DESARROLLO DE UN ENSAYO /N SITUPARA LA EVALUACION
PRELIMINAR DE EXTRACTOS Y COMPUESTOS DE ORIGEN NATURAL
COMO RECUBRIMIENTOS ANT/FOULING NO TOXICOS, EN LA BAHIA DE
CARTAGENA, CARIBE COLOMBIANO

JULIAN ALBERTO PRATO VALDERRAMA

FUNDACION UNIVERSIDAD DE BOGOTA JORGE TADEO LOZANO
PROGRAMA DE BIOLOGIA MARINA
BOGOTA, D.C
2009



DESARROLLO DE UN ENSAYO /N SITUPARA LA EVALUACION
PRELIMINAR DE EXTRACTOS Y COMPUESTOS DE ORIGEN NATURAL
COMO RECUBRIMIENTOS ANT/FOULING NO TOXICOS, EN LA BAHIA DE
CARTAGENA, CARIBE COLOMBIANO

JULIAN ALBERTO PRATO VALDERRAMA

Trabajo de grado para optar por el titulo de Biélogo Marino

Directora
MONICA PUYANA, Ph.D.
Profesora Titular - UNIVERSIDAD JORGE TADEO LOZANO

Asesor
SVEN ZEA, Ph. D.
Profesor Titular - UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

FUNDACION UNIVERSIDAD DE BOGOTA JORGE TADEO LOZANO
PROGRAMA DE BIOLOGIA MARINA
BOGOTA, D.C
2009



A la madre naturaleza...



AGRADECIMINETOS

A mi papa Henry, por su amor, por hablar mi idioma en el momento de
aconsejarme, por acompafiarme, guiarme y apoyarme, eres un gran padre. A mi
mama Norma, por su amor, compafiia paciencia, tolerancia, entendimiento y

ensefianzas, eres una gran mama. A ambos por traerme al mundo, gracias.

A Luana por ser mi hermana, por su compafia, por dejarse molestar, gran

sicéloga, gracias planeta!

A mi maestra MdOnica Puyana, no solamente por instruirme en la biologia,
ensefiarme sus conocimientos, métodos, ayudarme a crecer como profesional, a
escribir mejor, sino también por darme su confianza, ser una gran maestra de la

vida, formadora de personas, buena amiga, profesional y mama. Gracias.

A Nasly por su confianza, comprension y amor.

A mi familia, abuelita Aida, Manuel, Carmen, Dario, mis tios Jimmer, Alfredo, José
Dario, Coraig, Yesid, todos mis tios, ya mis primos entre ellos Cesar y Miguel, a

todos, gracias familia.

A mis amigos por ayudarme a mantenerme en este mundo y vivir la vida
integralmente, disfrutarla, por estar cerca, compartir. Por salir a “caretear” y
bucear en la noche, en la mafana y en la tarde y poder sentirse parte del océano

Vivo.

A la tierra, el agua, el aire y la vida, gracias por los alimentos, paisajes, olores y

por los demas seres que nos acompanan.

A los bidlogos y personas de ciencia de la historia, a Darwin y a Jack Cousteau.
A quienes elaboran documentales sobre el mar y su vida, sobre la selva y la

naturaleza.



A todos los profesores y maestras que me han formado, gracias por ensefiarme
tantas cosas bonitas e interesantes, ustedes han hecho todo esto posible,

gracias.

A la Universidad Jorge Tadeo Lozano, por ser la institucién formadora en Biologia

Marina.

A Colciencias, la Universidad Nacional de Colombia, la empresa Sika Colombia y

COTECMAR, por su colaboracién y respaldo institucional.

Al profesor Paulo Tigreros, por colaborarme con las correcciones del

anteproyecto, con la identificacion de poliquetos y por su buena disposicién.

A los profesores Freddy Ramos, Leonardo Castellanos, Ricardo Cortéz vy
estudiantes Eddison Tello, Evelin Correa, Tatiana Cuadrado y Eduardo Reina de
la UNAL, por toda su colaboracién en la parte quimica, preparacion de los

extractos, separacion de fases, paciencia, apoyo y la molienda del aji.

A Alfredo Morales y Paolo Medina, por su gran apoyo y respaldo en COTECMAR,

y a Samuel Sierra por su colaboracion en el astillero.

A José Ignacio Huertas muchas gracias por ensefiarme con humildad y ayudarme
a comprender el mundo de las pinturas, preparacién de superficies e ingenieria
gquimica, a Fernando Palma, Rafael y Ernesto Luna por su invaluable colaboracién
en Sika y en los conocimientos para el desarrollo y aplicacion de los

recubrimientos.

Al profesor Sven Zea, por su guia y disposicion, por dejarme usar sus placas del

fouling para practicar y ayudarme con el disefio experimental.

A Alba Marina Cobo de la Universidad del Valle por ayudarme con sus amigos a

descifrar los textos para identificar el cirripedio Balanus eburneus.

A Blanca y Angela por su ayuda incondicional muy oportuna.



TABLA DE CONTENIDO

Pag.
1. INTRODUCCION JUSTIFICADA.......c.ooviieieieeteeteeeet ettt 20
2. MARCO TEORICO........oiiiieiiet ettt ettt ettt 26
2.1. EL FENOMENO DEL FOULING...............c.c.ccoscseissssississssissieseaseiaeeeeaa . 26

2.2. FACTORES QUE INFLUYEN EL ASENTAMIENTO LARVAL EN EL MEDIO

MARIN O ..o e e e bbb 28
2.3. LAS BIOPELICULAS Y EL ASENTAMIENTO LARVAL.......c.cccovvviieriierieeiina. 30
2.4. CONTROL DEL FOULING.............ccccviiiiiiiisiiiisiisiiisis ittt 31
2.4.1. El cobre como agente antifouling............cccocoviiiiiiiiiiiiin e 32
2.4.2. Reforzadores organicos de 10S bioCidas............cocuviiiiiiiiiiiiiiiciiiie e 33
243 Tipos de Pinturas Antifouling....................cccoviisiesisiiiiiisiisisssissiiissnnnsn, 34
2.4.4. Compuestos antifouling de origen natural...............ccoeeeviieiii e, 35
2.4.4.1. Elaji yla capSaiCing.........ccooviiiiiiii i 38
3. ANTECEDENTES CIENTIFICOS.......cociitiieiiieiteet ettt 39

3.1 ENSAYOS DE CAMPO PARA LA EVALUACION DE LAS PROPIEDADES

ANTIFOULING DE COMPUESTOS DE ORIGEN
NATURAL. ... 40
3.1.1 Ensayos de asentamiento larval...............c.coccooiiiiiiiiii e, 40
3.1.2 Ensayo /n situ sobre geles de agarosa............cccccccvii i, 40
3.1.3 Ensayo /n situ con camaras de alta resolucion..................cccoeeveviine i, 41

3.2 ESTUDIOS DE CASO PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIFOULING DE
EXTRACTOS NATURALES Y PINTURAS ..ottt 43

4. PROBLEMA DE INVESTIGACION........ccooviviiiiiiiet ettt 47



5. OBIETIVOS. .. ..ot 50

5.1 OBJIETIVO GENERAL. .. ..ottt ittt ittt et e ee e tae e e 50
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........ocviiiiieeiies ettt 50
B. HIPOTESIS.....coiviiitet ettt ettt et et 51
7. METODOLOGHA. ......coooiiiiee oottt 52
7.1 AREA DE ESTUDIO......ccooiiiiiiiit ettt ettt et s, 52
7.2, FASE EXPERIMENTAL....ciiiiiit oo i sttt st st st i e e ae e e 54
7.2.1. Seleccion de los extractos antifouling de origen natural........................... 55

7.2.2. Descripcion general de las especies incluidas en los recubrimientos

experimentales elaborados para el ensayo en campoO..........c.cccoceveviiviieiiiiiiee e 56
7.2.2.1. Neopetrosia carbonaria (Lamarck, 1814)..........cccccceveiiiiiiiieieeien i 56
7.2.2.2. Eunicea laciniata (Duchassaing y Michelotti, 1860).............ccccccccvverernnen 57
7.2.2.3. Capsicum chinense (JAC.).......ccccuvuieiiei 58

7.2.3. Obtencién del material para los extractos antifouling de origen natural...59

7.2.4. Preparacion de extractoS OrganiCOS............oouvviiiiiiiriiii e 60
7.2.5. Preparacion de la pintura..........c.cccocvi i 62
7.2.6. Separacion de las fases de [0S eXtractos............ccoeovvvvveieiiin i 63

7.2.7. Procedimiento para la cuantificacion de capsaicinoides presentes en las
fracciones solubles en xilol de los extractos de aji C. chinense var Habanero
(variedad amarilla y variedad roja)..........c.ccccceiiic 64
7.2.7.1.  Analisis cromatografiCoS...........ccciiiiiiiii i 65

7.2.8. Homogenizacion y disminucion del tamafio de las particulas del aji

habanero amarillo MOITO.......c... i e e e 66
7.2.9. Pruebas de toxicidad con Artemia salina...............ccc.ccccceeeeiiiiiiiieiiiiiiiianns 66
7.2.10. Preparacion de los recubrimientos experimentales.............ccocccveveeiieeenn. 70

7.3. ENSAYO EN CAMPO....ccoiitiiiit it 72



7.3.1. Disefio eXpPerimental ............ccooiiiiiiir e e 72

7.3.2. Preparacion de la superficie de las placas y aplicacion de los

recubrimientos experimentales.............c.ocovvvviiiie i 75
7.3.3. Disposicion del experimento en CamMpPO.........ccovvvveieeiiiiiieiee e e 79
7.3.4. Remocion del eXperimento..........ccccoooiiiiiiiee i e 80
7.3.5. Analisis de las placas y fase de laboratorio...............ccccooviiiiiininnn. 81

7.4. TRATAMIENTOS MATEMATICOS Y ESTADISTICOS PARA EL ANALISIS DE LA

INFORMACION ... ..o oo e et et et e et et e et e e e e 84
8.
RESULTADOS . .. e eee oot et et et 86

8.1. ENSAYO EN CAMPO DEL DESEMPENO ANTIFOULING DE LOS

RECUBRIMIENTOS EXPERIMENTALES...... ..ottt 86
8.2. RESULTADOS PARA LA CARA EXPUESTA DE LAS PLACAS........ccccvvvviiiiinean. 91
8.2.1. Porcentaje de CODEITUIA...........cuiiiiiiiii i 91
8.2.2. BIOIMASA. ... .uiiiit ittt e e 96
8.3. RESULTADOS PARA LA CARA INTERNA DE LAS PLACAS.........cccccciiiiiiiiin 98
8.3.1. Porcentaje de CODEITUIA... .. ..o i e s s e e e e e e e e e aeeaea e 98
8.3.2. BIOIMASA. ... ei ettt 101
8.4. RESULTADOS POR TAXON.......coiiiiviieiieie ettt et s, 103
8.4.1. Abundancia de organismos sobre las placas experimentales.................. 103
8.4.2. Porcentaje de cobertura de organismos por categoria................ccovvnen. 105
8.4.3. Porcentaje de cobertura relativa de organismos..............c.ccccoeeieverennnn. 107

8.5. ESTADO Y DESEMPENO FIiSICO DE LOS RECUBRIMIENTOS
EXPERIMENTALES ..ottt e e 111

8.6 DOMINANCIA 'Y EQUIDAD DE ESPECIES PARA LOS DIFERENTES
RECUBRIMIENTOS ...ttt ettt ettt 113

8.7. CURVA DE DIVERSIDAD ACUMULADA........cooiiiiii e 114

8.8. CUANTIFICACION DE CAPSAICINOIDES EN LOS EXTRACTOS DE AJi
HABANERO. .. ..o e e e e 115



8.9. LETALIDAD DE LOS EXTRACTOS ENSAYADOS PARA ARTEMIA SALINA....117

9. DISCUSION DE RESULTADOS.........ccoiivieiiiiitiieisies et ss e 118

9.1. DISENO DEL ENSAYO EN CAMPO PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD

ANTIFOULING DE RECUBRIMIENTOS EXPERIMENTALES...........ooooiiiii, 119
9.2. DESEMPENO ANT/IFOULING DE LOS RECUBRIMIENTOS ENSAYADOS EN
CAMPO ... 123
9.3. PRINCIPALES ORGANISMOS DEL FOULING FIJADOS A LAS PLACAS........ 130
10. CONCLUSIONES.... ...ttt e e e e e 139
11. RECOMENDACIONES.......oiiiiii ittt e e e 141

12, BIBLIOGRAFIA........cooiitiie ittt et ettt 144



LISTA DE TABLAS
Pag.

Tabla 1. Extractos y compuestos de origen marino y terrestre, con actividad
GQIEITOUNING. ...t e et e e et e et ettt et et e ae s et saseae 37

Tabla 2. Formulacion de los recubrimientos experimentales (tratamientos y
controles) empleados en el experimento de exposicion en campo. .................... 71

Tabla 3. Indice de equidad de Pielou (J), para los tratamientos experimentales
y controles basados en los resultados promedio del porcentaje de cobertura de
organismos sobre la cara expuesta de 1as placas. ..........ccccovviiiiiiiinie 114

Tabla 4. Valores de LDso de los extractos de origen natural para nauplios de
Artemia salina tras 24 horas de eXPOSICION. ........c..cooiiveiiriiiieeei e e eeas 117



LISTA DE FIGURAS

Pag.
Figura 1. Esquema general del fendmeno del fouling en el ambiente marino
(modificado de Clare, 1996). .......coviiiiiiie e 27
Figura 2. Diagrama de formacién de una biopelicula. ...............cccccoviiiiiiiinns 31
Figura 3. Estructura quimica de la capsaiCing. .........cccccccoviiiiiiieiee e 38

Figura 4. Imagenes de la ubicacion del Muelle de COTECMAR en el sector de

MEIMONAL ...t 52
Figura 5. Fotografia /n situ de Negpetrosia carbonaria. .................................... 56
Figura 6. Fotografia de Eunicea laciniata tomada in Situ. ................c.c..cccene... 57
Figura 7. Fotografias de los frutos frescos del aji habanero C. chinense. ........ 59
Figura 8. Aji habanero amarillo previo a la extraccion. .............cccccccoevneiinnne, 61

Figura 9 A y B. Rotavapores que se emplearon para concentrar los extractos y
fracciones (organica y acuosa) extrayendo por destilacion los solventes que se
usaron para la extraccion y para la separacion de las fases. C. Detalle de la
bomba que genera el VacCio. .........cccccoiii i 62

Figura 10. Proceso de separacion de las fases acuosas y solubles en xilol en
embudos de deCantaCION. ..........cciiiiiiiiie i et e e s 63

Figura 11. Placa multipozo de 24 pozos utilizada para realizar el ensayo de
toxicidad CON A. SANNA. ...........ccccoieiisiises ettt 69

Figura 12. Diagrama de la disposicion de las placas experimentales sobre el
ArmMazlin dE PVC. ...t e 72

Figura 13. Esquema del disefio de las placas experimentales usadas en el
ESTUTIO. ittt e e 73

Figura 14. Diagrama de la distribucion de los tratamientos y controles en los
siete Marcos eXPeriMENTaAlES. .......cvvvviiii it e 74

Figura 15. A. Proceso de Sandblasting. ................cccccoviioiiimiiiisiiiiiiiissiiasiiinnns 76
Figura 16. A. Equipo airless. B. Proceso de aplicacion del imprimante o

anticorrosivo. C. Aplicacion del imprimante con pincel en los bordes y orificios de
[AS PIACAS. ...ttt 77



Figura 17. Detalles de la aplicacion de las diferentes capas de pintura sobre las
placas eXPeriMeENtalES. ..........cooiiiiiii i e e 78

Figura 18. Marco experimental de PVC con las placas experimentales sujetas al
mismo mediante amarres PIASTICOS. ........cocciiiiiir i 78

Figura 19. A. Marcos experimentales con las placas atadas en ellos, previo a la
inmersion. B. Proceso de amarre de los marcos experimentales a los pilotes del
muelle de COTECMAR mediante buceo autdnomo. ............cccoceveviiiieiiiinee i, 79

Figura 20. Fotografias de placas con tratamientos diferentes donde se observa
el acetato con cuadricula utilizado para la cuantificacion del porcentaje de
cobertura sobre el &area de 10 x 10 cm en el centro de la placa.

....................................................................................................................... 82
Figura 21. Imagen de uno de los marcos experimentales después de dos
MESES A€ INMEISION J11 SILU. .......vvie et et e e s 87

Figura 22. Promedio general del porcentaje de cobertura relativo de los
grandes grupos taxonomicos fijados a la cara expuesta de las placas
EXPEIMENTAIES. .oeeiit e 88

Figura 23. Colonizacién masiva de Mytella charruana sobre los marcos de PVC,
las cuerdas y las placas experimentales cubriendo en ocasiones la totalidad de los
marcos, creciendo con frecuencia sobre otros organismos como los
(o] ] oZ=To [0 1S PSSP PPTRP S 89

Figura 24. Porcentaje de cobertura (promedio =+ error estandar) de M.
charruana total (epibiontes y fijadas diretamente a las placas) y fijadas
directamente sobre la cara expuesta de las placas para cada uno de los
recubrimientos ENSAYAUOS. .......vviii it e 90

Figura 25. Porcentaje de cobertura (promedio * error estandar) de M.
charruana total (epibiontes y fijadas diretamente a las placas) y fijadas
directamente sobre la cara interna de las placas para cada uno de los
recubrimientos ENSAYATOS. ..........cuviiiiiiiiriie e e e e e e e ee e re e e e aeaaeae 90

Figura 26. Porcentajes de cobertura promedio de los taxa encontrados fijados
directamente a la cara expuesta de las placas experimentales. .......................... 92

Figura 27. Porcentajes de cobertura (promedio =+ error estandar) de
organismos fijados directamente a la cara expuesta de las placas experimentales
para los tratamientos y controles ensayados. .........cccccr e 93

Figura 28. Diagrama Box and Whisker para el porcentaje de cobertura de
organismos sobre la cara expuesta de las placas, entre los tratamientos y el
control de pintura antifouling comercial AFS- ..o 94

Figura 29. Diagrama Box and Whisker del porcentaje de cobertura de
organismos sobre la cara expuesta de las placas, entre: A. Los tratamientos y el



control de sin recubrimiento ST. B. Los tratamientos y el control de matriz de
PINTUIA MA T . e e e e e e e st e e e e e e e 95

Figura 30. Biomasa (promedio = error estandar) correspondiente a los
organismos epibiontes y fijados directamente a la cara expuesta de las placas
experimentales, dentro del area central de las placas de 10 x 10 cm expresados
€N G700 CIMZ. oottt ettt 96

Figura 31. Diagrama Box and Whisker para la biomasa sobre la cara expuesta
de las placas, entre los tratamientos y el control de pintura antifouling comercial
AR S . 97

Figura 32. Diagrama Box and Whisker para la biomasa sobre la cara expuesta
de las placas, entre: A. Los tratamientos y el control sin recubrimiento ST. B.
Los tratamientos y el control de matriz de pintura MAT. ......cccocciiiiiiiiiiinceeee e, 98

Figura 33. Porcentaje de cobertura (promedio £ error estandar) de organismos
fijados directamente a la cara interna de las placas experimentales para los
tratamientos y coNtroles enSayados. ...........cccvoiiiiiiiiiiniieie e 100

Figura 34. Diagrama Box and Whisker para el porcentaje de cobertura sobre la
cara interna de las placas, entre los tratamientos y el control de pintura
antifouling CoOMercCial AFS. .. ..o 101

Figura 35. Biomasa (promedio =+ error estdndar) correspondiente a los
organismos epibiontes y fijados directamente a cara interna de las placas
experimentales, hallados dentro del area central de 10 x 10 cm analizada,
expresados €N §/100 CMZ..........ovie ittt 102

Figura 36. Diagrama Box and Whisker para la biomasa sobre la cara interna de
las placas, entre los tratamientos y el control de pintura antifouling comercial
Y PP PPP PP PROPPRIN 103

Figura 37. Abundancia de organismos (promedio =+ error estandar) por
categoria, de epibiontes y organismos fijados directamente a la cara expuesta de
las placas eXperimentales. ...........ooviiiiie e e 104

Figura 38. Abundancia de organismos (promedio =+ error estandar) por
categoria, de epibiontes y organismos fijados directamente a la cara interna de
las placas experimentales. .........cccccvviiiiii 105

Figura 39. Porcentaje de cobertura (promedio =+ error estandar) de organismos
por categoria fijados directamente a la cara expuesta de las placas
EXPENMENTAIES. ...t e 106

Figura 40. Porcentaje de cobertura (promedio % error estandar) de organismos
por categoria fijados directamente a la cara interna de las placas
EXPEIMENTAIES. ...ttt s 107

Figura 41. Porcentajes de cobertura relativa promedio de las principales
categorias de organismos encontrados fijados directamente a la cara expuesta de
[AS PIACAS. ...ooi i 108



Figura 42. Porcentajes de cobertura relativa promedio de las principales
categorias de organismos encontrados fijados directamente a la cara interna de
[S PIACAS. ... 109

Figura 43. Imagenes de las placas experimentales que muestran el crecimiento
masivo de M. charruana como epibIONTE. ..........coociiiiiiiiiii e 110

Figura 44. Desprendimiento de la pintura experimental (color rojo) en una de
las placas del tratamiento con extracto de habanero rojo HAR.

Figura 45. Fotografias de diferentes placas que muestran claramente el
crecimiento de los cirripedios levantando consigo la pintura experimental (de
o0 o] g o] o T 113

Figura 46. Curva de diversidad acumulada con el indice de Shannon (H'(Ln))
para 11 placas experimentales, 10 correspondientes al control sin recubrimiento
ST y una réplica de MAT (control de matriz de pintura). .............c.ccocecvveeeerenn. 115

Figura 47. Cuantificacion de los principales capsaicinoides presentes en la
fraccion de xilol de los ajies habanero amarillo y rojo. .........ccccovvviiiiiiiiiiiniiines 116



RESUMEN

El fouling, proceso de adhesiébn de moléculas y organismos sobre superficies
sumergidas, genera grandes pérdidas econémicas a los sectores naval, petrolero
y acuicultor, ademas de causar problemas ecolégicos como el transporte y la
introduccion de especies exéticas adheridas a los cascos de las embarcaciones
alrededor del mundo. Tradicionalmente, el problema del fouling ha sido
parcialmente mitigado con la utilizacion de pinturas antifouling tdxicas con serias
implicaciones ecolégicas. El presente trabajo constituy6é el primer esfuerzo en
Colombia para evaluar recubrimientos experimentales basados en sustancias de
origen natural como posibles agentes antifouling no téxicos.

Se elaboraron recubrimientos experimentales a partir de extractos organicos de
la esponja MNeopetrosia carbonaria, el octocoral Eunicea /laciniata y dos
variedades de aji habanero Capsicum chinense. También se ensay0 aji molido
mezclado directamente a la matriz de pintura y una mezcla de extracto de aji y
oxido cuproso. El 6xido cuproso es un compuesto ampliamente utilizado como
agente antifouling. Los recubrimientos experimentales se aplicaron sobre placas
de acero, éstas se fijaron a marcos de PVC los cuales fueron sumergidos durante
dos meses y medio en el muelle de COTECMAR (zona industrial de Mamonal,
Bahia de Cartagena). Como controles se emplearon placas sin recubrimiento y
placas pintadas con un producto antifouling comercial producido por Sika
Colombia S.A.

Después del periodo del ensayo se encontrd que sobre las placas experimentales
se fijaron principalmente los cirripedios Balanus eburneus 'y B. reticulatus, 10s
bivalvos Mytella charruana 'y Crassostrea rhizophorae, la esponja Haliclona sp. y
poliquetos serpulidos. El bivalvo M. charruana es una especie exética que se
reporta por primera vez para el Caribe colombiano en este trabajo.

