulta. Se comprobd que la cantidad
de larvas varia considerablemente a lo largo del afio, observandose las mayores

densidades en verano.

Se registr0 que la supervivencia entre el estadio nauplius Il y el juvenil
(organismo fijado) fue entre el 11 y 14%, lo que indica una alta mortalidad entre los
distintos estadios larvales. Se observé que en el ultimo estadio naupliar (nauplii VI) el
porcentaje de supervivencia se incrementa alcanzando el estadio cypris alrededor del

30% de la poblacién.

Las cypris pasan de la etapa nadadora a la de inspeccion del sustrato, el
tiempo que emplea en la exploracién y eleccidn de la superficie para adherirse influye
directamente en los porcentajes de éxito en la metamorfosis a juvenil, ya que en esa
busqueda consume las reservas energéticas y debe ubicar un sitio propicio

rapidamente.
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Las cypris obtenidas fueron colocadas en tres cdpsulas de Petri a fin de ofrecer
un sustrato adecuado para fijarse y facilitar su seguimiento bajo lupa. El porcentaje de
fijacion fue similar al obtenido con cypris tomadas directamente del plancton  ya que
el 47,77% completd la metamorfosis a juvenil. La supervivencia de las cypris en la

etapa post-fijacion oscil6 entre el 15y 38% (Tabla 2).

Los adultos se mantuvieron en el laboratorio durante siete meses y todos
lograron alcanzar la madurez sexual, se observaron cépulas, liberacion de masas

ovigeras y mudas cada 2-3 dias.

Tabla 2. Porcentajes de fijacion de cypris en el laboratorio, criadas a partir del estadio

nauplii Il del plancton de Mar del Plata.

cypris fijadas adultos vivos adultos vivos
2 meses 7 meses
cypris
ypr N° % N° % Ne° %
nadadoras

Céaps. 1 60 34 56,66 19 55,88 13 38,23
Céps. 2 48 20 41,66 9 45,00 7 14,58
Céps. 3 49 27 57,10 6 22,22 5 18,51

Paralelamente, se completd en laboratorio el ciclo de vida desde nauplius hasta
la etapa juvenil a partir de cirripedios adultos. Los porcentajes de supervivencia fueron
similares a los obtenidos con las larvas del plancton y oscilaron entre 9 y 12% pero los

adultos sélo se mantuvieron durante cuatro meses (Tabla 3, Fig. 12).

Tabla 3. Porcentajes de fijacion de cypris criadas bajo condiciones de laboratorio
desde el estadio nauplii I.

cypris fijadas adultos vivos (4 meses)
cypris NO % NO %
nadadoras
Céps. 1 40 15 37,5 10 66,66
Céps. 2 26 12 46,15 9 75
Caps. 3 25 8 32 6 75
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d o

Figura 12. Balanus amphitrite asentados sobre capsulas de Petri.
(a) Vista superior, (b) vista inferior.

En el proceso de cria de B. amphitrite que es una especie hermafrodita de

fecundacion cruzada e interna, se controlé diariamente la supervivencia de los adultos,
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se removieron las heces y las mudas y se observo, por transparencia, la presencia de

lamelas ovigeras maduras.

A los dos meses de asentamiento se registraron huevos maduros en el interior
de un cirripedio y fueron liberados mediante movimientos lentos de los cirros, en
grupos de aproximadamente 50 huevos por vez y también se liberaron acompafiando
la muda (Fig. 13). Cuando las lamelas ovigeras se desprenden en forma completa son
arrifionadas u ovales y generalmente inmaduras, no poseen ojo naupliar, carecen de
bordes nitidos entre los huevos y tienen una coloracion marcadamente blanca. A las
24 horas de expulsion y mantenidas a 20°C, las lamelas se abren y algunos huevos se
separan, el resto de la masa queda cementada pero comienzan a hacerse visibles los
limites entre los huevos. A las 72 horas, los huevos se individualizan facilmente, son
transparentes en los bordes, opacos en la regién central y aparece el ojo naupliar. A
los 7 dias, los huevos tienen una coloracion rosada y eclosionan las nauplii. Esta
secuencia se observa en aqguellos casos en que la liberacién se produce en forma de
lamelas enteras e inmaduras; cuando la liberacion se realiza en pequefias masas, los
huevos tienen un grado de madurez mayor y la eclosion de las nauplii ocurre en 24-48
horas a 20°C.

Figura 13. Mudas. En la parte superior se observa la muda de cirros y pene, en la
parte inferior la masa de huevos inmaduros.
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El tamafio de los huevos aumenta a medida que avanza la maduracién y la
eclosion. Las medidas promedio de huevos (n=1000) tomadas con ocular micrométrico

se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Medidas de huevos de Balanus amphitrite.

largo ancho
Huevos inmaduros
o ) o 130-160 pm 75-110 um
(sin ojo nauplius visible)
Huevos maduros
. . L 140-190 pm 90-120 pm
(con ojo nauplius visible)

Los huevos liberados caen al fondo del recipiente de cultivo; estas masas son
entonces removidas para evitar la ingestion por parte de los adultos y colocadas en

cristalizadores en agua de mar en camara de cultivo.

Las nauplii eclosionadas de los huevos nadan activamente y son fototacticas
positivas. La recoleccion de las nauplii se realizo facilmente con la colocacion de una
fuente luminosa en la interface aire/agua de mar, se aislaron con pipeta Pasteur y
finalmente se colocaron en camara de cultivo a 20°C. El ciclo de vida de B. amphitrite

se presenta en la Fig. 14.

En la Tabla 5 se observa el tamafio de las nauplii del primer estadio y de las

cypris obtenidas en laboratorio.

Tabla 5. Medidas promedio de nauplii | y cypris obtenidas de la cria en laboratorio (en
pm).

nauplii (n=1000)
cypris
con espina sin espina (n=100)
caudal caudal
largo 182 172 470
ancho 130 86,4 230




Figura 14. Ciclo de vida de Balanus amphitrite. a-huevos inmaduros (150x); b-huevos
maduros (7x); c- detalle de huevos maduros (100x); d-nauplius | (200x);e-nauplius I
(200X); f-nauplius 1V (100x); g-nauplius VI (60x); h- cypris (100x); i- juvenil (100x).
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Crecimiento de adultos de  Balanus amphitrite

Se registraron las medidas del diametro de la base de 33 B. amphitrite fijados
en laboratorio durante 55 dias. A fin de ordenar los datos obtenidos se realizaron
curvas con individuos agrupados segun el diametro inicial de su base (tiempo= 2 dias).
Se graficaron los diametros comprendidos entre 0,5 mm y 3 mm tomados a intervalos
de 0,5 mm. Los cirripedios crecieron libremente, sus bases se desarrollaron en forma
circular, sin las distorsiones que se observan por efecto del apifiamiento (‘crowding’)
caracteristico de la especie cuando se encuentra asentada en lugares reducidos, esto
permitié realizar las mediciones sin mayores dificultades. Al cabo de 55 dias de cultivo
se registré un individuo de 4,5 mm de diametro de base resultando el mas grande de
los criados en laboratorio.

Se determino la actividad de los cirros de los individuos, contabilizando el
namero de batidos por minuto en presencia de alimento (Artemia salina) y se estimé
un promedio que resultd de 80 batidos/minuto, que es el nUmero de movimientos
considerados ‘normal’ para individuos recién fijados (Geierman, 2007). Los datos de

crecimiento se presentan en la Tabla 6 y Fig. 15.

Tabla 6. Diametro de la base (en mm) de Balanus amphitrite, velocidad de crecimiento
inicial y final.

diametro de la base (mm) <V > (mm/d) <V ¢ > (mm/d)
0,5 0,03 0,004
1,0 0,05 0,01
15 0,04 0,006
2,0 0,06 0,007
2,5 0,04 0
3,0 0,09 0,005
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Figura 15. Diametro de la base (en mm) de Balanus amphitrite criados en laboratorio
en funcion del tiempo.

Para estimar las velocidades de crecimiento promedio inicial y final (Vi y Vf,
respectivamente) se tomaron tres puntos: el primer punto de la curva (t=2 dias), el
punto en el que cambia la pendiente de la curva formandose una meseta y el punto
final (t=55 dias). Los resultados indican que, en general, aquellos individuos que en la
primera medicion del diametro basal mostraron un tamafio mayor mantuvieron una
velocidad de crecimiento promedio inicial también mayor; por otra parte, la velocidad
de crecimiento en la meseta fue mucho mas lenta, siendo para la mayoria de los casos
un orden de magnitud menor.

Las diferencias encontradas en los diametros de la base para distintos
individuos en idénticos periodos de tiempo podrian estar relacionadas con una
desigual disponibilidad de alimento como consecuencia de las condiciones estaticas
de la masa de agua. Dado que la experiencia se realizd sin la incorporacion de
aireadores, el alimento no se distribuy6é en forma uniforme, lo que resulté en

velocidades de crecimiento desiguales.
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Cria de Polydora sp.

La cria de esta especie no ofrecio dificultades, se obtuvieron los estadios
larvales a partir de larvas trocéforas. Las larvas de tres setigeros poseen un largo
aproximado entre 150 y 300 um, son de aspecto globoso o alargado con una porcién
anterior que se desarrollara en prostomio y una posterior que originara el pigidio en las
formas adultas. En cuanto a la larva de siete segmentos, presenta un aspecto
netamente alargado y mide alrededor de 300 um. La larva de 15-16 setigeros, que es
el estadio préximo a la fijacion al sustrato, posee un largo de 1200 um y es facilmente

distinguible por sus palpos bien desarrollados.
Construccion del tubo

El inicio de la fase bentdnica se asocia con la construccion de los tubos para lo
cual Polydora sp. secreta mucus a través de glandulas ubicadas en el surco ciliar de
sus palpos; el comienzo de la construccion del tubo se realiza cuando el poliqueto une
los extremos de un hilo de mucus con material circundante adherido (areniscas, limo)
formando el primer anillo. El proceso continia con la adhesién de nuevas particulas
con la ayuda de uno o ambos palpos dependiendo del tamafio del grano, el palpo
ejerce presion y la secrecion mucosa permite la adhesién del material. Los palpos se
disponen formando un angulo y de este modo la particula comienza a deslizarse hacia
la abertura oral donde es cementada al tubo en formacion, una vez completado este
mecanismo, los palpos nuevamente se estiran y alcanzan una nueva particula. La vida
adulta del poliqueto se desarrolla en el interior del tubo, generalmente resultan visibles,
ademds de los palpos, los primeros dos o tres segmentos del soma (Figs. 16 y 17).
Los tubos pueden poseer ramificaciones y alcanzar una longitud mucho mayor que la
del propio organismo que, si es molestado (por ejemplo, cuando se lo toca con una
pinza) puede abandonarlo pero, al cabo de poco tiempo, comienza la construccion de

un habitdculo nuevo. Un mismo tubo puede ser ocupado por mas de un individuo.

En las experiencias de laboratorio utilizando granos de arena de distinta
granulometria se observd una preferencia por las particulas entre 88 y 149 um de
didmetro, para construir los tubos. So6lo excepcionalmente los poliquetos pueden
emerger del tubo, cuando las particulas seleccionadas son muy grandes y necesita
ejercer una fuerza mayor para lograr deslizar el material. El mecanismo descripto para

la adquisicion de particulas es valido también para la captura del alimento.
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Figura 17. Detalle del extremo anterior de Polydora sp. se individualizan los
palpos y se distinguen las setas modificadas del quinto setigero (caracteristica
del género) (150X).
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Bioensayos con cypris de  Balanus amphitrite para estimar preferencias en el

asentamiento

Con el proposito de estimar preferencias por las caracteristicas superficiales en
el momento de la adhesion de las larvas, se experimentd con sustratos de distinta
naturaleza quimica (vidrio y plastico) y distintas texturas. Para testear la preferencia
por la naturaleza quimica del sustrato, se dispusieron tres recipientes con iguales
superficies disponibles (en cm?) de vidrio y de plastico, con superficies lisas. Para
evaluar la preferencia por la posicién del sustrato se dispusieron tres recipientes de
vidrio y tres de pléastico; se considera el fondo como sustrato horizontal, la pared como
sustrato vertical y la interseccion al &ngulo formado entre el fondo y la pared vertical.

Para evaluar la preferencia por la iluminaciéon y textura del plastico, se
dispusieron tres recipientes con un plastico inclinado a 45° que presenta tres bandas
de rugosidades distintas (liso, grueso y fino) desde la superficie al fondo. Los
recipientes fueron colocados en cdmara de cultivo con luz fluorescente proveniente de
la parte superior, de manera que se logro, para cada superficie, una cara iluminada y

otra oscura.

Por dltimo para evaluar la preferencia por textura en el vidrio, se dispusieron
tres recipientes de vidrio que ofrecen una mitad de la superficie disponible lisa y la otra
mitad esmerilada (tratada con carborundum). La rugosidad de las superficies
estudiadas se estimd por medio de un rugosimetro Hommel Tester P-3 n-z, con

graficador (Tabla 7).

Tabla 7. Rugosidad de los sustratos estudiados.

sustrato rugosidad R(um)
fino 60
plastico grueso 200
“liso” 4,54
tratado con 14.9
vidrio carburundum
ulison 0109

En cada recipiente se incorporaron 40 cypris de B. amphitrite y las experiencias

se realizaron por triplicado, durante siete dias.
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Resultados de preferencias de asentamiento

Se determino que la actividad exploratoria de las cypris incluye tres etapas: una
exploracion amplia a gran escala donde la larva “camina” apoyandose en sus
anténulas con “pasos” largos recorriendo un trayecto casi recto, otra exploracion
cercana, con “pasos” cortos y cambios de direccion frecuentes en los que sondea
micrositios y finalmente, la etapa de inspeccion que precede a la adhesion y
metamorfosis.

Respecto de la naturaleza quimica del sustrato para la fijacion de las larvas se
observo una clara preferencia de las cypris por el vidrio, que fue corroborada por

aplicacion del T-test para comparacion de medias (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentajes de fijacion obtenidos por recipiente sobre distintos sustratos y
Test de “t”.

% fijacién
naturaleza del sustrato 1 2 3
vidrio 86,66 67,65 71,78
plastico 13,33 32,35 28,24
T-tests; Grouping: nat sustr (Spreadsheetl)
Group 1: 1
Group 2: 2
Mean Mean | t-value |df p Valid N | Valid N | Std.Dev. | Std.Dev.| F-ratio p
Variable 1 2 1 2 1 2 Variances | Variances
% fij 75,3633 24,6400( 6,21021: 4 0,00342: 3 3 9,99876: 10,0080( 1,00184¢ 0,99907¢

En cuanto a la preferencia por la posicion del sustrato, es conocido que la
orientacion del sustrato es una condicion importante en el momento de seleccionar el
lugar de asentamiento. El analisis estadistico se realiz6 comprobando en principio la
normalidad de la distribucion de datos por medio de la prueba Shapiro-Wilks y luego
aplicando el test de ANOVA. Los resultados indican que existen diferencias
significativas en la fijacion obtenida en cada sustrato segun la orientacion ofrecida; por
medio del test de comparacion de Tukey se observa que el lugar preferido es la
interseccién entre la pared vertical y horizontal independientemente de la naturaleza

del sustrato (vidrio o plastico) (Tabla 9).
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Tabla 9. Porcentajes de fijacion por recipiente y por orientacion del sustrato.

Exp. vidrio plastico
interseccion | horizontal ertical  interseccion  hari zontal | vertical
1 64,16 2 33,84 67,51 22,50 9,97
2 49,82 32,43 17,75 64,91 21,63 13,34
3 50,96 34,50 14,53 64,37 21,46 14,16
- Test de Shapiro-Wilks
Tests of Normality (tabla nat sustrato) |
variable [N[ W[ p
%fijac 18/ 0,898422 0,053936
- Testde ANOVA
Analysis of Variance (tabla nat sustrato)
Marked effects are significant at p <,05000
SS df MS SS df MS F p
Variable | Effect |Effect | Effect Error | Error | Error
Y%fijac | 6930,917 5 1386,183| 1019,397 12/ 84,94977| 16,31768 0,000055
- Test de Tukey
Tukey HSD test; Variable: %fijac (tabla nat sustrato)
Marked differences are significant at p <,05000
{1} {2} {3} {4} {5} {6}
posicion mat M=54,980 | M=65,597 | M=22,977 | M=21,863 | M=22,040 | M=12,490
Int 1 {1} 0,720869 0,011160 0,008740 0,009084| 0,001279
Int 2 {2} | 0,720869 0,001249 0,001026 0,001058 0,000280
H 1 {3} | 0,011160 0,001249 0,999988 0,999995 0,730346
H 2 {4} | 0,008740 0,001026 0,999988 1,000000 0,807220
V 1 {5} | 0,009084 0,001058 0,999995 1,000000 0,795629
V 2 {6} | 0,001279 0,000280 0,730346 0,807220 0,795629

En cuanto a la fijacion de las cypris en distintas texturas de sustrato y a la
luminosidad se observaron diferencias significativas.

La zona oscura y de textura lisa fue la que recibid6 mayor porcentaje de fijacion.

Por otra parte, sobre la cara iluminada se asentaron mayormente en el surcado grueso
(Tabla 10).
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Tabla 10. Porcentajes de fijacion por textura e iluminacion del sustrato en los

tres

recipientes.
porcentaje
textura 1 2 3
surcado grueso 17,65 20,2 15
Faz iluminada surcado fino 5,88 8,38 4,22
zona lisa 5,88 4,02 6,38
surcado grueso 19,65 15,12 17,65
Faz oscura surcado fino 0 0 0
zona lisa 50,94 52,28 56,75
- Test de ANOVA
Analysis of Variance (tabla nat sustrato)
Marked effects are significant at p <,05000
SS df MS SS df MS F p
Variable Effect |Effect| Effect Error | Error | Error
% fijacion | 2977,995 5 595,5990 161,8643 12| 13,48869 44,15543 0,000000
- Test de Tukey
Tukey HSD test; Variable: % fijacion (tabla nat sustrato)
Marked differences are significant at p <,05000
{1} {2} {3} {4} {5} {6}
ilum  tex M=19,287 | M=8,1600 | M=8,7600 | M=22,140 | M=1,0000 | M=40,657
L Gr {1} 0,027735 0,038844| 0,924725| 0,000703| 0,000268
L Fi {2} 0,027735 0,999944 0,005698 0,234241| 0,000159
L Li {3} 0,038844| 0,999944 0,007892| 0,173956, 0,000159
©) Gr {4} | 0,924725 0,005698 0,007892 0,000282| 0,000638
©) Fi {5} 0,000703 0,234241 0,173956/ 0,000282 0,000159
O Li {6} 0,000268 0,000159 0,000159/ 0,000638 0,000159

En cuanto a las superficies de asentamiento se observo

por el sustrato liso, corroborado con el Test de “t” (Tabla 11).

una marcada preferencia
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Tabla 11. Porcentajes de fijacion sobre distintas texturas sobre vidrio.

porcentaje
vidrio 1 2 3
esmerilado 0 4,93 2,86
liso 100 95,07 97,14

- Testde“t"
T-test for Independent Samples (tabla nat sustrato)
Note: Variables were treated as independent samples
Mean Mean | t-value |df p Valid N | Valid N | Std.Dev.| Std.Dev.| F-ratio p
Group 1| Group 2 Group 1| Group 2| Group 1| Group 2| Variances| Variances
Group 1 vs. Group
liso vs. esm 97,4033 2,59666 46,9047 4 0,00000 3 3 2,47552| 2,47552, 1,00000, 1,00000

Se realizaron ensayos complementarios con Polydora sp. y se comprobé que
se ha fijado indistintamente sobre superficies colocadas en los acuarios de cria
(plastico o vidrio) asi como sobre los distintos angulos estudiados, no se observaron
diferencias significativas en ninguno de los casos (p>0,05). El ciclo de vida de la
especie se completd entre 19 y 25 dias a 20°C.



Capitulo 4

La utilizacion tradicional del cobre
en pinturas antiincrustantes.
El 6xido cuproso




La utilizacion tradicional del cobre en pinturas an tiincrustantes. El &xido
CUproso.

Introduccion

El éxido cuproso es comunmente empleado en pinturas antiincrustantes por su
excelente performance; se disuelve en agua de mar dependiendo de varios factores
como la salinidad, el pH, la concentracién de cloruros y la temperatura (Rascio et al.,
1977).

ey 2
Cu,0 c O . [CutLp
0,
Cplt " Cut
O,
Disolucion del éxido cuproso en agua de mar OH'/ CO,*>
Cu,(OH),CO,
carbonato basico de cobre

Figura 18. Esquema de la disolucion del 6xido cuproso en agua de mar.

El proceso de disolucion del éxido cuproso en agua de mar (Fig. 18) implica
una serie de reacciones que llevan a la formacion sobre la superficie pintada de una
capa delgada, altamente toxica, que impide la fijaciébn de organismos marinos (Ferry y
Carritt, 1946; van Londen, 1963). La incorporacion de 6xido cuproso en las pinturas
antifouling se realiza con la finalidad de disponer de una fuente constante de i6n
cuprico, muy soluble y responsable del efecto toxico. Dado que en el medio marino la
concentracion de oxigeno es elevada, los complejos de cobre formados son

rapidamente oxidados a Cu?* asegurando la disponibilidad continua del biocida.

Para prevenir el asentamiento de cirripedios y diatomeas es necesario

minimamente una velocidad de lixiviacién (“leaching rate”) que se estima entre 10 y 20
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ng/cm?/dia (Callow, 1999). Sin embargo, el ién clprico no afecta del mismo modo a los
distintos integrantes de la comunidad incrustante, las algas comunes como
Enteromorpha, Ectocarpus y Achnanthes tienen una marcada tolerancia a distintas

concentraciones (Voulvoulis et al., 2002).

Generalmente los organismos requieren del cobre para realizar funciones
vitales a nivel celular. En ambientes en los que la disponibilidad del cobre es pobre, los
seres vivos han desarrollado mecanismos para secuestrarlo, por ejemplo produciendo
metalotioneinas. Contrariamente, este mecanismo también puede ser utilizado para
liberar excesos del metal y mantener los niveles entre los limites tolerables; cuando
este equilibrio se rompe, el cobre es considerado téxico (US EPA, 1985; Tapia et al.,
2004).

Por un lado, la existencia en el medio acuatico de ligandos solubles que se
unen al i6n cuaprico reduce significativamente su toxicidad dado que disminuye su
disponibilidad en el agua (Voulvoulis et al., 1999). Una reaccién similar puede ocurrir
por algunos quelantes del cobre que son sintetizados y excretados por los organismos
reduciendo su concentracion; también puede disminuirse el contenido de cobre por la

formacion espontanea de carbonato basico de cobre (Fig. 18).

La utilizacion de compuestos a base de cobre resulta altamente toxica para el
agua, los sedimentos y los organismos. Se han reportado cantidades maximas
permitidas en paises desarrollados, como por ejemplo en el Reino Unido donde se
establece que el valor de cobre disuelto en agua de mar no debe exceder de 5 ug
Cu/L (Voulvoulis et al, 1999). Sin embargo, en la practica se han detectado
concentraciones que sobrepasan ampliamente este valor con graves consecuencias

ecoldgicas (Matthiessen et al., 1999).

La presencia de cobre en pequefias concentraciones resulta nociva para
muchos peces y para estadios larvales de invertebrados (Chapman, 1978; Chapman y
Stevens, 1978; Mance, 1987; Peterson et al., 1991; Brooks y Mahnken, 2003). Otro
efecto adverso observado en ambientes bentdnicos con sedimentos contaminados es
la deformacioén de los frastulos de diatomeas (Dickman, 1998; Gomez y Licursi, 2003;
Falasco et al.,, 2009 a,b). El cobre actia en la cadena de transportes de electrones
durante la fotosintesis, pero se ha comprobado que en concentraciones elevadas
provoca un efecto inhibidor en la fotosintesis algal (Reed y Moffat, 1983; Clijters y van
Assche, 1985; Andrade et al., 2004).