Los tratamientos sin 6xido de cobre disuadieron del asentamiento larval respecto
a los controles sin tratamiento, pero tuvieron un menor desempefio que el
producto antifouling comercial. El recubrimiento con aji molido tuvo el mejor
desempefio antifouling entre los tratamientos sin Oxido cuproso. El desempefio
antifouling de los recubrimientos experimentales dependié en conjunto de
factores como la preparacion de la superficie, la aplicacién y cuidados previos a
la inmersion, el desempefio fisico-quimico e integridad del recubrimiento en si, la
actividad antifouling y la concentracién de la sustancia que se agregd con ese
propésito. Si bien los extractos naturales ensayados no tuvieron un desempefio
similar o superior al producto antifouling comercial, en las condiciones y el
tiempo ensayados, los resultados sugieren que algunos de éstos, especificamente
los extractos de aji, podrian reforzar su accion como cobiocidas y de esta forma
lograr una significativa reduccion del uso de sales de cobre como agentes
antifouling.

El disefio experimental implementado en el presente trabajo constituyé una
herramienta adecuada, practica y econdémica para evaluar en campo el
desempefio antifouling de recubrimientos experimentales.

Palabras clave:
Fouling, Neopetrosia carbonaria, Eunicea laciniata, Capsicum chinense, aji,
Caribe, Colombia



ABSTRACT

Fouling, the attachment of molecules and living organisms on submerged
surfaces causes significant economical and ecological problems that affect the
petroleum, naval and aquaculture industries. Fouling has been also responsible
for the transport and introduction of many exotic species attached to ship hulls
world-wide. Traditionally, the fouling process has been prevented by the
utilization of toxic coatings with serious environmental consequences. This work
was the first approach to test non-toxic antifouling coatings based on natural
extracts in Colombia.

Experimental coatings with organic extracts of the sponge MNegpetrosia
carbonaria, the octocoral Eunicea laciniata, and two varieties of habanero chili
pepper Capsicum chinense were prepared. We also evaluated powdered chili
pepper mixed directly into the coating and a mixture of chili extract and cuprous
oxide. Cuprous oxide is widely used as an antifouling agent. Steel plates were
painted with the experimental coatings, attached to PVC frames and these were
deployed on the dock of COTECMAR, located on the industrial zone of Mamonal,
Cartagena Bay, Colombia. As controls we evaluated plates without any coating
and plates coating with a commercial antifouling product produced by Sika
Colombia S.A.

After an exposure period of 2.5 months, we found that the most common
organisms attached to the experimental plates were the barnacles Balanus
eburneus and Balanus reticulates, the bivalves Crassostrea rhizophorae and
Mytella charruana, the sponge Haliclona sp. and serpulid polychaetes. Mytella
charruana is an exotic species reported for first time in the Colombian Caribbean
in this work.

Treatments without cuprous oxide reduced larval settlement compared to
controls without any coating, but had an inferior performance compared to the
commercial antifouling coating. The coating based on powdered chili pepper
showed the best antifouling performance of all copper-free experimental
coatings. Antifouling performance of the experimental coatings tested were
influenced by factors such as surface treatment before coating, coating
application, plate handling prior to exposure, the coating physical, chemical and
mechanical performance and concentrations of experimental antifoulants added.
Although the extracts tested did not have the same performance as the
commercial antifouling coating, under the conditions and time frame they were
evaluated, our results suggest that some of these, particularly chili extracts,
could be used as booster biocides in copper based antifouling coatings. Booster
biocides based on natural extracts could significantly reduce the need to add
great quantities of copper-based antifoulants to commercial coatings.

The experimental design applied in this study was a suitable, practical and
economical way to evaluate the antifouling performance of experimental coatings
in the field.

Keywords:
Fouling, Neopetrosia carbonaria, Eunicea laciniata, Capsicum chinense, chili
pepper, Caribbean, Colombia



1. INTRODUCCION JUSTIFICADA

En el océano existen una gran cantidad de organismos con diversos habitos, que
viven, se alimentan, y utilizan los diferentes recursos que éste les ofrece. Estos
seres vivos interactian con el medio y con otros organismos, participando en flujos
de energia y materia, originando una gran diversidad de ecosistemas. En el
ambiente marino, al igual que en el terrestre, se dan diversos procesos de sucesion
y reemplazo de especies y se desarrollan numerosas interacciones entre los
organismos en respuesta a la busqueda y consecucion de recursos como el alimento

0 el espacio (Odum, 1972; Garcia y Salzwedel, 1995; Mann y Lazier, 2006).

Todo sustrato parcial o totalmente sumergido en el mar (embarcaciones, estructuras
para la acuicultura, pilotes de muelles, torres de extraccion de hidrocarburos,
sistemas de enfriamiento, raices de mangle o cuerpos de otros organismos),
constituye un importante recurso espacial, fundamental para el desarrollo de los
ciclos de vida de microorganismos y muchos organismos bentdnicos sésiles
incluyendo algas, esponjas, hidrozoos, antozoos, briozoos, poliquetos, bivalvos,
cirripedios y ascidias, entre otros. Estos organismos colonizan las superficies y
gradualmente modifican su estado. La colonizacion de superficies parcial o
totalmente sumergidas en un medio acuoso por organismos Vvivos, se conoce como
biofouling. Este término se usa para diferenciarlo del denominado proceso del
fouling el cual se refiere a la adhesion sobre una superficie inmersa en un medio
acuoso no solo de organismos, sino también de material inerte como moléculas o
particulas en solucidén, proceso que depende de varios factores fisicoquimicos,
electroquimicos y bioldgicos (Ruppert y Barnes, 1996; Rittschof, 2000; Hadfield y
Paul, 2001; Steinberg et al., 2001). Para el presente trabajo se utilizara el término

fouling por ser mas general.
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El fendmeno del fouling produce efectos diversos. En el caso de las embarcaciones
por ejemplo, genera aglomeraciones de organismos que ocasionan una disminucion
en la eficiencia de la navegacién de hasta un 30% debido al aumento de la friccion y
del peso de las naves con un consecuente mayor consumo de combustible, sumado
al deterioro fisico y quimico de su estructura (Vetere et a/., 1999; Callow y Callow,
2002; Flemming, 2002). Segun Callow y Callow (2002) el fendmeno del fouling
ocasiona un gasto anual cercano de un billén de dodlares sélo a la fuerza naval
estadounidense. En la acuicultura, por ejemplo, el fouling disminuye la eficiencia de

produccién y ocasiona un gran deterioro en jaulas y redes (Pacheco y Garate, 2005).

Alrededor del mundo se han empleado diversos materiales y mecanismos para
controlar el fendmeno del fouling, principalmente pinturas o recubrimientos que
disuaden el asentamiento larval sobre la superficie tratada. Entre las sustancias
quimicas utilizadas para el control de este fendmeno, se destacan los metales como
el estafio, el cobre, el plomo, el zinc y el arsénico que al incorporarse en moléculas
organicas son toxicos, se bioacumulan y biomagnifican. El empleo de derivados del
arsénico y compuestos organometalicos basados en estano como el tributilestano
(tributyltin, TBT por sus siglas en inglés) comenz6 en los afos setenta con la
introduccién de estos compuestos en pinturas de copolimeros autopulimentables.
Estas pinturas resultaron ser bastante efectivas contra el fouling, pero muy tdxicas,
afectando una amplia gama de organismos y al hombre (Organizacion Maritima
Internacional, 1999; Callow y Callow, 2002; Nishikawa, 2006).

Los diversos componentes de las pinturas antifouling son liberados a tasas variables,
sufriendo procesos de transformacion, degradacion y acumulacion, en diferentes
cantidades a través de la red trdfica, el agua y el sedimento (Rittschof, 2000;
Thomas, 2001). Algunos compuestos tales como el Sea-Nine 211, las piritionas de
zinc y el Irgaro/ 1051 son utilizados actualmente como alternativas al TBT. Sin
embargo, estos productos presentan ciertos niveles de toxicidad, ademas por su uso
masivo, las concentraciones ambientales de estos productos han superado los limites
establecidos y han sido vetados en algunos paises (Ranke y Jastorff, 2000; Callow y
Callow, 2002).
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La Organizacion Maritima Internacional, (OMI o IMO por sus siglas en inglés)
estipuld en octubre de 2001 la Convencidon Internacional sobre el control de sistemas
antifouling perjudiciales o nocivos en embarcaciones (Convencion ATF 2001). Para
noviembre de 2001, la asamblea de la IMO adopt6 la resolucién A.928(22) sobre la
aplicacion temprana y efectiva de la convencién ATF 2001, segun la cual para 2003
se prohibia la aplicacion en embarcaciones, a nivel mundial, de sustancias y
recubrimientos antifouling basados en estafio con el fin de prohibir su uso o

presencia sobre todas las embarcaciones para el 1 de enero de 2008.

La convencion entrd a regir el 17 de septiembre del 2008, 12 meses después de la
ratificacion de por lo menos un 25% de la flota maritima mundial, conformada por
los paises que estan vinculados a la IMO. Lo anterior debido a que finalmente se
alcanzé el minimo de ratificaciones necesarias tras la aceptacién por parte de
Panama el 17 de septiembre del 2007 (http:/www.imo.org, consulta on /ine
noviembre, 2007). Actualmente la convencidn ha sido ratificada por 39 paises que
conforman el 66,9% de la flota maritima mundial. Colombia no ha ratificado aun la
convencién, mientras que paises como Australia, Bulgaria, Dinamarca, Grecia,
Espafia, Japon y México, ya ratificaron y han controlado y prohibido el uso de
pinturas antifouling basadas en TBT en sus aguas (http:/www.imo.org, consulta on

line, junio, 2009).

Dada la necesidad de encontrar sustancias Utiles, efectivas y selectivas para el
control del fouling y que no sean toxicas para la fauna y flora marinas, se han
realizado muchas investigaciones hacia la busqueda y potencial uso de sustancias
naturales con actividad antifouling, con el fin de emplearlas como nuevos
componentes en pinturas y recubrimientos para embarcaciones (Wahl, 1989; Clare,
1996; Arias et al., 2006; Tsoukatou et a/., 2007).

Las investigaciones relacionadas con el fouling han aportado informacién muy

valiosa acerca del fendmeno como tal (que inicia con la formacién de biopeliculas
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microbianas y el asentamiento larval en el caso de los invertebrados) y algunas

alternativas no tdxicas para su mitigacion (Rittschof, 2001).

La supervivencia de las especies bentdnicas depende en gran parte del lugar de
asentamiento y del éxito de las larvas. Estas presentan estructuras sensitivas y
quimiorreceptores para explorar y elegir un lugar apropiado para su desarrollo. El
proceso de asentamiento y fijacion larval estd influenciado ademas por factores
como el régimen hidrodinamico, la topografia del sustrato, salinidad, temperatura,
actividad electrostatica, gravedad, fuerzas de Van der Waals, luz, disponibilidad de
alimento, presencia de coespecificos u otros organismos, entre otros factores
quimicos, bioldgicos y ecoldgicos (Wahl, 1989; Fusetani, 1997; Coll et al., 1994;
Clare y Matsumura, 2000; Lam et a/., 2003).

La colonizacion de organismos responsables del fouling es muy reducida dentro de
ciertos rangos de energia libre superficial (Steinberg et a/,, 2001). Por ello, con el
fin de reducir el fendmeno del fouling se han ensayado materiales con baja energia
libre de superficie. También se han ensayado compuestos aislados de organismos
marinos, ya que siendo algunos de éstos potenciales superficies para el
asentamiento de larvas, se mantienen libres de macroepibiontes, sugiriendo que
poseen sustancias quimicas que evitan el fouling sobre su superficie. Estas
sustancias podrian afectar negativamente el asentamiento, el crecimiento o causar
mortalidad en larvas, siendo potencialmente Utiles como agentes antifouling (Davis
et al,, 1991; De Nys et al, 1991; Lau y Quian, 1997; Fusetani, 1997; Jensen et al.,
1998).

De esta forma, se han obtenido e identificado compuestos con propiedades
antifouling a partir de bacterias, algas, esponjas, octocorales briozoos y ascidias (De
Nys et al., 1995; Henrikson y Pawlik, 1995; Clare y Matsumura, 2000; Rittschof,
2000; Nylund y Pavia, 2003; Arias et al., 2006).

Es reconocida también la importancia de las biopeliculas formadas por

microorganismos en la produccién de sustancias quimicas que funcionan ya sea
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como inductores, o como represores del asentamiento y la colonizacion sobre
superficies (Lam et al, 2003). Se conocen algunos ejemplos de simbiosis de
microorganismos con invertebrados marinos, asociaciones que les permiten a estos
ultimos tener propiedades antifouling (Wahl, 1989; Boyd et a/., 1998; Steinberg, et
al, 2001).

La mayoria de bioensayos para evaluar la actividad antifouling de extractos y
compuestos de origen natural se han implementado en laboratorio bajo condiciones
controladas (De Nys et al., 1996; Flemming, 2002). Ensayos como la inhibicién de la
fijacion de larvas cypris de cirripedios Balanus spp., son comunes y han generado
avances en el conocimiento y descubrimiento de sustancias con propiedades
antifouling (Willemsen, 1994; Nylund y Pavia, 2003; Feng et al, 2009). Sin
embargo son escasos los estudios en el medio marino en los que se ensayen las
sustancias ante un espectro mas amplio de organismos, bajo condiciones
ambientales naturales, sus fluctuaciones y las posibles interacciones entre
organismos que se dan en el medio natural, que son las condiciones reales a las que
se expondria un recubrimiento o compuesto antifouling si es aplicado sobre una
estructura artificial en el mar (Henrikson y Pawlik, 1995; Fusetani, 1997; Vetere et
al.,, 1999; Rittschof, 2000).

En razdén a lo anterior, se realizd el presente trabajo en el cual se implementd un
ensayo /n situ para evaluar el desempeno antifouling de recubrimientos
experimentales, bajo las condiciones naturales en la Bahia de Cartagena, con un
aporte de larvas y microorganismos propio del ambiente marino natural. Esto
permitid abarcar un rango mas amplio de organismos que en las pruebas de
laboratorio. Con esta propuesta metodoldgica se evalué de manera preliminar la
actividad antifouling de recubrimientos con extractos y compuestos de origen natural
obtenidos a partir de las investigaciones realizadas dentro del proyecto “Valoracion
de las propiedades antifouling de algunas especies vegetales y marinas (aji e
invertebrados marinos) y su posible aplicacion en recubrimientos industriales”,
Proyecto realizado por la Universidad Nacional de Colombia y la Universidad Jorge

Tadeo Lozano, financiado por COLCIENCIAS y con la colaboracién de la empresa
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Sika Colombia S.A. y la Corporacion de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo de la
Industria Naval Maritima y Fluvial (COTECMAR). Este proyecto constituyd un
esfuerzo para encontrar una alternativa no toxica al problema del fouling, generando
avances valiosos en el conocimiento de la diversidad de sustancias provenientes de

algunos invertebrados marinos y plantas en Colombia.
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2. MARCO TEORICO

2.1. EL FENOMENO DEL FOULING

El fouling se entiende como el proceso de adsorcién, colonizacién y desarrollo de
material viviente y no viviente (moléculas, materia organica) sobre un sustrato
inmerso en un medio acuoso. El componente vivo incluye el microfouling (bacterias,

hongos, diatomeas) y macrofouling (algas e invertebrados) (Clare, 1996).

El proceso del fouling es muy dindmico y diverso debido a la gran cantidad de
variables que se ven involucradas (Figura 1). El proceso inicia inmediatamente se
sumerge el material, generalmente con la adsorcion de moléculas y particulas
pequenas. Unas horas después, el material sumergido es colonizado por bacterias,
hongos y diatomeas, los cuales forman biopeliculas mediante la secrecion de
sustancias adherentes poliméricas extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés).
Posteriormente se da la colonizacidn por larvas y esporas de organismos de mayor
tamano como algas, cirripedios, ascidias y otros organismos marinos (Figura 1).
Este modelo general presenta diversas variaciones en su orden, debido a que
también se puede iniciar, por ejemplo con la fijacion de cirripedios directamente
sobre la superficie limpia sin la presencia de una biopelicula de microorganismos
(Rittschof, 2001).

El tipo y cantidad de organismos que se adhieren al sustrato dependen de las
caracteristicas bioldgicas y fisicas de cada sitio en particular como la diversidad y
abundancia de diferentes especies, latitud, estacionalidad, salinidad y corrientes,
entre otras condiciones propias cada sitio donde esté inmerso un material (Callow y
Callow, 2002).
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Tiempo

Macrofouling
Inmersion Microfouling
Larvas de
Yl N invertebrados
Microorganismos
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biopeliculas)
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Adsorcién Metamorfosis
-~ Crecimiento
v Fijacion v

Figura 1. Esquema general del fendmeno del fouling en el ambiente marino
(modificado de Clare, 1996).

El fouling es un problema que afecta particularmente a la industria naval debido al
incremento en gastos de prevencion del proceso, mantenimiento por el deterioro de
las estructuras como el casco de las embarcaciones y pérdidas ocasionadas por el
incremento en el consumo de combustible, siendo éstas sélo algunas de las
consecuencias econdmicas del asentamiento de organismos sobre las
embarcaciones. Esto ha impulsado el desarrollo en el conocimiento del fenémeno
del fouling, y de los factores relacionados con el asentamiento larval (Armstrong et
al., 2000).

Los organismos que causan mayores problemas a la industria naval son aquellos de
cuerpo duro que secretan carbonato de calcio, como los cirripedios, los poliquetos
tubicolas y algunos moluscos, ya que las estructuras calcareas ejercen una mayor
resistencia y friccion ademas de su peso, ocasionando mayor gasto de combustible.
Adicionalmente se cementan sobre el sustrato siendo dificiles de retirar de las
cubiertas, dafando el recubrimiento en el proceso. De igual forma estos organismos

sirven como sustrato para que otros organismos se asienten y vivan sobre ellos sin
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que se vean afectados por los recubrimientos antifouling aplicados sobre la
superficie (Callow y Callow, 2002).

La introduccién de especies exdticas caracteristicas de las comunidades del fouling,
se ha visto favorecida por el transporte interoceadnico. Es el caso de organismos
como las algas del género Enteromorpha, gusanos tubicolas como Hydroides
elegans, el briozoo Bugula neritinay el cirripedio Balanus amphitrite entre otras, que
en la actualidad se encuentran en la mayoria de las costas del mundo y causan
graves problemas de fouling (Callow y Callow, 2002; Omae, 2003). Estas especies
suelen reproducirse durante todo el afio y completan su ciclo de vida en tiempo muy
corto, lo cual explica su éxito en la colonizacién y alta dispersion, convirtiéndose
ademds en un problema para la diversidad propia los ecosistemas donde son
introducidas, debido a que pueden competir o depredar a las especies nativas
disminuyendo sus poblaciones e incluso extinguiéndolas (Johnson et al., 2006). La
introduccién de especies no nativas que se convierten luego en invasoras, constituye
una de las cuatro mayores amenazas para los océanos, y la primera causa de
pérdida de biodiversidad en las zonas costeras (International Maritime Organization,
2009. Tomado de

http://globallast.imo.org/index.asp?page=problem.htm&menu=true, consulta on

line, junio, 2009). Las especies invasoras causan inmensas pérdidas econdmicas,
ecoldgicas e incluso constituyen una amenaza para la salud humana. En mayo de
2009 el programa de la ONU para el medio ambiente (PNUMA) advirtid que estas
especies causan pérdidas superiores a 1.5 billones de ddlares (PNUMA, 2009.
Tomado de http://www.un.org/spanish/News/index.asp, consulta on /ine, junio,
2009)

2.2. FACTORES QUE INFLUYEN EL ASENTAMIENTO LARVAL EN EL MEDIO
MARINO

Numerosos invertebrados marinos sésiles tienen generalmente en sus ciclos de vida

fases larvales de vida libre, durante los cuales las larvas poseen la capacidad de

explorar selectivamente el sustrato y elegir uno adecuado para su desarrollo,
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asentamiento, metamorfosis y asi continuar con su ciclo vital (Clare y Matsumura,
2000).

Existen varios factores que afectan el asentamiento larval, ya sea fisicos (corrientes,
cantidad de luz, rugosidad y microtopografia del sustrato) (Hills y Thomason, 1998;
Gunkel, 1997), bioldgicos (tiempo de vida y selectividad de la larva, presencia y tipo
de una biopelicula) (Steinberg et al, 2001), quimicos (sustancias alelopaticas,
sefiales quimicas, inductores de metamorfosis) (Davis et al/, 1991; Zimmer-Faust;
Tamburri, 1994; Turner et al,, 1994; Clare y Matsumura, 2000) o factores ecoldgicos

(depredacién y competencia) (Fearon y Cameron, 1997).

Hay diversos casos de estimulos de tipo quimico usualmente detectados por las
larvas mediante receptores sensoriales (Fusetani, 1997), que influyen el
asentamiento larval, donde un compuesto puede atraer o repeler, inducir o inhibir la
metamorfosis, estimular o afectar negativamente el crecimiento y desarrollo de los
organismos (Clare, 1996). Las sefales quimicas pueden venir por ejemplo de

biopeliculas, coespecificos o presas (Steinberg et a/., 2001).

Steinberg et al (2001) encontraron que las larvas del nudibranquio Ewbranchus
doriae, son inducidas al asentamiento y metamorfosis por un carbohidrato soluble
extraido del hidroide Kirchenpaueria pinnata, su presa primaria. De otra parte,
Fearon y Cameron (1997) encontraron que los extractos de varias especies de
corales escleractineos tienen propiedades alelopaticas, como una alternativa para
disuadir el desarrollo y supervivencia de las larvas de corales de especies diferentes.
Algunos organismos como los cirripedios, especificamente Balanus amphitrite,
emiten sefales quimicas para atraer a sus coespecificos e inducir su metamorfosis,
conformando agregaciones de organismos de la misma especie, que facilitan

procesos como la reproduccion (Clare y Matsumura, 2000).
El poliqueto Hydroides elegans, es inducido al asentamiento en presencia de

biopeliculas de las diatomeas Achnanthes sp. y Nitzschia constricta (Lam et al.,

2003). Segun Steinberg et a/. (2001) las bacterias presentan también mecanismos
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de tipo quimico que actian como sefales atrayentes para sus coespecificos hacia un
sustrato determinado, bien sea el 6rgano luminoso de los peces, tejidos vegetales o
superficies inanimadas. En este aspecto es bien conocida la funcion de las Acil
Homoserina Lactonas (AHL), como compuestos inductores para la colonizacion de
superficies y formacion de biopeliculas. El sistema AHL se ve afectado por la accién
de furanonas aisladas del alga roja Delisea pulchra, que ademas tienen actividad
antifouling (De Nys et al., 1995).

2.3. LAS BIOPELICULAS Y EL ASENTAMIENTO LARVAL.

Las superficies sumergidas suelen adsorber nutrientes, presentando generalmente
mayores concentraciones de éstos en comparacion al medio acuoso en el que estan
inmersas. Los microorganismos aprovechan este hecho y colonizan las superficies
formando biopeliculas, que son agregados celulares con estructura tridimensional
que se mantienen unidos mediante polisacaridos adhesivos secretados por las
mismas células (EPS, por sus siglas en inglés) (Figura 2). Las biopeliculas o biofilms,
permiten atrapar mas nutrientes para el crecimiento de las poblaciones microbianas
e impiden el desprendimiento de las células por el movimiento del agua. Para la
formacion de las biopeliculas es muy importante la comunicacidon entre las células,
mediante la expresion de genes que codifican para la formacién del polisacarido y
seflales quimicas que actian como agentes quimiotacticos que ayudan al
reclutamiento de congéneres mediante el mecanismo de quorum sensing entre
bacterias (Madigan et a/., 1998).