El cobre utilizado en las pinturas antifouling tiene efectos nocivos sobre los

organismos de la comunidad incrustante pero ademas sobre los non-target; en este
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sentido, se ha comprobado la reduccion de la germinacién de las algas Fucus
vesiculosus (Andersson y Kautsky, 1996) y Fucus spiralis (Bond et al., 1999),
disminucion del crecimiento del bivalvo Tapes philippinarum (Munari y Mistri, 2007) y
dafos en los filamentos branquiales de Pagrus major (Mochida et al., 2006). Ademas,
los 6xidos de cobre inducen cambios en el crecimiento, contenido de clorofila,
composicion de carbohidratos y proteinas de las microalgas marinas Tetraselmis

suecica y Dunaliella tertiolecta (Lim et al., 2006).

Por otra parte se han registrado casos de bioacumulacion en el intestino del
erizo de mar Strongylocentrotus droebrachiensis (Chou et al., 2003), en larvas pluteus
de Paracentrotus lividus (Radenac et al., 2001), en el hepatoprancreas de la langosta
americana Homarus americanus (Chou et al., 2000) y en bancos de ostras ubicados
en las cercanias de marinas cuyo origen se deberia al lixiviado de pinturas antifouling
(Claisse y Alzieu, 1993).

Se han analizado muestras provenientes de fondos de zonas en las que se
utilizan pinturas antifouling concluyéndose que existe una marcada dependencia entre
las caracteristicas fisicas y quimicas del sedimento y los contenidos de cobre, en
varios casos se registré el doble de lo considerado standard (Miller, 1998). Se sefialan
valores en Florida de aporte anual de cobre de 1,7 tons/afio por veleros, de 2,1
tons/afio por lanchas con motor fuera de borda y de 1,4 tons/afio por cruceros

(Srinivasan y Swain, 2007).

La utilizacion de éxido cuproso en las formulaciones antiincrustantes es debida
a la adecuada solubilidad en agua de mar, la efectividad y el bajo costo (Brooks y
Waldock, 2009). El 6xido cuproso no logra inhibir la fijacién de todos los organismos,
por eso debe ser reforzada por la adicion de otros biocidas de origen orgénico (booster
biocides) como, Irgarol, diclofluanid, clorotalonil, zinc piritiona y tolilfluanid, entre otros
(Thomas, 2009).

Con el propdsito de encontrar opciones “amigables con el medio ambiente”
para la proteccion antifouling, se evalu6 el efecto toxico del cobre sobre los
organismos, la performance de pinturas conteniendo 6xido cuproso como toxico
principal y se propusieron formulaciones alternativas con disminucién en el contenido

de cobre.
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Materiales y métodos

Es conocida la rapidez de oxidacion del 6xido cuproso a la forma cuprica, por
este motivo se analiz6 el efecto del cobre empleando sulfato cuprico, compuesto de
facil manipulacion en laboratorio.

Se preparé una solucion patron de sulfato cuprico (CuS0O,.5H,0) con una
concentracion de 600 mg Cu/L. A partir de esta solucion se realizaron diluciones en
agua de mar filtrada en relacion 1/100. Las concentraciones obtenidas se detallan en
la Tabla 12.

Tabla 12. Concentracion de cada una de las soluciones.

solucion concentracion (mg/L)
A 6
B 0,06
C 0,0006

Con el objeto de estimar los limites de tolerancia para la fijacion larval se
incorpord a cada una de las soluciones 15 cypris de Balanus amphitrite obtenidas por
metamorfosis a partir de nauplii VI en laboratorio. Se trabajé por triplicado y con
recipientes control dispuestos de forma similar utilizando agua de mar limpia.

Paralelamente se analizé la sensibilidad del estadio cypris a concentraciones
crecientes de cobre en funcién del tiempo. Se acondiciond un recipiente con una
lamina de cobre (Cu®) de 5,25 cm? y 4988 mg de peso en un litro de agua de mar y se
le agregaron 15 cypris obtenidas en laboratorio. Este ensayo se realiz6 para estimar el
efecto per se del cobre elemental a partir de la lixiviacién de la ldmina de cobre.

El contenido de cobre en solucion fue estimado cada tres dias durante 24 dias
por espectrofotometria de absorcion atdmica empleandose un espectrofotémetro de
absorcion atdmica Jarrell Ash, modelo 82-519, con lampara de cétodo hueco Varian
Techtron, corriente de ldmpara de 5 mA y longitud de onda de medida en la linea
324,7 nm; la llama fue de aire/acetileno en mechero de flujo laminar de 10 cm y la
sensibilidad de 0,01 mg/L. Se trabajé en comparacion con un blanco de agua de mary
contra patron de solucion de 1 mgCu/L. Las concentraciones obtenidas estan referidas
a datos de cobre total dado que no se pudo diferenciar la especie cuproso de la
especie cuprico.

También se realizaron ensayos con pinturas antifouling a base de Oxido
cuproso en el mar. Es conocida la efectividad de estas pinturas, sin embargo, la

inclusién del biocida en distintos tipos de ligantes puede influir en el resultado final de
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la pelicula de pintura. Por esta razon se analizé la performance de tres pinturas de
matriz soluble formuladas a base de éxido cuproso durante 12 meses en el puerto de
Mar del Plata. Los ligantes estudiados fueron resina colofonia, Pliolite® y caucho
clorado, que difieren entre si en el grado de disolucion en agua de mar. La
composicion de las pinturas se detalla en la Tabla 13.

Con el fin de conocer la accion del cobre sobre los organismos que han tenido
contacto temporario con una solucién concentrada de sulfato cuprico, se llevaron a
cabo una serie de ensayos con distintos estadios larvales.

Se expusieron 15 nauplii Il y 15 cypris durante una hora a una solucion de 6
mgCul/L; completado este periodo las larvas fueron trasladadas a agua de mar artificial
limpia conteniendo la diatomea Skeletonema costatum como fuente de alimento. Los
parametros medidos para evaluar el efecto toxico fueron la respuesta fototactica
(positiva 0 negativa) y la actividad natatoria, las observaciones se realizaron durante
dos horas cada 15 minutos. El recipiente testigo conté con el mismo nimero de larvas,

agua de mar limpia e idéntica fuente alimenticia.

Tabla 13. Composicion de las pinturas estudiadas (%V/V).

oxido cuproso 16,0
carbonato de calcio 2.9
resina colofonia/ 27.0
Pliolite®/caucho clorado

acido oleico 5.9
xileno 24,1
aguarras mineral 24,1
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Resultados

La fijacion registrada al cabo de 48 horas de exposicion demostréo que las
cypris se asentaron en los recipientes con concentraciones entre 0,06 y 0,0006 mg/L
(Tabla 14).

Tabla 14. Porcentajes de fijacion obtenidos para cada concentracion toxica luego de

48 horas de exposicion.

solucién concentracién (mg Cu/L) porcentaje de fija cion
A 6 0
B 0,06 60
C 0,0006 86,6
control 0 86,6

La curva obtenida de la relacion de porcentajes de fijacion de las cypris en
funcién de la concentracion de cobre utilizada, resulté de forma convexa demostrando
gue a mayores concentraciones de sustancia toxica la fijacion es menor (Fig. 19). A
partir de esta curva se estimd la concentracion de sulfato cuprico necesaria para evitar
la fijacion del 50% de la poblacion de cypris; calculado graficamente por Sigma Plot, el

valor resulté de 0,12 mgCul/L.
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Figura 19. Porcentajes de fijacion de cypris en funcion de la concentracion de cobre.
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El asentamiento de las cypris ocurre en algun punto del intervalo de
concentraciones entre 6 y 0,06 mgCu/L, es importante conocer la concentracion
minima en la que la fijacion es aun exitosa. Para ello, se realiz6 una nueva serie de
ensayos tomando como limites superior e inferior de experimentacion estas dos
concentraciones; asimismo se agrego una concentracion mas diluida para corroborar

los resultados obtenidos anteriormente (Tabla 15; Fig. 20).

Tabla 15. Porcentajes de fijacion obtenidos para cada concentracion toxica luego de

48 horas de exposicion.

concentracion (mg Cul/L) porcentaje de fijacion
6 0
3 0
15 0
0,75 0
0,37 0
0,185 0
0,0925 10
0,06 50
0,0006 86,6
0 86,6
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Figura 20. Porcentajes de fijacion de cypris en funcién de la concentracion de cobre.
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Como se expresa mas arriba el valor grafico obtenido a partir de los primeros
ensayos fue de 0,12 mgCu/L, en esta serie de experimentos se ajustd la medida de
inhibicion de la fijacion para el 50% de la poblacion (ECsy) a la concentracion 0,06
mgCul/L, es decir una concentracion similar (dentro del orden de magnitud) a la
obtenida anteriormente. Por otra parte, la concentracion minima de cobre en la que es
factible la metamorfosis a juvenil en forma completa y exitosa se determind entre
0,0925 y 0,185 mgCu/L, en soluciones mas diluidas los porcentajes de fijacion se

incrementan rapidamente.

Ensayos con lamina de cobre

La exposicion de las larvas a las distintas concentraciones de lixiviados de la
lamina de cobre demostré un marcado efecto inhibidor ya que al cabo de 48 horas las
cypris no lograron asentarse ni completar su metamorfosis a juvenil. Sin embargo, se
observé un 80% de supervivencia en soluciones con 8 dias de lixiviacion (1,20 mg/L
de cobre en solucién) lo que indica claramente la resistencia que presentan las cypris

a la presencia de cobre (Fig. 21).
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Figura 21. Porcentajes de supervivencia de cypris en funcién de la concentracién de

cobre en soluciones obtenidas por lixiviado de una lamina del metal.
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El mecanismo por el cual las cypris logran “aislarse” del medio circundante es
mediante el cierre hermético de las valvas y utilizacién de las reservas lipidicas como
fuente energética; de este modo, pueden sobrevivir durante periodos prolongados sin

necesidad de alimentacion.

Los resultados obtenidos indicaron que transcurrido el tiempo de recuperacion
tanto las nauplii como las cypris recobraron la movilidad de los apéndices y la
respuesta fototactica. Sin embargo, las nauplii se vieron afectadas dado que, si bien se
observaron mudas en el fondo del recipiente, no lograron completar la metamorfosis
hasta el estadio cypris. Las cypris, en cambio, se mantuvieron vivas pero solamente el

20% logré la metamorfosis a juvenil.

La mayor sensibilidad del estadio nauplius respecto del estadio cypris, tanto
para el tiocianato cuproso como para el 6xido cuproso, es coincidente con las
observaciones llevadas a cabo por Qiu et al. (2005) para esta misma especie
utilizando sulfato cuprico como fuente de cobre (CuS045H,0). Si bien este
mecanismo de incremento en la tolerancia al cobre a medida que avanzan los estadios
metamorficos es desconocido, las hipétesis que se proponen son, por una parte, el
aumento de tamafo corporal de la larva que otorga una relacion superficie/volumen
menor y como consecuencia una reduccién a la exposicion al téxico; por otro lado, un
mejor desarrollo de los mecanismos fisiolégicos que permiten un balance mas eficiente

entre la incorporacion y excrecion del toxico.

En los ensayos con pinturas antifouling a base de 6xido cuproso en el mar, se
comprobd que las tres pinturas aplicadas a los paneles sumergidos en el puerto de
Mar del Plata demostraron una buena performance antifouling aunque con ciertas
diferencias entre los distintos ligantes estudiados. Luego de 12 meses de inmersién
pudo comprobarse que la formulacion a base de resina colofonia fue la mas eficaz
dado que evitd el asentamiento de micro y macroorganismos (Fig. 22). La observacion
bajo lupa y microscopio demostré que la formulacion conteniendo caucho clorado no
logré evitar el asentamiento del film primario ni de B. amphitrite, en tanto que la de
Pliolite®, si bien no presentd macrofouling, fue colonizada por film primario con una

gran variedad de diatomeas.
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Figura 22. Pinturas a base de 6xido cuproso con distintos ligantes, después de un afo

de inmersion. Aspecto general de los paneles pintados con resina colofonia, Pliolite® y

caucho clorado (izquierda). Detalle de los paneles (derecha).
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Capitulo 5

Hacia una reduccion en el contenido
de cobre de las pinturas. El rol del
tiocianato cuproso y su efecto
antiincrustante




Hacia una reduccién en el contenido de cobre de las pinturas.
El rol del tiocianato cuproso y su efecto antiincru stante

Introduccién

Como sefalaramos anteriormente, las estructuras emplazadas en el mar han
sido protegidas tradicionalmente con compuestos a base de cobre y estafio. Sin
embargo, las regulaciones impuestas por la IMO acerca del empleo de compuestos
organoestannicos en pinturas antifouling y la creciente concientizacion de evitar la
incorporaciébn de compuestos potencialmente contaminantes del agua y de los
sedimentos, obliga a la busqueda de formulaciones alternativas eficaces. Si bien la
legislacion actual no prohibe la utilizacién del cobre y dado que su reemplazo en
pinturas antiincrustantes demandara tiempo, es importante encontrar formulaciones
con menor contenido del compuesto pero igualmente eficaces. La cantidad de cobre
utilizada comanmente en una pintura antifouling de las que se encuentran actualmente

en el mercado varia ampliamente desde 20% a 76% (Brooks y Waldock, 2009).

Partiendo de la composicion de las formulaciones clasicas a base de Oxido
cuproso, ensayadas en el puerto de Mar del Plata y que resultaron efectivas, se

analizé la performance de pinturas con un bajo contenido de cobre.

Ademas de la conocida toxicidad del 6xido cuproso para el medio ambiente,
otro inconveniente que genera su utilizacion es la imposibilidad de modificar su color
rojo caracteristico. Entre los compuestos alternativos de color blanco o incoloros a
base de cobre que puedan lograr una buena performance antifouling se encuentran el
bromuro cuproso, el ioduro cuproso y el cianuro cuproso; sin embargo, todos ellos
resultan inviables por distintas razones, el bromuro cuproso debido a su elevada
solubilidad, el ioduro cuproso por su alto costo y el cianuro cuproso por su baja
solubilidad y probada toxicidad (Smith y Martell, 1981).

Otro compuesto de color blanco es el tiocianato cuproso. Si bien el empleo de
este compuesto en pinturas antiincrustantes no es novedoso, hasta el presente no se
conocian con exactitud sus propiedades y ventajas respecto del 6xido cuproso. El
efecto toxico del tiocianato cuproso ha sido comprobado sobre diatomeas (Callow,
1986; Robinson y Hall, 1990) pero no se han realizado estudios sobre su accion sobre

otros organismos de la comunidad del “fouling”.

Los objetivos que se proponen para disminuir el contenido de cobre de las

formulaciones son, por un lado, la utilizacién de tiocianato cuproso como pigmento
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antiincrustante y el estudio de su performance vy, por otro, la evaluacion de pigmentos
preparados con una estructura core-shell, estos ultimos formados por un nucleo inerte

inorganico recubierto por una delgada capa de tiocianato cuproso.

Materiales y métodos

El tiocianato cuproso empleado para la realizacion de los ensayos se prepar6
en el CIDEPINT segun las técnicas descriptas por Vetere et al. (1997). Esta
metodologia propone la obtencion del tiocianato cuproso por dos vias diferentes, la
primera de ellas se basa en la reduccién de una solucion de sulfato cuprico con sulfito

de sodio a temperatura ambiente con el agregado de tiocianato de sodio:

SO3* + 2 Cu®* + H,0 «» SO,* + 2 Cu'* + 2H™
Cu'* + SCN" « CuSCN| (tiocianato cuproso)

El segundo procedimiento consiste en la reduccion de una solucion de sulfato
cuprico mediante una solucién de tiocianato de sodio a 70°- 80°C segun la siguiente

reaccion redox:

2 Cu+2 + 2 SCNl- (_)2 Cu1+ + (SCN)zT (se elimina por ebullicion)
Cu'" + SCNY <« CuSCN

Si bien esta ultima técnica permite obtener tiocianato cuproso facilmente, no

fue elegida para evitar la liberacion del gas toxico tiociandégeno en el medio ambiente.

El tiocianato cuproso obtenido se lava convenientemente con agua destilada,
se filtra y se seca a temperatura ambiente y finalmente se muele para luego ser

utilizado.

En laboratorios del CIDEPINT se estudiaron distintas propiedades del pigmento
obtenido tales como solubilidad, oxidabilidad, distribuciéon del tamafio de particula y
absorcion de aceite. En todos los casos se estudiaron paralelamente estas mismas

propiedades para el 6xido cuproso (Vetere et al., 1997).

La solubilidad se determiné en dos medios distintos, por un lado, en agua de
mar y por otro, en solucion de NaCl 0,5 M; estos medios fueron utilizados a fin de
estimar la influencia del anion OH- presente en el agua de mar. La determinacion de
los contenidos de cobre y de anidn tiocianato se realizaron por técnicas de colorimetria
(Snell'y Snell, 1941).

76



Por otra parte, se realizé otra serie de experimentos a fin de evaluar el efecto
del oxigeno atmosférico en la solubilidad de los pigmentos. Para ello se trabajé con
agua de mar artificial con aireacion constante y se determiné el contenido de cobre

soluble del extracto por medio de técnicas de absorcidén atomica.

La oxidabilidad se determind disolviendo cada pigmento en agua de mar y
manteniéndolo en camara de cultivo a 30°C durante 5 dias. El contenido de Cu(ll)
formado diariamente por oxidacion se determind por procedimientos iodométricos

siguiendo la técnica propuesta por Harris (1992).

El andlisis de distribucion del tamafio de particula se realiz6 utilizando un

analizador Sedigraph-5000 D Micrometrics.

Se realizé un ensayo para determinar la cantidad de aceite que puede ser
absorbido por una cantidad de pigmento en el momento de preparacion de la pintura;

se realiz6 aplicando la norma ASTM D 1483.

Los ensayos en el laboratorio se llevaron a cabo exponiendo 30 nauplii 11 y 30
cypris de Balanus amphitrite criadas in vitro a 60 mL de solucion saturada de 6xido
cuproso, tiocianato cuproso o tiocianato de potasio en agua de mar artificial. Los
parametros estudiados fueron supervivencia, respuesta fototactica y asentamiento

(para el caso de las cypris) estimandose valores de Ltsy y Ltigo.

Como ensayo complementario para conocer el efecto per se del anion
tiocianato, se prepar6 también una solucién de tiocianato de potasio 8 x 10°M. Esta
concentracion es similar a la obtenida cuando se disuelve tiocianato cuproso en agua
de mar. Se trabajo en condiciones similares a las descriptas para las experiencias con

tiocianato cuproso.
Composicion de las pinturas y metodologia para su elaboracién

Las pinturas antiincrustantes de tipo matriz soluble conteniendo tiocianato
cuproso fueron preparadas en la Planta Piloto del CIDEPINT. El ligante de las pinturas
fue elaborado con resina colofonia (ww rosin) y acido oleico como plastificante en una
relacion de 2,4/1 en volumen. El pigmento incluyé 53,1% de tiocianato cuproso, 2,7%
de o6xido de zinc y 44,2% de carbonato de calcio (porcentajes en volumen sobre el
contenido total de pigmento). Asimismo, se incorporé a la formulacion un agente
tixotropico, castor oil, en un 2% en peso sobre los sélidos de la pintura a fin de lograr
una viscosidad adecuada; la concentracion de pigmento en volumen (PVC) fue de

45%. La carga de pigmento empleado en los ensayos con tiocianato cuproso fue
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similar al utilizado en formulaciones a base de 6xido cuproso elaboradas en el
CIDEPINT (Giudice et al., 1984; del Amo et al., 1990).

Para preparar las pinturas se utilizd6 un molino de bolas con jarras de 3,3 Ly se
siguieron las condiciones operativas propuestas por Giudice et al. (1984).
Primeramente se carg6 el molino con el vehiculo, luego se incorpord 6xido de zinc y
carbonato de calcio y se dispersé durante 24 horas. Se estudiaron dos tiempos de
dispersion para el pigmento téxico (tiocianato cuproso) de 24 horas y 3 horas a fin de
establecer si existen diferencias en cuanto a la performance de la formulacion. El
proceso de dispersion de un pigmento consiste en la separacion y distribucion
uniforme de sus particulas en el seno del vehiculo e influye en el valor del CPVC

(concentracion critica de pigmento en volumen).

Para ensayar las pinturas se emplearon paneles de acero SAE 1010
previamente arenados (grado A Sa 2 %, 40 um de rugosidad maxima) a los que se les
aplicé una capa de pintura anticorrosiva y dos manos de las pinturas antifouling. Estos
paneles fueron expuestos en la balsa experimental fondeada en Puerto Belgrano por
un periodo de 24 meses. Por razones operativas esta misma formulacién no pudo ser
estudiada en el puerto de Mar del Plata; sin embargo, el comportamiento de otras dos
formulaciones similares conteniendo tiocianato cuproso elaboradas posteriormente en
el CIDEPINT se evalu6 en el puerto de Mar del Plata por un periodo de seis meses. La

composicion de estas formulaciones se detalla en la Tabla 16.

Tabla 16. Composicion de las pinturas ensayadas en el puerto de Mar del Plata, % en

volumen.
componente %
CuSCN 16,0
carbonato de calcio 29
resina colofonia 27,0
acido oleico o barniz fendlico 5,9
xileno 24,1
aguarras mineral 24,1
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Resultados
- Sintesis del pigmento tiocianato cuproso

El pigmento obtenido es estable y de alta pureza y presenta como ventaja que
no necesita del agregado de preservantes de la oxidacibn en las condiciones
ambientales del laboratorio. El 6xido cuproso, en cambio, necesita de la presencia de
preservantes del oxigeno atmosférico tales como el estearato de zinc (Vetere y
Romagnoli, 1984).

El contenido de tiocianato cuproso obtenido se determind mediante técnicas
iodométricas por oxidacion de la muestra con &cido nitrico (Harris, 1946); se pudo

comprobar que poseian un 99% de pureza.

- Caracterizacion del pigmento tiocianato cuproso
* Solubilidad

Segun Romagnoli (1987), la disolucion del tiocianato cuproso y del 6xido
cuproso en un medio que contiene cloruros puede interpretarse por las siguientes
reacciones:

CUuSCN + 2 CI'" «» CuCl,™ +SCN*

Cu,O + 4 CI* + H,0 <2 CuCl,* + 2 OHY

Los datos de la solubilidad de los pigmentos estudiados determinados por

colorimetria se especifican en la Tabla 17.

Tabla 17. Solubilidad de los pigmentos.

medio pigmento (CuCl 21') (SCNl') (OHl')
agua de mar CuSCN 5x 10°M 8 x 10°M 3,2x 10°M
(pH inicial 8,48) | Cu,O 5x10°M | 7T 3,2x 10°M
NaCl CuSCN 6,3 x 10°M 6,3 x 10°M 1,0x10°M
(pH inicial 7,00) | Cu,0O 1,3x10°M | 7T 1,3x 10°M

Tanto el tiocianato cuproso como el 6xido cuproso se disuelven en agua de mar
formando principalmente CuCl," y presentan la misma solubilidad, esto se debe a la
capacidad buffer del agua de mar; esto también se observa en la solucién de cloruro
de sodio aunque con una pequefia diferencia entre los valores hallados (Romagnoali,
1987).