Las biopeliculas son muy importantes en procesos de corrosion, en la salud humana
y el fouling. En este Ultimo evento las biopeliculas suelen constituir las primeras
etapas de la colonizacion de superficies por organismos marinos, pudiendo tener
efectos inductores o represores del asentamiento y colonizacién de superficies por
otros microorganismos o larvas de invertebrados marinos (Armstrong et a/., 2000;
Peppiatt et al., 2000; Burgess et a/, 2003; Lam et al., 2003).
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Figura 2. Diagrama de formacién de una biopelicula. 1. Adsorcién. 2. Adhesion y
secrecion de exopolimeros adherentes (EPS). 3y 4. Crecimiento por reproduccion y
reclutamiento de nuevas células. 5. Expulsion de células para la colonizacion de
nuevos sustratos. (Tomado y modificado de
http://biology.binghamton.edu/davies/images/biofilm.jpg consulta on /ine, marzo,
2008)

2.4. CONTROL DEL FOULING

El fouling en el ambiente marino trae consigo problemas que afectan enormemente
la economia de industrias como la acuacultura, la industria naval y otras industrias
que tengan estructuras inmersas en el mar. Para el caso de la acuacultura, el
fouling disminuye la vida Util y la eficiencia de la infraestructura empleada para el
cultivo, genera gastos en productos antifouling y pérdidas econdmicas por el
aumento del tiempo gastado en la limpieza de las estructuras
(http://crabpoject.com. Consulta on /ine, enero 2008)

Para la industria naval el fouling ha sido un gran problema debido a que las
embarcaciones que no estén protegidas por sistemas antifouling pueden acumular
hasta 150 kg/m? de incrustaciones bioldgicas en menos de seis meses en el mar
(Organizacién Maritima Internacional, 1999). En un superpetrolero esto puede
significar 6.000 toneladas de incrustaciones bioldgicas, que al generar mayor

friccion, ocasiona un incremento de hasta del 50% en combustible, ocasionando no
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solo pérdidas econdmicas, sino también un mayor aporte de CO, y otros
contaminantes a la atmdsfera, ademas de facilitar el transporte de especies exdticas
(Organizaciéon Maritima Internacional, 1999; Johnson et a/., 2006).

Para el control del problema del fouling se han empleado varias estrategias, pero la
mayoria ha traido consigo efectos ambientales adversos. Durante la década de los
sesenta la industria quimica desarrolld pinturas antifouling eficaces y econémicas
utilizando compuestos organometdlicos, en particular, compuestos organo-
estafosos, especialmente el tributilestafio (TBT por sus siglas en inglés). Los
compuestos organo-estafosos persisten en el agua y los sedimentos, y afectan a
otros organismos como moluscos, mamiferos y humanos, ya que estos compuestos
se transfieren a través de la red trofica (Organizacion Maritima Internacional, 1999;
Armstrong et al., 2000).

En particular, se ha demostrado que el TBT causa deformaciones en conchas de
ostras y otros bivalvos y cambios de sexo en moluscos (imposexo, que es el
desarrollo de dérganos sexuales masculinos en hembras, lo cual causa esterilidad)
(Nishikawa, 2006). El TBT dana las funciones membranales como la fosforilacion
oxidativa, altera las funciones hormonales y afecta la respuesta inmune en los seres
vivos (Rittschof, 2000). Dada la alta toxicidad del TBT, muchos estados han
impuesto restricciones para el empleo de este compuesto, adicionalmente la OMI
realizd una convencion para prohibir su uso a nivel mundial, prohibicion que ya esta
aprobada por haber sido ratificada por el minimo de paises necesarios y entrd en
rigor a partir de septiembre del 2008 (http:/www.imo.org, consulta on /ine, junio,
2009).

2.4.1. El cobre como agente antifouling
El cobre es el biocida mas importante alternativo al estafio y es utilizado
principalmente en forma de déxidos y sales, 6 con otros metales como el niquel. El

cobre posee actividad bactericida, fungicida, moluscicida y es un efectivo agente

antifouling contra cirripedios, gusanos tubicolas y algas (Richardson, 1997; Omae,
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2003). A pesar de existir naturalmente en cantidades traza en el agua de mar, las
concentraciones de cobre en el agua, sedimentos y organismos marinos han
aumentado ostensiblemente desde las regulaciones impuestas al uso de TBT,
llegando a valores superiores a los permitidos por algunos paises como el Reino
Unido, por lo cual empieza a ser restringido en ciertas partes del mundo. La
persistencia del cobre en el medio marino es alta y su acumulacion en los
sedimentos es significativa, sin embargo existen controversias en cuanto a la
dindmica y especiacion de este elemento en el mar. Solo una porcion minima del
cobre presente en el medio marino se encuentra disponible para los seres vivos, por
lo tanto el “exceso” es potencialmente nocivo para éstos. El cobre puede ser
parcialmente metabolizado por peces y algunos invertebrados, asi que su toxicidad
es mas significativa para la mayor parte de los invertebrados, ciertas algas y los

microorganismos (Ranke y Jastorff, 2000).

2.4.2. Reforzadores organicos de los biocidas

Debido a que algunos organismos del fouling son resistentes al cobre, se han
empleado diversos compuestos que actUan en conjunto con el cobre para ofrecer
una mayor proteccion antifouling. Estos seguin resume Omae (2003) incluyen
aminas heterociclicas, haluros aromaticos, carbamatos, cicloalquiaminas,
compuestos de fésforo, azufre y enzimas, entre otros. Los mas conocidos son el
Irgarol 1051, las piritionas de zinc, el Sea-Nine 211 y el Diuron, algunos de los

cuales tienen uso como herbicidas o insecticidas (Thomas, 2001).

El Irgarol 1051™, tiene un efecto inhibidor de la fotosintesis muy alto al ligarse con
la proteina D1 del fotosistema II siendo efectivo contra algas en concentraciones de
50 ng/l; sin embargo trae efectos negativos hacia organismos no-fotosintéticos a
concentraciones mayores de 1 mg/l (Ranke y Jastorff, 2000; Risttschoff, 2001). En
varias localidades de Europa y en el Mar de Seto en Japdn, se han reportado niveles
de este compuesto superiores a 50 ng/l, aun se desconoce el impacto que pueda
tener este potente herbicida no especifico sobre los ecosistemas afectados
(Rittschof, 2001).
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Las piritionas de zinc se usan generalmente con déxidos o tiocianatos de cobre como
agentes antialgales y antimicrobianos de amplio espectro. Estos compuestos
presentan toxicidad en embriones y adultos de peces a concentraciones entre 3-10
ug/l. El Sea-Nine 211, es un agente biocida de amplio espectro y presenta actividad
contra bacterias, algas, hongos y macroinvertebrados. En algunos paises como
Suecia, este compuesto tiene las mismas restricciones que otros biocidas
comerciales. Su alta lipofilicidad sugiere que su adsorcién en los sedimentos y
tejidos, donde se acumula. Dado a que en afos recientes el empleo de estos
reforzadores de biocidas se ha incrementado notablemente, sus concentraciones en
algunas partes del mundo han aumentando por encima de los niveles permitidos,
acarreando consecuencias adversas para las comunidades marinas por lo cual no

deben seguir siendo empleados por mucho tiempo (Ranke y Jastorff, 2000).

2.4.3. Tipos de Pinturas Antifouling

Existen varios tipos de pinturas para la inclusiéon de compuestos antifouling, las
pinturas de libre asociacion y las pinturas autopulimentables, que pueden usar
matrices solubles o insolubles (Race y Kelly, 1994). También hay en el mercado
pinturas autolimpiantes biodegradables a base de celulosa, lignina, almidén,
poliéster, poliamidas y polivinil alcoholes, entre otras. Estas matrices constituyen
alternativas para incluir en ellas compuestos antifouling no toxicos. Las pinturas de
libre asociacion, tienen el compuesto antifouling disperso en la matriz resinosa y éste
se lixivia hacia el agua de mar a una tasa determinada, dejando de ser eficiente con
el pasar del tiempo. En las pinturas autopulimentables o autolimpiantes, el
compuesto antifouling esta unido a la base del polimero, de esta forma el compuesto
antifouling se lixivia a una tasa uniforme en el tiempo, y la pintura va siendo
erosionada con el roce del agua dejando expuestas nuevas “capas” de pintura. Las
pinturas de matriz soluble, van disolviéndose lentamente, volviéndose cada vez mas
delgadas y liberando los compuestos antifouling. De otra parte, las pinturas de
matriz insoluble tienen mayor duracién sin perder mucho su espesor inicial (Race y

Kelly, 1994; Organizacion Maritima Internacional, 1999; Omae, 2003).
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En anos recientes se ha venido desarrollando la busqueda de compuestos y
soluciones no tdxicas al fenomeno del fouling, incursionando en el disefio de nuevos
materiales y en el uso de productos antifouling de origen natural extraidos de
organismos terrestres y marinos (Clare, 1996). Se han desarrollado nuevos
materiales con caracteristicas nanoestructurales que disminuyen el fouling sin el uso
de biocidas. Estos materiales tienen en cuenta los criterios de energia libre de
superficie, el modulo elastico, las fuerzas de Van der Waals, y los balances entre las
capas hidrofilicas e hidrofdbicas, como en el caso de los recubrimientos llamados
foul-release, los cuales son de facil liberacion, favoreciendo la remocion de
organismos sin causar dafio al recubrimiento (Vladkova, 2007). Algunos materiales
como las siliconas presentan valores de modulo elastico y energia libre de superficie
muy bajos, por esta razén son de gran utilidad como recubrimientos antifouling
debido a la baja adhesion que presentan para los organismos del fouling,
permitiendo retirarlos de la cubierta facilmente. A pesar de que las siliconas son una
excelente alternativa no toxica contra el fouling, son muy costosas, restringiendo asi

su uso generalizado (Omae, 2003; Vladkova, 2007).

Existen también sistemas antifouling eléctricos, mediante los cuales se aplican
potenciales de voltajes bajos variables a través de la superficie a proteger
manteniendo las superficies libres de fouling. Este sistema es muy Gtil en plantas de
energia, tuberias de acueducto y embarcaciones pequenas, pero no funciona bien en

naves de gran tamafio como los buques (Omae, 2003).

2.4.4. Compuestos antifouling de origen natural

Debido a los problemas ambientales que ha generado el uso de compuestos
antifouling basados en metales asi como otros biocidas, los compuestos de origen
natural representan una alternativa no tdxica para controlar el fouling. En el medio
natural, existen varios mecanismos por medio de los cuales los organismos protegen
sus propias superficies del fouling, incluyendo procesos fisicos, mecanicos y quimicos
(Wahl, 1989).
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La presencia y produccion de compuestos quimicos como métodos de defensa
natural por parte de organismos marinos ha sido reconocida y estudiada con varios
propdsitos, entre ellos la busqueda de compuestos con actividad antifouling no
tdxicos. Los grupos taxondmicos que han mostrado mayor potencial en este campo
son las bacterias, algas, esponjas, briozoos, cnidarios, tunicados y pastos marinos
(Chambers et al., 2006).

Se han reportado muchos extractos y compuestos de origen natural que presentan
actividad antifouling, algunos de ellos producidos por bacterias (Holmstro et al,
2002; Bhattarai et al., 2006; Diers et al., 2006), hongos (Fuk et al., 2006), algas (De
Nys et al., 1995; Lau y Qian, 1997; Nylund y Pavia, 2003), esponjas (Thacker et al.,
1998; Thakur y Muller, 2004; Arias et al, 2006; Tsoukatou et al, 2007),
gorgonaceos (Targett et al, 1983; Pereira et al, 2002), equinodermos (Selvin y
Lipton, 2004), ascidias (Davis et al, 1991) y plantas superiores como los pastos
marinos y el aji picante (Barrios et al, 2005; Xu et al, 2005). Propiedades
antifouling también se han detectado en plantas terrestres como el té verde, el
wasabi, las hojas de roble y el aji (Omae, 2003), asi como en hierbas de la medicina
tradicional china (Feng et a/, 2009). Algunos ejemplos de extractos y compuestos

de origen natural con actividad antifouling aparecen resumidos en la Tabla 1.
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Tabla 1. Extractos y compuestos de origen marino y terrestre, con actividad

antifouling.

GRUPO

ESPECIE FUENTE

MATERIAL DE
PRUEBA

TIPO DE ACTIVIDAD

Inhibidor del asentamiento
de esporas del alga Ulva

REFERENCIA

Burgess et al.,

de diatomeas

Pseudomonas sp. extracto crudo lactuca y larvas del
S 2003
cirripedio Balanus
amphitrite
Antibacterial, antifingico,
Pseudoalteromonas biopelicula inhibidor del asentamiento Holmstro et al.,
tunicata P de esporas de U. /actucay 2002
larvas de B. amphitrite
Shem./ane//fa extracto crudo Antibacterial Bhattarai et al,
oneidensis 2006
Delisea ; Inhibidor del asen';amlento De Nys et al,
lchra uranonas de esporas de U. ac_tug:ay 1995
P larvas de B. amphitrite
Plocamium cloromertense- Necrosis en el octocoral De Nys et al.,
Sinularia cruciata
hamatum no 1991
(en campo)
Saraassum Inhibidor del asentamiento Lau y Quian
gas florotaninos larval del poliqueto !
tenerrimum . 1997
Hydroides elegans
3-cloro-2,5- Inhibidor del asentamiento
Ampelomyces sp. dihidrobencil larval del poliqueto H. Fuk et al., 2006
alcohol elegansy de B. amphitrite
Capsicum sp. capsaicina Antibacterial Xu et al., 2005
luteolin 7-¢-B- | Inhibicion del crecimiento
Thalassia D- del hongo Schizochytrium Jensen
testudinum glucopiranosil- | aggregatum, en ensayo de et al,1998
2"-sulfato difusion en disco
Inhibicién asentamiento de
Sophora Extracto en larvas de Balanus Feng et al., 2009
flavescens acetato de etilo .
albicostatus
Zostera - - Inhibidor de la adhesién Barrios et al.,
. acido zosteérico .
marina bacteriana 2005
Aplysilla Inhibidor del asentamiento Henrikson y
longispina extracto crudo larval de invertebrados Pawlik, 1995
(en campo)
extracto crudo Inhibidor del asentamiento
Mycale sp. . larval de la ascidia Davis et al, 1991
y fracciones .
Podoclavella moluccensis
Biemna Inhibidor del asentamiento
- extracto crudo larval de invertebrados Arias et al., 2006
cribaria
(en campo)
Inhibidor del asentamiento
Aaptos sp. aaptaminas larval del bivalvo Dreissena | Diers et al., 2006
polymorpha
. Inhibidor del asentamiento .
Phyllogorgia - Pereira et al.,
dilatats extracto crudo larval de invertebrados 2002
(en campo)
Leptogorgia spp. homarina Inhibicion del crecimiento Targett et al.,

1983
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2.4.4.1. Elajiy lacapsaicina

El aji (género Capsicum) pertenece a la familia de las solanaceas y se conocen por lo
menos 25 especies silvestres y 5 especies domesticadas (Capsicum annuum, C.
frutescens, C. chinense, C. baccatum, y C. pubescens) con multiples variedades de
cada una de ellas (Melgarejo et al., 2004). En Colombia existen diversas variedades
de aji potencialmente aprovechables en el desarrollo de recubrimientos antifouling,
debido que los extractos de aji pueden funcionar como repelente de organismos
marinos (Veech, 1997; Xu et al., 2005).

H3CO =
D/\N
H
HO capsaicina
Figura 3. Estructura quimica de la capsaicina

La capsaicina (Figura 3) es el compuesto mas abundante y comin en los frutos de
aji (Gaona e Ibagué, 2008). La capsaicina es ampliamente utilizada en aplicaciones
diversas por su accion repelente, desde insectos a mamiferos, y de amplia utilizacion
ya que no tiene efectos adversos sobre el ambiente (Veech, 1997). En Colombia, se
aplican en la actualidad diferentes productos basados en capsaicina para controlar
plagas de insectos en los cultivos de flores'. La capsaicina y sus derivados estan
siendo incorporados experimentalmente en recubrimientos sobre superficies
expuestas al medio marino para controlar el crecimiento de invertebrados,
particularmente cirripedios, sobre superficies sumergidas (Tomado y modificado de
New  Mexico Institute of  Mining and Technology (NMT), de

http://www.nmt.edu/mainpage/news/zebra.html consulta on /ine, marzo, 2008). La

capsaicina ha sido incluida también en pinturas antifouling sola y mezclada con 6xido
de cuproso, obteniendo buenos resultados de disminucion del asentamiento de
organismos sobre superficies pintadas con dichas pinturas inmersas en el mar
(Veech, 1997; Xu et al., 2005).

! Resolucién 796/2005 Ministerio de Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial.
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3. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

La mayor parte de los trabajos que se han realizado para evaluar la actividad
antifouling de compuestos no tdxicos, han sido llevados a cabo en condiciones de
laboratorio (Fusetani, 1997; Vetere et al., 1999).

Los ensayos en campo para la determinacién de sustancias con propiedades
antifouling se basan en los ensayos de asentamiento larval tradicionales. En éstos
se evalla el asentamiento preferencial de un organismo o grupo de organismos
sobre superficies naturales (roca coralina, arena) o artificiales (baldosas de
ceramica, laminas acrilicas o de PVC e incluso madera). Las superficies son
sumergidas en el mar y se evalla, después de un tiempo determinado, qué
organismos se asientan y su densidad. Estos estudios han permitido determinar si
hay preferencias de las larvas en cuanto a la constitucién y textura de las superficies
ensayadas, si el asentamiento tiene caracter estacional, o bien permiten determinar
los patrones de las comunidades asentadas y su dinamica (Rittschoff et a/, 1992;
Zea, 1993; Gunkel, 1997; Hills y Thomason, 1998). Una forma de ensayar
sustancias con propiedades antifouling, es resuspenderlas en un solvente organico y
de esta forma aplicarlas “pintando” sobre sustratos experimentales. Una vez el
solvente se evapora, los sustratos experimentales se sumergen en el medio marino
por un tiempo determinado para cuantificar y caracterizar el fouling presente sobre

éstos vs. los controles apropiados.

Las propiedades antifouling de extractos y compuestos de origen natural se han
detectado usando varios tipos de bioensayos /n vitro y ocasionalmente mediante
ensayos de exposicion en campo. Es asi como numerosos organismos bentdnicos
sésiles, pero principalmente algas pardas y rojas, esponjas, corales hermatipicos,
octocorales, ascidias (Willemsen, 1994; Fusetani, 1997; Nylund y Pavia, 2003;
Fusetani, 2004; Hellio et al, 2004) y bacterias marinas (Armstrong et al., 2000;
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Burgess et al., 2003) entre otros, han demostrado tener propiedades antifouling con
una actividad similar e incluso superior a la de agentes biocidas comerciales usados

como controles en los bioensayos (De Nys et al., 1995, 1996; Fusetani, 1997).

Entre los ensayos /in vitro que mas se han utilizado para la determinacion de las
propiedades antifouling de sustancias de origen natural, se encuentran el ensayo de
fijacién de larvas de cirripedios y el ensayo de fijacién de esporas de macroalgas.
Recientemente también se han implementado ensayos encaminados a evaluar la
adhesiéon y crecimiento de bacterias y diatomeas, sobre superficies sumergidas,

como etapas tempranas del fendmeno del fouling (resumido en Jenkins et al., 1998).

3.1 ENSAYOS DE CAMPO PARA LA EVALUACION DE LAS PROPIEDADES
ANTIFOUL ING DE COMPUESTOS DE ORIGEN NATURAL

3.1.1 Ensayos de asentamiento larval

Numerosas versiones de este ensayo se han utilizado para estudios de dinamica de
comunidades bentonicas, ya que se pueden realizar experimentos de larga duracion
que permiten evaluar procesos de sucesion y otros fendmenos a lo largo del tiempo.
Se utilizan materiales sintéticos para las placas como el PVC, tablotes de ceramica,
arcilla, madera o cemento (Garcia y Salzwedel, 1995; Gunkel, 1997; Hills y
Thomason, 1998)

Basicamente el ensayo consiste en fijar placas de diferente rugosidad, tamafios u
otras caracteristicas a marcos de PVC u otros materiales que luego son inmersos en
el mar, para luego ser extraidos consecutivamente en diferentes tiempos. Después
de cada extraccion se calcula el porcentaje de cobertura de organismos y se

determinan las especies presentes y su abundancia sobre las placas (Gunkel, 1997).

3.1.2. Ensayo /n situ sobre geles de agarosa

Henrikson y Pawlik (1995) desarrollaron un método para evaluar extractos organicos

de esponjas y otros invertebrados marinos con propiedades antifouling. El método
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consiste en mezclar la sustancia a ensayar disuelta en el solvente apropiado, con la
agarosa Phytagel™ en seco y agua destilada hasta su completa homogenizacién. La
mezcla se vierte en cajas petri resultando en medallones gelatinosos que son
suspendidos en soportes que se pueden colgar de muelles o estructuras sumergidas.
Al cabo de unas semanas (2-3), los medallones se sacan, los geles se observan bajo
magnificacion para contar el nimero de organismos asentados y se determina el
porcentaje de fijacion de los diferentes taxa respecto a los controles los cuales solo

llevan Phytagel™, agua destilada y el solvente que se usd para diluir los extractos.

Aunque este método se disefid especificamente con una perspectiva ecoldgica,
resulta adecuado, en corto plazo, para ensayar las propiedades antifouling de
compuestos y recubrimientos con este fin, debido a que los geles se exponen en el
medio natural y son susceptibles a ser colonizados por los organismos que
potencialmente se fijarian sobre sustratos artificiales. Adicionalmente se pueden
evaluar diferentes sustancias a varios rangos de concentracién, las sustancias a
ensayar son incorporadas dentro de la matriz de gel y por lo tanto no alteran las
caracteristicas fisicas y quimicas de la superficie, por ultimo, el gel permite que la
sustancia a ensayar se difunda lentamente de manera similar a lo que ocurriria si
ésta se mezclara en un recubrimiento. Sin embargo este método permite evaluar la
actividad antifouling de compuestos naturales durante cortos periodos, ya que la
lixiviacion de los compuestos naturales de los geles hace que su concentracion
disminuya rapidamente reduciendo de igual manera el posible efecto antifouling que

puedan tener.

3.1.3 Ensayo /n situ con camaras de alta resolucién

Este ensayo consiste en disponer camaras de video especiales (450 lineas de
resolucion, 0.1 Lux, lentes de zoom de 12:1, autoenfoque y otras caracteristicas)
que se pueden sumergir en el agua y manipular desde afuera. El objetivo es utilizar
estas camaras de video para captar imagenes del comportamiento exploratorio de
larvas (de cirripedios por ejemplo) cuando se aproximan a una superficie buscando

un sitio adecuado para su asentamiento. El comportamiento exploratorio de las
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larvas de cirripedios puede ser utilizado para discriminar entre recubrimientos y de
esta manera saber si un recubrimiento tiene potencial antifouling, por lo tanto el
ensayo con camaras de video puede ser utilizado para evaluar el posible desempeno

antifouling de recubrimientos experimentales (Thomason et a/., 2002).

Para el ensayo se ubican las camaras de video a menos de un metro de distancia de
las superficies a monitorear, las cdmaras deben ser capaces de captar facil y
claramente larvas de menos de 1 mm de longitud, se graba durante una hora para
cada recubrimiento. Un numero de 10 eventos de exploracion larval se eligen al
azar de cada recubrimiento para ser luego graficados sobre acetatos asignando
coordenadas a la posicion de la larva cada cinco segundos. De esta manera se
calculan varios parametros como la duracion de la exploracion de la superficie, la
velocidad media del desplazamiento, la distancia de los desplazamientos en linea
recta, la distancia total, etc. Estos parametros son procesados posteriormente
mediante un andlisis estadistico multivariado que permite evaluar si hay diferencias
entre los comportamientos exploratorios de las larvas sobre los diferentes
recubrimientos e inferir si un recubrimiento puede tener un buen desempefio

antifouling o no (Thomason et al., 2002).

La ventaja de este ensayo es que se puede evaluar en un periodo de tiempo mucho
menor que el empleado en los ensayos con geles o con paneles de diversos
materiales sdlidos, el desempefio antifouling de recubrimientos experimentales. Sin
embargo esta metodologia resulta ser bastante costosa, sélo una camara de ese tipo
cuesta alrededor de 45 millones de pesos, lo que limita el poder realizar varias
pruebas o réplicas al tiempo. Otras desventajas de este ensayo son la variacion en
campo de condiciones como la iluminacion y la turbidez del agua que afectan la
calidad de las grabaciones, ademas la temperatura, el estado fisioldgico y edad de
las larvas influyen el comportamiento exploratorio de las mismas. El tiempo
requerido para digitalizar los resultados es muy extenso, para una hora de grabacién
se necesita casi una semana de trabajo. En este ensayo se observa sélo un tipo de

larva que lo limita a los periodos de reclutamiento de la especie adecuada y sesga el

42



estudio en cuanto a lo que pasaria con larvas de otras especies y con las
interacciones interespecificas (Thomason et a/., 2002).

3.2 ESTUDIOS DE CASO PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIFOULING DE
EXTRACTOS NATURALES Y PINTURAS

En un estudio realizado en Carolina del Norte, Estados Unidos, se probd la actividad
antifouling de extractos de cuatro organismos marinos, usando como sustrato geles
de Phytagel™. Los geles se dejaron en campo durante 28 dias, después de los
cuales se evalud el porcentaje de cobertura de invertebrados y algas sobre los
mismos. Los extractos de las esponjas Hymeniacidon heliophilay Aplysilla longispina
fueron los mas efectivos en disuadir el asentamiento larval. El extracto del alga
Codium decorticatum por el contrario, facilitd el asentamiento de organismos. Este
experimento tuvo el inconveniente de que a los 21 dias, sélo el 50% de los extractos
estaba retenido en el gel disminuyendo asi su efecto sobre el reclutamiento. Por
esta razon las diferencias de los efectos que tiene cada extracto en el asentamiento
larval son mejor apreciables antes del dia 21. Este ensayo constituye una nueva
opcion metodoldgica practica y Util para el ensayo de compuestos con actividad
antifouling, sin embargo debido a la naturaleza del gel, permite Unicamente pruebas

de muy corta duracién (Henrikson y Pawlik, 1995)

Usando la misma metodologia en Brasil, se evalu6 la actividad antifouling de los
extractos de dos especies de algas marinas, Laurencia obtusay Stypopodium zonale.
L. obtusa, inhibid el asentamiento de organismos mientras que S. zonale por el

contrario, estimuld el reclutamiento (Da Gama et a/,, 2003).

Recientemente, se realizd un trabajo en la regidon de Santa Marta, Colombia, en el
cual se evalué en campo la actividad antiepibidtica de extractos crudos de las
esponjas Cribrochalina infundibulum (= C. vasculum) y Biemna cribaria. Los
extractos fueron incorporados en concentraciones equivalentes a las naturales en
geles de Phytage/™ modificando la metodologia propuesta por Henrikson y Pawlik

(1995). Después de 28 dias de inmersidn se encontrd que los extractos de ambas
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esponjas inhibieron significativamente el asentamiento de organismos con respecto
a los controles, siendo B. cribaria, mas efectiva que C. infundibulum (Arias et al.,
2006). Sin embargo, un mes de exposicidn es un tiempo muy corto como para

evaluar el potencial que tendrian estos extractos en aplicaciones industriales.

En Colombia se comenzd hace muy poco a buscar compuestos o extractos de origen
natural con actividad antifouling. Estos esfuerzos se vieron representados en la
actualidad en la realizacién de bioensayos con cirripedios para evaluar el potencial
antifouling de extractos de invertebrados marinos y de frutos de aji, dentro del
proyecto en el cual se enmarcd el presente trabajo (Castellanos, en desarrollo).
Dentro del marco del mismo proyecto también se han realizando ensayos de
inhibicion de bacterias responsables del fouling (Tello et al, 2007; Mora et al.,

sometido) usando ensayos de inhibicion bacteriana con sensidiscos.

Algunas aproximaciones a la evaluacién del desempefio de productos antifouling
comerciales han sido realizadas en Cartagena. De 2003 a 2004 la Corporacién para
la Investigacion de la Corrosion (CIC), realizé la evaluaciéon del desempeiio de varias
pinturas antifouling comerciales basadas en cobre como ingrediente anti-incrustante,
en las zonas de Mamonal y Bocagrande (Cartagena). Para este propodsito se
emplearon laminas de acero naval recubiertas con los diferentes productos, las
cuales fueron inmersas en el mar y posteriormente extraidas cada dos meses
durante un periodo de un afo. Se encontré un desempeifo muy variable entre los
diferentes productos. A nivel bioldgico se determind que los valores maximos de
biomasa y porcentaje de cobertura sobre los controles sin recubrimientos se dieron a
los dos meses de inmersion en campo. Los organismos responsables del fouling mas
abundantes en este estudio fueron en su orden los cirripedios Balanus spp., la ostra
de mangle Crassostrea rhizophorae, el bivalvo Brachidontes exustus y poliquetos
tubicolas (Meza et al., 2007).

Echeverria et al. (2007) evaluaron los principales taxa causantes del fouling en la

zona de Mamonal (Cartagena), identificando los grandes grupos que se fijaron sobre

embarcaciones que llevaban un largo periodo en la zona. Se identificaron ademas,
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los organismos colonizadores de laminas de acero naval, sin tratar o tratadas con
una cobertura anticorrosiva, mas una pintura de acabado. Se observd un alto nivel
de colonizacién con coberturas cercanas al 100% sobre las superficies evaluadas,
siendo los cirripedios mas abundantes con coberturas relativas de 35% a 95%,

seguido de las ostras con coberturas entre el 5 y el 50%.

En la Bahia de Chesapeake, Virginia, Estados Unidos, se demostré que al incorporar
aji molido en una pintura comercial que contenia éxido cuproso, se disminuyd cuatro
veces la cantidad de incrustaciones bioldgicas en cuanto a la biomasa durante un
ensayo en campo realizado durante todo el verano. De igual manera se encontrd
también que la adicién de capsaicina a una pintura marina sin ningun otro agente
antifouling inhibié el asentamiento de cirripedios en pruebas de campo con una
duracion de tres meses realizadas en el mismo lugar. Una concentraciéon de 0,0003
M de capsaicina disminuyd cuatro veces la biomasa seca adherida a las superficies
pintadas con dicho recubrimiento, esto equivale aproximadamente a 0,09 mg
capsaicina/g de pintura. Al incrementar 1000 veces dicha concentracion
(aproximadamente 91mg capsaicina/g de pintura) se inhibid totalmente Ila

incrustacion de organismos (Veech, 1997).

En Inglaterra, se realizaron observaciones con video de alta resolucién /n situ, con el
fin de establecer una correlacion entre el comportamiento exploratorio en larvas de
cirripedios y la eficiencia y actividad antifouling de pinturas o recubrimientos. En
este estudio se encontrd que hubo diferencias en varios aspectos de la exploracién y
asentamiento larval sobre las superficies cubiertas con distintos recubrimientos y
que estas diferencias permiten predecir el desempefo antifouling de los

recubrimientos (Thomason et a/., 2002).

El benzoato de sodio ha sido ensayado como una alternativa no tdxica para controlar
el fendmeno del fouling. En Mar de Plata, Argentina, se recubrieron placas
experimentales de cerdmica con este compuesto, y después de un tiempo de
exposicion /in situ de 30 dias, se encontrd que este compuesto inhibid el

asentamiento de cirripedios y algas, ademas de permitir la facil remocién de los
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gusanos tubicolas que se lograron fijar a las placas, a diferencia de los controles sin
recubrimiento antifouling, que se hallaron cubiertos en mas de un 50% por el

cirripedio Balanus amphitrite (Vetere et al., 1999).

Otro estudio en Mar de Plata, Argentina, involucré un montaje en campo para
probar la actividad antifouling de una mezcla de pinturas. En este estudio se empled
una capa delgada de compuesto téxico (tiocianato de cobre) recubriendo una capa
mas gruesa de pintura no tdxica elaborada con compuestos de zinc, calcio, hierro y
silice. Se encontré un buen desempefo de esta mezcla de pinturas, reduciendo los
costos, la cantidad de sustancias tdxicas empleadas y por ende la contaminacion
ambiental. Tras 18 meses de exposicion /in situ se encontré que hubo suficiente
actividad antifouling que mantuvo casi libre de organismos todas las placas pintadas
tratadas, mientras que los controles sin recubrimiento antifouling, se encontraron

cubiertos en su totalidad por organismos incrustantes (Pérez et al., 2003).

No solamente los extractos y compuestos provenientes de algas e invertebrados
marinos presentan actividad antifouling, sino que los microorganismos marinos
pueden valerse también de diversos compuestos para inhibir o eliminar otros
microorganismos con los cuales compiten por espacio o recursos en el medio.
Burgess et al. (2003) estudiaron la actividad antifouling de 650 cepas de bacterias
aisladas de la superficie de algas e invertebrados marinos contra otras bacterias que
estan involucradas en procesos de fouling. De las 650 cepas ensayadas, 42 de ellas
presentaron actividad antibacterial por lo menos contra una de las especies de
bacterias responsables del fouling. De éstas se seleccionaron las cuatro cepas mas
activas para incorporar sus extractos organicos en una pintura de resina en base
agua, Revacryl 380, desarrollando diez formulaciones, usando diferentes
concentraciones de extractos. Nueve de las diez formulaciones mostraron actividad
contra un panel de bacterias asociadas a superficies y cinco de ellas también
inhibieron la fijacidén de las larvas del cirripedio Balanus amphitrite o la germinacién
de esporas del alga de Ulva /actuca en laboratorio. Algunos extractos sin embargo,
perdieron actividad al ser mezclados con la pintura. Sin embargo, una cepa de

Pseudomonas sp. mostré actividad en todos los ensayos. Los compuestos
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responsables de la actividad fueron aislados y caracterizados, constituyéndose en un
ejemplo promisorio de sustancias antifouling de origen natural. Sin embargo,
trabajar con compuestos microbianos requiere de una infraestructura costosa para
poder aislar cantidades suficientes de compuestos para el eventual desarrollo de

productos con aplicaciones industriales.

De Nys et al. (1995) evaluaron la actividad antifouling de las furanonas halogenadas
aisladas del alga Delisea pulchra, mediante bioensayos de inhibicion del
asentamiento larval del alga Ulva lactuca, el cirripedio Balanus amphitrite, y cambios
en el crecimiento de una cepa de una bacteria marina. Entre los seis componentes
ensayados se encontrd que dos de ellos tuvieron una alta actividad antibacterial,
cuatro de ellos inhibieron la germinacién de las esporas del alga U. /actuca, y todos
impidieron la colonizacion de los cirripedios. Se observo en general un mayor efecto

inhibitorio @ mayor concentracion de los compuestos aislados de D. pulchra.

47



4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El fouling incluye procesos a diferentes escalas, desde un nivel molecular, pasando
por la formacién de biopeliculas por parte de microorganismos (microfouling) hasta
eventualmente llegar a la fijacién de invertebrados y algas (/macrofouling). Este
fendmeno afecta y sucede sobre todo tipo de superficies teniendo una seria
influencia sobre la industria maritima y naval, acuicola, pesquera y petrolera
ocasionando corrosion, dafos estructurales, aumento en el consumo de combustible
y tiempo de navegaciéon, trayendo como consecuencia final grandes pérdidas
econdmicas a la industria y las flotas navieras alrededor del mundo (Callow y Callow,
2002).

Para mitigar y combatir el problema del fouling marino se han realizado esfuerzos a
partir de diversos campos de la ciencia, como la fisica, quimica, ecologia y biologia.
La mayor parte de los productos que se han usado para contrarrestar este fendmeno
son altamente tdxicos generando problemas diversos para la fauna marina, por lo
cual se han realizado importantes esfuerzos en hallar soluciones no tdxicas para este
problema, como son el uso de materiales con baja energia de superficie asi como el
empleo de productos de origen natural en recubrimientos antifouling (Clare, 1996;
Rittschof, 2000).

Muchos de los productos actualmente disponibles en el mercado colombiano para
contrarrestar el problema del fouling se han desarrollado en otras latitudes
(Argentina, Holanda, EEUU) por lo cual su desempefio es muy variable. El proyecto
marco dentro del cual se enmarca este trabajo buscd explorar y experimentar
sustancias de origen natural como alternativas no tdxicas al problema del fouling
marino en la Bahia de Cartagena, incursionando e innovando en este tema en

nuestro pais, en la busqueda del aprovechamiento de la biodiversidad, para dar
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soluciones a este problema y a su vez disminuir la cantidad de tdxicos aportados al

ecosistema por los recubrimientos antifouling tradicionales.

Mediante la realizacion de este trabajo de grado se desarrollé una metodologia en
campo que permitié evaluar recubrimientos (pinturas) basados en sustancias
antifouling de origen natural, en un contexto local, bajo condiciones y régimen de
fouling reales. De esta manera se hizo un aporte valioso hacia la solucién de este
problema en el pais, que eventualmente podria tener aplicabilidad en la region del

gran Caribe.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer una metodologia que permita evaluar en campo, bajo condiciones
naturales de la Bahia de Cartagena, el desempeiio antifouling de recubrimientos que
contienen extractos organicos de origen natural.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Implementar un ensayo en campo para la determinacion de el desempefio
antifouling de recubrimientos que contienen sustancias de origen natural (extractos

y compuestos aislados del aji e invertebrados marinos).

Evaluar el desempefio /n situ de los recubrimientos experimentales que contienen

extractos de origen natural (aji e invertebrados marinos).

50



6. HIPOTESIS

Los recubrimientos que contienen extractos de origen natural tienen un desempefio
antifouling igual al de las pinturas antifouling comerciales, en términos de la
cantidad de organismos que se fijan sobre los sustratos experimentales expresada

como porcentaje de cobertura de organismos o biomasa.
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7. METODOLOGIA

7.1 AREA DE ESTUDIO

Los ensayos en campo se realizaron en el muelle de la planta de Mamonal de Ia

Corporacién de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo de la Industria Naval,

Maritima y Fluvial (COTECMAR) (10°19'46” N, 75°30'52” W), en la Bahia de
Cartagena, Caribe colombiano (Figura 4). La planta esta ubicada a 1,3 millas de la

desembocadura del Canal del Dique (Echeverria et al., 2007).

A.

Figura 4. Imagenes de la ubicacion del Muelle de COTECMAR en el sector de
Mamonal. El puntero amarillo muestra el area donde se realizd el montaje
experimental (Tomado y modificado de Google Earth, consulta on /ine, noviembre,
2007). A. Muelle de COTECMAR en la Bahia de Cartagena. B. Acercamiento.

En la zona se presentan dos estaciones secas, de verano mayor (diciembre a abril) y
verano menor (julio a agosto), y un patréon bimodal de lluvias, con dos estaciones
himedas o lluviosas, la mayor (septiembre a noviembre) y la menor (mayo a junio).
Esto debido a la oscilacién norte—sur de la ZCIT durante el afio, y a la influencia de
los vientos que rigen la zona, los alisios, que generan las corrientes del Caribe y la
contracorriente Panama-Colombia de giro ciclénico que se forma cuando la corriente

del Caribe choca contra las costas de Nicaragua. Ambas corrientes responden al
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patron del viento dominante en cada época del afio, con la Corriente del Caribe
predominando durante las épocas secas con los vientos alisios del noreste-este y la
contracorriente con los vientos del suroeste-oeste perceptible y dominante durante
las épocas de lluvias (Rojas, 1996; INVEMAR, 2001; Franco, 2005).

La época de lluvias genera un mayor aporte de aguas fluviales, materia organica y
sedimentos por el Canal del Dique, que ocasiona un descenso en la salinidad (10 a
17 UPS), y se registran los valores mas altos de clorofila a, b, ¢ y temperaturas entre
29 a 339C (Meza et al., 2007; Echeverria et al.,, 2007). En la época seca se registran
los valores mas altos de transparencia con una profundidad Secchi media de 1 m
(atenuandose el 50% de la luz incidente cerca de los 0,5 m de profundidad),
salinidad de 20 a 35 UPS y la temperatura no varia mucho en relacidon con la época
de lluvias (28 a 32 °C) (Echeverria et al,, 2007). Se observa de igual manera que la
salinidad aumenta con la profundidad mientras que el oxigeno disuelto disminuye
(Meza et al., 2007; Echeverria et al., 2007). Las corrientes dentro de la bahia se ven
afectadas en gran manera por el mayor caudal del Canal del Dique con sus aportes

fluviales durante la época lluviosa (Urbano et a/.,, 1992).

La Bahia de Cartagena ubicada en el centro del Caribe colombiano, por su geologia
se califica como bahia, pero debido a los aportes de agua dulce provenientes del Rio
Magdalena a través del Canal del Dique, se califica como estuario (INVEMAR, 2001).
El agua y los ecosistemas de la bahia se encuentran en un alto grado de deterioro,
debido a actividades antrdpicas, como dragados, efluentes industriales, eutroficacion
por el gran volumen de aguas servidas con gran contenido de materia organica (en
1962 se puso en servicio el sistema de alcantarillado de Cartagena que para 1996
evacuaba cerca de 62.000 m®/dia de aguas servidas en el sector central de la Bahia),
contaminacion por metales pesados, incremento en la actividad portuaria, descargas
de los buques y la apertura del Canal del Dique, que generd un aumento de la
cantidad de particulas en suspension y del aporte de sedimentos a la Bahia
(INVEMAR, 2001; Diaz y Gomez, 2003). Todos estos factores generan aguas muy
turbias y condiciones de muy bajos niveles de oxigeno disuelto, agravado por el

pobre intercambio de agua entre la Bahia y el mar abierto. El intercambio de agua
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se da tanto por Bocagrande como por Bocachica. Como consecuencia del deterioro
de la calidad ambiental de la Bahia de Cartagena, se han presentado importantes
pérdidas en los arrecifes de coral, las praderas de pastos marinos y manglares de la
zona entre otras, afectando los recursos asociados a estos ambientes (Urbano et al,
1992; INVEMAR, 2001; Diaz y Goémez, 2003).

En cuanto al componente bidtico, las especies reportadas como dominantes en las
comunidades de fouling en la zona de Mamonal son la ostra de mangle (Crassostrea
rhizophorae), los bivalvos Brachidontes exustus y Mytilopsis sallei, los cirripedios
Balanus eburneus y Balanus amphitrite y dos especies de poliquetos tubicolas
pertenecientes al género Hydroides, principalmente Hydroides elegans (Meza et al.,
2007; Echeverria et al., 2007).

Otros organismos reportados en la zona que se fijan sobre sustratos duros o que se
asocian a éstos, incluyen esponjas Haliclona sp., anémonas Aiptasia pallida,
hidroides, briozoos, bivalvos como Pinctada sp., Isognomon sp., poliquetos como
Eunice spp., Serpula spp., Hydroides spp., Brachioma spp., Eunereis spp., cangrejos
xantidos y porcelanidos, ascidias y algunos peces como los gobidos (Rodriguez,
1978; Rojas, 1996; Meza et al., 2007).

7.2. FASE EXPERIMENTAL

El desarrollo de la fase experimental de este trabajo constd de varios aspectos y
pasos descritos a continuacion, para los cuales se contd con la colaboracién de
varias instituciones. Los extractos naturales y sus fracciones se obtuvieron en el
laboratorio de Productos Naturales Marinos de la Universidad Nacional de Colombia.
La Facultad de Ingenieria quimica prestd su colaboracion en el procesamiento del
aji. Para la elaboracién de los recubrimientos experimentales se contd con el apoyo
del personal y de la empresa Sika Colombia S.A., quienes colaboraron con los
aspectos relacionados con la elaboracion de las pinturas experimentales.
COTECMAR hizo posible el uso de sus instalaciones para la preparacion de los

sustratos y el montaje del experimento en el campo. La Universidad Jorge Tadeo
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Lozano apoyo la fase de laboratorio después de la realizacién del montaje en campo
para obtener y procesar los resultados bioldgicos.

7.2.1. Seleccion de los extractos antifouling de origen natural

Se evaluaron extractos de aji y de organismos marinos. El aji se escogié porque
existe abundante evidencia y reportes en los cuales se ha comprobado el efecto
antifouling de los capsaicinoides que son las moléculas responsables de la pungencia
de este fruto (Veech, 1997; Omae, 2003; Antonius et a/,, 2009). Se escogieron los
frutos de aji habanero Capsicum chinense para las pruebas antifouling en campo
debido a su alto contenido de capsaicina en relacion con otras variedades de aji,
ademds de su gran disponibilidad en el mercado y facilidad de cultivo que
permitirian obtener cantidades suficientes para realizar este ensayo y para una
posible explotacion industrial. Ademas ensayos preliminares realizados con
sensidiscos y bacterias marinas responsables del fouling (Mora et al,, sometido), asi
como contra larvas cypris de Balanus amphitrite mostraron potencial antifouling

(Castellanos, en desarrollo).

Algunos invertebrados marinos como las esponjas y los octocorales producen
metabolitos que tienen propiedades antifouling (Targett et al.,, 1983; Thacker et al.,
1998; Pereira et al, 2002; Thakur y Muller, 2004; Arias et al., 2006; Chambers et
al., 2006; Tsoukatou et al., 2007), por esta razon se decidid ensayar una especie de
una esponja marina y una de un octocoral. Los invertebrados marinos se escogieron
bajo el criterio derivado de los resultados de ensayos antibacteriales preliminares
con sensidiscos (frente a 9 cepas diferentes de bacterias marinas responsables del
fouling) usando los extractos crudos de los invertebrados marinos de las esponjas
Agelas conifera, Xestospongia proxima, Monanchora arbuscula, Cliona delitrix, Cliona
tenuis, Iotochrota imminuta y Neopetrosia carbonaria, también se evaluaron los
octocorales Eunicea knighthii, E. succinea, E. tayrona, E. laciniata'y Muriceopsis sp.
(Mora et al, sometido). Se escogieron la esponja Neopetrosia carbonaria y el
gorgonaceo Eunicea laciniata porque presentaron buenos resultados de inhibicion de

bacterias responsables del fouling superiores a los obtenidos con los demas
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invertebrados marinos ensayados, ademas se tuvo cantidad suficiente de material
para la preparacion de los extractos.

7.2.2. Descripcion general de las especies incluidas en los recubrimientos

experimentales elaborados para el ensayo en campo

7.2.2.1. Neopetrosia carbonaria (Lamarck, 1814)

También conocida como Xestospongia carbonaria, es una especie de esponja marina
de forma revistente gruesa a masiva, que a veces forma lébulos y tubulos osculares.
La superficie de esta esponja es lisa con Osculos de 1 a 5 mm de didmetro. Su
coloracién /n situ es verde muy oscuro, casi negro, fuera del agua en seco se torna
negro grafito, en preservado exuda una tinta azul-verdosa a negra. Es de

consistencia firme, dura y quebradiza (Figura 5) (Zea, 1987).

5cm

Figura 5. Fotografia /n situ de Neopetrosia carbonaria (imagen tomada de Collin et
al., 2005).
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Esta esponja es de habitats arrecifales lagunares someros, crece cominmente sobre
la base de los corales Porites porites, Millepora spp. y Agaricia tenuifolia, es muy
comun creciendo sobre cascajo de corales. Se ha reportado en Colombia, Bahamas,
Jamaica, Florida, Cuba, Panama, Brasil, Australia y en el Océano Pacifico. Puede ser
confundida en campo con Halichondria melanodocia por el color y la forma (Zea,
1987).

7.2.2.2. Eunicea laciniata (Duchassaing y Michelotti, 1860)

Este octocoral presenta colonias hasta de 80 cm de altura, compuestas por ramas
gruesas entre 10-18 mm de didametro con una terminacién mas gruesa en forma de
bulbo, las colonias generalmente tienen un estolén basal de propagacion horizontal.
Los orificios caliculares son grandes con ocho I6bulos distinguibles, la parte baja
forma un labio ascendente muy caracteristico que algunas veces alcanza o
sobrepasa el labio inferior. Las colonias son generalmente de color café (Figura 6)
(Sanchez, 1998). Se distribuye en todo el Caribe excepto Bermudas y Bahamas, en
fondos duros o de escombros de coral entre 5 y 15 m de profundidad (Sanchez,
1998; Collin et al., 2005).

5cm

Figura 6. Fotografia de Eunicea laciniata tomada /n situ (imagen tomada de Collin et
al., 2005).
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7.2.2.3. Capsicum chinense (Jacq.)