79




Respecto a la capacidad de oxidarse en un medio con cloruros como es el
agua de mar, la concentracion de i6n cuprico puede descender desde 5 x 10° M
(cuando esta referido al cobre soluble total en exceso de pigmento) hasta valores de
1,6 x 10® M (=1,01ug/L), en cobre soluble total del extracto filtrado (datos obtenidos
por absorcion atomica), lo que implica que el contenido de cobre total disminuye 3125
veces. Por lo tanto, los ensayos biologicos se llevaron a cabo a una concentracion de
1,01pg/L que corresponde a la concentracion lograda en agua de mar aireada

teniendo en cuenta los equilibrios de la Fig. 18 (Vetere et al., 1997).

. Oxidabilidad

Luego de 24 horas de exposicion en agua de mar aireada, el 6xido cuproso se
oxida evidenciando una coloracién azul palido, esta misma coloracion se observa para
el tiocianato cuproso pero transcurridas 48 horas. Esto indica que este ultimo
compuesto se oxida menos facilmente; cabe sefialar que los valores de pH de las
soluciones se mantuvieron cercanos a 8,4, es decir proximos a los normales para el

agua de mar.

Los resultados experimentales demostraron que el tiocianato cuproso es al
menos cinco veces menos oxidable que el 6xido cuproso. En la Tabla 18 se detallan

los valores de Cu?* obtenidos por colorimetria (técnica iodométrica).

Tabla 18. Datos de oxidabilidad de los pigmentos en agua de mar atrtificial.

dias mg Cu *? producidos por oxidacion
CuSCN Cu20
1 1,17 9,10
2 1,42 13,20
3 2,41 18,70
4 2,95 19,70
5 3,90 22,00
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» Distribucion de tamafio de particula

Las particulas de tiocianato cuproso fueron mayores que las de 6xido cuproso
con un tamafio medio de 6,4 um de didmetro. Por otra parte, el diametro medio de las
particulas de 6xido cuproso fue de 2,4 um. Las implicancias de los diferentes tamafios
de particula estan relacionadas con la velocidad de disolucion, a mayor diametro de

tamafio de particula la velocidad de disolucion es menor.
» Absorcion de aceite

La medicidon de este parametro resulté similar para ambos pigmentos, 26%
para tiocianato cuproso y 24% para Oxido cuproso, lo que presupone que no se

registraran diferencias en la preparacion de la pintura.
e Ensayos con organismos incrustantes en laboratorio

La concentracion de los extractos utilizados para realizar los bioensayos fue de
1,01 pg/L, es decir la concentracion lograda en la solucion con aireacion. Se empled
esta concentracion porque es similar a la concentracion maxima que se estima habra
en la interface de una pelicula formulada con 6xido cuproso o tiocianato cuproso en las
condiciones normales de oxigenacion en el mar, es decir con la concentracion de

oxigeno producida, entre otras causas, por agitacion del agua o por fotosintesis.

Los valores de tiempo letal 50 (Lts) y tiempo letal 100 (Ltyo) para la
concentracion de 1,01 pg/L para nauplii y cypris se detallan en la Tabla 19 y la curva
de porcentajes de mortalidad a lo largo del tiempo para las nauplii Il en la Fig. 23.
Dado que los valores hallados para las cypris corresponden a una escala de tiempo

mayor, no fueron graficados.

Tabla 19. Ltsg ¥ Ltig0 @ concentracion constante 1,01 pg/L, 20°C.

Ltso Lt100
estadio CuSCN Cu0O CuSCN Cux0
nauplius Il 62 min 122 min 100 min 340 min
cypris 50 min >6 horas 6 horas >20 horas
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Figura 23. Curvas de porcentajes de mortalidad de nauplii Il en funcién del tiempo para
los compuestos estudiados. Las barras indican promedio + SE.

Los experimentos llevados a cabo en el laboratorio confirman la elevada
toxicidad del cobre tanto para las naupli como para la cypris observandose

interrupcidon de los movimientos natatorios y la caida de las larvas al fondo del
recipiente (p<0.05).

Por otra parte, no se realizaron ensayos de asentamiento de cypris con
tiocianato cuproso dado que no se obtuvieron cantidades suficientes de larvas como
para realizar la totalidad de las réplicas.

Experiencias con tiocianato de potasio

Luego de la exposicién de las larvas nauplii y cypris a una soluciéon de
tiocianato de potasio con la misma concentracion que en los ensayos previos con
tiocianato cuproso (1,01 pg/L), se pudo comprobar que el anion tiocianato no posee
accion toxica y el efecto toxico es debido al cation Cu*. Esto se comprobé porque no
se observaron diferencias significativas entre los recipientes con tiocianato de potasio
respecto de los recipientes control, esto es, los porcentajes de supervivencia y

comportamiento se mantuvieron en los pardmetros normales.
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- Ensayos con pinturas antifouling en el mar

» Exposicién de las pinturas en Puerto Belgrano

Los paneles con pinturas elaboradas a base de tiocianato cuproso se
expusieron en Puerto Belgrano durante 24 meses. La fijacién sobre los paneles fue
muy escasa habiéndose registrado Unicamente la presencia de microfouling con baja
adhesion (p<0,05); este film estuvo dominado por diatomeas y protozoos ciliados.

Con respecto a los dos tiempos de dispersion de pigmento empleados (24 y 3
horas) pudo comprobarse que no influyeron significativamente en la performance de
las pinturas dado que ambas resultaron satisfactorias. Este comportamiento pone de
manifiesto una diferencia respecto de las pinturas a base de 6xido cuproso en las que
el tiempo de dispersion de los pigmentos influye en la bioactividad de la pelicula
(Partington y Dunn, 1962; Partington, 1964; de la Court y de Vries, 1973).

» Exposicién de las pinturas en el puerto de Mar del Plata

Las pinturas ensayadas demostraron una buena  performance
independientemente del plastificante utilizado (acido oleico o barniz fendlico). Luego
de seis meses de exposicion en el mar, que incluy6 el periodo septiembre/marzo, no
se observé la fijacion de organismos calcareos ni tunicados que, por el contrario,

fueron dominantes en las muestras testigo (p<0,05) (Figura 24).

La pintura con tiocianato cuproso + acido oleico demostr6 una marcada
actividad antiincrustante contra los organismos del macrofouling, lo que queda
demostrado comparando los paneles pintados vs. paneles testigo (p<0,05). Sin
embargo, la observacion microscépica evidencid el desarrollo y fijacion de diatomeas
sobre la superficie de la pintura. A pesar de ello, se registraron diferencias en las
abundancias relativas de algunos géneros como Achnanthes, Grammatophora,
Licmophora, Melosira, Navicula y Pleurosigma, en tanto que para las dos especies
presentes del género Nitszchia (N. longissima y N. closterium) como para

Skeletonema costatum y ciliados la pintura no inhibié la fijacion.

La evaluacién del comportamiento de la pintura con tiocianato cuproso + barniz
fendlico indico que esta formulacién posee un efecto variable segun los grupos. Por un
lado, inhibi6 completamente el asentamiento de Bryopsis, Polysiphonia, Obelia,
Hydroides, Bugula y Molgula, grupos de gran relevancia desde el punto de vista de las
incrustaciones, en tanto que sobre otros grupos el efecto se expresa solamente por

disminucion en la densidad de organismos asentados como puede observarse, por
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ejemplo, en la fijacion de algunas diatomeas (Melosira y Navicula), del alga verde

Enteromorpha intestinalis y de la ascidia solitaria Ciona intestinalis.

La cantidad de cobre que se emplea en las formulaciones a base de 6xido
cuproso es 3,32 veces mayor por unidad de volumen que la utilizada en las de
tiocianato cuproso. Dada la buena performance que demostraron las pinturas
expuestas en el mar, se deduce que no es necesario equiparar la carga del pigmento

ya que con menor contenido de cobre se obtiene una formulacion igualmente efectiva.

Los bioensayos demostraron que a igual concentracion de i6n cuprico en la
solucion (ya sea proveniente del tiocianato cuproso como del éxido cuproso) las larvas
son afectadas en su totalidad aunque a distinta velocidad. Dado que el anion tiocianato
resultd inocuo para las larvas se deduce que el efecto del tiocianato cuproso es de

acelerador de la reaccion, es decir actia mas rapido.

Por razones estrictamente presupuestarias los tiempos de exposicion de las
pinturas no fueron los mismos (24 meses para Puerto Belgrano y 6 meses para Mar
del Plata) y por lo tanto no son comparables. Sin embargo, dado que la formulacion a
base de tiocianato cuproso y acido oleico demostré un mejor efecto antiincrustante, se
utilizara como punto de partida para continuar avanzando hacia el objetivo propuesto

de reducir la cantidad de cobre manteniendo la actividad antifouling.
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Figura 24. Fijacién de macro y microfouling sobre paneles pintados y testigo en el puerto de Mar del Plata. P1: pintura con CuSCN +
acido oleico; P2: pintura con CuSCN + barniz fendlico; T: testigo (1, 2 y 6 meses de exposicion).
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El tiocianato cuproso en la preparacion de pigmento s tipo core —shell

Introduccion

Después de comprobar que el tiocianato cuproso como compuesto antifouling
resulta ventajoso porque es tan efectivo como el Oxido cuproso pero con una
disminucion del contenido de cobre de 3,32 veces, proponemos reducir ain mas el
contenido de cobre en las pinturas, de modo tal de evitar al maximo el lixiviado en el

mar.

Como se sefialara, en una pintura antifouling convencional las particulas de
Oxido cuproso se encuentran incluidas en la matriz que, en contacto con el agua de
mar, se solubiliza y deja en libertad al pigmento que se disuelve formando la capa
téxica. Sin embargo, debido a su baja solubilidad, gran parte del éxido cuproso no
llega a disolverse completamente, sino que se desprende, cae a la columna de agua y
al sedimento marino. Este mecanismo produce, por un lado, un desaprovechamiento
de las particulas de pigmento y, al mismo tiempo, polucion del agua y de los
sedimentos. Dadas las caracteristicas mencionadas se pretende optimizar la
formulacién reduciendo ain mas el contenido de cobre y, para ello, se emplearan
distintos tipos de pigmentos que presentan una estructura formada por un nucleo
inerte central sobre el que se deposita una delgada capa de tiocianato cuproso

(pigmentos core-shell).

La hipétesis de trabajo es que al combinar un nicleo no contaminante y de bajo
costo con una capa del pigmento bioactivo permitirhd aprovechar la efectividad del

tiocianato cuproso, con una reduccion significativa del contenido de cobre.

Materiales y métodos

Los materiales para los nacleos fueron elegidos en funcion del bajo costo,
disponibilidad en el mercado y comportamiento inerte. Se seleccionaron cuatro tipos

de compuestos: carbonato de calcio, 6xido de zinc, cuarzo micronizado y éxido férrico.
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Preparacion de los pigmentos

La metodologia utilizada para la preparacion de los pigmentos involucré varias etapas,

a saber:

a) Incorporacion del pigmento inerte (core) a una soluciébn de sulfato caprico
manteniéndose en suspension por agitacion continua.

b) Agregado de una soluciéon de sulfito de sodio para reducir al i6n cuprico a
Cuproso.

c) Incorporacibn de una solucibn de tiocianato de potasio para lograr la

precipitacién del tiocianato cuproso sobre las particulas de pigmento inerte a

temperatura ambiente.

Las reacciones que describen este procedimiento son las siguientes:
SO3%+ 2 Cu™®+ H,0 <> SO, + 2 Cu™ + 2 H™!

Cu**+ SCN'«— CuSCN|

Si bien estas reacciones son las mismas descriptas en el Capitulo 3, lo
novedoso es que el tiocianato cuproso precipita sobre las particulas inertes en

suspension (core) al actuar como nucleo de cristalizacion.

El precipitado obtenido de pigmento core-shell fue lavado con agua destilada,
filtrado y secado a temperatura ambiente. Este pigmento fue analizado por medio de
una técnica iodométrica por oxidacion de la muestra con 4cido nitrico (Harris, 1992).
De esta manera se pudo estimar el contenido de tiocianato cuproso presente en las
particulas core-shell resultando en 90% en peso de carbonato de calcio / 6xido de
zinc/ cuarzo micronizado / 6xido férrico rodeado por 10% en peso de tiocianato

CUproso.

- Composicion de las pinturas

Las pinturas formuladas con los pigmentos core-shell obtenidos con el
procedimiento que se detalla mas arriba fueron preparadas en el CIDEPINT. Se
elaboraron cuatro pinturas de tipo matriz soluble (una por cada pigmento) a base de
resina colofonia cuya composicion se describe en las Tablas 20 y 21. A su vez, se
prepararon dos pinturas mas que se utilizaron como control, por un lado, una pintura

conteniendo 100% de tiocianato cuproso y por otro una pintura sin pigmento toxico.
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Tabla 20. Composicion de las pinturas (% en volumen).

componente %
pigmento core-shell 16,0
carbonato de calcio 2,9
resina colofonia 27,0
acido oleico 59
xileno 24,1
aguarras mineral 24,1

Tabla 21. Composicion del pigmento core-shell para cada pintura estudiada

(% en peso).

pintura core shell
P1 90% COsCa 10% CuSCN
P2 90% ZnO 10% CuSCN
P3 90% SiO, 10% CuSCN
P4 90% Fe,05 10% CuSCN
P5 100% CuSCN

Estas formulaciones se aplicaron sobre paneles de acrilico arenados de 8 cm x
16 cm hasta obtener un espesor final de pelicula seca de 150+ 5um. Se expusieron en
el puerto de Mar del Plata colgadas de las marinas del Club de Moton&utica a 50 cm

por debajo de la superficie del agua durante 18 meses.

Para optimizar el funcionamiento de una pintura es importante considerar el
probable efecto inhibidor de la fijaciébn de otros componentes de la formulacion tales
como el solvente y la resina. En la formulacién de estas pinturas fue necesario
incorporar solventes organicos para lograr, por evaporacion, la formacion de pelicula;
una parte, aunque minima, de estos solventes queda atrapada en el film y puede
migrar hacia la superficie influyendo en la performance de la pintura y contribuyendo a
la actividad antifouling, este efecto denominado “burst effect” fue descripto por

Weisman et al. (1992); por ello, se estudié la influencia del solvente sobre la
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supervivencia de las larvas. Asimismo, se realizaron bioensayos para evaluar el efecto

de la resina empleada.

Resultados

Las pinturas conteniendo pigmentos core-shell expuestas en el mar
demostraron, en general, una muy buena performance. Luego de 18 meses de
inmersion se registraron areas libres de incrustacién mayores al 75% de la superficie
de los paneles sobre las cuatro formulaciones ensayadas. Resultaron mas efectivas
las que contenian pigmentos a base de carbonato de calcio y 6xido férrico (P1 y P4)
(Fig. 25). El comportamiento de estas pinturas es similar al de la pintura con 100% de
tiocianato cuproso (P 5) cuyo funcionamiento result6 muy bueno como ya habia sido
demostrado en experiencias previas, fue escasamente colonizada por diatomeas,

ciliados, Enteromorpha intestinalis y Polydora sp.

De las cuatro formulaciones ensayadas, la P3 fue la que tuvo una performance
mas baja, con un 25% del panel incrustado y con mayor diversidad especifica. Es
importante resaltar que a partir de los seis meses de inmersién, esta pintura mostré
fallas de adhesién, se desprendié y dejé el panel sin proteccién permitiendo la
colonizacibn de macrofouling (Bryopsis, Corophium, Enteromorpha intestinalis,

Polydora sp., Ciona intestinalis).

Es interesante destacar la ausencia del alga E. intestinalis sobre la pintura con
oxido de zinc (P2) y sobre la de oxido férrico (P4). Si bien es ampliamente conocido
gue el oxido de zinc, no es un compuesto antifouling altamente efectivo, cuando se
encuentra combinado con un biocida eficiente, en este caso, tiocianato cuproso, su
bioactividad se incrementa. Este comportamiento es similar al descripto por French y
Evans  (1986) para combinaciones con organoestannicos y con Oxido cuproso.
Respecto de la influencia del 6xido férrico no existen datos que sostengan el efecto

antialgal del compuesto, ya sea solo o0 combinado con un toxico.

La comparacion entre los paneles testigo T1 / T2 (pintura sin pigmento toxico y
panel de acrilico sin pintura) y los paneles pintados con las pinturas a base de
pigmentos core-shell demostré un marcado efecto antifouling. Los paneles T1 y T2
utilizados como testigo mostraron entre si una fijacion similar, estuvieron dominados
por la ascidia solitaria Ciona intestinalis y los briozoos Bugula neritina y B. stolonifera.
Se hallaron gran variedad de algas, entre ellas, E. intestinalis, Ectocarpus sp.,
Griffithsia sp. y Polysiphonia sp., por debajo de las cuales se encontraron colonias del

cnidario Obelia dichotoma, tubos del poliqueto Polydora sp., Balanus amphitrite, el
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briozoo Bowerbankia sp. y ascidias coloniales del género Botryllus. Se observo gran
abundancia de diatomeas, principalmente de los géneros Achnanthes,
Grammatophora, Melosira, Navicula y Pinnularia, y ciliados representados por

Vorticella sp. y colonias de Zoothamnium sp.

En resumen, las pinturas core-shell P1, P2 y P4 resultaron mas efectivas y su
accion antifouling se observé claramente sobre el asentamiento de la mayoria de los
organismos de la comunidad del “fouling”, con excepcion de diatomeas, ciliados vy el
alga E. intestinalis; por el contrario, en la P3 se observé la colonizacion de varias
especies y present6 fallas importantes en la pelicula, que contribuyeron a la baja
performance. Las abundancias relativas para las pinturas ensayadas se presentan en
la Tabla 22.

Cabe sefalar que no se observo ningun efecto de los solventes ni de la resina
sobre la supervivencia larval por lo que se afirma que la accion antifouling fue debida a

los pigmentos core-shell.
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Tabla 22. Abundancias relativas de organismos del micro y macrofouling luego de 18

meses de inmersion.
P1: 90% Ca CO3; +10% CuSCN
P2: 90% ZnO +10% CuSCN
P3: 90% SiO, +10% CuSCN
P4: 90% Fe,0O5;+10% CuSCN
P5: 100% CuSCN.
T1: pintura sin CUSCN, T2: panel de acrilico sin pintura.

pintura
taxon T1 T2
3

Achnanthes R R R
Grammatophora R A A
Melosira R A A
Navicula R E E
Zoothamnium R F A
Enteromorpha F E F
Ectocarpus R E E
Polysiphonia R E E
Obelia A A
Polydora sp. F F A
B. amphitrite R E F
Bowerbankia A A
Bugula neritina E E
Bugula stolonifera E R
C. intestinalis E A A
Botryllus E R E
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Figura 25. Porcentajes de cobertura (especies mas conspicuas) vs. area no colonizada
del panel. P1/P4: pinturas core-shell. P1: CO3;Ca/CuSCN; P2: ZnO/CuSCN; P3:
SiO,/CUSCN; P4: Fe,O3/CuSCN. P5: pintura con 100% de CuSCN; T1: pintura sin
pigmento téxico; T2: panel de acrilico sin pintura.

El proposito en la eleccion del pigmento en pinturas antifouling es proveer la
toxicidad necesaria para impedir la fijacién de organismos benténicos sésiles. Se eligié
el tiocianato cuproso debido a que su bioactividad es similar a la del 6xido cuproso, al
igual que su solubilidad en agua de mar y el compuesto obtenido por su disolucion
(CuClL,Y); por otra parte, es menos oxidable lo que aparentemente mejoraria su
capacidad antiincrustante (Vetere et al., 1997). Otra ventaja, desde un punto de vista
estético, es que su coloracién blanca permite al usuario pigmentarlo con el color de su

eleccion.

Se concluye que, por un lado, el tiocianato cuproso es un compuesto antifouling
efectivo y su performance es comparable con la del 6xido cuproso. Respecto de la
reduccion en el contenido de cobre es importante destacar que el 6xido cuproso
presenta 3,32 veces mas cobre por unidad de volumen que el tiocianato cuproso y, a
su vez, los pigmentos core-shell estudiados formados por una delgada capa de
tiocianato y un corazén de material inerte, contienen 10 veces menos cobre que el
tiocianato cuproso, es decir representan una reduccion de 35 veces el contenido de
cobre respecto del 6xido cuproso. Esta considerable reduccion trae aparejados otros
beneficios, como la disminucion de costos de elaboracion de la pintura y del aporte de

contaminantes al medio marino; a su vez, una de las pinturas core-shell que resultd
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mas efectiva (CaCO3/CuSCN) es de coloracion blanca lo que permitiria una

pigmentacion posterior.

En particular las pinturas con nucleos de carbonato de calcio, 6xido de zinc y
oxido férrico demostraron mayor poder inhibitorio de la fijacion, con una marcada
accion antifouling tanto sobre el macro como sobre el microfouling. Sin embargo,
queda demostrado que las diatomeas son, indudablemente, organismos muy
resistentes a la accion del cobre (lo mismo que algunos ciliados sésiles) y es necesario
hallar nuevos inhibidores o bien mecanismos combinados para evitar su asentamiento

y desarrollo sobre las superficies a proteger.
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Los taninos, compuestos de origen natural: propieda des antifouling

Introducciodn

Con el propésito de testear la primera hip6tesis en la que proponemos que el
uso de compuestos de origen natural, producidos por especies vegetales nativas, o de
origen sintético, como los benzoatos, con propiedades antibacterianas pueden evitar la
formacion del film primario y de esta forma, interrumpir la secuencia de fijacion del

“biofouling”, se realizaron una serie de ensayos con taninos.

En cada uno de los tratamientos se incluira la parte experimental y los resultados

obtenidos.

- Los taninos, compuestos de origen natural: propiedades antifouling

Las plantas acumulan una gran variedad de compuestos secundarios entre los
que se encuentran los alcaloides, los terpenos y los fendlicos. Si bien estos
compuestos no intervienen en el metabolismo primario de las plantas cumplen
diversas actividades bioldgicas ya sea en relacion con la toxicidad, con el metabolismo
hormonal o bien como agentes protectores contra predadores o enfermedades
(Hagerman, 2002).

El término “tanino” es una denominacion muy antigua con el que el pueblo celta
llamaba al roble y que, por extension y en funcién de sus propiedades, pasé a
denominar a la sustancia caracteristica capaz de convertir las pieles crudas de
animales en cueros. Los taninos son compuestos de origen natural comunes en las
plantas superiores y en las algas pardas; la mayoria de las plantas contienen taninos y
se pueden localizar en cortezas (abeto, pino, castafia, mimosa, encina, roble, quina),
en maderas (quebracho colorado, castafio, encina), en hojas (t¢, mate, vid, nogal,
zumaque), en raices (granado, hammamelis, ratnia, helecho macho), en frutos
(banana, café, nispero, manzana, frutilla, uva) y en formaciones patologicas (agallas
de Alepo).También se encuentran presentes en una amplia variedad de alimentos,
como por ejemplo legumbres (fabas, porotos), cereales (cebada, sorgo) y en bebidas

(té, café, cacao, cerveza, vino tinto, sidra) (Bennick, 2002).

Habitualmente los taninos son definidos como sustancias polifendlicas de alto
peso molecular (>500), muy astringentes, solubles en agua, con propiedades para

precipitar proteinas y como antioxidantes biolégicos (Cowan, 1999; Hagerman, 2002);
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sus principales aplicaciones se encuentran en la industria del cuero, en ciencias
relacionadas con el medio ambiente (Ho, 1992; Chung et al. 1998a; Hagerman, 2002)
y en medicina por sus propiedades anticarcinogenéticas y antioxidantes celulares
(Hagerman et al., 1998; De Bruyne et al., 1999; Oszmianski et al., 2007; Pastene et al.,
2010). Otras aplicaciones conocidas de los taninos estan relacionadas con la inhibicion
de la corrosion (Knowles y White, 1958; Matamala et al., 2000; Martinez y Stern, 2001)

y la intervencion como formadores de quelatos con iones metélicos (Cruz et al., 2000).