El aji es originario del continente Americano con distribuciéon natural desde el sur de
los Estados Unidos hasta Argentina, sin embargo por ser uno de los primeros
géneros domesticados en Suramérica su distribucién actual es cosmopodlita
(Melgarejo et al., 2004; Palacios, 2007). C. chinense, C. annuumy C. frutescens se
diferencian de C. baccatum y C. pubescens ya que estas dos Ultimas especies
presentan semillas de color negro. Las semillas de C. chinense son de color amarillo
claro. C. chinense se caracteriza por tener sus flores en posicion erecta e intermedia
en grupos de dos o mas flores por nudo, diferente de las otras especies
domesticadas del género que presentan flores solitarias en cada nudo, el cdliz tiene
constriccion anular caracter que lo diferencia de las otras dos especies de Capsicum
que presentan semillas amarillas. El formato del fruto es elongado, redondo y

triangular (Figura 7) (Melgarejo et al., 2004; Palacios, 2007).

Antonius et al, (2009) determinaron la pungencia de el aji habanero C. chinense
mediante la cuantificacion con cromatografia de gases de los capsaicinoides
presentes en los frutos maduros. Los autores encontraron un maximo de
concentracion de capsaicina de 1.52 mg/g de fruto fresco, que corresponden a 15.2
mg de capsaicina/g de fruto seco, y una cantidad de dihidrocapsaicina (DHC) de

1.16 mg/g de fruto fresco, correspondiente a 11,6 mg DHC/g de fruto seco.
Se cree que C. frutescens, C. annuumy C. chinense conforman un “cultigrupo” es

decir una sola especie con diferentes vias de domesticacion basado en varios

estudios morfoldgicos (Palacios, 2007).
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A. B.

Figura 7. Fotografias de los frutos frescos del aji habanero C. chinense. A. Aji
habanero rojo. B. Aji habanero amarillo.

7.2.3. Obtencién del material para los extractos antifouling de origen

natural

La esponja Neopetrosia carbonaria fue recolectada en Islas del Rosario (Caribe
colombiano), al sur de Pavitos a 6 m de profundidad el 5 de abril de 2008. El
gorgonaceo Eunicea laciniata fue recolectado en El Morro, Santa Marta (Caribe
colombiano) a una profundidad de 9 m en septiembre de 2006. Ambas especies
fueron recolectadas mediante buceo auténomo. Los organismos fueron
almacenados en bolsas plasticas con cierre hermético en frio para su transporte
hasta la ciudad de Bogotd, luego fueron almacenados congelados a -4°C para evitar
la degradacion de sus componentes en el laboratorio de Productos Naturales

Marinos de la Universidad Nacional.

El material vegetal se adquirid6 a la empresa CARQUIN Ltda. Para realizar los
extractos se adquirieron hojuelas de aji deshidratadas de las variedades de aji
habanero amarillo y rojo. También se adquirié aji habanero amarillo seco y molido

para probar su actividad antifouling al ser agregado directamente a la pintura, esto
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basado en reportes previos de estudios de recubrimientos antifouling donde
utilizaron el aji en esa presentacion (Veech, 1997).

7.2.4. Preparaciéon de extractos organicos

Los invertebrados marinos E. /aciniata (90 g en peso seco) y X. carbonaria (659 g en
peso himedo que equivalen a 148 g en peso seco, esto después de ser congelada y
liofilizada para extraer el agua), fueron cortados en pequefios fragmentos (menores
a 1 cm®) para facilitar la extraccion. Estos fragmentos se pusieron en frascos de
vidrio y se cubrieron totalmente con el solvente. La extraccién se realizd a
temperatura ambiente (aproximadamente 18 °C) empleando la mezcla de solventes
cloroformo:metanol en proporcién 1:1. La extraccion se realizd durante 24 horas
repitiendo tres veces el proceso y se renovd la solucion de solventes en cada
repeticion. El solvente resultante después de cada extraccion fue filtrado a través de
un embudo usando algoddn. Los extractos se almacenaron en la nevera hasta el

momento de su concentracién mediante evaporacion al vacio.

Los ajies fueron extraidos con etanol al 96% como solvente, mediante un sistema de
reflujo. Para esto se hizo un montaje colocando el material vegetal en un
erlenmeyer al bafio de maria. Para evitar la pérdida del solvente se adaptd una
columna para destilacion fraccionada con condensador en la boca del erlenmeyer
donde se realizd la extraccion, y asi se proporciond el sistema de “reflujo” del

solvente (Figura 8).

El proceso de extraccién con reflujo se realizd durante tres horas continuas. La
mezcla resultante se filtr6 mediante un embudo de vidrio grande al que se le puso
un algododn en el cuello. El liquido filtrado se almacend y se agregd de nuevo etanol
al 96% al erlenmeyer con el material vegetal para repetir la extraccion. Este

proceso se repitid tres veces (modificado de Gaona e Ibagué, 2008).
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Figura 8. Aji habanero amarillo previo a la extraccion. El solvente (etanol) se
agrega hasta cubrir el material vegetal, teniendo en cuenta dejar un volumen
prudencial libre para evitar derrames causados por la dilatacién del solvente por el
calentamiento.

Todos los extractos fueron concentrados hasta extraer la totalidad de los solventes y
el agua. Para este propdsito se utilizd un rotavapor (Figura 9). Para la
concentracion de los extractos se mantuvo la temperatura del bafio de maria por
debajo de los 40°C.
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Figura 9 A y B. Rotavapores que se emplearon para concentrar los extractos y
fracciones (organica y acuosa) extrayendo por destilacion los solventes que se
usaron para la extraccion y para la separacion de las fases. C. Detalle de la bomba
que genera el vacio.

7.2.5. Preparacion de la pintura

La pintura empleada para incorporar los extractos a ensayar fue proporcionada por
la empresa Sika Colombia S.A. La pintura fue de tipo vinilico autopulimentable con
una polaridad baja correspondiente al producto que comercializa la empresa como
Antifouling vinilico rojo 604020. Para las pinturas experimentales se omitié en la
preparacion el agente antifouling tradicional que es &xido cuproso (Cu,0),

reemplazandolo parcial o totalmente por los extractos a ensayar.
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7.2.6. Separacion de las fases de los extractos

Debido al caracter poco polar de la matriz de pintura utilizada para incorporar los
extractos, fue necesario realizar una separacién de los extractos obtenidos de los
ajies y los invertebrados marinos en 2 fases, una acuosa o hidrosoluble de alta
polaridad y otra insoluble en agua de baja polaridad. En este Ultimo caso la fraccion
se resuspendid en xilol para asi permitir su dispersidon y compatibilidad por
solubilidad con la matriz de pintura empleada. Para el fraccionamiento en fases de
diferente polaridad, los extractos fueron resuspendidos en agua y separados en
embudos de decantacién utilizando xilol como segundo solvente inmiscible en agua
(Figura 10).

1 \

Figura 10. Proceso de separacidon de las fases acuosas y solubles en xilol en
embudos de decantacion.

La separacion se repitid tres veces para cada extracto y se renovo el xilol en cada
repeticion. Las fases solubles en xilol fueron concentradas en un rotavapor hasta
extraer totalmente el solvente sin sobrepasar los 40 °C. Esta fase fue utilizada para
la incorporacion de los extractos con la pintura y la elaboraciéon de los

recubrimientos experimentales.

De aqui en adelante se referira a estas fracciones solubles en xilol, como extractos

de cada uno de los organismos ensayados.
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En cuanto a los extractos crudos de aji, las fracciones de xilol resultaron muy ricas
en capsaicinoides ya que éstos tienen muy baja solubilidad en agua y baja polaridad.
Esto se comprobd mediante la cuantificacion de los capsaicinoides presentes en la

fase de xilol por cromatografia de gases (Gaona e Ibagué, 2008).

7.2.7. Procedimiento para la cuantificaciéon de capsaicinoides presentes
en las fracciones solubles en xilol de los extractos de aji C. chinense var

Habanero (variedad amarilla y variedad roja)

Con el fin de identificar y cuantificar los principales capsaicinoides presentes en las
fracciones solubles en xilol de los extractos de aji habanero, fue necesario realizar
particiones a esta fraccion con solventes de diferentes polaridades para extraer y
depurar los compuestos de interés (capsaicinoides), siguiendo la metodologia

propuesta por Gaona e Ibagué (2008).

Para esto se utilizd aproximadamente 0,7 g de la fraccion soluble en xilol de los
extractos de aji habanero rojo y de aji habanero amarillo respectivamente. Cada
fraccion de xilol fue resuspendida en metanol 80%, para hacer una particion entre
este solvente y hexano utilizando embudos de decantacion. De esta forma se
retiraron compuestos de muy baja polaridad como carotenoides y acidos grasos.

Este procedimiento se repitid por triplicado para las dos variedades de aji.

La fraccién remanente de metanol 80% fue diluida con agua destilada hasta obtener
una concentracién de metanol 30%, con la cual se realizd una particion con
diclorometano. Este procedimiento se repitid por triplicado para las dos variedades
de aji. La fraccion resultante de diclorometano fue concentrada mediante
rotaevaporacién y analizada mediante cromatografia de gases de alta resolucién

para determinar el contenido de los principales capsaicinoides e identificarlos.

64



7.2.7.1. Analisis cromatograficos

Para la cuantificacion y determinacion de los capsaicinoides presentes en las
fracciones solubles en diclorometano, se prepard una solucidon en acetona de la

fraccion en diclorometano a analizar a una concentracion de 6 mg/ml.

Los andlisis se realizaron utilizando un cromatdgrafo de gases Shimadzu GC17A,
acoplado a un espectrometro de masas QP5050A, utilizando una columna RTX-5 de

30 m de largo y 0,22 mm de diametro.

La cuantificacion de los capsaicinoides en la muestra se realizd6 mediante el método
del estandar externo. Para esto se inyectd previamente en el cromatdgrafo una
muestra patron de capsaicina USP (referencia estandar de alta pureza) a diferentes
concentraciones conocidas (0,5, 1, 5y 10 mg/ml) y de esta manera se realiz6 una
curva de calibracién con la cual se obtuvo una regresion lineal y su ecuacion que
permitid calcular la concentracion de capsaicina y otros capsaicinoides en las

fracciones de diclorometano (Gaona e Ibagué, 2008).

Después de conocer la concentracion de los capsaicinoides en las fracciones de
diclorometano se realizaron factores de conversidon presentados en la Ecuacién 1,
utilizando los pesos de las fracciones de diclorometano (DCM) y de la fraccién

soluble en xilol utilizada.

mg de Capsaicina X mg totales de fraccion DCM = mg capsaicina

6 mg fraccion DCM g de fraccion en xilol utilizados en la prueba g fraccion xilol

Ecuacién 1. Factor de conversion empleado para calcular la cantidad de
capsaicinoides en las fracciones solubles en xilol de los ajies habanero amarillo y
rojo.

De igual manera fue posible calcular la cantidad de capsaicina en las pinturas,
extractos y en el material vegetal seco empleando los valores de los pesos obtenidos

y usados para cada uno de ellos.
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7.2.8. Homogenizacion y disminucion del tamafio de las particulas del aji

habanero amarillo molido

Uno de los tratamientos a evaluar (AMOL) consistid en agregar el aji habanero
amarillo molido directamente a la matriz de pintura ya que en algunos productos
comerciales se viene usando asi (Veech, 1997). Con el fin de lograr una adecuada
dispersion del material natural en el recubrimiento experimental fue necesario
disminuir el tamafio de las particulas de aji moliéndolo y homogenizandolo mediante
tamizado selectivo. Se emplearon 300 g de aji molido seco que se sometieron a un
proceso de molienda en un molino de ceramica de 22 cm de didametro y 14 bolas de
ceramica de 2,5 a 3,5 cm de didmetro, durante 10 horas a 60 rpm. Para
homogenizar el tamafio de las particulas de aji y obtener tamafios de particulas
menores o iguales a 0,15 mm, se tamizd el material molido durante 4 horas a través

de un tamiz # 100 con vibracion.

7.2.9. Pruebas de toxicidad con Artemia salina

Artemia salina es un crustaceo perteneciente a la subclase Branchiopoda, orden
Anostraca. Se encuentra distruibuido alrededor del mundo en ambientes desde
estuarinos hasta ultrasalinos (de 10-20 a 180-200 UPS). Los huevos o cistos
inactivos de A. salina son pequenas particulas de color marrén que miden cerca de
0,2 mm de didmetro. Mientras se mantengan deshidratados y en diafase, estos
huevos pueden soportar condiciones extremas, mantenerse viables y ser

almacenados por largos periodos de tiempo (Wah, 1993).

Después de ser rehidratados en una solucién salina, estos organismos culminan su
embriogénesis de 16 a 36 horas después de su inmersion, el embrién emerge del
cascardn cubierto por una membrana y comienza a desarrollar los apéndices con los
que rompe la membrana convertido en larva nauplio libre nadadora. Los nauplios
pueden sobrevivir hasta 72 horas dependiendo sélo de su vitelo. A partir de ese

tiempo es necesario alimentar las larvas utilizando microalgas o levadura. Entre los
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20 y 35 dias después de la eclosion el animal alcanza unos 9,5 mm y es sexualmente
maduro (Wah, 1993).

Para el estudio de compuestos y extractos naturales es necesario contar con
bioensayos que permitan evaluar de manera sencilla y rapida el efecto de estas
sustancias sobre los organismos vivos. Tener disponible animales completos, tejidos
o cultivos celulares para este tipo de ensayos es complicado y demanda gran
cantidad de recursos e infraestructura. De igual manera la observacion de los
efectos bioldgicos y/o fisioldgicos de los compuestos y sustancias sobre los
organismos no es facil y puede ser muy subjetivo. Por esta razén uno de los
criterios de respuesta que se pueden monitorear efectivamente es la letalidad, con
sélo dos opciones (vivo, muerto), esto facilita cuantificar esta respuesta y hacer un

tratamiento matematico con ella (Wah, 1993).

Artemia salina ha sido ampliamente utilizada en estudios ambientales como
organismo de prueba ideal para realizar este tipo de ensayos de letalidad, por la
facilidad de su cultivo, almacenamiento y mantenimiento. Con este bioensayo es
posible evaluar la toxicidad general y bioactividad de sustancias de origen natural de
una manera preliminar, sencilla, rapida, bastante utilizada y aceptada en el mundo
(Wah, 1993).

Generalmente se aplican dos tiempos de exposicion para evaluar la concentracién o
dosis a la que muere la mitad de los organismos presentes en el ensayo, dosis letal
50 (LDsp). La LDspaguda se lee tras seis horas de exposicion y la LDsq cronica que es
utilizada como medida de toxicidad de un extracto o compuesto, se lee a partir de
24 horas de exposicion. El ensayo consiste en preparar una solucién con el extracto
0 compuesto a ensayar para a partir de ella realizar diluciones y obtener al menos
cinco concentraciones diferentes, a las cuales se exponen los nauplios de A. salina
de 12 horas después de la eclosion, durante el periodo de tiempo seleccionado por

los investigadores para la exposicién (Wah, 1993).
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Para preparar la solucién con el extracto o compuesto a ensayar es necesario a
veces utilizar un solvente que facilite la preparacion de la misma. Las larvas de A.
salina pueden soportar hasta un 11% de solventes como el dimetilsulfoxido. Esta
tolerancia a los solventes es variable por muchos factores, motivo por el cual es
necesario tener como control una solucion de agua marina con la cantidad de
solvente utilizado para preparar la solucion y de esa manera corregir los resultados

de letalidad teniendo en cuenta la mortalidad causada por el solvente (Wah, 1993).

En este trabajo, para lograr la eclosiéon de A. salina se prepard una solucién salina de
cultivo de 38 UPS utilizando agua destilada y sal marina, es decir 38 g de sal marina
por cada litro de agua destilada. Aproximadamente 1 g de cistos de A. sal/ina fueron
puestos en un beaker con 500 ml de solucién salina a 28° C en una estufa con

circulacion de aire.

Para el ensayo de letalidad con A. salina desarrollado en este trabajo, se prepararon
cinco soluciones con concentraciones de 1000, 500, 250, 100 y 10 ppm de las
fracciones solubles en xilol y el aji molido utilizados para elaborar los recubrimientos
experimentales. Las fracciones solubles en xilol de los ajies, la esponja y el
octocoral fueron puestos en solucion utilizando una gota de dimetilsulfoxido (DMSO)
para facilitar su solubilidad en el agua. Esta misma cantidad de DMSO fue agregada
a una solucién con la solucién salina preparada para el cultivo para emplearla como
control. Las diluciones fueron preparadas utilizando la misma solucion salina

preparada para el medio de cultivo de A. salina.

Cada concentracién se ensayd por triplicado en placas multipozo de 24 pozos
utilizando 15 nauplios de A. salina de 12 horas después de su eclosidén por cada
réplica. Se tuvieron entonces tres réplicas para cada concentracion, tres réplicas
para el control con DMSO, tres réplicas para el control con sélo la solucion salina
como control negativo y tres réplicas para un control con dicromato de potasio
K,Cr,0; de 1000 ppm, compuesto toxico utilizado como control positivo (Figura 11)
(modificado de Wah, 1993).
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Figura 11. Placa multipozo de 24 pozos utilizada para realizar el ensayo de toxicidad
con A. salina. Se muestra la manera como se distribuyeron las réplicas para las
diferentes concentraciones ensayadas y controles.

Después de 24 horas de exposicién, se contd el niumero de individuos vivos y
muertos para cada réplica de los controles y las concentraciones ensayadas, con la

ayuda de un esteroscopio.

Los resultados obtenidos se introdujeron en una matriz de datos que permitio
graficar la letalidad como el porcentaje de individuos muertos segun la
concentracion de los compuestos ensayados. De esta manera fue posible hacer una
regresion lineal a la distribucion de los porcentajes de mortalidad por concentracién
(Gonzales y Aportela, 2001). Para el caso de los extractos ensayados, los datos
empleados en la grafica para determinar la LDs fueron el resultado de la mortalidad
obtenida para cada concentracidn de sustancia ensayada menos la mortalidad
obtenida para el control de DMSO y de esta manera se corrigi6 el efecto del solvente
utilizado para preparar las soluciones (modificado de Gonzales y Aportela, 2001).
Los resultados obtenidos de LDs, mediante la regresidn lineal fueron comparados
con los obtenidos mediante el método matematico para la estimacion de LDsg

propuesto por Reed-Muench (Wah, 1993), donde se graficd la mortalidad acumulada
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y la supervivencia acumulada en las diferentes concentraciones ensayadas. La LDsg
se encontrd en la interseccion de las curvas de mortalidad y supervivencia

acumuladas correspondientes (Wah, 1993).

7.2.10. Preparacion de los recubrimientos experimentales

Para la preparacién de los recubrimientos experimentales se mezcldé cada uno de los
extractos naturales (fases solubles en xilol 6 el aji molido) por separado con la

matriz de pintura.

Se prepard6 300 g de cada uno de los recubrimientos experimentales que
correspondid a la cantidad minima necesaria para poder pintar el nimero de réplicas

propuesto (Tabla 2).

Algunos tratamientos como (HCU) consistieron en probar el desempefio antifouling
de un recubrimiento al cual se le afiadié el 50% de contenido de dxido cuproso
(Cu,0) que se emplea tradicionalmente en la pintura antifouling comercial de Sika.
Esto se hizo con el fin de esclarecer la posibilidad de disminuir la cantidad de este
compuesto en las pinturas y reemplazarlo por sustancias de origen natural como
cobiocidas. De igual forma se evalué también la matriz de pintura con la mitad de la
concentracion del oxido cuproso (MACU) utilizado en el antifouling comercial de Sika
para comparar la actividad antifouling de la fraccidén soluble en xilol del extracto de
aji en los tratamientos que lo contenian vs la actividad antifouling del 6xido cuproso

en si.

Para el experimento de exposicibn en campo, se probaron 10 recubrimientos

experimentales (seis tratamientos y cuatro controles).
Las concentraciones de los recubrimientos experimentales y su composicion

aparecen en la Tabla 2, junto con el porcentaje en peso del extracto con respecto al

peso final de pintura preparada.
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Tabla 2. Formulacion de los recubrimientos experimentales (tratamientos vy
controles) empleados en el experimento de exposicién en campo.
CODIGO MATERIAL CARACTERISTICAS % en peso del #
ENSAYADO material con réplicas
respecto al
recubrimiento
HAM Aji habanero Fraccion del extracto 3% 6
Capsicum chinense organico soluble en xilol
Variedad amarilla
HAR Aji habanero Fraccion del extracto 3% 6
Capsicum chinense organico soluble en xilol
Variedad roja
AMOL Aji Habanero amarillo seco, Polvo fino, tamario particulas 18% 6
molido < 0,15 mm
XCA Extracto de la esponja Fraccién del extracto 1,5% 6
Neopetrosia carbonaria organico soluble en xilol
ELA Extracto del octocoral Fraccion del extracto 3% 6
Eunicea laciniata organico soluble en xilol
HCU Aji habanero Fraccion del extracto 3% del extracto 4
Capsicum chinense organico soluble en xilol mas de Aji habanero
Variedad amarilla y 50% de la concentracion de  amarillo +
Oxido cuproso (Cu,0) Cu,0O* usada en el 30% de Cu,0*
antifouling comercial de Sika
Colombia S.A.
CONTROLES
MAT Ninguno Matriz de pintura sin adicién 5
de Cu,0* u otras sustancias -
MACU Oxido cuproso Matriz de pintura mas 50%  30% de Cu,0* 3
de Cu,0* de la
concentracion usada en el
antifouling comercial de Sika
Colombia S.A.
AFS Oxido cuproso Pintura antifouling comercial 60% de Cu,0* 7
(Antifouling Vinilico Rojo
604020) de Sika Colombia
S.A.
ST Ninguno Recubrimiento anticorrosivo 7

sin pintura ni agente
antifouling.

*Cu,0: Oxido cuproso.
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7.3. ENSAYO EN CAMPO

Para el ensayo en campo se emplearon placas de acero (facilitadas por Sika
Colombia S.A.), material similar al acero naval empleado en los cascos de
embarcaciones. Las dimensiones de las placas fueron de 15 x 15 cm, perforadas en
las esquinas con orificios de 0,5 cm de didmetro a 1 cm del borde de las placas.
Originalmente se planted la realizacién de los experimentos con placas de acrilico,
pero las caracteristicas de tal material son muy distintas al acero en términos de su
textura, densidad y comportamiento con los recubrimientos. Las placas tuvieron
dimensiones de 15 x 15 cm, ya que superficies menores a 10 x 10 cm generan una
disminucion en el asentamiento de larvas de los organismos bentdnicos sésiles, y
por lo tanto errores en la estimacion del porcentaje de cobertura (Hills y Thomason,
1998).

7.3.1. Disefio experimental
Para la realizacion del experimento en campo, se elaboraron siete armazones

experimentales con tubos de PVC de 34 de pulgada que sostenian juegos de 8

placas de acero con los diferentes recubrimientos experimentales (Figura 12).

Tubos
de PVC
de 34
Amarres 4o
plasticos
Control con producto
Recubrimientos con cada E antifouling comercial
. uno de los ocho tratamientos (AFS).
a probar.
. Control sin
recubrimiento (ST).

Figura 12. Diagrama de la disposicion de las placas experimentales sobre el
armazon de PVC. La disposicion de cada una de las placas incluyendo los controles
ST y AFS dentro del marco se realizd de manera aleatoria.
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Las placas fueron fijadas al armazén de PVC mediante amarres plasticos a través de
pequefos orificios en las esquinas, realizados a 1 cm del borde de la placa (Figura
13).

Orificios Amarres plasticos
\
T \. | |
15 cm 10 em
. ¢ [

Figura 13. Esquema del disefio de las placas experimentales usadas en el estudio.
Los orificios se hicieron en las esquinas de las placas a aproximadamente 1 cm del
borde.