Los taninos son moléculas altamente complejas y de dificil dilucidacién, por lo
tanto no constituyen un grupo homogéneo y quimicamente se clasifican en tres grupos
(Hagerman, 2002):

. Florotaninos

Los florotaninos (1,3,5-trihidroxibenceno) son polifenoles, polimeros del
floroglucinol, presentes en algas pardas (Phaeophyta) que se caracterizan por ser
fuertes agentes quelantes de metales pesados en solucion. Se encuentran
empaqguetados en pequefias vacuolas denominadas fisodos (‘physodes’) en el interior
celular, que intervienen en el desarrollo de la pared celular y actian como un
mecanismo interno de detoxificacion. Generalmente, son utilizados en la produccién
de alimentos, cosmética y en la industria farmacéutica como antialérgicos (Sugiura et
al., 2006; Li et al., 2009).

Las superficies algales ofrecen un sustrato adecuado para el asentamiento de
epibiontes y, sin embargo, raramente se encuentran colonizadas. Es bien conocido
gque las macroalgas marinas y sus bacterias asociadas son ricas en compuestos con
propiedades repelentes o que impiden el asentamiento y metamorfosis de las larvas
(Phillips y Towers, 1982; Schmitt et al., 1995; Clare, 1996; Lau y Qian, 1997; Steinberg
et al., 1998; de Nys y Steinberg, 1999). En este sentido, los florotaninos presentes en
algas pardas son de los compuestos que mas se han estudiado desde el punto de
vista de su accién antifouling ya que inhiben el crecimiento de una gran variedad de
bacterias, algas e invertebrados habiéndose generado un gran caudal de
publicaciones sobre el tema (McLachlan y Craigie, 1964; Sieburth y Conover, 1965;
Conover y Sieburth, 1966; Fletcher, 1975; Jenings y Steinberg, 1977; Pawlik, 1992;
Chung et al. 1998b; Wikstrém y Pavia, 2004). En particular, se ha demostrado que
florotaninos de Sargassum tenerrimmum inhibieron el asentamiento del poliqueto
Hydroides elegans a concentraciones menores a 1 pg/mL (Lau y Qian, 1997).

Durante las ultimas décadas se ha focalizado el estudio de los florotaninos en

su rol en la cadena tréfica, ya que se ha comprobado que cumplen funciones de
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defensa quimica contra herbivoros dado que su produccién y concentracion esta en
relacion directa con el incremento de este factor, por ejemplo, la exudacion de
florotaninos en el agua circundante aumenta con la presencia de gasterépodos
evitando asi su accién de “ramoneo”, también su produccién se relaciona con la
intensidad de la radiacion UV (Ragan y Glombitza, 1986; Clausen et al., 1992; Targett
y Arnold, 2001; Amsler y Fairhead, 2006; Koivikko et al., 2005; Koivikko, 2008).

. Taninos hidrolizables

Son polimeros formados por acidos fendlicos, particularmente por acido galico
y acido elagico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico), poseen en el centro de la molécula un
carbohidrato (generalmente la D-glucosa) y se hidrolizan con facilidad. Estan
presentes en algunas algas verdes, en dicotiledoneas y en angiospermas (Waterman y
Mole, 1994; Gross, 1999). Tienen propiedades antivirales, antibacterianas y pueden

actuar contra algunos microorganismos eucariotas (Buzzini et al., 2008).

. Taninos condensados

Conocidos también como proantocianidinas, estan formados por unidades de
flavonoides (entre 2 y 50) enlazadas por uniones C-C y se los encuentra en todas las
plantas, incluidas las Gimnospermas (Santos-Buelga y Scalbert, 2000; Santos-Buelga
y Williamson 2003). Son utilizados como agentes antifingicos, antilevaduras y
antibacterianos (Zucker, 1983; Scalbert, 1991; Digrak et al. 1999; Min et al., 2008)
aunque los mecanismos de accion no se conocen con exactitud (Schofield et al.,
2001).

Se comprob6é que pueden actuar sobre distintas especies de helmintos, en
particular sobre nematodes parasitos, posibilitando una alternativa en el control de
infestaciones parasitarias en los trépicos y subtropicos (Athanasiadou et al., 2001;
Igbal et al., 2002; Lin et al., 2003).

Comunmente se los utiliza como preservantes de maderas y repelentes de
insectos adicionandoles cobre (Laks et al., 1988; Yamaguchi et al., 2002). Los taninos
condensados, como los florotaninos, presentan variaciones estructurales en sus
moléculas y se ha demostrado que existe una relacion directa con la capacidad de

evitar el “ramoneo” por parte de herbivoros (Clausen et al., 1990; Mole et al., 1993).

La propiedad antimicrobiana es la caracteristica mas relevante de los taninos
frente a la problemética de las incrustaciones bioldgicas (Banso y Adeyemo, 2007); se
han reportado, entre otras, propiedades bacteriostaticas o bactericidas contra

Staphylococcus aureus (Chung et al., 1993).
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A pesar de las propiedades antimicrobianas de los taninos, existen en la
naturaleza numerosos microorganismos capaces de degradarlos, por ejemplo las
bacterias del rumen de los rumiantes que poseen la enzima tanasa (Deschamps,
1989; Saxena et al., 1995; Bhat et al., 1998) y los hongos Ceriporiopsis subvermispora
y Cyathus stercoreus (Gamble et al., 1996). Por otra parte, numerosas especies de
hongos se desarrollan sobre la superficie de maderas ricas en taninos como las de
quebracho y robles europeos. Particularmente Aspergillus niger y Penicillium glaucum
se desarrollan en superficies con liquidos utilizados en curtiembres (Rajakumar y
Nandy, 1983; Scalbert, 1991).

Materiales y métodos

Es importante conocer el modo de accién de cada uno de los taninos como
antiincrustante, tanto para la fijacion del micro como del macrofouling. Se realizaran
experiencias con taninos de quebracho, mimosa y castafio En esta primera fase del
estudio se plantea la necesidad de seleccionar los que resulten mas convenientes por

su efectividad y factibilidad de obtencién.

Los taninos utilizados para los ensayos fueron los de quebracho, mimosa y

castafio que son los mas comunes de venta comercial.

- Ensayos de laboratorio

Para realizar los ensayos de laboratorio los taninos de quebracho, castafio y
mimosa fueron incorporados a pinturas de tipo matriz soluble cuya composicion se
detalla en la Tabla 23.

Dado que los taninos son compuestos altamente solubles fueron incorporados
a la formulacién de pintura precipitados como “tanatos” lograndose, de este modo, una

menor solubilidad y un control de la lixiviacion.

Se aplicaron tres capas de pintura sobre los portaobjetos de vidrio
obteniéndose una pelicula seca de 15045 um de espesor. Posteriormente fueron
colocados en vasos de precipitado conteniendo 1000 mL de agua de mar artificial
(ASTM D1141/75) con el proposito de obtener los lixiviados correspondientes a 24, 48
y 72 horas.

La concentracion de tanino en cada solucion fue estimada por medio de

técnicas colorimétricas.

Tabla 23. Composicion de las pinturas tipo matriz soluble ensayadas (% en volumen).
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tanato 16,0
carbonato de calcio 2,9
resina colofonia 27,0
acido oleico 59
xileno 24,1
aguarras mineral 24,1

» Técnica colorimétrica

La espectroscopia UV-visible se utiliza para identificar algunos grupos
funcionales de moléculas y para determinar la concentracién de una sustancia que
contenga estos grupos, es decir en la determinacién cuantitativa de los componentes
de soluciones de iones de metales de transicidbn y compuestos orgénicos altamente
conjugados. El fundamento de este procedimiento consiste en que cuando un haz de
radiacion UV-visible atraviesa una disolucion conteniendo un analito absorbente, la
intensidad incidente del haz (l,) es atenuada hasta un valor |I. Esta fraccion de
radiacién que ha logrado traspasar la muestra se denomina transmitancia (T) (T = I/l,).
Por cuestiones de practicidad, se utilizé el valor de la absorbancia (A) en lugar del de
transmitancia (A = -logT) por relacionarse linealmente con la concentracion de la
especie absorbente segln se postula en la Ley de Beer-Lambert. La absorcion de las
radiaciones UV-visible depende de la estructura de las moléculas y es caracteristica

para cada sustancia quimica.

Para la implementacibn de esta técnica en el laboratorio, se utiliz6 un

espectrofotdmetro UV-visible marca Metrolab, modelo RC 250 UV.

El tanino procedente de la lixiviacion de las pinturas fue cuantitativamente
precipitado con una solucién al 5% de sulfato de aluminio en medio amoniacal. Este
precipitado fue filtrado y redisuelto en &cido nitrico al 20% con el proposito de facilitar

una coloracion que permita ser medida por espectrofotometria.

. Ensayos de toxicidad
Para los ensayos de toxicidad de taninos de quebracho, castafio y mimosa se
utilizaron 30 nauplii Il de Balanus amphitrite extraidas del plancton obtenido en los

muestreos en el puerto de Mar del Plata.
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Las larvas fueron colocadas en cristalizadores conteniendo 50 mL de lixiviados
de las pinturas en varias concentraciones (obtenidas en distintos tiempos de
exposicion) y se observé la movilidad de los apéndices y la respuesta fototactica de las

larvas expuestas a las soluciones cada 15 minutos.

Estos ensayos se realizaron en agua de mar artificial, la temperatura ambiente
oscilé entre 18 y 20°C, los valores de pH de las soluciones variaron entre 7,9y 8,2y
con abundante aireacion. Simultdneamente se colocaron recipientes testigo con

idéntica cantidad de agua de mar sin el agregado de ninguna sustancia.

Con el proposito de diferenciar la accidon antiincrustante de los taninos de los
otros componentes de la pintura, se realizaron otros ensayos en forma simultdnea.
Para estimar el efecto de la resina y el solvente empleados en la formulacién sobre la
supervivencia de las larvas, se dispusieron recipientes con las mismas condiciones

pero con portaobjetos pintados Unicamente con resina colofonia disuelta en aguarras.

. Test de recuperacion (‘refreshing’)

Posteriormente se analizé si el efecto de los tanatos sobre las larvas expuestas
era temporario o permanente. Las larvas fueron trasladadas a recipientes con agua de
mar artificial fresca para su recuperacion y se las alimentd con una solucién al 2% de
alimento para invertebrados (Tetramin®) en agua de mar artificial. Los ensayos de

laboratorio se realizaron por triplicado.

- Ensayos en campo

Los ensayos se llevaron a cabo en el Club de Motonautica de Mar del Plata. Se
aplico la misma pintura que en el laboratorio (Tabla 23) sobre paneles de acrilico,
arenados, de 8 cm x 16 cm, hasta que se obtuvo un espesor de pelicula seca de
15045 pm.

Como testigos se colocaron paneles de acrilico arenados limpios y series de
paneles pintados con la misma formulaciébn pero sin el agregado del pigmento

antiincrustante.

Los paneles fueron sostenidos desde las marinas del Club y sumergidos a 50

cm por debajo de la superficie del agua.

Tanto los ensayos de laboratorio como los de campo se realizaron por

triplicado.
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Resultados

En los ensayos de laboratorio, se obtuvieron por espectrofotometria las

concentraciones de los lixiviados de la resina colofonia y de los tres tanatos analizados

(Tabla 24).

La reaccion de las nauplii en contacto con las distintas soluciones fue

coincidente para los tres tipos de tanatos. Se observd una reduccion en los

movimientos de los apéndices natatorios hasta su completa inmovilizacion y la pérdida

de respuesta fototactica. Estos cambios de comportamiento fueron mas rapidos y

evidentes a medida que se incremento la concentracion de tanato.

Tabla 24. Concentraciones de tanato y resina en funcion del tiempo. Los datos se

expresan en ppm.

solucién solucién solucién

24 horas 48 horas 72 horas
resina colofonia (ww) 20,0 33,7 40,0
tanato de quebracho 35 59 7,0
tanato de castafio 3,2 5,3 6,3
tanato de mimosa 4.7 8,0 9,5

Los resultados obtenidos del efecto de cada uno de los tanatos sobre la

supervivencia de las nauplii se presentan en las Figs. 26-28, en tanto que el efecto de

la resina sobre las larvas se detalla en la Fig. 29.
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Figura 26. Promedio de nauplii inactivas en funcién del tiempo en lixiviados de
24, 48 y 72 horas de tanato de quebracho (Q24, Q48 y Q72, respectivamente).
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Figura 27. Promedio de nauplii inactivas en funcién del tiempo en lixiviados de

24, 48 y 72 horas de tanato de mimosa (M24, M48 y M72, respectivamente).
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Figura 28. Promedio de nauplii inactivas en funcién del tiempo en lixiviados de

24, 48 y 72 horas de tanato de castafo (C24, C48 y C72, respectivamente).
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Figura 29. Promedio de nauplii inactivas en funcién del tiempo en lixiviados de

resina para 24, 48 y 72 horas (R24, R48 y R72, respectivamente).
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Los tres tanatos analizados demostraron que afectan la supervivencia de las

larvas.

El tanato de quebracho mostr6 un marcado efecto inhibidor de la actividad
larval, observado a los 15 minutos de exposicion. Por otra parte se registraron
diferencias respecto al efecto de la concentracion de tanato en solucion, ya que las
soluciones Q48 y Q72 actuaron mas rapidamente que la Q24. El tiempo estimado para

inhibir el 50% de la poblacién fue de 22,5 minutos.

La solucién M72 del tanato de mimosa, logré el 50% de inmovilizacion larval en
175 minutos, en tanto que las soluciones menos concentradas (M24 y M48) no

alcanzaron este valor aun después de 24 horas de exposicion.

El tanato de castafio también mostré un rapido efecto inhibidor, si bien las tres
soluciones afectaron al 50% de la poblacioén larval en aproximadamente 120 minutos,

la C24 resulté la mas efectiva.

Por otra parte, las nauplii expuestas a la resina colofonia no mostraron
diferencias significativas en su comportamiento respecto del control ya que el efecto
inhibidor de la actividad natatoria afectando al 50% de la poblacién excedi6 el tiempo

maximo destinado para las observaciones.

Se comprobd que en los controles de agua de mar como en los de resina +
solvente, las larvas se mantuvieron activas, con respuesta fototactica positiva y

completaron sus ciclos de vida.

Comparando los valores obtenidos de Itso de nauplii de B. amphitrite en funcion
de las distintas concentraciones de los tres tanatos analizados se detecté que todos
poseen rapida accion. Sin embargo, el tanato de quebracho y el de castafio actian a
bajas concentraciones, mientras que el de mimosa actla eficientemente a

concentraciones mas altas (Fig. 30).

Los tests de recuperacion indicaron que el efecto observado de inmovilidad
larval fue temporario o narcético, ya que cuando las nauplii tomaron contacto con el
agua de mar fresca, comenzaron a nadar activamente y directamente hacia la fuente

de luz.
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Figura 30. Valores de lIts, para nauplii de B. amphitrite en funcion de distintas

concentraciones de tanato de quebracho (Ta Q), tanato de mimosa (Ta M) y tanato de
castafio (Ta C).

Las pinturas formuladas con tanatos analizadas en el laboratorio, fueron
también efectivas en la inhibicién del “biofouling” del puerto de Mar del Plata. Esto se
comprob6 después de que los paneles de prueba estuvieran en exposicion durante
cuatro meses (diciembre/abril) en el mar. El efecto mas notorio se observd sobre la
fijacion de B. amphitrite donde se registraron diferencias significativas respecto de los

paneles control de pintura sin pigmento antiincrustante y de los de acrilico limpio.

Los resultados fueron coincidentes con los observados en condiciones de
laboratorio, es decir los tanatos afectaron la fijacion de B. amphitrite, el mejor efecto
antiincrustante se observé en la performance lograda para las pinturas que incluyeron
tanatos de quebracho y castafio.

Se registro una disminucion en el asentamiento del poliqueto Polydora sp. y de

las algas Enteromorpha intestinalis y Ectocarpus sp. en los paneles tratados respecto
de los controles.

Es interesante destacar que en los paneles tratados no se observé inhibicion

completa y tampoco pudo evitarse el asentamiento de algunas especies de diatomeas.

106



Ademas se comprobd que la pelicula de pintura de los paneles también afectd
el mecanismo de cementacion de los organismos al sustrato, induciendo a una
adhesion deficiente que se comprob6 en el momento que los paneles fueron retirados

del agua ya que los organismos adheridos se desprendieron con facilidad.

En los paneles testigo la fijacion fue muy abundante, se registraron B.
amphitrite, con diametro de base entre 8 y 10 mm, que cubrieron aproximadamente el
50% del panel, numerosos tubos arenosos de Polydora sp. y algas (E. intestinalis y

Ectocarpus).
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Hacia una reduccién en el
contenido de cobre de las pinturas.
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Hacia una reduccion en el contenido de cobre de las pinturas. Taninos

combinados con cobre

Introduccion

La obtencion de una pintura antiincrustante no toxica y biodegradable
demandara tiempo, ya que requiere la puesta a punto de la formulacion, la evaluacion
de riesgo ecotoxicologico, la produccion a escala industrial y la inclusion en el
mercado. Por esta razén, en tanto no se desarrolle una pintura que cumpla con todos
estos requisitos resulta conveniente encontrar formulaciones alternativas, de
transicion, que apunten a la reduccion del contenido de las sustancias tdxicas,

manteniendo una buena performance, sin dafar el medio ambiente.

Se realizaron una serie de ensayos, en laboratorio y en el mar, incorporando a
las pinturas un pigmento antiincrustante basado en tanino de quebracho al que se le

adicion6 pequefias cantidades de cobre.

Se eligié el tanino de quebracho por su probado poder antiincrustante, por su
bajo costo y accesibilidad en el mercado. Si bien el efecto antiincrustante fue probado,
no impidio el asentamiento de algunas especies, por eso se le agrega a la formulaciéon
pequefias cantidades de cobre para ser optimizada y lograr una accidn conjunta sobre

los organismos.

Materiales y métodos

Para la sintesis del pigmento antifouling se utiliz6 tanino de quebracho. El
procedimiento consistié en la disolucion de 10 g de tanino en 500 mL de agua caliente;
esta solucion juntamente con otra de 40 mL de sulfato cuprico 1M fue goteada
simultdneamente en un vaso de precipitado conteniendo 500 mL de solucién de
hidréxido de sodio 0,04 M, con agitacion constante y a una temperatura de 60°C, a fin
de precipitar el tanato de cobre. Por ultimo, se ajusté el pH a un valor de 5,5
agregando una solucién al 40% (v/v) de hidroxido de potasio. Una vez precipitado el
pigmento, la solucion se filtré a través de un embudo Bichner, se lavé con agua
destilada y se secd a temperatura ambiente. Para obtener un tamafio de particula
adecuado se realiz6 una molienda del tanato cuprico en un molino de bolas de

porcelana.
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- Caracterizacion del pigmento

La composicion del tanato cuprico obtenido se determindé mediante el empleo
de técnicas analiticas. Asimismo se estudiaron caracteristicas fisicas y quimicas del
pigmento tales como densidad, pH y solubilidad en agua de mar a temperatura

ambiente.

La concentracién de tanato soluble fue estimada por medio de técnicas
colorimétricas. El tanato disuelto se precipitd con 5% Aly(SO,4);.18H,0O en un medio
buffer de NH,CI/NH; (2 M: 2 M) y luego fue disuelto en una solucion de acido nitrico
(4:1 en volumen). El cation aluminio fue complejado con acido citrico en medio
amoniacal. La concentracion de tanato se determiné por comparacion con soluciones
patrén de tanato preparadas en condiciones similares. Finalmente la concentracién de

cobre en agua de mar fue determinada por espectrofotometria de absorcion atémica.

A partir de esta solucion se realizaron diluciones entre 1 y 100% a fin de

determinar los limites de tolerancia de las larvas al pigmento en estudio.

- Elaboracion de las pinturas y ensayos de toxicidad

Las pinturas de tipo matriz soluble conteniendo tanato cuprico como pigmento
antiincrustante fueron formuladas a base de resina colofonia como ligante, acido oleico
como plastificante y estearato de aluminio como agente reoldgico (este ultimo para dar

mas fluidez a la formulacion).

Las pinturas fueron preparadas en la Planta Piloto del CIDEPINT para lo cual
se utilizd un molino de bolas con jarras de 3,3 litros de capacidad que fueron cargadas
primeramente con el ligante, luego con el tanato cuprico, carbonato de calcio y
estearato de aluminio (2% en peso) (Tabla 25). El PVC (concentracion de pigmento en

volumen) fue de 37% y el proceso de dispersion se llevo a cabo durante 24 horas.

Tabla 25. Composicion de las pinturas.

componentes % en volumen
tanato cuprico 16,0
carbonato de calcio 29
resina colofonia 27,0
acido oleico 59
xileno 24,1
aguarras mineral 24,1
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Las pinturas antifouling preparadas fueron aplicadas sobre portaobjetos de
vidrio (75 x 25 mm) que se colocaron en vasos de precipitado de 1000 mL conteniendo
agua de mar artificial; los lixiviados obtenidos luego de 24, 48 y 72 horas fueron
utilizados para exponer larvas a fin de determinar el efecto de concentraciones

crecientes del pigmento en estudio.

- Ensayos de asentamiento en laboratorio

Se pintaron las bases de cristalizadores de 50 mm de didmetro con tres capas de
pintura antiincrustante con periodos de secado de 24 horas entre cada mano. Luego
del secado, cada cristalizador se lavd tres veces con agua de mar artificial con el
propésito de remover cualquier tipo de residuo de la superficie de la pintura.
Posteriormente, se incorporé 50 mL de agua de mar artificial en cada recipiente y de
esta forma se iniciaron los ensayos biolégicos.

Los tests de asentamiento se llevaron a cabo en forma separada, por un lado con
10 cypris de Balanus amphitrite y en otros cristalizadores con 10 larvas de 15-16
setigeros de Polydora sp. y arena de granulometria fina. Las observaciones se
realizaron bajo estereomicroscopio cada 5 minutos durante la primera hora de

exposicion y al cabo de 24 horas.

- Obtencion de larvas

Las larvas fueron obtenidas del plancton del puerto de Mar del Plata. Las
muestras se trasladaron a La Plata en recipientes térmicos con hielo y se separaron
las larvas de B. amphitrite y Polydora sp.

En cada ensayo se utilizaron 30 larvas (nauplii Il/ cypris de B. amphitrite o larvas
de 15-16 setigeros de Polydora sp.) que se adicionaron con una pipeta Pasteur a 50
mL de las soluciones en estudio.

Los pardmetros que se registraron para las larvas fueron movilidad de los
apéndices, respuesta tactica a la luz (fototactismo) y, para los ensayos de
asentamiento, el porcentaje de larvas fijadas. Asimismo, se registro la recuperacion en

agua de mar artificial luego de la exposicion a las distintas soluciones.

- Ensayos en el mar

En los ensayos en el mar se utilizaron paneles de acrilico de 8 x 16 cm,
arenados y desengrasados con tolueno, a los que se les aplicé la pintura
antiincrustante a base de tanato cuprico con pincel. El grado de rugosidad medio (Rm)

obtenido luego del arenado fue de 21 um, se obtuvo por barrido de la superficie de los
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paneles en sentido transversal y longitudinal con un Rugosimetro Hommel Tester, P-3

n-z, con graficador.

Se aplicaron tres manos de pintura antiincrustante a base de tanato cuprico con
periodos de secado de 24 horas entre cada una, hasta obtener un espesor final de

pelicula seca de 150 £ 5 um.

Una vez secos, se dispusieron un total de doce tiras de tres paneles cada una
colgadas de las marinas del Club de Motonautica en el puerto de Mar del Plata, a una
profundidad de 50 cm por debajo de la superficie del agua. Los ensayos se realizaron

por triplicado.

Por otra parte, se utilizaron dos pinturas como control, una de ellas es una
pintura tradicional a base 6xido cuproso y otra la misma pintura ensayada sin el

agregado de pigmento antiincrustante.

Una tercera serie de paneles control, arenados y desengrasados, fue colgada

de las marinas como patrén para registrar el desarrollo de la comunidad.

Los paneles expuestos durante los periodos establecidos se retiraron y
observaron bajo lupa binocular en el laboratorio. La estimacién de la fijacién se evalud
por medio de una grilla donde se eligieron 25 puntos al azar (generados por un
software) y se registré la abundancia para cada especie del macro y del microfouling,
para este ultimo caso se tomaron tres muestras y se observaron bajo microscopio
optico. Se utilizé la tabla de abundancias relativas: R=0-25%, E=26-50%, F=51-75%,
A=76-100%.

Resultados
Es bien conocido que las moléculas de taninos son muy complejas y de alto
peso molecular. El tanino de quebracho utilizado en estos estudios estd compuesto

por varios productos entre los cuales el mas relevante se presenta en la Fig. 31.
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Figura 31. Estructura propuesta para el tanino de quebracho.

El analisis quimico para obtener la composicion del pigmento tanato cuprico y
sus impurezas se detalla en la Tabla 26, los datos se expresan en porcentajes en peso
debido a que el compuesto precipitado no mantiene relaciones estequiométricas. Por
otra parte, las propiedades fisicas y quimicas del pigmento se especifican en la Tabla
27. Es importante destacar que el valor de pH de 6,48 obtenido resulta adecuado tanto

para la disolucion de la matriz de colofonia como para el desarrollo larval.

Tabla 26. Composicion del tanato cuprico.

componentes % en peso
tanato 69,9
cobre (Cu®) 13,2
potasio (K") 2,4
sodio (Na") 0,3
pérdida a 100°C 14,2

Tabla 27. Propiedades fisicas y quimicas del tanato cuprico.

densidad solubilidad (en AMA) solubilidad SAMA)
pH (glcm®) tanato (ppm) cobre (Cu °, mM)
6,48 1,13 0,2 0,82

112



- Ensayos de toxicidad

Los resultados de los ensayos biolégicos demuestran que el tanato cuprico fue
efectivo en la inhibicibn de los movimientos natatorios y respuesta fototactica de
nauplii de B. amphitrite y larvas de Polydora sp., esta respuesta fue mas rapida a
medida que fue incrementandose la concentracién del compuesto en agua de mar
(Fig. 32). A concentraciones mayores de 10% v/v de la solucion saturada del producto
la respuesta larval fue practicamente inmediata, por debajo de este valor el efecto de
inmovilizacién fue més rapido en las nauplii de B. amphitrite que en las larvas de
Polydora sp. En los lixiviados de pinturas la tendencia fue similar, es decir, las larvas
fueron gradualmente reduciendo la actividad natatoria y perdieron la respuesta
fototactica. Coincidiendo con los resultados hallados en solucion la sensibilidad fue

mayor en nauplii de B. amphitrite en relacidon con Polydora sp. (Fig. 33).
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Figura 32. Tiempo de inactividad (Itsy) en funcion de la concentracién de tanato cuprico

en solucién.
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Figura 33. Tiempo de inactividad (ltsy) para B. amphitrite y Polydora sp. en funcién de

la concentracion de tanato cuprico lixiviado de las pinturas.

- Ensayos de asentamiento
Las observaciones bajo estereomicroscopio durante los primeros 60 minutos de
exposicion evidenciaron que las cypris exploran la superficie pintada, examinan el

sustrato con sus anténulas y finalmente se alejan de ella.

Luego de 24 horas de exposicion a los lixiviados de las pinturas las cypris no se
asentaron, permanecieron inmoviles en el fondo y con sus valvas completamente

cerradas. Esta respuesta se pudo comprobar para el 100% de las larvas.

En lo que respecta a la reaccién de las larvas de Polydora sp., durante los
primeros 60 minutos respondieron con movimientos de “contorsién” del soma y de sus
palpos; al cabo de 24 horas de exposicidon se registré la formacion de pocos tubos
arenosos pero con muy baja adherencia y no lograron completar su cementaciéon al
sustrato. En esta especie el habitdculo actia también como un aislante ya que evita el

contacto directo del organismo con la superficie pintada.

- Test de recuperacion

Las larvas utilizadas para los ensayos se trasladaron a agua de mar artificial
limpia a fin de estimar porcentajes de recuperacion. Los resultados indicaron que la
totalidad de los organismos expuestos pudieron recuperarse y completar sus ciclos de

vida. Los resultados indican claramente que el tanato cuprico también, al igual que los
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tanatos ensayados previamente, posee un efecto inmovilizador temporario sobre los

organismos.

- Ensayos en el mar

Los paneles con pinturas conteniendo tanato cuprico se expusieron durante 12
meses en el puerto de Mar del Plata. Se realizaron muestreos cada 30 dias y los
registros evidenciaron la ausencia de organismos del macrofouling. Sin embargo, pudo
detectarse la presencia de biofilm formado bésicamente por diatomeas aunque con

una muy baja adhesioén al sustrato.

Los resultados obtenidos demuestran que existen diferencias significativas
entre los paneles pintados y el control de pintura sin pigmento y respecto de los
acrilicos limpios (p<0,05). En estos dos ultimos se registrd6 una gran densidad y

diversidad de organismos incrustados y un 100% de fijacion (Figs. 34-35).

Las abundancias relativas por especie a lo largo del tiempo estimadas para los
paneles pintados con tanato cuprico, la pintura sin pigmento y el acrilico se detallan en
la Tabla 28.

Respecto de los paneles pintados con pintura antiincrustante tradicional a base
de Oxido cuproso pudo comprobarse una buena performance del producto ya que no

se registré la presencia de macro ni de microfouling (Fig. 36).

Las pinturas ensayadas a base de tanato cuprico demostraron una marcada
actividad antiincrustante. Estos resultados son altamente satisfactorios dado que el
contenido de cobre empleado en esta formulacién es del orden de 40 veces menor en

relacion al que se utiliza habitualmente en las pinturas tradicionales de 6xido cuproso.
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Figura 34. Paneles expuestos en el Puerto de Mar del Plata durante 12 meses;

panel superior: pintura de tanato cuprico; panel inferior: control de acrilico.
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Figura 35. Detalle de ambos paneles. Izquierda: pintura de tanato cuprico;
derecha: control de acrilico.

|

Figura 36. Paneles pintados con pintura antiincrustante tradicional a base de
oxido cuproso (tres paneles superiores) y acrilico limpio (panel inferior).
(12 meses de inmersion).
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Tabla 28. Abundancias relativas en paneles pintados en comparacion a paneles testigos en funcion del tiempo (la fijacion estimada

corresponde solamente a los anversos).

tanato clprico
(2m)

testigo pintado
(sin TaCu-2 m)

testigo acrilico
(2m)

tanato clprico
(4 m)

testigo pintado
(sin Ta Cu, 4 m)

testigo acrilico
(4m)

tanato cuprico
(6m)

testigo pintado
(sin Ta Cu, 6 m)

testigo acrilico
(6m)
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R

Py

Py
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R

m

Grammatophora

Licmophora

Navicula sp.

N.grevillei

(D |D|D
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N. longissima

N.closterium

Py

Melosira

m|xo|m|m|m|2o

mim|m|mm|m|m|m|m|x3
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Enteromorpha

Bryopsis

Ectocarpus

Polysiphonia

Griffithsia

Obelia

Polydora sp.

Corophium

B. amphitrite

Bugula neritina

C. intestinalis

Botryllus sp.

Bowerbankia
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Hacia la eliminacion del cobre en las pinturas anti  fouling. Experiencias con

tanato de aluminio

Introduccioén

Con los datos de asentamiento obtenidos y la efectividad demostrada por los
taninos, se considerd la posibilidad de prescindir completamente del cobre en la
elaboracion de las pinturas antiincrustantes. Sin embargo, la alta solubilidad del tanino
de quebracho resulta inapropiada para incluirlo en una formulacion, ya que un grado
de lixiviacion elevado redunda en una corta vida Util de la pintura y por lo tanto la

rapida colonizacion de organismos.

Se propone, como objetivo particular, evaluar en el laboratorio y en el mar el
poder antiincrustante del tanato de aluminio y compararlo con el tanino de quebracho,
para ello se prepar6 en el laboratorio tanato de aluminio, que es un precipitado de

menor solubilidad, para ser utilizado en los ensayos.

Materiales y métodos

Se preparé una solucion de tanino de quebracho de 1 g/L en agua de mar
artificial. La obtencion del tanato de aluminio se realizé en el laboratorio a partir de una
solucion de tanino de quebracho combinada con otra de nitrato de aluminio. El
procedimiento se llevd a cabo por goteo simultdneo de ambas soluciones en un vaso
de precipitado, con continua agitacion a 60°C; el pH de la suspension del pigmento se
ajustd a 4,5-4,7 para evitar la precipitacion de 6xido de aluminio. Luego del filtrado a
través de un embudo Buichner, el pigmento precipitado obtenido fue lavado tres veces
con agua destilada y secado al aire a temperatura ambiente. La composicion y
propiedades fisicoquimicas del pigmento, tales como pH y solubilidad del extracto
acuoso fueron determinadas por medio de técnicas analiticas (Tabla 29). Los datos se
expresan en porcentajes en peso debido a la naturaleza no-estequiométrica del
compuesto obtenido; a pesar de ello, la compaosicion es altamente reproducible si se

respetan las condiciones de la técnica implementada para su obtencion.

Se realizaron diluciones a partir de una solucion saturada de tanato de aluminio

en agua de mar artificial. Se prepararon cinco diluciones 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16.
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- Preparacion de geles

Para realizar ensayos de efectividad en el mar se prepararon geles utilizando
Phytagel™ (Sigma Chemicals) como soporte inerte de los productos a ensayar. La
preparacion se llevo a cabo segun Henrikson y Pawlik (1995), para ello se disolvieron
3,26 g de gel en 100 mL de agua destilada y se mezclé durante 5 segundos, la mezcla
fue calentada en un horno de microondas hasta ebullicion y luego se la dej6é enfriar
lentamente hasta alcanzar los 45°C. En este momento se agregaron 5 mL de
suspension de 100 g/L de tanato de aluminio agitando vigorosamente; una vez
homogeneizada la mezcla se volcé en una capsula de Petri de 10 cm de diametro, se
dej6 enfriar, coagular y finalmente se desmoldd. Con un modo de preparacion similar
al descripto anteriormente, se elaboraron discos de geles con el agregado de 0,5 g/L

de solucion de tanino de quebracho.

Por otra parte, una tercera serie de geles fueron preparados sin el agregado de

compuestos a fin de obtener discos de geles de control.

Tabla 29. Caracterizacion del pigmento.

tanato aluminio (Al *®)
Cis o
composicion (% en peso) 945 5.5
composicion del extracto 05 40
acuoso en AMA (ppm) ! '
pH del extracto acuoso en
AMA 7,28

- Recoleccion de muestras en el puerto de Mar del Plata

Las experiencias de laboratorio se llevaron cabo con nauplii de Balanus
amphitrite y larvas de Polydora sp. Se colectaron ejemplares adultos del cirripedio de
los pilotes del Club de Moton&utica por medio de una espétula, cuidando no dafiar sus

bases y se realizdé un muestreo de plancton.

Los adultos de B. amphitrite se acondicionaron en acuarios con suficiente
aireacion, temperatura ambiente (20+1°C), luz natural y se los aliment6 diariamente
con nauplii recién eclosionadas del crustaceo Artemia salina. Para las experiencias se
utilizaron 30 nauplii Il de natacién activa hacia una fuente de luz. Se las extrajo con

pipeta Pasteur y se las expuso a las soluciones en ensayo. Por otra parte, 30 larvas de
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Polydora sp. de 15-16 setigeros o proximas a este estadio fueron aisladas bajo lupa

binocular y acondicionadas con aireacion y cultivo de diatomeas como alimento.

- Ensayos en campo

Los discos de gel con tanino de quebracho o tanato de aluminio fueron
colgados desde las marinas del Club de Motonautica a una profundidad de 50 cm por
debajo de la superficie del agua durante un periodo de 28 dias. Dado que el tanino de
guebracho es altamente soluble se realiz6 una inspeccion adicional a los 15 dias de
inmersion. Para evaluar la fijacion transcurrida en este periodo se utilizé una grilla de

puntos al azar (Foster et al., 1991). Se trabajo con cuadruplicados.

Se aplicé el indice ANOVA de un factor y contrastes LSD y las diferencias

fueron consideradas como significativas para p<0,05.

Resultados

Los resultados de la exposicion de larvas a las distintas diluciones de tanino de
quebracho y tanato de aluminio indican que las soluciones fueron efectivas en la
inhibicién de la actividad larval de B. amphitrite y de Polydora sp. a siendo la respuesta

MAas rapida a concentraciones mayores.

El efecto observado fue similar para todas las diluciones, esto es, la pérdida del

fototactismo y la interrupcion de los movimientos de natacion.

En el caso de los ensayos con tanino de quebracho los valores de pH para las
diluciones estudiadas se mantuvieron entre 7,8 y 8,2, es decir similares a los valores

del agua de mar natural y en el rango adecuado para el desarrollo larval.

La respuesta de las cypris a la presencia del tanino de quebracho fue muy

rapida, con excepcion de la solucién de 6,25% v/v (dilucion 1:16) que no tuvo efecto.

Las nauplii y las larvas de Polydora sp. fueron mas resistentes, pero de todas
formas fueron afectadas por el compuesto. En la Fig. 37 se observan las curvas de

tiempo de inactividad larval en funcion de las concentraciones de tanino de quebracho.
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Figura 37. Curvas de tiempo de inactividad para el 50% de las larvas nauplii y cypris
de B. amphitrite y larvas e 15-16 setigeros de Polydora sp. en funcién de la
concentracion de tanino de quebracho.

Respecto de las soluciones de tanato de aluminio, también este compuesto
demostré actividad inhibitoria sobre las larvas. El efecto observado en cuanto al
fototactismo y movilidad de apéndices fue similar al de las soluciones de tanino de
gquebracho y, coincidentemente, las larvas fueron afectadas por todas las diluciones
estudiadas con excepcion de la dilucion 1:16, es decir 6,25% v/v; no hubo diferencias

significativas entre esta Ultima y el control.

Se observaron diferencias en cuanto al pH, en las diluciones estudiadas se
registraron valores levemente menores que en el caso del tanino de quebracho y
fueron cercanos a 7,28. Sin embargo, este valor no afecto la supervivencia larval dado
que, en ensayos complementarios pudo constatarse que las larvas se ven afectadas

con valores inferiores a 7 o superiores a 8,5.

En la Fig. 38 se observan las curvas de tiempo de inactividad larval en funcion de las

concentraciones de tanato de aluminio.
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Figura 38. Curvas de tiempo de inactividad para el 50% de las larvas nauplii y
cypris de B. amphitrite y larvas de 15-16 setigeros de Polydora sp. en funcién de
la concentracion de una solucion saturada de tanato de aluminio.

- Ensayos en el mar

Dado que la solubilizacion del tanino de quebracho es mas rapida que la del
tanato de aluminio, las inspecciones se realizaron a los 15 y 28 dias a fin de obtener
un control mas exhaustivo del comportamiento de cada compuesto.
Se pudo confirmar que tanto los geles conteniendo solucion de tanino de quebracho

como los de tanato de aluminio demostraron poder antiincrustante en el mar.

Por cuestiones metodoldgicas, a los 15 dias de exposicidn los geles no fueron
retirados del agua sino que se realiz6 una inspeccion visual a fin de estimar
cualitativamente la presencia de organismos asentados. Durante esta inspeccion se
comprobd que las superficies de ambos tipos de geles se mantuvieron libres de
fijacion; en el caso del tanino de quebracho la coloracion marrdén rojiza caracteristica
presupone que el pigmento todavia esta contenido en la matriz del gel y por lo tanto

auln no estad completamente lixiviado.

En la inspeccion llevada a cabo a los 28 dias se observaron diferencias en la
fijacion de especies tanto del micro como del macrofouling.
En los geles conteniendo tanino de quebracho se comprobé la presencia de

abundante fijacién, similar en cantidad y densidad a la de los geles testigo. Esto
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indicaria que el compuesto se agotd por completo lo que quedd comprobado, una vez
en el laboratorio, por su aspecto incoloro.

Se observaron diferencias significativas entre la fijacion registrada sobre los
geles conteniendo tanato de aluminio respecto de los geles control (Figs. 39-40;
Tablas 30-31). Estas diferencias son debidas a las bajas densidades de asentamiento
y se verificaron estadisticamente para las diatomeas de los géneros Amphora,
Grammatophora, Melosira, Navicula y Pleurosigma (Fig. 41) y entre los macrofoulers
para el asentamiento de Enteromorpha intestinalis, Polydora sp., Hydroides elegans y
Ciona intestinalis (p<0.05) (Fig. 42). Sin embargo, pudo observarse la presencia de
algunas cypris recientemente asentadas (‘pinheads’) lo que presupone que no fue
suficiente la concentracion lograda en la interface gel con tanato de aluminio/ agua de

mar para evitar el asentamiento.

Después de 28 dias de exposicion en el puerto de Mar del Plata, el efecto
antifouling del tanato de aluminio puede observarse claramente en las fotografias de la
Fig. 43.
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Figura 39. Porcentajes de cobertura total de microfouling sobre geles
conteniendo tanato de aluminio (Ta Al) respecto de geles control.
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Figura 40. Porcentajes de cobertura total de macrofouling sobre geles
conteniendo tanato de aluminio (Ta Al) respecto de geles control.
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Figura 41. Porcentaje de cobertura de organismos del microfouling por
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Figura 42. Porcentaje de cobertura de organismos del macrofouling por
género. Las barras indican media +SE. (*) indica diferencias significativas
respecto de los controles.

Figura 43. Geles expuestos en el puerto de Mar del Plata durante 28 dias. Izquierda:
gel control, derecha: gel con tanato de aluminio.
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Tabla 30. ANOVA para la fijacion de macrofouling y LSD post-hoc test de comparacién de medias.
En rojo se detallan las diferencias significativas.

Analysis of Variance (Ta Al datos MACRO replicas)
Marked effects are significant at p <,05000

% SS df MS SS df MS F p
STATISTICA Variable Effect Effect Effect Error Error Error
Spreadsheet COBERTUR| 37803,25 7/ 5400,464 7927,875 8 990,9844) 5,449596 0,014619
BASI C  STATS Marked effects are significant at p <, 05000
Vari abl e
1 2 3 4 5 6 7 8
SS df VB SS df WS
Ef fect | Effect| Effect Error | Error Error F p
ENTERO |6601, 563 16601, 563 2570, 875 14| 183, 6339| 35, 94958, 0, 000033
HYDRO | 976, 563 1| 976,563 156, 750 14| 11,1964| 87,22089 0, 000000
POLY [3906, 250 1/3906, 250 3687, 875 14| 263, 4196| 14,82900 0,001765
BALANUS 0, 563 1 0,563 437,875 14, 31, 2768 0,01798 0, 895227
Cl ONA 39, 063 1| 39,063 94,875 14 6, 7768 5,76416 0,030818
BOTRY 0, 000 1 0, 000 4576, 375 14| 326, 8839 0, 00000 1, 000000
BASIC  STATS Marked differences are significant at p <, 05000
MUESTRA TRATAM E 1 2 3 4 5 6 7 8
{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8}
M=187, 50 | M=117, 75 | M=193, 50 | M=86, 250 | M=181, 50 | M=123, 75 | M=187, 50 | M=61, 250
G1:.1 t est 0, 05757, 0, 85359 0,01231 0,85359 0,07744 1,00000 0,00389
G1:.1 TaAl 0, 05757 0, 04275 0, 34630 0,07744 0,85359 0,05757 0,11043
G2:2 t est 0, 85359 0, 04275 0, 00926, 0,71298 0,05757 0,85359 0,00299
G2:2 TaAl 0, 01231 0, 34630 0, 00926 0,01642 0,26770/ 0,01231 0, 45002
G 3:3 t est 0, 85359 0,07744 0,71298 0, 01642 0, 10392 0,85359 0, 00509
G 3:3 TaAl 0, 07744 0, 85359 0, 05757 0,26770 0, 10392 0,07744 0, 08236
G4:.4 t est 1, 00000 0, 05757, 0, 85359 0,01231 0,85359 0,07744 0, 00389
G4:.4 TaAl 0, 00389 0,11043 0, 00299 0, 45002 0, 00509 0,08236 0, 00389
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Tabla 31. ANOVA para la fijaciéon de microfouling y LSD post-hoc test de comparacion de medias.
En rojo se detallan las diferencias significativas.

BASIC  STATS Mar ked effects are significant at p <, 05000
Vari abl e
1 2 3 4 5 6 7 8
% SS df 1%S3 SS df 1%S3
STATISTICA Ef f ect Ef f ect Ef f ect Error Error Error F p
Spreadsheet COBERTUR| 63535, 50 1 63535,50| 13246, 21 14| 946, 1579, 67, 15106 0, 000001
BASIC  STATS Marked effects are significant at p <, 05000
Vari abl e 1 2 3 4 5 6 7 3
SS df \%S3 SS df V5
Effect | Effect| Effect Error Error Error F p
AMPHORA| 156, 250 1| 156, 250 312,500 14| 22,3214 7, 00000 0, 019188
GRAMVATO|6064, 516 1/6064, 516 6024, 594 14| 430, 3281, 14,09277 0, 002136
MELCOSI RA[5587, 563 1/5587, 5636248, 813 14| 446, 3438 12,51852 0, 003277
NAVI CULA|3525, 391 1/3525, 391 4902, 344 14| 350, 1674| 10,06773 0, 006775
NI TZSCHI 39, 063 1/ 39,063 546,875 14 39, 0625 1, 00000 0, 334282
PLEURCSI | 226, 879 1| 226,879 311,461 14| 22,2472 10, 19808 0, 006505
SYNEDRA| 39, 063 1/ 39,063 234,375 14 16,7411 2,33333 0, 148904
BASI C  STATS Mar ked differences are significant at p <, 05000
MUESTRA TRATAM E
1 2 3 4 5 6 7 8
{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8}
M=150, 00 | M=25,000 | M=114, 63 | M=25,000 | M=150,00 | M=50,000 | M=220,75 | M=31, 250
G1:1 t est 0, 00000 0, 00230 0, 00000 1, 00000 0, 00000 0, 00002 0, 00000
G1:1 Ta Al 0, 00000 0, 00000 1, 00000 0, 00000 0, 01452 0, 00000 0, 45974
G2:2 t est 0, 00230 0, 00000 0, 00000 0, 00230 0, 00004 0, 00000 0, 00001
G2:2 Ta Al 0, 00000 1, 00000 0, 00000 0, 00000 0, 01452 0, 00000 0, 45974
G 3:3 t est 1, 00000 0, 00000 0, 00230 0, 00000 0, 00000 0, 00002 0, 00000
G 3:3 Ta Al 0, 00000 0, 01452 0, 00004 0, 01452 0, 00000 0, 00000 0, 04818
G4:.4 t est 0, 00002 0, 00000 0, 00000 0, 00000 0, 00002 0, 00000 0, 00000
G 4.4 Ta Al 0, 00000 0, 45974 0, 00001 0, 45974 0, 00000 0, 04818 0, 00000
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Efecto del benzoato de sodio y benzoato de hierroc  omo agentes antiincrustantes

Introduccion

Los benzoatos, sales del acido benzoico, son compuestos con propiedades
antimicrobianas, empleados cominmente como preservantes de alimentos frescos o
enlatados, refrescos, jugos de fruta envasados, encurtidos y salsas (Srour, 1998), asi
como en cubiertas comestibles (Baldwin et al., 1995; Zhao y Doyle, 2006). Ademas,
tienen aplicaciones en el campo de la medicina como inhibidores del desarrollo de

bacterias intestinales que causan diversos tipos de infecciones (Karabay et al., 2006).