La distribucién de las placas en los paneles se realizd de manera aleatoria. Se
asignaron posiciones dentro de cada panel y luego se ubicaron las placas empleando
una tabla de nimeros aleatorios. De esta manera se corrigieron los posibles efectos
que pudieran tener las variaciones a pequena escala del habitat entre los marcos.
Las réplicas de cada tratamiento y control se distribuyeron de forma que cada
tratamiento estuviera presente una vez en todos los marcos (que eran 7) menos en
uno de ellos para los tratamientos con seis réplicas, sin ubicar dos réplicas del
mismo tratamiento o control sobre el mismo marco. La disposicion de tratamientos

y controles se puede apreciar mas claramente en la Figura 14.

Cada marco fue dispuesto de manera aleatoria horizontalmente entre los pilotes del
muelle de COTECMAR.
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habanero amarillo

Extracto de aji

Habanero rojo
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Recubrimiento con

aji habanero molido

Extracto del gorgonaceo
Eunicea laciniata
Marco #3

Extracto de la esponja
Xestospongia carbonaria

Extracto de aji Marco #4
Habanero amarillo

mas 30% de Cu,0*

Control con 30% de
'3
Cu0 Marco #5

Matriz de pintura

Antifouling comercial de
Sika Colombia S.A. Marco #6

Control sin
recubrimiento

Marco #7

Figura 14. Diagrama de la distribucion de los tratamientos y controles en los siete
marcos experimentales. El diagrama corresponde a la vista de la cara expuesta de
los marcos. El lado superior de cada marco mostrado en el diagrama corresponde a
la posicion real en cuanto a la orientacion (arriba — abajo) de cada marco en el sitio
de inmersion. *Cu,0: Oxido cuproso.
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Con el control ST (sin recubrimiento) se pretendid verificar que efectivamente habia
oferta larval de organismos para fijarse sobre a las placas, mientras que el control
AFS (pintura antifouling comercial) tuvo como propdsito comparar la eficiencia de los
tratamientos respecto a un producto comercial antifouling (Antifouling vinilico rojo
604020 de Sika Colombia S.A.).

7.3.2. Preparacién de la superficie de las placas y aplicacién de los

recubrimientos experimentales

El acero permite un adecuado perfil de anclaje (que se logra mediante el lijado o

sandblasting) el cual asegura la adherencia de la pintura a la superficie.

El sandblasting consistié en lijar la superficie mediante el efecto abrasivo de arena
seca expulsada a presidn con aire mediante un compresor a través de una
manguera. El impacto de los granos de arena sobre la placa genera la abrasion y

“raya” la superficie.

Se realizd un sandblasting hasta lograr un grado denominado “metal blanco” SSPC-
SP5/ NACE No1l (Sika, 2008). Este proceso y el resultado obtenido después de

realizarlo a las placas se observa en la Figura 15.

La preparacion de las placas (abrasién, aplicacion de pintura anticorrosiva y capa de
pintura intermedia) y la aplicacion de los recubrimientos experimentales se hicieron
en las instalaciones de la Corporacion de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo de
la Industria Naval, Maritima y Fluvial (COTECMAR) en la planta de Mamonal en la
Bahia de Cartagena.

Después del sandblasting se aplicO una capa de pintura anticorrosiva llamada
Imprimante Epdxico Rojo 137008 de Sika S.A. mediante un equipo airless, este
equipo se usa para pintar areas grandes mediante un dispersor que expulsa la

pintura a presion sin utilizar aire comprimido.
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B.

Figura 15. A. Proceso de sandblasting. El operario dirige la salida de la manguera
que expulsa la arena a presion, en direccidon perpendicular a las placas para lograr
una buena abrasion. B. Placa después del sandblasting, se observa la superficie
muy limpia y homogénea.

Con un pincel se pintaron los bordes y orificios de las placas para asegurar la total
cobertura de este recubrimiento y la proteccion anticorrosiva de las placas. Detalles

de este proceso se muestran en la Figura 16.
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Figura 16. A. Equipo airless. B. Proceso de aplicacion del imprimante o
anticorrosivo. C. Aplicacion del imprimante con pincel en los bordes vy orificios de las
placas.

Pasadas 24 horas de la aplicacion del imprimante, se aplicé una capa intermedia que
mejora la adherencia del recubrimiento antifouling. Esta capa intermedia
correspondid al Coaltar Epdxico 786502 de Sika Colombia S.A., el cual se aplicé con

una pistola de aire de baja presion.

Tres a cuatro horas después de la aplicacion del Coaltar, teniendo en cuenta que
esta capa intermedia estuviese alin “tactosa”, es decir ain hiumeda o pegajosa, se
aplicaron los diferentes tratamientos antifouling, para lo cual se utilizd una pistola
para pintar de baja presion (Huertas y Palma, Sika Colombia S.A. com. pers.).
Detalles del proceso de aplicacion de los recubrimientos intermedio (Coaltar Epoxico)

y antifouling se pueden observar en la Figura 17.
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Figura 17. Detalles de la aplicacién de las diferentes capas de pintura sobre las
placas experimentales. A. Detalle de la apariencia de la capa intermedia Coaltar
Epdxico 786502 de SIKA Colombia S.A. B. Aplicacion de la capa final con los
diferentes recubrimientos experimentales y controles.

Después de 36 horas de secado, las placas fueron dispuestas en los marcos de PVC

para su inmersién (Figura 18).

=
7
'

Figura 18. Marco experimental de PVC con las placas experimentales sujetas al
mismo mediante amarres plasticos. Las placas experimentales se marcaron con
etiquetas plasticas y amarres plasticos de diferentes colores. La longitud del marco
es de 1 m, su altura 0,5 m, las placas miden 15 x 15 cm.
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7.3.3. Disposicion del experimento en campo

Las estructuras o paneles experimentales fueron sumergidos a 50 cm de
profundidad por debajo del nivel de la marea mas baja (Pérez et al, 2003). Los
marcos fueron atados a manera de penddn de las cuatro esquinas de cada uno de
ellos en medio de cada par de pilotes del muelle. Esto se realizd con el apoyo del

personal de la planta mediante buceo autéonomo (Figura 19).

B.

Figura 19. A. Marcos experimentales con las placas atadas en ellos, previo a la
inmersién. B. Proceso de amarre de los marcos experimentales a los pilotes del
muelle de COTECMAR mediante buceo auténomo. Los marcos se ubicaron
horizontalmente con el extremo superior a 50 cm del nivel de la marea mas baja.
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Las estructuras fueron fijadas a los pilotes del muelle de la planta de COTECMAR,
mediante cabos de nylon y amarres plasticos que garantizaron su fijacion y
estabilidad en el sitio del experimento.

Los marcos estuvieron expuestos inmersos durante un periodo de dos meses y
medio. Esto garantizd que se obtuvieran coberturas cercanas al 100% en los
controles, lo cual permitié realizar comparaciones mas claras del efecto antifouling
de los tratamientos evaluados. En un estudio realizado en Mamonal (Meza et a/.,
2007), se encontré que en las placas control (sin recubrimiento) la fijacion de
organismos durante los dos primeros meses, presentd porcentajes de cobertura
cercanos al 100%. Por lo tanto, este tiempo de prueba se considerd apropiado para
la evaluacion de los recubrimientos experimentales facilitando el reconocimiento del
efecto antifouling de cada recubrimiento al someter los tratamientos a condiciones
de fouling reales y garantizando que la oferta de larvas y la intensidad del fouling
fuesen suficientes para el ensayo. De igual forma facilitd el conteo e identificacion
de los organismos fijados a la placa directamente debido a una menor presencia de
individuos muy pequenos (juveniles) que pudieran dificultar identificacion

taxondmica confiable (Henrikson y Pawlik, 1995).

7.3.4. Remocién del experimento

Pasados los dos meses y medio de inmersién, se contd con la ayuda de buzos de la
planta de COTECMAR para la remocidon del experimento. Para la remocion de los
marcos fue necesario amarrar con cabos gruesos dos puntos diferentes cada marco
para extraerlos sin que se rompieran debido al enorme peso de los organismos
adheridos a las placas, los marcos y las cuerdas. Para extraer los marcos, un buzo
atd cabos a las esquinas de los mismos y posteriormente tres personas halaron

fuertemente de los cabos atados a los marcos desde el muelle.
Cuando los marcos estuvieron fuera del agua sobre la superficie del muelle, se

desprendieron de ellos las placas experimentales cortando los amarres plasticos con

un cortafrio y tijeras de jardineria.
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Después de recuperadas, las placas fueron fotografiadas /in situ, introducidas en
bolsas plasticas de cierre hermético y almacenadas en frio en neveras de plastico
para facilitar su transporte y manejo. Las placas fueron transportadas a Bogota por

avion y almacenadas en un congelador ese mismo dia.

7.3.5. Analisis de las placas y fase de laboratorio

Para descartar el efecto de borde, se decidié evaluar solamente la regién central de
10 x 10 cm de las placas (modificado de Gunkel, 1997). Se determind el porcentaje
de cobertura de organismos sobre el area central de cada placa experimental (10 x
10 cm), mediante la superposicion de un acetato transparente rotulado con
cuadriculas de 1 x 1 cm, donde se registrd lo hallado (tipo de organismo o sustrato
descubierto, sin organismos) dentro de cada cuadro de 1 cm? modificando el método
del punto intersectado (Henrikson y Pawlik, 1995; Gunkel, 1997).

Se contaron en total 100 cuadros de 1 x 1 cm, para cada placa. El porcentaje de
cobertura se calculé dividiendo el nimero de cuadros con cada categoria (tipo de
organismo o sustrato descubierto), entre el nimero total de cuadros (Henrikson y
Pawlik, 1995; Rojas, 1996).

Es importante aclarar que se tuvieron en cuenta sélo los organismos que estaban
directamente fijados a la placa experimental para la determinacidon del porcentaje de
cobertura y no los organismos epibiontes (fijados sobre otros organismos)
(Figura 20).

Para la identificacién de las especies mas abundantes se emplearon claves de
identificacion especificas para cada grupo de organismos y la colaboracion de
expertos en cada grupo taxonomico. Los grupos menos abundantes y errantes se

manejaron a nivel de grandes grupos taxondmicos (Familias).
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Figura 20. Fotografias de placas con tratamientos diferentes donde se observa el
acetato con cuadricula utilizado para la cuantificacion del porcentaje de cobertura
sobre el drea de 10 x 10 cm en el centro de la placa.

Después del conteo e identificacion de los organismos presentes en el area central
evaluada, se determind la biomasa de los organismos encontrados dentro de ella.
Para esto se raspd el area de 10 x 10 cm sobre la porcidon central de cada placa
(utilizada en el andlisis de porcentaje de cobertura, incluyendo los organismos
empleados para la identificacion taxondmica) con la ayuda de un cuchillo o espatula.
Este material se puso sobre una taza de papel aluminio previamente pesada en una
estufa a 90 °C hasta obtener peso constante. Una vez sacado de la estufa, el
material se dejé enfriar en un desecador y se registrd el peso seco final cuyo valor
fue registrado y correspondio al total de la biomasa seca para cada una de las caras
de cada placa (modificado de Meza et a/,, 2007). Para esta determinacion se tuvo
en cuenta a la totalidad de organismos dentro del area de evaluacién (10 x 10 cm)
incluyendo los epibiontes, debido a que todos aportaron peso a la estructura
independientemente de si estaban o no fijados directamente a las placas.

La determinacion del porcentaje de cobertura y la biomasa se realizd de la misma
manera para las dos caras de cada una de las placas experimentales, tanto para la
cara expuesta (correspondiente a la parte de la placa estuvo orientada hacia la parte
externa del muelle) como para la cara interna (correspondiente al lado que estuvo

orientado hacia el interior del muelle).
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Después de determinar los valores de biomasa, se cuantificd el nimero de individuos

de los principales (mas abundantes) taxa encontrados.

Este estudio tuvo un énfasis evidentemente centrado en el grupo de los organismos
sésiles que se adhieren a las placas tales como cirripedios, ostras, mytilidos,
esponjas y poliquetos tubicolas ya que éstos son los responsables del fendmeno del
fouling. Sin embargo organismos errantes como cangrejos, camarones y poliquetos

nereidos se tuvieron en cuenta, siendo identificados a nivel de familia.

Durante la aplicaciéon de los recubrimientos y el almacenamiento de las placas antes
de su inmersidn, algunas de ellas se rayaron. Para evitar variacion de los resultados
con respecto al estado fisico del recubrimiento de las placas, se ubicaron de tal
manera que la cara afectada quedd dispuesta hacia la parte interna del muelle. De
esta forma la cara expuesta de todas las placas correspondié a un recubrimiento en
perfecto estado y la cara interna presentd, en algunos casos, rayones en el

recubrimiento.

Las dos caras de las placas fueron analizadas por separado. Inicialmente el objetivo
fue analizar el desempefo antifouling de los recubrimientos Unicamente de la cara
expuesta, ya que es la condicidon dominante en la realidad para estructuras como
barcos, sin embargo se considerd importante registrar y aprovechar también la

informacién que ofrecid la cara interna.

Se cuantificd el niUmero de individuos de M. charruana (ya que esta especie fue muy
abundante y no habia sido reportada anteriormente para el Caribe colombiano)
fijados sobre el area central del 10 x 10 cm de 10 placas escogidas al azar. Las
placas no estaban pintadas con recubrimientos que contenian éxido cuproso. De
igual manera se midié la longitud total de 300 individuos tomados al azar del area de
10 x 10 cm entre todas las placas control sin recubrimiento ST, para calcular la talla
promedio. También se cuantifico la biomasa en de M. charruana pesando la
totalidad de éstos mitilidos encontrados dentro del area central de 10 x 10 cm sobre

las placas escogidas para estos analisis anteriores.
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7.4. TRATAMIENTOS MATEMATICOS Y ESTADISTICOS PARA EL ANALISIS
DE LA INFORMACION

Se realizaron histogramas a partir de los valores promedio de porcentaje de
cobertura de organismos y biomasa seca + error estandar. Con esta informacion se

realizd un analisis descriptivo de la informacion.

Se realizaron comparaciones de los valores de porcentaje de cobertura de
organismos y biomasa entre los tratamientos y los controles, para esto se realizaron
pruebas de Kruskal-Wallis, debido a que los datos no se ajustaron a distribucion
normal o no tuvieron homogeneidad de varianzas (Mendenhall y Sincich, 1997). En
los casos que la prueba de Kruskal-Wallis indicé que existieron diferencias
significativas, se procedid a analizar la grafica de “Whisker Plot”, que permitid
distinguir cuales tratamientos fueron diferentes o similares entre si o de los
controles. Estas pruebas se realizaron con el programa STATGRAPHICS Plus for
Windows 4.0.

Las pruebas de Kruskal-Wallis se realizaron para los tratamientos y controles con
cinco o mas réplicas. Se compararon los tratamientos (recubrimientos
experimentales) con el control sin recubrimiento ST, aparte se compararon los
tratamientos y el control de pintura comercial AFS. De igual manera se compararon

los tratamientos con el control de matriz de pintura MAT.

Las interpretaciones y comparaciones de los resultados de los tratamientos con
menos de cinco réplicas se realizaron con base en los histogramas de los valores
promedio de las variables dependientes biomasa y porcentaje de cobertura de

organismos.

Se calculd el indice de dominancia de Pielou a partir de los valores de porcentaje de
cobertura de organismos. Este indice proporciond informacidn sobre la equidad en
la distribucion de la abundancia entre las especies presentes. Estos calculos de

indices se realizaron con la ayuda del programa Primer 5 for Windows versién 5.2.2.
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Con esto se buscd determinar la dominancia de ciertas especies en los tratamientos
y comparar con los valores obtenidos para los controles ya que en ocasiones el
efecto de algun factor de “estrés” hace que disminuya la equidad (Gunkel, 1997).
Se calcularon también los valores de diversidad de Shannon-Wiener para cinco
placas por lado y lado del control sin recubrimiento ST y una réplica del control de
matriz de pintura MAT, para un total de 11 réplicas, con el fin de realizar una curva
de diversidad acumulada que permitiera aceptar el nimero de réplicas empleadas y

analizar esto en cuanto al costo y el beneficio para la investigacion (Ramirez, 2006).
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8. RESULTADOS

8.1. ENSAYO EN CAMPO DEL DESEMPENO ANTIFOULING DE LOS
RECUBRIMIENTOS EXPERIMENTALES

Pasado el tiempo de experimentacion en campo (dos meses y medio) fue evidente la
colonizaciéon de organismos y asentamiento larval sobre los marcos y las placas
experimentales dispuestas en campo. La colonizacion de los organismos
responsables del fouling se pudo apreciar claramente, el peso de las estructuras
sumergidas (marcos con las placas) aumentd considerablemente, hasta el punto que
se necesitd de la fuerza de tres hombres al tiempo para halar con cuerdas y extraer

cada uno de los marcos (Figura 21).

En dos ocasiones durante la extracciéon de los marcos experimentales, el peso de los
organismos adheridos a ellos fue tal que se rompid la estructura de PVC. Debido a
esto, uno de los marcos se desprendid hundiéndose totalmente. Las placas
correspondientes al marco desprendido fueron imposibles de recuperar debido a las

condiciones de visibilidad y turbidez del lugar.

Los organismos encontrados se adhirieron no solo a las placas experimentales, sino
también crecieron sobre los marcos de PVC, las cuerdas o cabos utilizados para
amarrar los marcos al muelle y los amarres de plastico usados para atar las placas a

los marcos (Figura 21).

Los organismos encontrados en este estudio se dividieron en dos grandes grupos
funcionales, los sésiles fijados directamente a la placa o a otros organismos
(epibiontes) y los errantes con capacidad de desplazamiento (Ruppert y Barnes,
1996).
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B.

Figura 21. A. Imagen de uno de los marcos experimentales después de dos meses
de inmersién in situ. Los organismos de color negro que recubrieron casi todas las
placas y el marco son bivalvos de la especie Mytella charruana. Se aprecia
claramente la gran cantidad de individuos fijados a la estructura. También se
aprecian algunas placas de coloracion rojiza donde no se fijaron tan
abundantemente organismos. By C. Imagenes de los cabos utilizados para atar los
marcos a los pilotes del muelle donde se evidencia la fijacién y colonizacién de
organismos del fouling, en este caso se destaca por su abundancia Mytella
charruana.
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En cuanto al porcentaje de cobertura sobre la cara expuesta de las placas, el taxdn
mas abundante de organismos fijados directamente a las placas fue el de los
crustaceos representados por los cirripedios (68%), seguido de los moluscos (24%).
Las esponjas y los poliquetos tuvieron coberturas cercanas al 4% cada uno (Figura
22).

4% 4%
24% m Esponjas
m Moluscos
m Cirripedios
O Poliquetos

Figura 22. Promedio general del porcentaje de cobertura relativo de los grandes
grupos taxondmicos fijados a la cara expuesta de las placas experimentales.

En general sobre las placas se encontraron dos especies de cirripedios Balanus
reticulatus (Utinomi, 1967) y Balanus eburneus (Gould, 1841). Los cirripedios
juveniles se trabajaron como una categoria aparte ya que las tallas pequefas
impidieron la diferenciacién e identificacion a nivel de especie. También se
encontraron dos especies de moluscos bivalvos Crassostrea rhizophorae (Guilding,
1828) y Mytella charruana (d' Orbigny, 1846) especie que no habia sido reportada
para Colombia anteriormente y que se reporta por primera vez a partir de este
trabajo (Puyana et al., sometido B.). Estos grupos dominaron la comunidad del

fouling sobre las placas en términos de porcentaje de cobertura y biomasa.

También se encontrd la esponja Haliclona sp. y poliquetos tubicolas de la familia

Serpulidae con abundancias cercanas al 4%.
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Los organismos errantes asociados a la comunidad del fouling correspondieron a dos
morfotipos de poliquetos de la familia Nereidae, dos morfotipos de cangrejos de la
familia Porcelanidae y un morfotipo de camardn de la familia Alpheidae.

A pesar de la notoria abundancia de los cirripedios fijados a las placas, el bivalvo
Mytella charruana fue el organismo mas abundante. En la mayoria de los casos este
mytilido aparecié como epibionte, con una cobertura promedio del 46,3%. Teniendo
en cuenta todos los tratamientos y controles, en algunas placas tuvo porcentajes de
cobertura del 100% como epibionte fijado sobre los cirripedios. M. charruana

también se fij6 masivamente sobre los tubos de PVC de los marcos, los amarres

plasticos y las cuerdas con las que se amarraron los marcos a los muelles (Figura
23).

Figura. 23. Colonizacion masiva de Mytella charruana sobre los marcos de PVC, las
cuerdas y las placas experimentales cubriendo en ocasiones la totalidad de los
marcos, creciendo con frecuencia sobre otros organismos como los cirripedios.

En algunos casos M. charruana se fijo directamente a la placa (con coberturas
promedio del 11%), sin embargo este evento fue menos comun que la fijaciéon del
bivalvo como epibionte. Por esta razon los valores de porcentaje de cobertura de
esta especie se tuvieron en cuenta por separado para los andlisis (fijados a la placa
o epibiontes) (Figuras 24 y 25). Para los anadlisis que permitieron responder la
hipotesis planteada en este trabajo, se tuvieron en cuenta Unicamente los bivalvos

fijados directamente a las placas.

89



m Total (epibiontes y fijadas a las placas)
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Figura 24. Porcentaje de cobertura (promedio * error estandar) de M. charruana
total (epibiontes y fijadas diretamente a las placas) y fijadas directamente sobre la
cara expuesta de las placas para cada uno de los recubrimientos ensayados.

W Total (epibiontes y fijadas a las placas)

W Fijadas directamente a las placas
100 -
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% de cobertura
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Recubrimiento

Figura. 25. Porcentaje de cobertura (promedio + error estandar) de M. charruana
total (epibiontes y fijadas diretamente a las placas) y fijadas directamente sobre la
cara interna de las placas para cada uno de los recubrimientos ensayados.

En algunas placas se observd la posible rapida colonizacién del sustrato por M,
charruana ya que los cirripedios que fueron encontrados bajo ésta, eran de tallas
pequefas (3-6 mm de diametro de su base) lo que sugiere que murieron tras un
corto tiempo tras su reclutamiento. La muerte de los cirripedios probablemente

ocurrid por sofocacion, causada por el denso asentamiento de M. charruana sobre
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ellos. De esta manera es notoria la gran habilidad del crecimiento y colonizacion de

sustratos y organismos vivos por esta especie.

Se encontrd que la talla promedio de M, charruana fue de 20 mm, con un rango de
tallas entre 5 y 36 mm (Puyana et al., sometido B.). La densidad promedio de M.
charruana fue de 13.400 indiv/m?, similar a lo reportado en Brasil en donde se

considera una especie nativa con 11.036 indiv/m? (Pereira et al., 2003).

La biomasa promedio de M. charruana encontrado en este estudio fue de 3560
2

g/m-.
bioldgicas totales, el resto de biomasa fue aportada en su mayoria por cirripedios

El peso de M. charruana constituyd mas del 50% de las incrustaciones

con cerca del 36% y por el bivalvo Crassostrea rhizophorae con alrededor del 14%

(Puyana et al., sometido B.).

8.2. RESULTADOS PARA LA CARA EXPUESTA DE LAS PLACAS

8.2.1. Porcentaje de cobertura

Los principales organismos fijados a la cara expuesta de las placas fueron los
cirripedios Balanus eburneus (con 43,7% de cobertura promedio) y Balanus
reticulatus (14,4%), los bivalvos Crassostrea rhizophorae (13,6%) y Mytella
charruana (10,8%), cirripedios juveniles (8,8%), la esponja Haliclona sp. (4,3%) y

poliquetos tubicolas serpulidos (4,3%) (Figura 26).

Los mayores valores de porcentaje de cobertura promedio para la cara expuesta se
encontraron en los controles sin recubrimiento ST con 99,8%, matriz de pintura MAT
96,5% y 91,2% para el tratamiento XCA (recubrimiento con el extracto de

Neopetrosia carbonaria).
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Figura 26. Porcentajes de cobertura promedio de los taxa encontrados fijados
directamente a la cara expuesta de las placas experimentales.