Entre las propiedades que comparten el acido benzoico y el benzoato de
sodio se destacan la inhibicion de la corrosion del hierro y otros metales, aun en
medios muy agresivos como los que contienen cloruros (Eurof Davies y Slaiman,
1971; Slaiman y Eurof Davies, 1971; Eurof Davies y Slaiman, 1973; Rudd y Scully,
1980; Mostafa et al., 1981; Culleré y Lluveras, 1983; Abd El Haleem y Abdel Fattah,
1986; Muralidharan et al., 1988; Ergun y Turan, 1991; Otieno-Alego et al., 1992;
Takahashi et al., 1992; Bondietti et al., 1993; Raspini, 1993; Yamaguchi et al., 1994;
Mohamed et al., 1997; Argawal y Landolt, 1998; Azambuja et al., 1999; Yadav et al.,
1999; Kanitsugu, 2001; Kahraman, 2002; Zor, 2002; Kahraman et al., 2002, 2003).
Asimismo, se ha demostrado que el anidbn benzoato presenta propiedades
anticorrosivas cuando se lo combina con gluconatos (Lahodny-Sarc y Kapor, 1998) o
bajo la forma de benzoato de calcio en medio neutro (Blustein et al., 2005). El
mecanismo de accion anticorrosiva es debido a la adsorcion del anién benzoato sobre
sitios activos de la superficie generando una cubierta protectora (Kern y Landolt, 2001,
Blustein y Zinola, 2004; Lahodny-Sarc y Kapor, 2005). Teniendo en cuenta estas
propiedades, el acido benzoico como sus sales solubles fueron empleados en diversos
campos de la tecnologia ya sea como aditivos inhibidores en formulaciones de
pinturas anticorrosivas (Pollano y Lurier, 1987; Jackson, 1990; Simpson, 1993; Hodges
et al.,, 1997; Galliano y Landolt, 2002; Kalendova, 2002), antiincrustantes (Stupak et
al., 2003), formando parte de la composicion del concreto (Monticelli et al., 2000;
Gaidis, 2004) o bien en la industria de los plasticos dado que se comprobdé que
mejoran la resistencia y transparencia, por ejemplo, del polipropileno (BFGoodrich
Kalama Inc., 1999). En laboratorios del CIDEPINT se desarrollaron pigmentos
anticorrosivos a base de benzoatos (de zinc, de aluminio y de hierro) con resultados

satisfactorios (Blustein et al., 2006; Blustein et al., 2007a, b).
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A partir de la década del '70 se han reportado propiedades relacionadas con
la inhibicion de films microbianos utilizando repelentes organicos no téxicos tales como
el acido benzoico, el acido tanico y la acrilamida (Chet et al., 1975; Mitchell et al.,
1975; Chet y Mitchell, 1976). Entre las funciones descriptas para el acido benzoico a
nivel celular se destacan la inhibicion de las enzimas que controlan el metabolismo del
acido aceético y la intervencion en la fosforilacién oxidativa en bacterias y hongos; a su
vez, forma parte de distintas etapas del ciclo del &cido citrico y actGa sobre la pared
celular (Lueck, 1980).

Se ha comprobado que muchos microorganismos utilizan y degradan al acido
benzoico bajo condiciones aerobias o anaerobias, entre ellos se encuentran muchas
especies de hongos como Rhodotorula glutinis y Penicillium frequentans y bacterias
como Alcaligenes denitrificans, Rhodopseudomonas palustris y Desulfomicrobium
escambiense (Fuchs et al., 1993; Elder y Kelly, 1994; Kocwa-Haluch y Lemek, 1995;
Miguez et al., 1995; Hofrichter y Fritsche, 1996; Harwood y Gibson, 1997; Sharak
Genthner et al., 1997). Es importante destacar que el acido benzoico no se acumula

en los sedimentos ni en organismos (Freitag et al., 1985).

En el caso del benzoato de sodio, se constatd experimentalmente que se
degrada bajo condiciones aerobias en medios estandarizados (King y Painter, 1983;
Salanitro et al., 1988; Richterich y Steber, 1989) y también en medios conteniendo
agua de mar (Courtes et al., 1995). Si bien no se han reportado datos de bio o
geoacumulacién se supone que siguen los patrones conocidos para el acido benzoico
(IPCS, 2000).

Dado que las propiedades antimicrobianas del benzoato de sodio son
ampliamente conocidas, se analizara el efecto de este compuesto como inhibidor del
asentamiento del “fouling”. También se determinara el poder antiincrustante del
benzoato de hierro, otra sal del &cido benzoico de menor solubilidad, cuya hidrélisis en
agua de mar genera acidez en el medio circundante. Los ensayos con benzoato de
sodio estan dirigidos a analizar el efecto del anidon benzoato sobre los organismos ya

que el catién sodio es inocuo.

Se evaluara también la posibilidad de incluir al benzoato de sodio y al

benzoato de hierro en formulaciones de pinturas antiincrustantes.
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Materiales y métodos

Se prepararon las diluciones a partir de una solucién de benzoato de sodio 0,1 M
en agua de mar. Se obtuvieron series de soluciones con las siguientes
concentraciones: 0,075 M, 0,05 M, 0,025 My 0,01 M cuyos valores de pH oscilaron entre

7,9y 8,2, es decir, los valores corrientes para el agua de mar.

Se prepararon suspensiones con benzoato de hierro, en el laboratorio de
Pinturas Higiénicas del CIDEPINT, siguiendo la metodologia propuesta por Blustein
(2005).

Es bien conocido que las sales férricas presentan una marcada tendencia a
hidrolizarse y, en el caso particular del benzoato de hierro, la reaccion de hidrdlisis es
rapida y genera un descenso de los valores de pH. Las ecuaciones que describen
estas reacciones son las siguientes:

1) Ecuacion de formacion del benzoato de hierro

3B +Fe™ < B,Fe |
(B"simboliza al anion benzoato, CsHsCOO")
2) Ecuacion general de hidrdlisis del benzoato de hierro segun el pH del medio

- en medio alcalino

B,Fe + X OH™ « B, Fe(OH), ¢ +xB"

L, X<3
- en medio acido

B.,Fe +xH,0 = B, ,Fe(OH), | +xBH

La relacion entre x y el pH del medio se obtiene a partir de curvas
experimentales de titulacion acido-base en las que puede observarse que a medida
que se incrementa el valor del pH también se incrementa el valor de X, es decir se

incrementa el grado de hidrolisis.

El pH medido con un electrodo de vidrio para la suspensién acuosa de
benzoato de hierro fue de 4,2. A partir de este dato se deduce que el grado de
hidrdlisis es cercano a 1; consecuentemente, la descomposicion hidrolitica del BzFe

puede expresarse como sigue:

B,Fe +H,0 = B,FeOH +BH
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La estequiometria del benzoato férrico basico que se formd por la reaccion de
hidrdlisis implica la liberacion de un mol de acido benzoico (HB) y la estabilizacion del
pH en valores cercanos a 4. Esta condicion se sostiene en funcion de la caracteristica
de “acido débil” del &cido benzoico que genera un sistema buffer determinado segun la

ecuacion de Henderson-Hasselbalch:

pH =-logKa + Iog%

donde Ka = 6.3 x 10 es la constante acida del acido benzoico.

Esta ecuacién sefala que el valor del pH sera de 4,2 cuando las formas acidas

y basicas sean iguales.

pH=4.2 +Iog%

Cuando se suspende benzoato de hierro en agua de mar tiene lugar la hidrolisis

alcalina inducida por el anién bicarbonato:

B;Fe+xCO;H" < B, ,,Fe(OH), +CO, +xB~

Luego, el benzoato de hierro reacciona con agua y forma acido benzoico

adicional.

B(S—X)Fe(OH)x +yH,0 - B(s—x—Y)FeOH xTY BH

A partir de esta ecuacion se deduce que, mientras se encuentre disponible
suficiente cantidad de benzoato férrico en la suspension, la hidrélisis podria continuar

y el pH del medio alcanzard valores menores de 4.

En virtud de los productos que se forman a partir de las reacciones, se
estudiaron en forma separada los efectos del aniéon benzoato y del pH. Por un lado, se
estimé el efecto de soluciones con distintos valores de pH (entre 3 y 9) sobre la
supervivencia de Balanus amphitrite y por otro, el efecto del benzoato férrico disuelto

en agua de mar y lixiviado a partir de una pintura antiincrustante.

La obtenciéon de soluciones buffer con determinados valores de pH se logré

utilizando acido acético, &cido fosforico, 6xido de magnesio y benzoato de hierro
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disueltos en agua de mar artificial. En todos los casos, las soluciones se prepararon

antes de cada ensayo y se ajusto el valor del pH.

En estudios previos se ha sefialado que el benzoato de aluminio presenta un
comportamiento similar al benzoato de hierro dado que su hidrolisis genera un
descenso en el pH (Blustein, 2005). Por esta razén también se elaboraron pinturas

conteniendo este pigmento y se evaluaron sus propiedades antiincrustantes en el mar.
- Composicion de las pinturas y metodologia de experimentacion

Es bien conocida la elevada solubilidad del benzoato de sodio y, por lo tanto,
su incorporacion a una formulacion antiincrustante se lleva a cabo solamente con el fin
de conocer en forma preliminar el comportamiento del anién en el medio natural.
Teniendo en cuenta esta caracteristica se utilizé también benzoato de hierro cuya

solubilidad es menor.

Las pinturas antifouling elaboradas en la Planta Piloto del CIDEPINT fueron del

tipo matriz soluble y su composicion se detalla en las Tablas 32 y 33.

Se aplicaron sobre portaobjetos arenados hasta obtener un espesor final de
pelicula seca de 150+5um y cada una de ellas se sumergio en un litro de agua de mar

artificial durante periodos comprendidos entre uno a siete dias.

Diariamente se retir6 una muestra del lixiviado de las pinturas de modo tal de
obtener soluciones con concentraciones crecientes de benzoato y, en el caso

particular del benzoato de hierro, con distintos valores de pH.

Como ensayo complementario se estudié el efecto de la resina colofonia
empleada en la formulacién de las pinturas, para ello se expusieron 30 nauplii a

soluciones de la resina en agua de mar.

Tabla 32. Composicion de la pintura antifouling con benzoato de sodio (% V/V).

benzoato de sodio 16,0
carbonato de calcio 29
resina colofonia 27,0
barniz fendlico 5,9
xileno 24,1
aguarras mineral 24,1
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Tabla 33. Composicion de la pintura antifouling con benzoato de hierro (% V/V).

benzoato de hierro 16,0
carbonato de calcio 29
resina colofonia 27,0
barniz fendlico 5,9
xileno 24,1
aguarras mineral 24,1

- Obtencion de organismos

Las larvas procedieron de muestreos de plancton realizados en el puerto de
Mar del Plata. Paralelamente se colectaron ejemplares adultos de B. amphitrite con el
proposito de obtener suficientes masas de huevos y llevar a cabo la cria en
laboratorio. Las larvas fueron alimentadas con cultivos de la diatomea Skeletonema

costatum y los adultos con nauplii recién eclosionadas de Artemia salina.

Para cada uno de los bioensayos se separaron 30 nauplii VI de B. amphitrite
bajo lupa binocular y se las expuso a 50 mL de cada solucion. Las nauplii elegidas
para los ensayos fueron aquellas que nadaban activamente hacia una fuente puntual
de luz. Por otra parte, se llevaron a cabo ensayos de asentamiento utilizando larvas

cypris obtenidas en laboratorio.

En todos los casos se utilizd agua de mar artificial, aireacion suficiente, luz

natural y la temperatura se mantuvo entre 18°- 20°C.

Para estimar el efecto toxico de los compuestos en estudio sobre las nauplii se
evaluo la respuesta fototactica y la movilidad de los apéndices natatorios. En el caso
de las cypris fueron consideradas inactivas si ocurre la interrupcion de la natacion,
presentan los apéndices extendidos o bien si se mantienen inméviles cuando son
tocadas con una pipeta. En una serie de experiencias complementarias se estudio el
efecto del benzoato de sodio sobre individuos adultos de B. amphitrite tomandose
como parametro la actividad cirral (niumero de batidos de los cirros por unidad de

tiempo).

Los experimentos se realizaron por triplicado y se compararon con controles.
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- Test de recuperacion en laboratorio

Una vez transcurrido el periodo de exposicién a las soluciones con benzoato,
las larvas y adultos fueron trasladados a agua de mar artificial fresca (sin el agregado
de compuestos) a fin de evaluar si el efecto observado resulté temporario o

permanente, es decir determinar si posee un efecto narcético o toxico.

- Ensayos en el mar

Se colocaron paneles de acrilico arenados de 8 cm x 16 cm en el puerto de
Mar del Plata pintados con los recubrimientos antifouling de matriz soluble conteniendo
benzoato de sodio o benzoato de hierro. Las series de paneles se colocaron
verticalmente, a 50 cm por debajo de la superficie del agua, sostenidos de las marinas
del Club de Motonautica; otra serie de paneles de acrilico pintados con una pintura
tradicional a base de 6xido cuproso y otros paneles limpios (sin pintura) fueron

colocados en el mismo momento como paneles testigo.

A fin de obtener mayor informacion sobre el comportamiento de pigmentos
cuya hidrolisis generan un descenso del pH, se prepararon también pinturas a base de

benzoato de aluminio.

Resultados

- Benzoato de sodio

»  Efecto del benzoato de sodio sobre nauplii

Cuando las nauplii de B. amphitrite activamente nadadoras tomaron contacto
con las distintas concentraciones de benzoato de sodio demostraron una rapida
inmovilizacién de los apéndices natatorios y pérdida de la respuesta fototactica. Este
cambio drastico en el comportamiento permitié realizar un conteo de las larvas
afectadas dado que cayeron al fondo de los cristalizadores. Esta respuesta larval fue
mas répida y evidente a concentraciones mayores de benzoato de sodio, en la Fig. 44
se detalla la respuesta registrada para los primeros 60 minutos de exposicion, las

diferencias significativas se observan a partir de la concentraciéon 0,025 M.
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Figura 44. Efecto del benzoato de sodio sobre la supervivencia de nauplii de B.
amphitrite durante los primeros 60 minutos de exposicion. (*) indica diferencias
significativas entre tratamiento y control.

Cuando se grafican los valores de tiempo de inactividad para el 50% de las
larvas en funcion de la concentracion del compuesto para 240 minutos de exposicion
se observa una respuesta similar a la registrada durante los primeros 60 minutos de
exposicion, esto es, respuesta de inactividad mas rapida dependiendo de la
concentracion de benzoato (Fig. 45). Es importante resaltar que las concentraciones
de benzoato de sodio estudiadas, entre 0,01 y 0,1 M, mantuvieron los valores de pH
en el rango de 7,9-8,2, es decir dentro de los valores normales para el agua de mar
natural. Por otra parte, se estableci6 como tiempo de experimentacion 240 minutos
debido a que los ensayos de toxicidad de 24 horas no permitieron establecer las

diferencias entre concentraciones.
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Figura 45. Curva de inactividad naupliar (B. amphitrite) en funcién de la concentracion
de benzoato de sodio.

Dado que en los controles el comportamiento larval fue normal (natacion y

fototactismo positivo), los resultados hallados indican que el efecto inhibitorio

observado es indudablemente debido al anion benzoato. Las diferencias significativas

segun el test de ANOVA son observables a partir de la concentraciéon 0,025 M
(ANOVA test, p<0,05, Tabla 34) y el valor de Itso Se obtiene en 45 minutos.

Tabla 34. ANOVA para distintas concentraciones de benzoato de sodio.

o

STATISTICA
Spreadsheet
BASI C  STATS Mar ked effects are significant at p <, 05000
Vari abl e 1 2 3 4 5 6 7 8
SS df VB SS df VB
Ef fect/Effec| Effect| Error | Error| Error F p
CONC 0_1] 20207, 5 4| 5051, 875| 17037, 50 15| 1135, 833| 4, 44773 0, 014370
CONO_075] 30978, 8 4| 7744,700| 4685, 75 15 312, 383| 24,79230| 0, 000002
CON O 05| 19154, 5 4| 4788, 625| 10477, 50 15 698,500 6,85558| 0,002403
C 0_025] 10108, 3 4| 2527, 075| 10659, 50 15 710,633 3,55609| 0, 031268
CO0 01| 8427 4 210,675 2133,50 15 142,233 1,48119 0, 257267
CONTROL 3,2 4 0, 800 17, 67 15 1,178 0,67879 0,617214
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» Efecto del benzoato de sodio sobre cypris - Test de asentamiento

Para realizar ensayos de asentamiento se utilizaron 15 cypris de B. amphitrite.
Las larvas fueron expuestas a concentraciones crecientes de benzoato de sodio (0,01 M,
0,05 M, 0,075 My 0,1 M) durante 24 horas.

Los resultados de los experimentos sefialan que la respuesta de las cypris es
inmediata, esto es, al contacto con la solucién de benzoato de sodio cierran en forma
hermética las valvas e interrumpen la natacién. En un solo caso, en la solucién de
concentracion 0,05 M, se registro la adhesion temporaria de dos cypris durante los
primeros 60 minutos, estas larvas se desprendieron luego de tres horas y cayeron al
fondo del recipiente. Por lo tanto, a las dosis ensayadas la respuesta es coincidente
para todas las concentraciones, es decir, bajo las condiciones de laboratorio entre 0,01

y 0,1 M no se registra asentamiento de cypris.

» Efecto del benzoato de sodio sobre adultos

En el caso de los adultos de B. amphitrite se pudo comprobar que el efecto es
similar al observado para las nauplii en lo referente a la interrupcion de la actividad
normal. La estimacién se realizd contabilizando el nimero de batidos de los cirros por
cada 30 segundos, para ello se tomaron tres grupos de cuatro individuos cada uno,
acondicionados con agua de mar artificial, alimento vivo (nauplii de A. salina) y en los
gue se corrobor6 la presencia de mudas en forma regular; el nimero de batidos en

estas condiciones fue de 32 por cada 30 segundos (en promedio).

Una vez expuestos a soluciones de benzoato de sodio entre 0,01 My 0,1 M
(pH 8,36), se pudo constatar la completa inmovilizacion de los cirros y cierre hermético

de los terga y scuta (placas operculares) para las concentraciones estudiadas.

» Test de recuperacidbn para organismos de distintos estadios de B.
amphitrite expuestos a soluciones de benzoato de sodio

Una vez trasladadas a agua de mar limpia las nauplii de B. amphitrite se

recuperaron inmediatamente retomando su actividad natatoria normal, la respuesta

fototactica y pudieron completar su desarrollo. Un efecto similar se comprobd respecto

de la recuperacion de cypris y adultos que también restituyeron rapidamente la

actividad normal cuando fueron trasladados a agua de mar limpia. Esto indica

claramente que el efecto del benzoato es narcético o temporario.
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* Ensayos en el mar

Luego de 30 dias de exposicion en el mar, las pinturas de matriz soluble
conteniendo benzoato de sodio demostraron efectividad en la inhibicién de la fijacién
de la mayoria de las especies del macrofouling (B. amphitrite, el alga verde
Enteromorpha intestinalis y tunicados) observandose solamente algunos tubos de
Polydora sp. y Corophium. En el panel control (pintura sin benzoato) se pudo observar
més del 50% de la superficie colonizada por pequefios cirripedios (pinheads) de un
milimetro de didmetro y E. intestinalis bien desarrolladas (Tabla 35). En el film de pintura
con benzoato de sodio se observaron ampollas y baja adherencia al sustrato, lo que
indicaria baja calidad de la pelicula.
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Tabla 35. Abundancias relativas de micro y macrofouling en paneles pintados
con una pintura antifouling a base de benzoato de sodio.

pintura con testigo 1 testigo 2
benzoato de sodio panel con pintura, panel limpio,
30 dias sin toxico, 30 dias sin pintura, 30 dias

anverso reverso anverso |reverso  anverso everso
Achnanthes R - - - A F
Coscinodiscus - - R - - -
Grammatophora - - R - A A
Licmophora R -- -- -- F A
Melosira R - R - A A
Navicula E - R - = E
N. closterium - - - - F R
Pleurosigma - - - - F E
Vorticella - - - - F E
E. intestinalis - - F F A =
Polydora sp. - R - - F E
B. amphitrite - - E - - E
Corophium R R R R F F
C. intestinalis - - - - - R
Ascidias col.
indet. h - - - B A
porcentaje de
cobertura total 5% 10% 50% 50% 100% 90%
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- Benzoato de hierro
» Efecto del pH de la solucion sobre la supervivencia larval

Las experiencias de laboratorio fueron similares a las del benzoato de sodio, se
llevaron a cabo en 240 minutos de exposicion. Esta estimacion tuvo su fundamento en
ensayos preliminares que pusieron en evidencia que el test clasico de toxicidad para
24 horas no brindaba suficiente informacion sobre el efecto del pH en la supervivencia
larval. Se analiz6 la respuesta de los organismos sobre todo durante las primeras

cuatro horas de exposicion a las soluciones.

En los ensayos se comprobé que la actividad y supervivencia larvales dependen del
valor del pH de la solucion (Fig. 46).
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Figura 46. Curvas de porcentaje de inactividad naupliar para soluciones con distintos
valores de pH en funcion del tiempo de exposicion.

Durante los primeros 15 minutos de exposicion se alcanzo el Lts, para valores
de pH de 3, 4, 5, 6, 9 y 9,5. Las larvas respondieron con inmovilizacién inmediata de
los apéndices natatorios y pérdida del fototactismo. Se observd, una vez concluido el
test de recuperacion, que la exposicion a estos valores de pH resulta letal para las
larvas.

En el rango comprendido entre pH 7 y pH 8,5 las nauplii se desarrollan y

mudan normalmente, en tanto que para pH 6,5 se alcanza el Lts, en 120 minutos de
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exposicion. El test de recuperaciéon confirmé que las larvas expuestas a un pH de 6,5

pueden recuperarse y continuar con su desarrollo.

En las curvas comparativas de actividad larval en presencia del extracto
acuoso, lixiviados de pinturas y soluciones se pudieron detectar distintas respuestas
en funcion del valor del pH obtenido (Fig. 47).
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Figura 47. Curvas de porcentajes de inactividad naupliar en funcién del pH del extracto
acuoso de benzoato de hierro (Fe B), de lixiviados de las pinturas y de las soluciones.

En el extracto acuoso los bajos valores de pH (menores de 6,5) generados por
la hidrdlisis del benzoato afectaron en gran medida la actividad de las larvas. En los
lixiviados de las pinturas la actividad crece marcadamente cuando la solucion alcanza
valores de pH en el entorno de 7. La tercera curva, correspondiente a las soluciones,
pone en evidencia la importancia del valor del pH de la solucién en la actividad larval,
presenta forma de “U” caracteristica con baja actividad larval para pHs extremos
(4cidos o alcalinos) y actividad normal para valores de pH cercanos al del agua de

mar.