Entre los tratamientos sin Oxido cuproso, el menor porcentaje de cobertura
promedio lo presentd el recubrimiento con aji molido con 67,2%. Los
recubrimientos con Oxido cuproso (extracto de aji habanero amarillo mas oxido
cuproso (HCU), el control de la matriz de pintura con 6xido cuproso (MACU) y el
control de pintura antifouling comercial de Sika (AFS)), presentaron coberturas de

organismos cercanas a cero (Figura 27).

La Figura 27 muestra que los recubrimientos con extractos de origen natural sin
oxido cuproso (AMOL, HAR, HAM, ELA, XCA y MAT) tuvieron un desempefio o
actividad antifouling mucho menor que el control de producto comercial de Sika
(AFS).

También se observa que los tratamientos sin dxido cuproso (AMOL, HAR, HAM, ELA,
y XCA) presentaron menores valores de porcentaje de cobertura promedio que los
controles sin recubrimiento ST y de matriz de pintura MAT, sugiriendo que estos
tratamientos tuvieron cierta actividad antifouling en relacién a dichos controles. El
recubrimiento con aji molido AMOL present6 el mejor desempefio antifouling debido
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a que presentd los menores porcentajes de cobertura de organismos promedio
(Figura 27).

99,8
100 - 96,5
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90

80 -
70 | 672
60 -
50 -

40 |

% de cobertura

30
20 -

10 |
0,0 08 0,0

AMOL HAM HAR HA XCA MACU HCU AFS MAT ST
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Figura 27. Porcentajes de cobertura (promedio + error estandar) de organismos
fijados directamente a la cara expuesta de las placas experimentales para los
tratamientos y controles ensayados.

El control MACU vy el tratamiento HCU no fueron incluidos en el analisis estadistico
debido al bajo nimero de réplicas (n < 5). Sin embargo las diferencias pueden ser
apreciadas y discutidas desde el histograma de la Figura 27 teniendo en cuenta los
valores de los errores estandar. De esta manera parece que MACU y HCU tuvieron
un desempeiio antifouling muy similar entre si y al del control de pintura comercial
AFS.

La prueba de Kruskal-Wallis determind que si existieron diferencias significativas

entre los valores de porcentaje de cobertura de los tratamientos experimentales en
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comparacion con el control de pintura comercial antifouling vinilico rojo 604020 de
Sika (p=0,0008, 0.=0,05). Posteriormente se realiz6 un analisis grafico del diagrama
Box and Whisker, que permitid definir entre qué tratamientos se encontraron las
diferencias definidas por la prueba de Kruskal-Wallis, sugiriendo que los tratamientos
que contenian extractos de origen natural sin éxido cuproso (AMOL, HAM, HAR, ELA
y XCA) fueron diferentes del control de pintura comercial AFS, asi que la actividad
antifouling de estos tratamientos fue menor que la actividad antifouling del control

de pintura comercial AFS (Figura 28).
Box-and-Whisker Plot
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Figura 28. Diagrama Box and Whisker para el porcentaje de cobertura de

organismos sobre la cara expuesta de las placas, entre los tratamientos y el control
de pintura antifouling comercial AFS.

Se encontré que al comparar los recubrimientos experimentales con extractos de
origen natural sin éxido cuproso (AMOL, HAM, HAR, ELA y XCA) con el control sin
recubrimiento ST se encontraron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de
cobertura de organismos (Kruskal-Wallis p=0,0019, a=0,05). De igual manera se
encontraron diferencias significativas al comparar los recubrimientos experimentales
con extractos de origen natural sin éxido cuproso (AMOL, HAM, HAR, ELA y XCA)
con el control de matriz de pintura MAT (Kruskal-Wallis p=0,0067, .=0,05).

Después de estudiar el diagrama Box and Whisker correspondiente a estas

comparaciones, se interpretd que los tratamientos AMOL, HAM, HAR, ELA y XCA

fueron diferentes del control sin recubrimiento ST. Segun esto, hubo menor
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asentamiento larval sobre las placas tratadas con estos extractos en relacion con
dicho control (Figura 29). De igual manera los tratamientos AMOL, HAM, HAR y ELA
fueron diferentes del control de matriz de pintura MAT vy tuvieron menor
asentamiento larval respecto a dicho control. El tratamiento XCA no presentd
diferencias claras con MAT. EL tratamiento AMOL correspondiente al recubrimiento
con aji molido, fue diferente de los demas tratamientos sin 6xido cuproso ademas de
los controles MAT y ST, mostrando que tiene un desempefio antifouling mucho

mejor (Figura 29).
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Figura 29. Diagrama Box and Whisker del porcentaje de cobertura de organismos
sobre la cara expuesta de las placas, entre: A. Los tratamientos y el control de sin
recubrimiento ST. B. Los tratamientos y el control de matriz de pintura MAT.
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8.2.2. Biomasa

Para la cara expuesta los mayores valores promedio de la biomasa en el area central
de las placas de 10 x 10 cm (100 cm?), correspondieron al control sin recubrimiento
ST con 52,7 g/100 cm? y al control de matriz de pintura MAT con 41,8 g/100 cm?®. El
mayor valor de biomasa de los tratamientos fue 32,5 g/100 cm® para el
recubrimiento que contenia el extracto de Eunicea laciniata ELA. Los demas
tratamientos sin éxido cuproso (menos AMOL) fueron similares, con valores entre
32,5 g/100 cm? y 28,5 g/100 cm? (Figura 30). El menor valor de biomasa entre los
tratamientos sin éxido cuproso fue para el recubrimiento con aji molido AMOL con
19,8 g/100 cm?. Asi se aprecid una notoria disminucion de los valores de la biomasa
correspondiente a los tratamientos sin éxido cuproso con respecto a los controles ST
y MAT. Sin embargo los tratamientos y controles que contenian 6xido cuproso

(HCU, MACU y AFS) presentaron valores menores a 1 g/100 cm? (Figura 30).
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Figura 30. Biomasa (promedio % error estandar) correspondiente a los organismos
epibiontes y fijados directamente a la cara expuesta de las placas experimentales,
dentro del &rea central de las placas de 10 x 10 cm expresados en g/100 cm?.
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Los tratamientos experimentales que contenian extractos naturales sin Oxido
cuproso (AMOL, HAM, HAR, ELA y XCA) presentaron valores de biomasa
significativamente mayores que el control del antifouling vinilico rojo 604020
comercial de Sika (AFS) (Kruskal-Wallis p=0,0064, .=0,05). Esto indicé mediante el
diagrama de Box and Whisker que el desempefio antifouling de estos tratamientos
fue diferente, en este caso menor que el encontrado para el control AFS (Figura 31).
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Figura 31. Diagrama Box and Whisker para la biomasa sobre la cara expuesta de las
placas, entre los tratamientos y el control de pintura antifouling comercial AFS.

Por otro lado, estadisticamente se encontrd que los recubrimientos experimentales
sin oxido cuproso (AMOL, HAM, HAR, ELA y XCA) tuvieron valores de biomasa
significativamente menores que los encontrados para el control sin recubrimiento ST
(Kruskal-Wallis p=0,0123, «=0,05), esto también segun la interpretacion del

diagrama Box and Whisker correspondiente (Figura 32).

De igual manera los tratamientos sin oxido cuproso (AMOL, HAM, HAR, ELA y XCA)
presentaron diferencias significativas al ser comparados con el control de matriz de
pintura MAT (Kruskal-Wallis p=0,0416, a=0,05). Después de analizar el diagrama
Box and Whisker correspondiente a este andlisis, se encontrd que existié una clara
diferencia en los valores de biomasa entre el tratamiento con aji molido AMOL y en
control MAT, en este caso sélo AMOL tuvo valores de biomasa significativamente

menores que el control MAT (Figura 32).
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Figura 32. Diagrama Box and Whisker para la biomasa sobre la cara expuesta de las
placas, entre: A. Los tratamientos y el control sin recubrimiento ST. B. Los
tratamientos y el control de matriz de pintura MAT.

8.3. RESULTADOS PARA LA CARA INTERNA DE LAS PLACAS

8.3.1. Porcentaje de cobertura

En general la cara interna de las placas presentd mayores valores de porcentaje de
cobertura de organismos que los observados en la cara expuesta. Como se dijo en
la metodologia, hay que tener en cuenta que los recubrimientos experimentales en
esta cara de las placas en algunas ocasiones presentaron rayones causados durante

la aplicacion y almacenamiento de las mismas antes de su inmersion. El objetivo de
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este estudio fue analizar el desempefo antifouling de los recubrimientos basado
Unicamente sobre los resultados para la cara expuesta de las placas, ya que es la
condicion dominante en la realidad para estructuras como los barcos y a que los
recubrimientos sobre esa cara de las placas estaban en perfecto estado, sin
embargo se considerd importante registrar y aprovechar también la informacion que

ofrecio la cara interna.

El maximo valor de porcentaje de cobertura de organismos promedio fijados
directamente a las placas lo presentd el control sin recubrimiento ST con 99%,
similar en este caso de los valores encontrados para los tratamientos sin dxido
cuproso AMOL, HAM, HAR, ELA y XCA con valores entre 90% y 97,2%. El control de
matriz de pintura presentd un porcentaje de cobertura de organismos promedio de
97% (Figura 33).

Los controles y tratamientos que contenian éxido cuproso (AFS, MACU y HCU)
tuvieron porcentajes de cobertura de organismos promedio menores al 2% (Figura
33).

Sobre esta cara de las placas no fueron muy notorias las diferencias entre los
valores de porcentaje de cobertura de los tratamientos sin dxido cuproso y el control
sin recubrimiento ST, pero si fueron muy evidentes entre los tratamientos y

controles que contenian éxido cuproso y los que no (Figura 33).

Se observo que el valor del porcentaje de cobertura promedio del tratamiento HCU

fue muy similar al de los controles MACU y AFS (Figura 33).

Entre los tratamientos sin éxido cuproso, el recubrimiento HAR (con el extracto de
habanero rojo) presentd el menor valor de porcentaje de cobertura (90,2%), sin
embargo estos valores no son muy diferentes de los porcentajes de cobertura del

control ST ni de los demas tratamientos sin cobre.
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Figura 33. Porcentaje de cobertura (promedio * error estandar) de organismos
fijados directamente a la cara interna de las placas experimentales para los
tratamientos y controles ensayados.

El analisis estadistico revel6 que no existieron diferencias significativas entre los
tratamientos sin 6xido cuproso (AMOL, HAR, HAM, ELA y XCA) y el control sin
recubrimiento ST (Kruskal-Wallis p=0,0941, «=0,05). De igual manera no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos sin 6xido cuproso y el
control de matriz de pintura MAT (Kruskal-Wallis p=0,5731, o=0,05).

Se encontraron diferencias significativas entre los valores de porcentaje de cobertura
de los tratamientos sin éxido cuproso (AMOL, HAR, HAM, ELA y XCA) y el control de
pintura antifouling comercial AFS, mediante el analisis grafico del diagrama Box and
Whisker realizado después de hacer la prueba de Kruskal-Wallis (p=0,0007, o=0,05)
(Figura 34).
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Figura 34. Diagrama Box and Whisker para el porcentaje de cobertura sobre la cara
interna de las placas, entre los tratamientos y el control de pintura antifouling
comercial AFS.

8.3.2. Biomasa

El mayor valor para la biomasa, se obtuvo sobre el control de matriz de pintura MAT
(47,6 9/100 cm?), seguido por el control sin recubrimiento ST (46,6 g/100 cm?). El
valor mas bajo de biomasa se encontrd en el tratamiento que contenia el extracto
del aji habanero amarillo HAM (38,9 g/100 cm?). Sin embargo las diferencias entre
estos tratamientos no son lo suficientemente pronunciadas para considerarse como

tendencias claras (Figura 35).

En general los valores promedio la biomasa fueron bastante similares en la cara
protegida de las placas entre los tratamientos con extractos naturales sin oxido
cuproso (AMOL, HAR, HAM, ELA, XCA), el control de matriz de pintura (MAT) vy el
control sin recubrimiento (ST).

Sin embargo graficamente se observaron diferencias de estos tratamientos y los que
contenian oxido cuproso (HCU, MACU y AFS) (Figura 35).

Al realizar el andlisis estadistico se determind que no hubo diferencias entre los
tratamientos que sin éxido cuproso y el control sin recubrimiento ST (Kruskal-Wallis

p=0,4866, a.=0,05). Tampoco se encontraron diferencias en los valores de biomasa
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entre los tratamientos sin Oxido cuproso y el control de matriz de pintura MAT
(Kruskal-Wallis p=0,4876, a=0,05).
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Figura 35. Biomasa (promedio % error estandar) correspondiente a los organismos
epibiontes y fijados directamente a cara interna de las placas experimentales,
hallados dentro del 4rea central de 10 x 10 cm analizada, expresados en g/100 cm?.

Al comparar los tratamientos sin éxido cuproso con el control de pintura antifouling
comercial AFS, se encontré que hubo diferencias significativas en los valores de

biomasa encontrados (Kruskal-Wallis p=0,0129, «.=0,05).

Mediante el analisis del diagrama Box and Whisker se definid el control de pintura
antifouling comercial de Sika (AFS) present6 valores de biomasa significativamente
menores que los tratamientos con extractos naturales sin Oxido cuproso (AMOL,
HAM, HAR, ELA, XCA) (Figura 36).
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Figura 36. Diagrama Box and Whisker para la biomasa sobre la cara interna de las
placas, entre los tratamientos y el control de pintura antifouling comercial AFS.

8.4. RESULTADOS POR TAXON

8.4.1. Abundancia de organismos sobre las placas experimentales

Mytella charruana fue el organismo mas abundante con densidades de hasta 26.200
indiv/m? totales (fijados directamente a la placa y epibiontes) y un promedio de
13.400 indiv/m?, mientras que fijada directamente a la placa M. charruana tuvo una

abundancia promedio de 1.000 indiv/m?.

Balanus eburneus fue la especie mas abundante fijada directamente a las placas
experimentales con un promedio de 4.400 indiv/m?. La ostra de mangle Crassostrea
rhizophorae fue menos abundante en promedio que los demas taxa. Este organismo
generalmente tiene un mayor tamano que los demas organismos hallados en este
trabajo. Tres individuos de C. rhizophorae pueden ocupar hasta el 20% de cobertura
del &rea de 100 cm? evaluada sobre las placas experimentales, mientras que tres
cirripedios grandes ocuparian cerca del 5% de la misma. La abundancia de C
rhizophorae fue mayor en el control sin recubrimiento ST que en los tratamientos

experimentales (Figura 37).
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Figura 37. Abundancia de organismos (promedio + error estandar) por categoria,
de epibiontes y organismos fijados directamente a la cara expuesta de las placas
experimentales.

Los cirripedios B. eburneus fueron los mas abundantes fijados a las placas
experimentales, superando notablemente la abundancia de B. reticulatus en la
mayoria de tratamientos, a excepcion de lo encontrado en los controles de matriz de
pintura MAT y sin recubrimiento ST, donde la abundancia de estas dos especies de

cirripedios fue muy similar (Figura 37).

La abundancia de cirripedios juveniles fue mucho mayor en el control sin
recubrimiento ST que en los tratamientos experimentales. La reduccion de
cirripedios adultos parecié estar relacionada con la pronta fijacién de M. charruana
como epibionte sobre los cirripedios que cubriéndolos rapidamente e interrumpiendo

su crecimiento (Figura 37).
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Figura 38. Abundancia de organismos (promedio + error estandar) por categoria,
de epibiontes y organismos fijados directamente a la cara interna de las placas
experimentales

Estos resultados fueron muy similares a los encontrados sobre la cara interna de las
placas. M. charruana fue la especie mas abundante, el maximo valor de su
abundancia en la cara protegida fue encontrado sobre las placas tratadas con el

recubrimiento que contenia el extracto de la esponja N. carbonaria (Figura 38).

8.4.2. Porcentaje de cobertura de organismos por categoria

En el histograma presentado en la Figura 39, se observa que Balanus eburneus
presentd mayores valores de porcentaje de cobertura que los demas taxa presentes.
Se observd también una disminucion del porcentaje cobertura de M. charruana
fijada directamente a la cara expuesta de las placas en los tratamientos AMOL, HAM,
HAR y ELA respecto a los porcentajes de cobertura encontrados en los controles de

matriz de pintura MAT y sin recubrimiento ST.
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La ostra de mangle C. rhizophorae, tuvo un mayor porcentaje de cobertura sobre el
control sin recubrimiento ST que en los recubrimientos experimentales ensayados

(Figura 39).
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Figura 39. Porcentaje de cobertura (promedio + error estandar) de organismos por
categoria fijados directamente a la cara expuesta de las placas experimentales.

La Figura 39 y la Figura 40 muestran que tanto para la cara expuesta como para la
cara protegida de las placas, los cirripedios dominaron la colonizacion del espacio de
las placas recubiertas con los tratamientos sin éxido cuproso, ocupando la mayor
parte del area disponible sobre éstas. Entre B. reticulatus, B. eburneus y la
categoria de cirripedios juveniles se obtiene casi la totalidad del porcentaje de

cobertura de organismos.
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Figura 40. Porcentaje de cobertura (promedio + error estandar) de organismos por
categoria fijados directamente a la cara interna de las placas experimentales.

El porcentaje de cobertura de C. rhizophorae fue mayor en el control sin
recubrimiento ST que en los demas recubrimientos. El antifouling vinilico rojo
604020 de Sika (control AFS) presentd los valores mas bajos de porcentaje de

cobertura de organismos (Figura 40).

8.4.3. Porcentaje de cobertura relativa de organismos

El porcentaje de cobertura relativa permitié observar y comparar con mas facilidad la
cobertura un taxdén o categoria de organismos con respecto al total de la cobertura
de organismos encontrados sobre un tratamiento o control, y de esta manera ver si

un taxon o categoria fue dominante o no con respecto a los demas.

Se observé la dominancia del cirripedio Balanus eburneus en los recubrimientos con

extractos naturales sin 6xido cuproso (AMOL, HAM, HAR, ELA y XCA), ya que este
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cirripedio abarco la mayoria del espacio analizado sobre estas placas experimentales
(Figura 41).

Se encontré un mayor porcentaje de cobertura relativa de C. rhizophorae sobre los
controles de matriz de pintura MAT y sin recubrimiento ST que sobre los
tratamientos. Asi mismo, sobre el control ST las principales categorias encontradas
presentaron porcentajes de cobertura relativa muy similares entre si. Algo parecido
se observd para el control MAT, donde los cirripedios B. eburneusy B. reticulatus
tuvieron valores similares, igual sucedié con los bivalvos M. charruana y C.

rhizophorae (Figura 41).
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Figura 41. Porcentajes de cobertura relativa promedio de las principales categorias
de organismos encontrados fijados directamente a la cara expuesta de las placas.
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Los sustratos recubiertos con las pinturas que contenian 6xido cuproso (MACU, HCU
y AFS) fueron colonizados Unicamente por Balanus reticulatus responsable del total
de la cobertura relativa en dichos recubrimientos sobre las placas (Figura 41 y Figura
42), aunque esto correspondid a menos del 5% del total del area evaluada (10 x 10

cm) de las placas respectivas (Figura 39 y Figura 40).

100%—

80%

B Cirripedios
juveniles

60%
O M. charruana
O C. rhizophorae

40%—

B B. eburneus

I O B. reticulatus
ELA

AMOL HAR HAM

Coberturarealtiva de organismos (%)

20%—

0%
XCA HCU MACU AFS MAT ST
Recubrimiento

Figura 42. Porcentajes de cobertura relativa promedio de las principales categorias
de organismos encontrados fijados directamente a la cara interna de las placas.

Para la cara interna de las placas se encontraron resultados muy similares a lo
observado para la cara expuesta de las mismas. Los cirripedios de la especie 5.
eburneus dominaron y hubo poca equidad entre las especies en los tratamientos sin
oxido cuproso. De otra parte hubo menor dominancia de especies en el control ST
(Figura 42).
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En algunos casos los cirripedios juveniles tuvieron valores mas altos de porcentaje
de cobertura relativa. Esto parecid estar relacionando con los porcentajes de
cobertura también mayores del bivalvo M. charruana como epibionte. Se observd
que esta especie puede invadir el espacio y crecer muy rapidamente sobre los
cirripedios usandolos como sustrato y por este hecho llegar a “sofocarlos” antes de
que lleguen a tallas superiores (Figura 43). Las densas aglomeraciones de M.

charruana, ocasionaron que se acumulara gran cantidad de sedimento entre ellas,

sobretodo en las espesas redes que formaban los bisos secretados por estos
mitilidos (Figura 43).

R 0

O

Figura 43. Imagenes de las placas experimentales que muestran el crecimiento
masivo de M. charruana como epibionte. A. Placa con M. charruana creciendo
masivamente. B. Imagen de la misma placa mostrada en A después de retirar los
individuos de M. charruana epibiontes sobre los cirripedios tapizandolos por
completo e interrumpiendo de esa manera su crecimiento. C. individuos de M.
charruana vista lateral. D. Detalle de los bisos de M. charruana fijados a la placa.
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8.5. ESTADO Y DESEMPENO FISICO DE LOS RECUBRIMIENTOS
EXPERIMENTALES.

Después de la aplicacidon de los recubrimientos se observo que el control de pintura
antifouling comercial de Sika sec6 mucho mas rapido que los recubrimientos
experimentales. Este hecho lo hizo menos propenso a sufrir rayones durante el

almacenamiento y manipulacién de las placas.

Las pinturas ensayadas presentaron diferente comportamiento en cuanto a su
adherencia sobre las placas e integridad del recubrimiento transcurrido el tiempo de

exposicion en campo.

La adherencia del recubrimiento control de pintura antifouling comercial de Sika fue
muy buena, la pintura se mantuvo firmemente adherida a las placa experimentales
incluso después de arrancar los organismos fijados a ellas. La integridad de este

recubrimiento se mantuvo perfectamente durante el tiempo de estudio.

Los recubrimientos experimentales presentaron menor adherencia a las placas. En
varios casos la pintura se desprendié al retirar los organismos fijados a ella, por
ejemplo los bisos secretados por M. charruana fijados a la placa directamente,

arrancaron la pintura al ser removidos de las placas.

De igual manera al retirar los cirripedios de la superficie de las placas se desprendio
la fraccion de pintura pegada a la base de estos animales. Los cirripedios se fijan al
sustrato mediante la secrecion de carbonato de calcio, el cual resulta ser mucho mas
fuerte que la unidn mediante los bisos de los mitilidos, por esta razon los cirripedios
son muy dificiles de desprender de las superficies y en este proceso afectan las

mismas (Figura 44).
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Figura 44. Desprendimiento de la pintura experimental (color rojo) en una de las
placas del tratamiento con extracto de habanero rojo HAR. Las areas de color
oscuro corresponden a zonas donde se desprendid el recubrimiento experimental
tras retirar los cirripedios adheridos a la placa.

En algunas placas con recubrimientos sin 6xido de cobre (AMOL, HAM, HAR, ELA,
XCA y MAT) se observd en varias ocasiones que la pintura estaba sobre las placas
calcareas de los cirripedios cubriéndolos, como si los cirripedios hubieran crecido
desde “dentro” del recubrimiento. Esto sugiere que las larvas de los cirripedios
aprovecharon pequefias perforaciones, rayones o espacios libres del recubrimiento
experimental y se fijaron a la placa directamente, levantando consigo la pintura
circundante al crecer. Este levantamiento del recubrimiento pudo haber dejado
nuevos espacios libres en la superficie para facilitar la fijacion de otros organismos
en ellos. Este hecho se aprecia claramente en las fotografias de las placas

experimentales de la Figura 45.
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Figura 45. Fotografias de diferentes placas que muestran claramente el crecimiento
de los cirripedios levantando consigo la pintura experimental (de color rojo). Los
pequefios espacios libres de recubrimiento que generaron los cirripedios, puedieron
ser aprovechados por nuevas larvas cypris, facilitando el asentamiento los cirripedios
en los sitios desprotegidos de pintura antifouling experimental.