Dado que los valores de pH obtenidos para los lixiviados de las pinturas
oscilaron entre 6 y 7,5 y las larvas en contacto con estas soluciones detuvieron sus
movimientos natatorios inmediatamente cayendo al fondo del recipiente, se deduce

gue el efecto de los lixiviados de las pinturas con benzoato férrico es debido a la
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combinacion del descenso del pH con el efecto narcotico del anion benzoato. Esto se
confirma cuando se compara la accion inhibitoria de las soluciones vs. lixiviados de las
pinturas, esto es, el efecto de los lixiviados (combinacion del descenso del pH + accion
narcética del benzoato) es mayor que el efecto de las soluciones separadamente. Por
otra parte, a pesar que la concentracion de benzoato en los valores de pH cercanos al
agua de mar normal es baja, esta concentracion resulta suficiente para afectar la

actividad de las larvas de B. amphitrite.

En ensayos complementarios en los que se expusieron nauplii a distintas
concentraciones de resina colofonia en agua de mar se confirmé que el producto no es

téxico y no afecta el normal comportamiento de las larvas.

« Ensayos en el mar
Las pinturas se evaluaron durante seis meses en el puerto de Mar del Plata

realizandose las inspecciones bimestralmente.

Una caracteristica importante para destacar es que la fijacion registrada sobre
los paneles pintados mostré una débil unién con el sustrato lo que provocé el facil
desprendimiento de los organismos cuando los paneles fueron extraidos del agua. Por
otra parte, la pelicula de pintura en si mostré un incipiente agrietamiento y cuarteado

gue indica la necesidad de ajustar aspectos de su formulacion.

Los resultados de campo demuestran que las pinturas conteniendo benzoato
férrico fueron efectivas en la inhibicibn de especies relevantes del macrofouling y
afectaron la fijacion de muchas especies de algas. En particular, la pintura inhibi6 la
fijacibn de organismos con exoesqueletos calcareos (cirripedios y serpulidos) y
disminuyo el asentamiento del poliqueto tubicola Polydora sp. Sin embargo, pudo
comprobarse la presencia en bajas densidades de ascidias solitarias y coloniales lo
gque indica que, si bien el asentamiento fue afectado, el efecto antifouling sobre esta
especie no es completo. Asimismo, la pintura evitd la fijacion del hidrozoo Obelia
dichotoma que comenzé el ciclo de asentamiento en la fase final de la experiencia
(Fig. 48; Tabla 36).
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Figura 48. Porcentajes de cobertura de géneros del puerto de Mar del Plata sobre
paneles, 6 meses de inmersién. Control 1: paneles de acrilico, control 2: paneles con
pintura sin benzoato de hierro. (*) indica diferencias significativas entre la fijjacion
registrada vs. control.

Polysiphonia

Griffthsa
Obdia
Corophium

Respecto de las macroalgas se comprob6 una disminucion en la fijacion de
Ectocarpus, Enteromorpha, Polysiphonia y Griffithsia, que se registraron
fundamentalmente en el anverso de los paneles (cara mas iluminada). En relacion con
las diatomeas, la accion inhibitoria del benzoato férrico se observo sobre Achnanthes y
no se registraron diferencias en los géneros restantes (Fig. 48; Tabla 36). La pelicula
de pintura no presentd mayores alteraciones a lo largo del tiempo aunque
necesariamente deben realizarse ajustes en la formulacion a fin de mejorar la calidad
(Tabla 37).
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Tabla 36. Abundancias relativas de micro y macrofouling en paneles pintados con una pintura antifouling a base de benzoato férrico (FeB) (2,

4y 6 meses).
pintura con FeB testigo pintura con FeB testigo pin tura con FeB testigo
2 meses 4 meses 6 meses
anverso reverso anverso reverso anverso reverso anverso reverso anverso reverso anverso reverso

Achnanthes R R E E -- -- R R -- -- R R
Amphora R -- E E -- -- R R - -- -- -
Grammatophora -- - E E R R A F F F -- --
Licmophora R - E E R R R R E E -- R
Melosira F F E E R R A A F F E E
Navicula R R F F A F A A R R E E
N. grevillei -- E E F R -- R R R R F F
Nitzschia -- -- F F A F A A R R R R
N. closterium -- -- -- -- R R R R - -- R R
N. longissima -- - -- -- - -- -- - R R R R
Pleurosigma -- - -- -- R R R R E E E E
Vorticella -- - -- -- R -- R R - -- R -
Zoothamnium E - E E R -- R R R -- E E
Ectocarpus R - A A R -- R R - -- R R
E. intestinalis E - E R R R F F R -- R E
Griffthsia -- - F R - -- R R R -- R -
Bryopsis R -- R R R R R R R -- R E
Polysiphonia E -- R R R R F F - -- R R
O. dichotoma -- - -- -- - -- -- - - -- R R
Polydora sp. R -- F R R R F F - -- F R
Hydroides elegans -- -- E R - -- E R - -- E R
Balanus amphitrite -- -- R E - -- F R R R R R
Corophium -- - -- -- R -- R R R R F E
Ciona intestinalis -- R R F R R F F - R F F
Ascidias col. indet. -- - -- -- - R F F

Eg{fj{‘l}fft gtzl 5% 5% 90% 100% 30% 40% 100% 100% 10% 10% 100% 100%
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Los paneles pintados con una pintura comercial a base de 6xido cuproso

practicamente no presentaron colonizacion por macro ni microorganismos al menos

durante 6 meses de exposicion y mantuvieron el film con buena calidad (Tablas 37-

38).

Tabla 37. Evaluacion de calidad de las peliculas de pintura.

pintura con Fe B

2 meses muy bueno
4 meses bueno (poco agrietado)
6 meses bueno (poco agrietado)
pintura tradicional a base de 6xido
cuproso
1 mes muy buena adherencia al sustrato
6 meses muy buena adherencia al sustrato

Tabla 38. Abundancias relativas de micro y macrofouling en paneles pintados con una
pintura antifouling a base de 6xido cuproso (1 y 6 meses).

pintura a base de testigo, panel pintura a base de testigo, panel
oxido cuproso limpio sin pintura oxido cuproso limpio sin pintura
1 mes 1 mes 6 meses 6 meses

anverso | reverso | anverso reverso ANVErso  rgverso  amv  erso | reverso
Achnanthes F F A F F F A A
Navicula A A F F A A F A
E. intestinalis E - A F A -- A A
Polydora sp. R R F F R R F F
Corophium R R F F R R F F
porcentaje de
cobertura total 1% 5% 100% 90% 5% 10% 100% 90%

Respecto de la pintura a base de benzoato de aluminio expuesta en Mar del

Plata pudo observarse un alto porcentaje de colonizacion siendo este comportamiento
atribuible a la baja calidad del film obtenido (Tabla 39).
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Tabla 39. Abundancias relativas de micro y macrofouling en paneles pintados con una
pintura antifouling a base de benzoato de aluminio.

pintura con benzoato de aluminio testigo panel limp io sin pintura
30 dias 30 dias
anverso reverso anverso reverso

Achnanthes -- - A F
Grammatophora A - A A
Licmophora R - F A
Melosira R -- A A
Navicula A - E F
N. closterium -- - E R
Pleurosigma R - F E
Pinnularia R -- - -
Vorticella - -- F E
E. intestinalis E - A F
Polydora sp. -- R F F
B. amphitrite - E 3 F
Corophium R R F F
C. intestinalis -- -- -- R
Ascidias col. indet. -- -- -- A
porcentaje de

cobertura total 30% 30% 100% 90%

El uso de productos de origen natural o sintético y el efecto antiincrustante

Las posibilidades que ofrece la naturaleza en cuanto a productos con
potenciales propiedades antiincrustantes son numerosas, de hecho se considera que
entre 1y 2 millones de especies marinas permanecen aun inexploradas. Sin embargo,
el objetivo que se debe perseguir es hallar compuestos cuya extraccion no altere los
ecosistemas, sean accesibles y su produccion se pueda realizar a gran escala. Por el
contrario, los compuestos naturales hasta ahora identificados se encuentran en muy

bajas cantidades.
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En este sentido, el empleo de taninos resulté muy alentador no solo por el
efecto antiincrustante observado sino también por su facil obtencién en el mercado.
Las propiedades antiincrustantes de los taninos se manifestaron en laboratorio y en el
mar, pero el efecto inhibidor de la fijacibn se increment6 con el agregado de
cantidades minimas de cobre. Es necesario en el futuro optimizar una formulaciéon con
tanato de aluminio (ya probado en geles) a fin de lograr una concentracion en la

interfase que evite también la fijacion de cirripedios.

La utilizacion de los productos sintéticos estudiados presenta también la
ventaja de alta eficiencia y facil acceso en el mercado; estos resultados amplian las
posibilidades de busqueda hacia otras sustancias con propiedades antimicrobianas

que cumplan, a su vez, con los requisitos indicados.

La inclusibn de productos naturales o sintéticos con propiedades
antiincrustantes en pinturas es compleja ya que requiere no solo de ensayos en
laboratorio sobre organismos vivos sino también la evaluacion del comportamiento del
film en si mismo previo a la inmersion en el mar. El desafio es, sin duda, lograr que la

pelicula perdure en el tiempo y los pigmentos se mantengan estables.

Es importante destacar que en virtud de las técnicas analiticas actualmente
empleadas, como resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas, se logran
elucidar estructuras moleculares y, de este modo, sintetizar el/los compuestos

bioactivos en laboratorio evitando su extraccion directamente de la naturaleza.
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Capitulo 11
Discusion




Discusion
El “biofouling” sobre las estructuras sumergidas se ha convertido en un

problema complejo y de dificil resolucion; para abordarlo es necesario aplicar uno o

méas métodos y tener en cuenta la factibilidad y los costos.

La implementacién de estos métodos requiere necesariamente de una etapa
previa de experimentacion en laboratorio. Se cultivan organismos, se estudia la
respuesta larval y se evalGa la posibilidad de éxito de la técnica. La solucion del
problema de las incrustaciones biolégicas puede encararse desde varios aspectos: la
modificacion de la textura superficial, la incorporacion de productos al sustrato o la

aplicacion de pinturas.

- Cria en laboratorio y experimentacién con organismos incrustantes

Es importante destacar que actualmente, a nivel mundial, muy pocos
laboratorios realizan cultivos de organismos incrustantes marinos. Las experiencias
clasicas para tratamiento antifouling, el test de toxicidad y de asentamiento, entre
otros, se realizan con larvas estandarizadas de los laboratorios que las producen.
Cultivarlas es una tarea laboriosa y complicada ya que es necesario reproducir las
condiciones naturales en el laboratorio y cualquier cambio que se produzca puede

redundar en altas tasas de mortalidad.

Se determind que existe una elevada mortalidad en el pasaje a cada estadio
metamorfico en la cria de Balanus amphitrite, sin embargo se alcanz6 el estadio
cypris, se obtuvieron porcentajes de asentamiento elevados y se completo el ciclo de
vida de la especie. Los porcentajes de supervivencia desde los primeros estadios
naupliares hasta la fijacion de juveniles oscilaron entre 9 y 14%, tanto para larvas
obtenidas del plancton como para las obtenidas en el laboratorio. Los adultos se

mantuvieron activos durante seis meses bajo condiciones del laboratorio.

Se logro una disponibilidad larval diaria suficiente para la realizacion de los

bioensayos, por lo que se concluye que las condiciones aplicadas fueron adecuadas.

Se comprob6 que los individuos alcanzaron la madurez sexual dos meses
después de su fijacion. Se observaron copulas periddicas y presencia de lamelas
ovigeras. Cuando las masas de huevos liberadas fueron voluminosas (alrededor de 50

huevos), el tiempo de eclosion de las nauplii fue de alrededor de siete dias, mientras
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gue con masas pequefias, los huevos estaban en una etapa avanzada de maduracién

y la eclosion se produjo en 24-48 horas.

El estadio nauplius | se obtuvo con facilidad a partir de huevos, rapidamente
pasa al estadio naupliar Il, condicion que permitié disponer de un nimero considerable
de larvas para realizar bioensayos. Aproximadamente el 50% de las cypris obtenidas

lograron completar la metamorfosis y fijacion a juvenil.

La velocidad inicial de crecimiento de los juveniles oscil6 entre 0,03 y 0,09
mm/dia como promedio, valor semejante al obtenido para esta misma especie en el
medio natural (Desai, 2002). El mayor didmetro basal alcanzado fue de 4,5 mm, 55

dias después de la fijacion, con una actividad cirral promedio de 80 batidos por minuto.

Los ensayos sobre preferencias por la eleccion y orientaciéon del sustrato en el
momento del asentamiento sefialan que las cypris de B. amphitrite optan por
superficies de vidrio respecto de las de plastico; a su vez los angulos de interseccién
(cercanos a 90°) son elegidos respecto de las paredes o bases de los recipientes. El
vidrio con textura lisa fue el sustrato que recibié mayor colonizacion lo que indica su
utilizacion en las proximas experiencias. La fijacion, aunque escasa, registrada sobre
el plastico fue también sobre la textura lisa y, preferentemente, sobre la cara oscura

del panel.

Los valores de fijacion obtenidos para B. amphitrite en las experiencias
presentadas oscilaron entre 9 y 14% y, comparativamente, son mas bajos que los
obtenidos en otros trabajos, sin embargo resultan satisfactorios si se tiene en cuenta
que las muestras fueron obtenidas a 400 km del laboratorio. Se reportaron porcentajes
de fijacion en laboratorio del 16,3% para B. eburneus y 12,7% para B. amphitrite var.
denticulata (Costlow y Bookhout, 1957; 1958), en tanto que se obtuvieron 20% y 40%
para B. amphitrite hawaiiensis y B. a. amphitrite, respectivamente (Hirano, 1963;
Lacombe, 1973). Sin embargo, los individuos asentados pudieron mantenerse durante
un periodo de tres meses (Lacombe, 1973), en tanto que en nuestra experiencia se

logré supervivencia por siete meses.

En el medio marino las principales causas de mortalidad larval son debidas a la
escasez de alimentos, a la predacion y al transporte hacia fuera de la costa (Thorson,
1950; Olson y Olson, 1989; Thiyagarajan et al., 2002). La disponibilidad de alimento es
un factor de importancia para lograr una metamorfosis exitosa; una condicion

nutricional pobre puede redundar en una disminucién en la frecuencia de liberacion de
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huevos (Crisp y Spencer, 1958; Tighe-Ford et al., 1970; Crisp, 1984) o inclusive en el

cese de la actividad de cria (Barnes y Barnes, 1967; 1975).

Es bien conocido que las nauplii del primer estadio no se alimentan, esto se
debe a la presencia de gotas lipidicas en la parte anterior del epitelio faringeo y
glébulos de glucoproteinas, remanentes de vitelo, que aportan la energia necesaria

para llevar a cabo el proceso metamorfico (Walley, 1969).

La temperatura y la condicién nutricional son los factores externos que regulan
la cria y la muda de los cirripedios (ElI-Komi y Kajihara, 1991). Anil y Kurian (1996)
sostienen que los porcentajes de mortalidad naupliar de B. amphitrite, a 20°C, son
menores que los obtenidos a temperaturas de alrededor de 30°C. Sin embargo, las
opiniones acerca de la influencia de la temperatura de cria son contradictorias,
algunos autores consideran que a 20°C la produccion total de larvas seria cinco veces
menor (Desai, et al., 2005; Desai et al., 2006), en tanto que otros concluyen que esa
seria la temperatura 6ptima para la cria en laboratorio (EI-Komi y Kajihara, 1991),

coincidiendo con los resultados obtenidos en este trabajo.

El mayor aporte de carbono fue el obtenido por los cultivos de la diatomea S.
costatum utilizada como alimento en una densidad que oscilé entre 200.000 y 400.000
céls/mL. Sin embargo, en otros ensayos se concluyé que una concentracion de
100.000 céls/mL, brinda resultados satisfactorios y que la concentracién de 200.000

céls/mL no resulta adecuada para la cria (Hirano, 1962; Anil y Kurian, 1996).

Segun observaciones realizadas para B. eburneus la concentracion de alimento
de 100.000 6 200.000 céls/mL es irrelevante cuando la temperatura de cria es de 30°C
alcanzando el estadio cypris en el mismo tiempo promedio. Sin embargo, los
porcentajes de supervivencia son significativamente diferentes para ambas

concentraciones cuando la temperatura es de 20°C (Scheltema y Williams, 1982).

Dado que la cypris no se alimenta, se ha comprobado que el tiempo de
permanencia en la fase pelagica depende del nivel inicial de lipidos acumulados y que
la disponibilidad de estas reservas estd relacionada con el tiempo que la cypris
permanece apta para asentarse (Lucas et al., 1979). Esto explica la mortalidad

registrada en las experiencias de laboratorio en el pasaje de cypris a juvenil fijado.

La secuencia de maduracion de los huevos en cuanto al cambio de coloracion
y presencia del ojo naupliar observada en laboratorio es similar a la descripta para
varias especies del género (B. eburneus, B. improvisus, B. trigonus y B. balanoides)

(Freiberger y Cologer, 1966). Respecto del tamafio de los huevos, los valores de largo
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y ancho obtenidos para B. amphitrite son ligeramente menores que los descriptos por
otros autores (El-Komi y Kajihara, 1991). Sin embargo, el tamafio promedio de las
cypris obtenidas en laboratorio fue coincidente con el conocido para la especie
(Karande, 1974) al igual que la actividad cirral de los juveniles recién fijados
(Geierman, 2007). En cuanto a la velocidad de crecimiento de cirripedios existen datos
referidos al medio natural pero no se conocen datos bajo condiciones de laboratorio
(Lewis, 1992; Sanford y Menge, 2001; Desai, 2002; Skinner et al., 2007).

La cria de Polydora sp. en laboratorio result6 mas sencilla que la de B.
amphitrite. El tiempo empleado para completar el ciclo de vida de Polydora sp. fue de
19-25 dias a 20°C, coincidiendo con Orth (1971). Si bien esta especie no es de las
mas agresivas de la comunidad del “fouling”, ya que simplemente contribuye a
incrementar el espesor de la incrustacion y ofrece un sustrato secundario para la
instalacion de otros organismos, otras especies, como P. ciliata, han sido sefialadas
como uno de los problemas de cultivo mas comunes asociado con la mortalidad de
ostras en granjas mexicanas (Caceres-Martinez et al., 1998; Chavez-Zazueta, 2003;
Gallo-Garcia et al., 2004; Garcia-Ulloa et al., 2008).

- Textura superficial

El sitio que la larva elige para asentarse es de suma importancia en lo que
concierne al control de las incrustaciones. Existen controversias respecto de los
factores que influyen en la eleccion del lugar adecuado, dado que diversas
condiciones fisicas y biologicas pueden influir positiva o negativamente cuando la larva
toma contacto con la superficie. La presencia de conespecificos (Wethey, 1984) y films
bacterianos (Maki et al., 1988) son generalmente factores que influyen positivamente,
mientras que la presencia de predadores es una condicién negativa (Crisp, 1974).

La naturaleza quimica del sustrato es otro factor que ha sido ampliamente
estudiado (Crisp, 1974; Wethey, 1986; Hills y Thomason, 1998). Se determin6 que las
cypris jovenes prefieren las superficies de vidrio a las de poliestireno y que las
diferencias en los porcentajes de fijacion se mantienen, aln en presencia de un factor
de asentamiento, como un compuesto inductor de la fijacion (Rittschof et al., 1984;
O’Connor y Richardson, 1994). Los resultados de los ensayos realizados coinciden en
gue los sustratos de vidrio son preferidos por las cypris respecto de los de plastico. Por
otra parte, se determind que Polydora sp. no es selectiva en la eleccién del sustrato,

contrariamente a lo que sucede en otras especies perforantes del género en las que
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se comprobd la extension de la vida peldgica hasta el hallazgo de determinadas
conchillas de gasterépodos o bivalvos (Radashevsky y Cardenas, 2004).

Los andlisis acerca del rol de la textura superficial en el asentamiento de las
cypris se fueron enfocando hacia las microtexturas, del orden de milimetros o
micrometros. En este sentido, se determiné que las cypris responden activa o
pasivamente a la textura de la superficie, asentdndose sobre sustratos rugosos, de
aproximadamente 1 mm, debido a que permiten una adhesién antenular mas fuerte
(Le Tourneux y Bourget, 1988); otros autores ampliaron este rango a rugosidades
comprendidas entre 0,1 y 5 mm, que es coincidente también con el rango de
rugosidades donde se registra la maxima densidad de tubos construidos por Polydora
(Huxley et al., 1984; Crisp y Bourget, 1985, Anger et al., 1986; Hills y Thomason, 1998;
Kohler et al., 1999; Wahl y Hoppe, 2002).

En los primeros trabajos publicados durante la segunda mitad del siglo XX, se
demostr6 que las cypris de Semibalanus balanoides preferian hendiduras y oquedades
(Crisp y Barnes, 1954; Barnes, 1956; Crisp, 1961; Wethey, 1984, 1986) ya que estas
superficies otorgan refugio con maxima adhesion, evitando el esfuerzo por cizalla
(“shear stress”) (Walters y Wethey, 1996) y previniendo la desecacion (Raimondi,
1990). Por otra parte, se hall6 una mayor densidad de asentamiento sobre granos
finos y medianos de roca (entre 0,05 y 2 mm) sefialando que las cypris prefieren
huecos con dimensiones similares a las de su tamafo corporal (Hills y Thomason,
1998). Se comprobd que las microtexturas (microsurcos o micropirdmides) y los
microrefugios con tamafios menores a los de la larva son significativamente menos
colonizados por distintas especies de cirripedios (Lemire y Bourget, 1996; Hills et al.,
1999; Kohler et al., 1999; Lapointe y Bourget, 1999; Berntsson et al., 2000; Petronis et
al., 2000; Koehl, 2007; Scardino et al., 2008). Esta eleccion fue también comprobada
en el asentamiento de células de Amphora, esporas de Ulva y larvas de Hydroides y
Bugula. Sin embargo, también concluyen que la eficiencia antifouling de las superficies
microtexturadas decrece con el aumento en la densidad del reclutamiento, dado que
habria una menor disponibilidad del sustrato forzando a las cypris a asentarse en
cualquier sitio libre sin tener en cuenta la rugosidad; otra explicacion posible seria que
las cypris se vuelven menos selectivas a medida que “envejecen” y buscan un lugar

cercano a sus conespecificos.

En trabajos desarrollados durante la Ultima década se ha afirmado que el
asentamiento de cypris de B. improvisus ocurre preferentemente sobre superficies

“lisas” (rugosidad media R, = 0,20 um) dado que perfiles de altura entre 30 y 45 um
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redujeron un 92% la fijacion (Berntsson et al., 2000; Dahlstrom et al., 2004). En las
experiencias llevadas a cabo en el laboratorio se comprob6 que la superficie elegida
por las cypris de B. amphitrite fue la de vidrio “liso” con una rugosidad media R, = 0,09
um, es decir similar en magnitud a la elegida por B. improvisus y de dimensién mucho

menor que su propio tamafio corporal (470 pum de largo x 230 pum de ancho).

Es importante destacar que el éxito de la fijacion y metamorfosis depende
también de la posibilidad de formar uniones fuertes, logradas por los bioadhesivos
secretados que fluyen por los intersticios de la superficie antes de endurecer (Howell y
Behrends, 2006). En otras especies del “biofouling”, como Ascidia interrupta, las larvas
son capaces de reconocer distintas rugosidades del sustrato duro por medio de
mecanorreceptores que acttan en el momento de la fijacion previamente a la

secrecion del cemento (Rae Flores y Faulkes, 2008).

Si bien las preferencias por distintas texturas varian a nivel especifico, existen
determinados patrones que son comunes a la mayoria de los organismos bentoénicos.
Las nuevas tendencias en proteccion antiincrustante en lo que respecta a la rugosidad
se encuentran, en gran parte, inspiradas en la naturaleza. Se ha pretendido imitar
superficies superhidrofdbicas, es decir donde el angulo de contacto entre la gota de
liguido y la superficie sea mayor de 150° provocando que practicamente no exista
contacto entre ambas y se minimice la adhesion. Las superficies superhidrofobicas se
encuentran en la naturaleza por ej. en mariposas y libélulas (Genzer y Efimenko, 2006)
y en las hojas de loto (Nelumbo nucifeara) cuya repelencia al agua le permite
despojarse de particulas contaminantes y mantener la superficie limpia, es el
denominado “Lotus effect” (Neinhuis y Barthlott, 1997; Marmur, 2006; Callies y Quére,
2005), mecanismo natural autolimpiante resultado de la combinacion de una superficie
hidrofébica y una apropiada rugosidad; otros ejemplos de este mecanismo se
encuentran en la piel de la ballena piloto (Baum et al., 2002) y los caparazones de
algunos cangrejos y bivalvos provocando que los organismos se adhieran débilmente
y se desprendan con facilidad (Becker y Wahl, 1996; Brown et al., 2002; Bers y Wahl,
2004; Scardino y de Nys, 2004; Krug, 2006; Guenther y de Nys, 2006).

Tomando en cuenta estos analisis, los principios en la prevencion del
“biofouling” podrian encararse, por una parte, a través del desarrollo de superficies que
“prefieran” el contacto con el agua mas que con la materia organica, es decir
generando superficies superhidrofilicas; esta propiedad combinada con una completa
penetracién del agua dentro de las irregularidades del sustrato, cuya escala a su vez
debe ser menor que el tamafio de las esporas o larvas (humectabilidad homogénea),
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impediria el asentamiento en su interior. Una segunda opcion de prevencion seria la
generacion de una superficie superhidrofébica bajo el agua; en este caso, si la
superficie fuese lo suficientemente delgada y se combina con una rugosidad adecuada
gue soporte una pelicula de aire entre ellas, reduciria la probabilidad de asentamiento
del “biofouling” (Marmur, 2006).

Es importante destacar que en el mercado se ofrecen pinturas que generan
superficies “superlisas” siendo, de este modo, las que apuestan a metodologias que
no incluyen la liberacién de biocidas al mar. Por otra parte, se han obtenido resultados
satisfactorios con la implementacion de un elastémero (Sharklet™) inspirado en la
microtextura de la piel del tiburon que posee propiedades antimicrobianas y evita
también el asentamiento de cypris y esporas de algas (Carman et al., 2006; Kesel,
2007; Schumacher et al., 2007). Lamentablemente, aln no estd disponible en el

mercado.

La utilizacibn de texturas como método antifouling tiene como ventaja la
compatibilidad con la aplicacion de otras tecnologias y es “amigable con el medio
ambiente”. Sin embargo, tiene la desventaja de su corta duracion y la dependencia del

tamarfio de la larva, condiciones que no le permiten ser de aplicacién universal.

- Incorporacion de productos al sustrato

Otra opcion para combatir el “biofouling” es la inclusion de productos con
propiedades antiincrustantes (preferentemente no téxicos) en los materiales del
sustrato, por ejemplo en hormigones o cementos. Si bien esta opcién es ventajosa en
cuanto a costos y al mantenimiento, la desventaja que ofrece es que soélo funciona
para determinados materiales que aseguran una lixiviacion controlada a lo largo de

tiempo.

La modificacion de la textura de la superficie y la incorporacion de compuestos

en la constitucion del sustrato, son lineas de investigacién que estan en desarrollo.

- Aplicacion de pinturas

El panorama actual de la proteccion contra las incrustaciones atraviesa una
etapa clave. La IMO prohibié la utilizacion de pinturas autopulimentables a base de
TBT a partir de 2008 y paralelamente existe una creciente oposicién en el uso del

cobre. Esta Ultima postura se tomé debido a que se han encontrado concentraciones
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de cobre del triple de las permitidas en areas portuarias (Dafforn et al., 2011) que
afectan la fauna marina en distintos aspectos, tales como disminucién en la tasa de
filtracion en bivalvos (Rivera-Duarte et al., 2005), inhibicion en el asentamiento de
corales (Reichelt-Brushett y Harrison, 2000) y anormalidades celulares (Rijstenbil et

al., 1994), entre otras.

Esta situacion ha llevado a la necesidad de hallar compuestos nuevos, no

contaminantes y sin efecto sobre organismos non-target.

La busqueda de compuestos con propiedades antifouling esta orientada hacia
el andlisis de la actividad de compuestos de origen natural y a los obtenidos por

sintesis.

La observacion de los fendmenos que ocurren en la naturaleza sirve de “fuente
de inspiracion” para la busqueda de sustancias con actividad antifouling. Puede
observarse que determinados organismos del bentos poseen abundante fijacion de
epibiontes en tanto que sobre otros el asentamiento es escaso 0 nulo. Estos
mecanismos, que han evolucionado en forma natural, incluyen métodos quimicos,
fisicos, etoldégicos o combinaciones de ellos para prevenir la fijacion del “fouling”
(Wahl, 1989; Pawlik, 1992; Bers y Wahl, 2004). Con esta finalidad se han llevado a
cabo exhaustivas investigaciones desde comienzos de la década del '90 con el objeto
de identificar el o los productos responsables de la actividad antifouling para luego
incorporarlos a pinturas antiincrustantes. Se han podido aislar una gran cantidad de
compuestos cuya accion puede ser adecuada para el control de las incrustaciones
como por ejemplo, compuestos con pH bajo, repelentes, anestésicos, inhibidores del
asentamiento o de la metamorfosis, entre otros. (Pawlik, 1992; Rittschof, 2000; de Nys
y Steinberg, 2002; Hellio et al., 2001; Hellio et al., 2002; Fusetani, 2004).

La obtencibn de compuestos activos naturales a gran escala es el factor
limitante para su utilizaciébn en productos comerciales. En las ultimas décadas, las
investigaciones de distintos laboratorios fueron aportando un nimero considerable de
nuevos productos, principalmente de origen marino, con propiedades antifouling pero
que, en la mayoria de los casos, resultan de muy dificil adquisicion. Tedricamente,
estos productos podrian extraerse de organismos cultivados en granjas de maricultura
0 por sintesis en laboratorio. Sin embargo, en la practica estas opciones resultan poco
viables porgue son recursos no sustentables y la metodologia es costosa (Mendola,
2003; Dobretsov et al., 2006; Qian et al., 2009; Ralston y Swain, 2009). A su vez, los
principios activos se encuentran en muy bajas concentraciones (en funcién de la baja

toxicidad que deben tener respecto del propio organismo) y, en la mayoria de los
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casos, resulta dificil lograr una concentracion equivalente de compuesto al que posee
el organismo vivo. Dado que las moléculas originales son complejas y se obtienen en
bajas cantidades se reemplazan por andlogos, es decir moléculas con semejanza
estructural y que pueden poseer alguna sustitucion conservando determinadas
propiedades (Clare, 1996).

Como consecuencia, la utilizacién de nuevos productos debe orientarse hacia
otros compuestos de facil obtencién a gran escala, tanto naturales como sintéticos y

de bajo costo.

En la década del '80 se iniciaron los ensayos con productos extraidos de
plantas terrestres y, recientemente, esta busqueda ha recobrado nuevo interés (Omae,
2003). Estos compuestos que demostraron accidn antiincrustante sobre larvas de
cirripedios pertenecen a distintos grupos quimicos, entre ellos péptidos ciclicos,
alcaloides (Angarano et al., 2007; Feng et al., 2009), flavonoides e isoflavonoides y los

polifenoles presentados en este trabajo.

El empleo de taninos, polifenoles de origen natural, representa un hallazgo
importante para la proteccion de las embarcaciones. Su conocida accion
antimicrobiana ha sido atribuida a distintos mecanismos (Engels et al., 2009), por un
lado, a la capacidad para interactuar con proteinas e inhibir la actividad enzimatica
(Cannell et al., 1988; Konishi et al., 1993), por otro al efecto sobre la bicapa lipidica de
la membrana celular bacteriana (Funatogawa et al., 2004) y a la formacién de
complejos con iones metalicos (Scalbert, 1991; Chung et al., 1998a; Scalbert et al.,
1999). Los resultados obtenidos en este trabajo agregan a los taninos una nueva

propiedad: la inhibicién del asentamiento de macrofoulers.

Entre los taninos analizados, el de quebracho fue con el que se obtuvieron
resultados mas satisfactorios; presenta ventajas basadas en su rapida accién
narcética, adn en bajas concentraciones, su facil obtencion, manipulacion y bajo costo.
Sin embargo, debido a su elevada solubilidad disminuiria en gran medida la vida util de
la pelicula de pintura por lo que se recomienda, como opcion valida, la precipitacion
del tanino de quebracho con cobre o con aluminio manteniendo el poder

antiincrustante.

La utilizacion de tanato cuprico representa una disminucion de 40 veces del
contenido de cobre de una pintura antifouling tradicional, lo que alienta la posibilidad

de utilizar el pigmento como alternativa al 6xido cuproso.

157



El tanato de aluminio, compuesto no téxico, incorporado a geles, demostré un
comportamiento antiincrustante muy efectivo en el mar. La inclusion en la formulacién

de pinturas es uno de los proyectos a concretar, finalizado este trabajo.

Otra estrategia para evitar la epibiosis, es la generacion de valores bajos de
pH, como se observa en especies de tunicados (Stoeker, 1980); coincidentemente las
zonas exentas de fijacion son aquellas con mayor cantidad de vacuolas acidicas
(Hirose et al., 2001). Esta relaciéon entre el grado de acidez y el efecto antiincrustante
fue comprobada experimentalmente empleando benzoato de hierro; el efecto narcotico
del anion benzoato y/o del acido benzoico soluble combinado con el descenso en el
valor del pH generado por hidrdlisis afect6 la colonizacion de especies calcareas como
B. amphitrite e Hydroides elegans. Si bien la utilizacion de benzoato de sodio resultd
muy efectiva, se concluye que su elevada solubilidad (al igual que los taninos) no
permite incluirlo en una pintura antiincrustante. Otros autores incorporaron benzoato
de sodio como pequefios agregados a recubrimientos a base de silicona con fines
antimicrobianos (Al-Juhni, 2006; Al-Juhni y Zhang Newby, 2006).

Es importante destacar que estos compuestos se incorporan naturalmente a los
ciclos biogeoquimicos; se ha comprobado que muchos microorganismos utilizan y
degradan al acido benzoico bajo condiciones aerobias o anaerobias, entre ellos
bacterias como Alcaligenes denitrificans, Rhodopseudomonas palustris 'y
Desulfomicrobium escambiense y muchas especies de hongos como Rhodotorula
glutinis y Penicillium frequentans (Fuchs et al., 1993; Elder y Kelly, 1994; Kocwa-
Haluch y Lemek, 1995; Miguez et al., 1995; Hofrichter y Fritsche, 1996; Harwood y
Gibson, 1997; Sharak Genthner et al., 1997). Por otra parte, el &cido benzoico no se
acumula en los sedimentos ni en organismos (Freitag et al., 1985). Ademés, el
benzoato de sodio se degrada bajo condiciones aerobias en medios estandarizados
(King y Painter, 1983; Salanitro et al., 1988; Richterich y Steber, 1989) y también en
medios conteniendo agua de mar (Courtes et al., 1995). Si bien no se han reportado
datos de bio o geoacumulacion se supone que siguen los patrones conocidos para el
acido benzoico (IPCS, 2000).

Las pinturas que se encuentran actualmente disponibles en el mercado
resaltan en sus especificaciones la ausencia de TBT y el cumplimento de la legislacion
vigente por la IMO. Sin embargo, no expresan claramente cuél es el principio activo
que le otorga poder antifouling. En los pocos casos en los que se detalla la
formulacion, la novedad apunta hacia los avances obtenidos en tecnologia de los
ligantes, en tanto que el biocida continla siendo el 6xido cuproso. Otras pinturas
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comerciales combinan el cobre con co-biocidas que, en muchos casos, son herbicidas

o0 pesticidas conocidos y que resultan igualmente téxicos (Almeida et al., 2007).

La incorporacion de un nuevo compuesto en la industria de las pinturas
marinas demanda grandes inversiones en lo que respecta a su previo patentamiento y
produccion. Por estas razones el camino hacia el empleo de compuestos no-toxicos,
biodegradables, naturales o bien sintetizados en laboratorio implica una transicion que
insume tiempo y esfuerzo pero que debe conducir, necesariamente, a un cambio para

evitar la constante contaminacién del mar (Rittschof, 2000, 2009; Hellio et al., 2002).

El uso de pigmentos con bajo contenido de cobre se presenta como una opcion
vélida de alta eficiencia, bajos costos tanto de materiales como de elaboraciéon y
menor efecto contaminante. En este sentido las pinturas con tiocianato cuproso, las de
pigmentos core-shell y el tanato cuprico estudiadas en este trabajo representan una

alternativa promisoria con demostrada efectividad en el mar.

Sin embargo, en todos los ensayos se comprobé la fijacién de diatomeas, lo
que demuestra una alta resistencia a la accion toxica y sefiala la necesidad de
continuar perfeccionando las formulaciones con el propdsito de evitar la formacién de
la biopelicula. Coincidentemente con Reed y Moffat (1983), se comprobd que las

macro y microalgas ofrecieron resistencia a productos con cobre.

En los paises de Latinoamérica no existe una legislacion que regule la
elaboracion, aplicacién y utilizacion de pinturas marinas. No obstante, las empresas
locales productoras de pinturas sostienen que se adecuan a las normativas vigentes

en Europa y Estados Unidos.

Sin embargo, los datos recogidos a partir de entrevistas con los propietarios de
embarcaciones del Club de Motonautica, sitio donde se realizaron la mayoria de los
muestreos, confirmaron que no existe en el mercado una pintura con mas de seis
meses de vida 0til y que, en algunos casos, siguen utilizando pinturas altamente

toxicas, prohibidas en los paises desarrollados desde hace méas de 30 afios.

- Nuevas tendencias

Las tendencias actuales en la proteccion antifouling contemplan la posibilidad
de usar bacterias vivas en recubrimientos inteligentes (smart coatings), esto es,
incorporarlas a la formulacién por medio de técnicas de microencapsulamiento y con

un mecanismo de accion “a demanda”, las bacterias actuarian so6lo cuando perciben el
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estimulo de una espora o larva que intenta acercarse al sustrato (Holmstrom vy
Kjelleberg, 1994; Holmstrom et al., 2000; Chambers et al., 2006; Dobretsov et al.,
2006; Yee et al., 2007). Otra opcion incluye la utilizacion de enzimas cuya accion
apunta a la inhibicibn de dos mecanismos involucrados en la fijacion, por un lado el
efecto directo sobre la disolucion del cemento y por otro el efecto biocida sobre el
exoesqueleto del cirripedio y lisis de las células bacterianas (Evans y Clarkson, 1993;
Abarzua y Jakubowski, 1995; Baum et al., 2003; Meyer y Seegers, 2004; Olsen et al.,
2007).

Se ha propuesto la utilizacion de compuestos de origen animal, como por
ejemplo, el mucus glicoproteico de equinodermos, cuyo fundamento para la
implementacién esta basado en que los macrofoulers dispondrian de una pelicula de
composicion semejante al film primario, formarian uniones con él y se evitaria que
arriben al sustrato subyacente (Bavington et al., 2004); también la aplicacion de mucus
protector de peces con propiedades de lisis celular (Shephard, 1994; Videler et al.,
1999; Ebran et al., 2000). Estas ultimas propuestas, aunque novedosas, son de muy

dificil obtencién y aplicacion.

Recientemente, la Marina de los Estados Unidos, dio a conocer una
metodologia novedosa y sumamente costosa, llamada ‘grooming’, que consiste en la
utilizacién de un robot submarino para el cepillado periddico del casco de los barcos

anclados en puerto (‘HullBUG’, Hull Bioinspired Underwater Grooming).

Las decisiones relativas al uso y regulacion de las pinturas antifouling en el
medio marino son complejas y requieren la integracién de informacion sobre los costos
economicos y ecoldgicos. La incorporacion al mercado de pinturas conteniendo
productos naturales, derivados sintéticos o con bajo contenido de cobre como se
propone en este trabajo de Tesis, demandard tiempo ya que deban completarse con
estudios de impacto ambiental y con un exhaustivo balance entre costos y beneficios.
Sin embargo, la situacion actual a nivel mundial sobre el control de las incrustaciones,
debe orientarse hacia soluciones de este tipo, no solo porque representan una opcion
gue evita en gran medida la contaminacion de los mares sino también porque resultan

de facil adquisicién y econémicamente accesibles.

En las dltimas décadas la tecnologia antifouling progreso significativamente en
el uso de pigmentos inhibidores o biocidas, su incorporacion a recubrimientos y el
mecanismo de liberacidén controlada en el mar. El desafio para el futuro debe apuntar
indudablemente hacia la obtencion de pinturas eficientes, de larga vida Uutil y

“amigables con el medio ambiente”.
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Conclusiones

- Cria de Balanus amphitrite y Polydora sp.

Se determind que la cria en laboratorio de Polydora sp. es mas sencilla
que la de B. amphitrite.

Se comprobd una elevada mortalidad en el pasaje a cada estadio
metamorfico de B. amphitrite, pero aun asi es factible completar el ciclo de
vida de la especie bajo condiciones de laboratorio.

Los porcentajes de supervivencia durante la fase larval desde el estadio
nauplius | hasta la tapa de fijacion de las cypris oscilan entre 9 y 14%. La
supervivencia de las cypris en la etapa post-fijacion oscilé entre el 15 y
38%.

Los adultos alcanzaron la madurez sexual dos meses después de la
fijacion y se mantuvieron activos durante siete meses. La velocidad de
crecimiento promedio oscil6 entre 0,03 y 0,09 mm/dia.

Paralelamente, se completé en laboratorio el ciclo de vida desde nauplius
hasta la etapa juvenil a partir de cirripedios adultos. Los porcentajes de
supervivencia fueron similares a los obtenidos con las larvas del plancton y
oscilaron entre 9 y 12%, pero los adultos s6lo se mantuvieron durante
cuatro meses.

Las cypris de B. amphitrite prefirieron superficies de vidrio liso (rugosidad
media R, = 0,09 um) y la mayoria se asentd sobre angulos cercanos a 90°.
El ciclo de vida de Polydora sp. se completé entre 19 y 25 dias y no se
registr6 preferencia de asentamiento por ninguno de los sustratos
ofrecidos.

Los cultivos de la diatomea Skeletonema costatum en una densidad de
100.000 céls/mL resultaron los mas adecuados como alimento para las

larvas.
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- Efecto del 6xido cuproso y del tiocianato cuproso

Se determin6 que una solucion de concentracion de 0,06 mgCu/L de
sulfato cuprico evita la fijacion del 50% de las cypris de B. amphitrite
(ECso).

Se determind que la concentracion minima de cobre en la que es factible la
metamorfosis hasta llegar al juvenil fijado (‘pinhead’), oscil6 entre 0,0925 y
0,185 mgCul/L.

Las cypris demostraron una gran resistencia a soluciones concentradas de
cobre (1,20 ppm de cobre en soluciéon) comprobandose actividad durante 8
dias.

El test de recuperacion de las larvas sometidas a la exposicion de
soluciones de cobre, evidencioé que nauplii y cypris recobraron la movilidad
de los apéndices y la respuesta fototactica. Sin embargo, el proceso
metamarfico fue claramente afectado no pudiendo completar el desarrollo.
Las larvas son afectadas cuando estan expuestas a las mismas
concentraciones de i6n cuprico en solucion proveniente del éxido cuproso
o del tiocianato cuproso. Sin embargo, dado que el anion tiocianato resulté
inocuo para las larvas se deduce que el tiocianato cuproso actta como
acelerador de la reaccion.

Respecto de la performance de pinturas antifouling tradicionales a base de
cobre y formuladas con distintos ligantes, se comprob6 que la mas efectiva
fue la que contenia resina colofonia.

Las pinturas formuladas a base de tiocianato cuproso, tienen un menor
contenido de cobre (3,32 veces menor por unidad de volumen), que la
utilizada en las de Oxido cuproso. Se concluye que no es necesario
equiparar la carga del pigmento ya que con menor contenido de cobre se
obtiene una formulacién con la misma efectividad.

Las pinturas con pigmentos core-shell expuestas en el mar demostraron
una muy buena performance, siendo las mas efectivas las que contenian
un nucleo (core) de pigmentos a base de carbonato de calcio y éxido
férrico recubiertos por una capa de tiocianato cuproso (shell).

Los pigmentos core-shell reducen 35 veces el contenido de cobre respecto
del 6xido cuproso y han demostrado una alta efectividad. Esto permite la
disminucion tanto de costos en la elaboracion de las pinturas como del

aporte de contaminantes al medio marino.
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- Ensayos empleando taninos, taninos combinados con cobre y con aluminio

Se determind que los tanatos de quebracho y de castafio tienen un fuerte
efecto antiincrustante, inclusive a bajas concentraciones. El tanato de
mimosa, si bien posee el mismo efecto, actla a concentraciones mas altas.
El efecto de los tanatos estudiados en solucién sobre las larvas es
temporario o narcaético.

Los tanatos incorporados a peliculas de pintura afectaron la colonizacion
de B. amphitrite e interfirieron en el proceso de cementacion al sustrato de
numerosos organismos de la comunidad del “biofouling”.

El tanato cuprico en solucidon mostré un efecto inhibidor y temporario sobre
las larvas nadadoras, evitd el asentamiento de cypris de B. amphitrite y
provoco una débil cementacion de los tubos de Polydora sp.

Las pinturas antiincrustantes a base de tanato clprico expuestas en el
mar, resultaron muy efectivas. El contenido de cobre empleado en esta
formulacion es del orden de 40 veces menor en relacion al que se utiliza
habitualmente en las pinturas tradicionales de 6xido cuproso.

Respecto del tanato de aluminio incorporado a geles se comprobd efecto
antiincrustante sobre especies del micro y macrofouling, pero no logré
inhibir la fijaciébn de cirripedios. Esta situacion plantea la necesidad de
ajustar la concentracion del tanato de aluminio respecto de las larvas de

cirripedios.

- Ensayos con benzoato de sodio y benzoato de hierro

El benzoato de sodio en solucién produjo efecto narcético o temporario
sobre nauplii, cypris y adultos de B. amphitrite. El benzoato de sodio
incorporado a una pintura, también demostré poder antiincrustante en el
mar.

El efecto de descenso del pH, producido por la hidrdlisis del benzoato de
hierro en combinacion con el efecto narcotico del anién benzoato,
evidenciaron un alto poder antiincrustante tanto en laboratorio como en el

mar.
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Conclusion final
Las hipotesis planteadas fueron:

* La utilizacién de compuestos de origen natural, producidos por especies
vegetales nativas, o de origen sintético, como los benzoatos, con
propiedades antibacterianas, evitan la formacion del film primario y de esta
forma, interrumpen la secuencia de fijacién del “biofouling”.

« Ambos compuestos en combinacion con pequefias cantidades de cobre
constituyen pigmentos novedosos para ser incorporados a una pintura de
matriz soluble y lograr una formulacibn de alta performance y baja

toxicidad.

Seflalamos que se han hallado pigmentos que tienen la posibilidad de incluirse
en pinturas antiincrustantes y que retnen las condiciones 6ptimas en cuanto a

la efectividad, el bajo costo y el minimo efecto contaminante.

En cuanto a la reduccién del contenido de cobre, las pinturas con mejor
performance fueron las elaboradas en base a pigmentos tipo core-shell o con

tanato cuaprico.

Por otra parte, las formulaciones con benzoato de hierro y con taninos

resultaron las mas promisorias como pinturas no-téxicas.

Los resultados obtenidos indican que estas formulaciones pueden transferirse
al sector productivo para la industrializacion y que, por otra parte, contribuiran a

la preservacion de los ecosistemas acuéticos.
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