8.6 DOMINANCIA Y EQUIDAD DE ESPECIES PARA LOS DIFERENTES
RECUBRIMIENTOS.

Se calculé el indice de equidad de Pielou para conocer si las especies fueron
similares en cuanto a su abundancia o si existieron especies dominantes (Tabla 3)
(Clarke y Warwick, 2001).

Los recubrimientos de origen natural (aji molido AMOL, extractos de aji habanero
HAM y HAR, Eunicea laciniata ELA y Neopetrosia carbonaria XCA) presentaron
valores intermedios de equidad (J' entre 0,53 y 0,68), lo cual indico que la
abundancia de organismos no fue muy homogénea entre las especies presentes.

Estos valores fueron diferentes a los encontrados para los recubrimientos que no
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tenian ninguna sustancia potencialmente disuasora (matriz de pintura MAT vy
recubrimiento control sin recubrimiento ST) que presentaron valores del indice de
Pielou cercanos a uno (J'=0.89 y 0.93) lo que indicdé una distribuciéon mas
homogénea de la abundancia de organismos entre las especies presentes, es decir
que las diferentes especies tuvieron mas o menos una abundancia similar (Tabla 3).

Tabla 3. Indice de equidad de Pielou (J'), para los tratamientos experimentales y
controles basados en los resultados promedio del porcentaje de cobertura de
organismos sobre la cara expuesta de las placas.

Recubrimiento Indice de Pielou

J
AMOL 0.68
HAR 0.61
HAM 0.54
ELA 0.53
XES 0.67
MAT 0.89
HCU -
ST 0.93
AFS -

Por el contrario, se observd la dominancia absoluta de una sola especie en el
tratamiento HCU (extracto de habanero amarillo mas 30% de dxido cuproso) que
correspondid a Balanus reticulatus. Por tratarse de una sola especie, el indice no se

calculd y se tomd como dominancia absoluta de tal especie.

Los resultados obtenidos para los tratamientos experimentales indicaron dominancia
de algunas especies sobre otras y una distribucién no uniforme de la abundancia de
individuos entre las especies.

8.7. CURVA DE DIVERSIDAD ACUMULADA

Se realizd una curva de diversidad acumulada graficando los valores del indice de
diversidad de Shannon-Wiener. La grafica se realizd para un total de 11 placas

experimentales (Figura 46) (Ramirez, 2006).
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Figura 46. Curva de diversidad acumulada con el indice de Shannon (H'(Ln)) para
11 placas experimentales, 10 correspondientes al control sin recubrimiento ST y una
réplica de MAT (control de matriz de pintura).

La curva de diversidad presentada en la Figura 46, muestra que los valores de este

indice tendieron a estabilizarse a partir de la réplica niUmero cinco.

8.8. CUANTIFICACION DE CAPSAICINOIDES EN LOS EXTRACTOS DE AJI
HABANERO

El mayor contenido de capsaicinoides se encontrd en la fraccién en xilol obtenida del
aji habanero amarillo. Se encontraron cinco capsaicinoides considerados
mayoritarios que constituyeron mas del 80% en peso de los capsaicinoides totales
encontrados en la fraccion analizada. Estos compuestos correspondieron a dos
isdmeros de peso molecular 305 (capsaicina y civamida, esta Ultima corresponde al
isdmero cis de la capsaicina) y dos isdmeros de PM 293 (nordihidrocapsaicina y
posiblemente pseudocapsaicina). También se detectdé un compuesto de PM 307 el
cual corresponde a la dihidrocapsaicina) (Figura 47) (Gaona e Ibagué, 2008;

http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov, consulta on /ine, mayo, 2009).
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La capsaicina (PM 305) fue el compuesto mas abundante en ambas variedades de
aji habanero, constituyendo cerca del 60% de los capsaicinoides presentes. La
concentracion de capsaicina en la fraccion de xilol del aji habanero amarillo fue de
201 mg de capsaicina/g de fraccion de xilol y para el habanero rojo fue de 128 mg
de capsaicina/g de fraccion de xilol. La dihidrocapsaicina fue el segundo compuesto

mas abundante para ambas variedades de aji (Figura 47).

O Habanero
amarillo

]
PM 305 ?
Dihidrocapsaicina —'

Capsaicin T
PM 293 ?

Nordihidrocapsaicina ﬁ

0 50 100 150 200 250

B Habanero rojo

mg compuesto/g de fraccion de xilol

Figura 47. Cuantificacién de los principales capsaicinoides presentes en la fraccion
de xilol de los ajies habanero amarillo y rojo. El compuesto con PM 293 corresponde
posiblemente a la pseudocapsaicina. El compuesto con PM 305 corresponde
posiblemente a la civamida.

A partir de los resultados obtenidos en la cuantificacion de capsaicinoides en las
fracciones de xilol de los ajies habanero amarillo y rojo, fue posible calcular el
contenido de capsaicina utilizado en los recubrimientos experimentales HAM y HAR
respectivamente segln la concentracion de la fraccion de xilol de aji incluida en
dichos recubrimientos. También fue posible calcular la concentracion aproximada de
capsaicina en el aji molido y por tanto en el recubrimiento AMOL, utilizando los
rendimientos de las extracciones y particiones obtenidas para el aji habanero

amarillo.

Las concentraciones de capsaicina calculadas para los diferentes tratamientos fueron
para HAM 9,3 mg/g pintura, para HAR 5,8 mg/g pintura y para AMOL 1,1 mg/g

pintura.
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8.9. LETALIDAD DE LOS EXTRACTOS ENSAYADOS PARA ARTEMIA SALINA

Los valores de LDs, tras 24 horas de exposicion son presentados en la Tabla 4. Los
extractos de las variedades roja y amarilla de Capsicum chinense tuvieron valores
menores de LDs, (alrededor de 500 ppm) los extractos del octocoral £. /aciniatay la
esponja N. carbonaria ensayados (alrededor de 900 ppm).

Tabla 4. Valores de LDs, de los extractos de origen natural para nauplios de Artemia
salina tras 24 horas de exposicion.

Extracto LDsp a 24 h
Neopetrosia carbonaria 1050 ppm
Eunicea laciniata 820 ppm
Capsicum chinense amarillo 500 ppm
C. chinense rojo 500 ppm
C. chinense molido 350 ppm
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Debido a problema econémico y ambiental que genera el fendmeno del foulingy las
prohibiciones que se han venido manejando frente al uso de compuestos toxicos y
bioacumulables como el TBT, se han dirigido esfuerzos a la investigacion de
productos y compuestos de origen natural que puedan reemplazar estos compuestos
téxicos en su funcién antifouling (Organizacién Maritima Internacional, 1999; Callow
y Callow, 2002; Nishikawa, 2006).

Es bien conocida la presencia de compuestos con actividad antifouling extraidos de
organismos marinos y algunas plantas terrestres como el aji picante, que en la
mayoria de ocasiones los protege del fouling en el caso de especies acuaticas o de
consumidores/depredadores en el medio natural. Se han identificado varios
compuestos de este tipo que se encuentran bien documentados en la literatura (De
Nys et al., 1995; Henrikson y Pawlik, 1995; Clare y Matsumura, 2000; Rittschof,
2000; Nylund y Pavia, 2003; Arias et al, 2006). Por esta razén y debido a los
resultados obtenidos en las pruebas antibacterianas contra bacterias marinas
responsables del fouling realizadas en el laboratorio de Productos Naturales Marinos
de la Universidad Nacional de Colombia (Mora et a/., sometido), unido a la evidencia
encontrada en la literatura de la actividad antifouling de Capsicum chinense, Eunicea
laciniata y Neopetrosia carbonaria se decidio incluir extractos de estos organismos

en los recubrimientos experimentales a ensayar en campo.

La colonizacion de superficies estd mediada por una gran cantidad de factores
bioldgicos y ecoldgicos, como la disponibilidad de larvas, la preferencia de éstas por
ciertos tipos de superficies, la tolerancia a compuestos téxicos o repelentes, la época
del afo, interacciones con otros organismos, periodos reproductivos o de
reclutamiento y mecanismos de atraccion de coespecificos entre otros (Wahl, 1989;
Fusetani, 1997; Coll et al, 1994; Clare y Matsumura, 2000; Lam et al, 2003).
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Debido a la gran cantidad de factores que actiian en conjunto en este proceso, para
los ensayos de campo es importante ser prudentes al momento de lanzar
conclusiones a partir de los resultados obtenidos. Por esta razén debe tenerse en
cuenta que el presente trabajo fue una primera aproximacion a la evaluacion

exploratoria en campo del desempefio antifouling de recubrimientos experimentales.

9.1. DISENO DEL ENSAYO EN CAMPO PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD
ANTIFOULING DE RECUBRIMIENTOS EXPERIMENTALES

La actividad antifouling de compuestos de origen natural ha sido evaluada
generalmente en laboratorio bajo condiciones controladas mediante bioensayos de
fijacion larval y toxicidad frente a ciertos organismos en particular como los
cirripedios, algas y algunas bacterias (De Nys et al., 1996; Flemming, 2002; Nylund
y Pavia, 2003). Sin embargo son pocos los experimentos que se han realizado en
campo bajo condiciones variables de los parametros fisicoquimicos, una oferta de
diversas especies de larvas, la interaccion de los organismos presentes en el medio
natural y otra cantidad de condiciones propias de los ambientes naturales (Henrikson
y Pawlik, 1995; Fusetani, 1997; Vetere et al., 1999; Rittschof, 2000).

Es probable que los resultados positivos en cuanto a la actividad antifouling en
laboratorio no correspondan a una verdadera actividad antifouling en campo bajo las
condiciones naturales (Henrikson y Pawlik, 1995). Ademas algunas especies son
mas tolerantes que otras a diferentes compuestos quimicos o factores (Weiss,
1947). Las condiciones de campo son particulares para cada regidon y época del
ano, ademas de las diversas interacciones entre organismos que pueden ocurrir en
cada caso (Weiss, 1947; Henrikson y Pawlik, 1995; Vetere et al, 1999; Rittschof,
2000.).

De esta manera fue de gran importancia disefar de una metodologia que permitiera

evaluar el desempefio antifouling de recubrimientos experimentales en campo bajo

las condiciones naturales de nuestra region, para realizar el presente trabajo y
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futuras investigaciones en la busqueda de posibles soluciones no tdxicas al
fenomeno del fouling (Da Gama et al., 2006).

Para el disefio de una metodologia apropiada es necesario tener en cuenta factores
no solo tedricos sino también practicos (facilidad de manejo de la infraestructura del
experimento) y econdmicos (costo de los materiales y procesos). A continuacion se
analizara el ensayo como tal, de acuerdo a la experiencia obtenida en cuanto al

disefo experimental, los materiales utilizados y el proceso de su desarrollo.

El empleo de los marcos de PVC constituyd una alternativa muy practica y
econdmica para construir el armazon de sostén para los recubrimientos antifouling.
Los marcos de PVC fueron bastante livianos, el tamafio de (1 x 0,5 m) facilitd su
transporte y manipulacién, ademas este material y el armazén en si constituyeron
una estructura lo suficientemente resistente y apta para sostener las placas
experimentales bajo las condiciones naturales. Marcos de mayor tamano habrian
pesado demasiado al ser colonizados por los organismos del fouling, esto dificultaria
su manipulacién y causaria que se rompieran las estructuras generando pérdidas del

material.

Para los ensayos en campo donde las estructuras y las placas estan expuestas a las
corrientes naturales, oleaje, posibles mar de leva y tormentas es importante buscar
un lugar adecuado para ubicar las estructuras donde se encuentren protegidas de
corrientes extremas y de personas que puedan extraerlas con o sin proposito. En
este caso las estructuras experimentales fueron ubicadas en un punto del muelle de
COTECMAR, el cual se encontraba bajo la vigilancia propia del astillero, que
garantizd que las estructuras no fuesen desprendidas por ninguna persona. La
ubicacion de los marcos en el muelle se determind bajo el criterio de encontrar un
sitio donde la corriente excesiva generada por los motores de los barcos y
remolcadores no golpeara directamente sobre ellos segin las rutinas y
procedimientos manejados comidnmente en el astillero para el ascenso y descenso

de embarcaciones a los diques y zonas de trabajo.

120



El desempeio de los marcos en el campo y la manera como fueron amarrados con
cabos sintéticos a los pilotes del muelle fueron apropiados y garantizaron que se
mantuvieran fijos al lugar, esto permitié encontrar y recuperar todos los marcos y
placas que se dispusieron al comienzo del experimento. Es necesario extraer los
marcos con sumo cuidado para evitar que se rompan por la biomasa adherida

durante los experimentos.

Como sucedié en este trabajo, la gran cantidad de organismos fijados sobre los
marcos de PVC acumularon una biomasa sobre ellos tal que se rompié uno de los
marcos y se perdieron las placas que estaban sujetas a éste. Para mitigar dicho
fendmeno de exceso de fouling sobre los marcos, es posible pintarlos con un

producto antifouling comercial, poniendo los controles respectivos.

En este trabajo fue bastante notorio el efecto de borde en la colonizacion de las
placas experimentales, ademas las larvas aprovecharon los amarres de plastico con
los que se sostuvieron las placas y los orificios en las esquinas de las mismas. Esto
se notd claramente sobretodo con M. charruana que se asentd generalmente desde
las esquinas del las placas hacia el centro. En la mayoria de las placas se observo
una gran cantidad de organismos adheridos a las esquinas de las placas, diferente a
lo encontrado en la zona central de las placas evaluada. Por esta razdn, fue
importante tener en cuenta agregar a las placas un espacio extra para corregir las
modificaciones en los resultados debidas al efecto de borde. De esta manera 15 x
15 cm fue un tamafio apto para este ensayo y suficiente para analizar Unicamente la
region central de 10 x 10 cm de las placas experimentales (Gunkel, 1997; Hills y

Thomason, 1998; Puyana et al.,, sometido, A.).

El nimero de réplicas para los tratamientos propuesto en este trabajo, fue adecuado
y suficiente. Después de realizar la curva de diversidad acumulada (indice de
diversidad de Shannon-Wiener, H'(Ln)) que se estabilizd a partir de la quinta réplica,
esto sugirid que cinco réplicas fueron suficientes para realizar los andlisis de este
trabajo, bajo las condiciones de la zona de Mamonal en la Bahia de Cartagena y

para la época del ano en la que fue realizado (Septiembre a Noviembre). El
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reclutamiento de diferentes especies y su intensidad puede variar no solo
geograficamente sino también segin la época del afo y otras condiciones
medioambientales, esto es importante en el momento de elegir el nimero de
réplicas adecuado, ya que la curva de diversidad acumulada es afectada por dichos
factores (Ramirez, 2006). Por esta razdn se recomienda utilizar cinco o mas

réplicas.

En los experimentos de campo es importante ser cautelosos y ubicar al menos una
réplica mas al minimo de réplicas sugerido por criterios como la curva de diversidad
acumulada, debido a que pueden ocurrir imprevistos como sucedié en este trabajo
con la ruptura y pérdida de uno de los marcos experimentales debido al exceso de
peso de las incrustaciones bioldgicas adheridas a él. En este caso el nimero de
réplicas restantes para los tratamientos (n=5) fue suficiente para realizar los analisis
correspondientes a los resultados dentro de lo sugerido por la curva de diversidad
acumulada y para el andlisis estadistico realizado. Mendenhall y Sincich (1997)
plantean que un nimero cinco o mas réplicas permite realizar la prueba estadistica
de Kruskal-Wallis.

Los tratamientos que tuvieron menos réplicas en el experimento, HCU (n=4) y MACU
(n=3), se afadieron al experimento con el fin de explorar el desempefio antifouling
de la combinacién de compuestos (aji y 6xido cuproso) con el aji como un cobiocida,
sin ser el objetivo principal de este trabajo. Estos tratamientos fueron colonizados
Unicamente por la especie Balanus reticulatus con porcentajes de cobertura menores
al 5%. Debido al bajo nimero de réplicas para estos tratamientos, no se incluyeron

en las pruebas estadisticas.

Las comunidades y especies de organismos presentes en los ambientes tropicales
son diferentes a aquellas presentes en las zonas templadas. Por ejemplo en los
tropicos son los cirripedios y bivalvos los mayores responsables del problema del
fouling, mientras que en las zonas templadas las algas son responsables de este
problema fijandose masivamente sobre las estructuras sumergidas (Steinberg et al.,

2001). Existen también variaciones temporales y geograficas del reclutamiento a
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menor escala, como por ejemplo a lo largo de la costa Caribe colombiana o entre las
épocas lluviosa y seca (Zea, 1993; Chaves, 2003). Por lo tanto es importante tener
en cuenta que los resultados de este trabajo corresponden a la zona de estudio

(Mamonal, Bahia de Cartagena) y a la época del aio en la que se realizd el mismo.

9.2. DESEMPENO ANT/FOULING DE LOS RECUBRIMIENTOS ENSAYADOS
EN CAMPO

Uno de los factores influyentes en el desempefio antifouling de un recubrimiento es
la concentracion de los compuestos disuasores del asentamiento de organismos
contenidos en dichos recubrimientos (Henrikson y Pawlik, 1995). En algunas
ocasiones bajas concentraciones de dichos compuestos disminuyen la capacidad
antifouling de los recubrimientos, y un aumento en la concentracién de los
compuestos inhibitorios genera frecuentemente la disminucién del reclutamiento
sobre las superficies protegidas y mejor desempeno antifouling. Concentraciones
demasiado altas de estos compuestos pueden afectar la integridad de los
recubrimientos hasta dejarlos inservibles o disminuyendo drasticamente su

desempefio antifouling (Veech, 1997; Henrikson y Pawlik, 1995).

En el presente trabajo las concentraciones de capsaicina que se usaron en los
recubrimientos que contenian aji, fueron 9,3 mg capsaicina/g pintura para el
tratamiento HAM, 5,8 mg capsaicina/g pintura para el tratamiento HAR y 1,1 mg
capsaicina/g pintura para el tratamiento AMOL. Veech (1997), reportd que al incluir
concentraciones mayores a 0,1 mg de capsaicina/g de pintura se logré tener cierto
efecto disuasor del reclutamiento, aunque sélo con una concentracién aproximada
de 92 mg de capsaicina/g de pintura se inhibié totalmente el asentamiento larval
sobre sustratos experimentales en campo (Bahia de Chesapeake, Estados Unidos).
Esta concentracion resulté ser de 10 (para HAM) a 100 (para AMOL) veces mayor
que la utilizada en los tratamientos que se ensayaron en el presente estudio (Veech,
1997). Asi en el presente trabajo se encontrd una reduccion en la biomasa para los

tratamientos con aji (AMOL, HAM y HAR) respecto al control de matriz de pintura
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MAT, reduccién que fue desde un 29% (para HAM y HAR) hasta un 50% (para
AMOL).

El desempeno antifouling de los tratamientos AMOL, HAM y HAR dependié también
la adherencia y del estado fisico de la pintura como tal, no solamente de la
concentracion de capsaicina incluida en ellos. Asi, con una optimizacién de la
integridad fisica y la adherencia de las pinturas experimentales se esperaria que

estos tratamientos presentaran un mejor desempefio antifouling.

El mejor desempeno antifouling lo tuvo el aji molido AMOL, a pesar de tener menor
concentracion de capsaicina que los otros tratamientos con aji (HAM y HAR). Esto
se puedo deber posiblemente al mayor contenido de sdlidos que aporto el aji molido
a la composicion de la pintura, que compensé la disminucion de los solidos totales
que ocurrid al retirar el éxido cuproso de la formulaciéon y mejoraron el estado y

resistencia de la pintura (U.S. Naval Institute, 1952).

La concentracion de los extractos obtenidos a partir de los organismos marinos N,
carbonaria (XCA) y E. laciniata (ELA), correspondid a la maxima cantidad disponible
que se obtuvo a partir del material fresco recolectado. Incrementar la concentracion
de estas fracciones en la pintura habria implicado reducir el nimero de réplicas, que
resultaria en una cantidad insuficiente de éstas para poder obtener resultados

confiables y realizar los analisis.

La concentracidon ensayada para el recubrimiento de la esponja N. carbonaria (1,5%
del peso total de la pintura experimental), fue la mitad de la ensayada en los otros
tratamientos debido a la menor disponibilidad de material (5 g). Si se agregara una
concentracion mayor al recubrimiento experimental es posible que se obtuviera una
mayor inhibicién del asentamiento de organismos, sin embargo esto implicaria
extraer grandes cantidades de material animal del medio lo cual no es una buena
alternativa ambiental. Por lo tanto la sintesis quimica de los compuestos

responsables de la actividad antifouling en la esponja podria ser una opcidon para
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incluirlos en pinturas a concentraciones mayores y evaluar estos recubrimientos en

campo.

A pesar que las concentraciones de los extractos ensayadas en los recubrimientos
experimentales con la esponja y el octocoral fueron bajas para cada organismo, los
porcentajes de cobertura de organismos y biomasa para estos tratamientos fueron
menores que los del control de matriz de pintura MAT, y significativamente menores
que los encontrados para el control sin recubrimiento ST. Esto resultd ser
interesante ya que se puede llevar estos organismos a una segunda fase del
proyecto para ensayar concentraciones mayores de compuestos de estos
organismos mediante la sintesis de sus componentes, aunque esto podria implicar

una gran inversion de tiempo, infraestructura especializada y dinero.

La reduccién de los porcentajes de cobertura de organismos y de la biomasa
encontrados para el tratamiento con el octocoral E£. /aciniata (ELA), pudo deberse a
la posible presencia en su extracto de compuestos citotdxicos y con actividad
disuasora del asentamiento para ciertos organismos como bacterias, que han sido

reportados y extraidos de este octocoral (Blunt et a/., 2004, Cuadrado, 2007).

Se ha reportado que la esponja Neopetrosia carbonaria contiene compuestos con
actividad citotoxica que podrian ser también responsables de la disuasion del
asentamiento larval. Algunos de estos compuestos son 5-metoxyneoamphimedina,
neoamphimedina Y, neoamphimedina Z, alpkinidina y debromopetrosamina todos
aislados de MNeopetrosia exigua y N. carbonaria (Blunt et al, 2004; Marshall y
Barrows, 2004). Estos compuestos pertenecen a un grupo de moléculas llamadas
piridoacridinas que son alcaloides aromaticos con una conocida actividad citotoxica
atribuida principalmente a su capacidad de intercalar el ADN y de actuar sobre las
topoisomerasas. Estos compuestos tienen también una amplia y diversa actividad
bioldgica ya que pueden funcionar como antibacteriales (contra Staphylococcus
aureus 'y Escherichia coli), antimicoticos (contra Candida albicans), antivirales (virus
del SIDA y del herpes simplex), antiparasiticos ( 7rypanosoma cruziy Leishmania sp.)

y presentan también actividad insecticida (Marshall y Barrows, 2004). Por todas
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estas razones las piridoacridinas podrian representar un potencial antifouling
interesante.

El aji picante pulverizado se incluye en pinturas y recubrimientos antifouling (Veech,
1997). Se observo en el tratamiento con aji molido AMOL un porcentaje cobertura
de organismos promedio (67,2%) sobre la cara expuesta de las placas
significativamente menor a los de los controles de matriz de pintura MAT (96,5%) y
sin recubrimiento ST (99,8%). Igualmente AMOL presentd valores significativamente
menores de biomasa que dichos controles, la biomasa seca promedio de este
tratamiento (19,8 g/100 cm?) fue menos de la mitad de la biomasa encontrada en el
control MAT (41,8 g/100 cm?). Este tratamiento tuvo el mejor desempefio

antifouling en el presente trabajo.

El desempeiio de los recubrimientos experimentales sin 6xido cuproso, con extractos
de aji habanero amarillo (HAM), aji habanero rojo (HAR), Eunicea laciniata (ELA),
Neopetrosia carbonaria (XCA), y el aji molido (AMOL) fue mucho menor que el
desempefio del producto comercial que se usé como control. Los promedios de
porcentaje de cobertura de organismos encontrados para estos tratamientos
superaron en mas del 60% a los del control de pintura comercial AFS, los valores de
biomasa de los tratamientos de hasta 32,5 g/100 cm? fueron también mayores a los
del control AFS que presentd valores de 0 g/100 cm® de biomasa sobre la cara
expuesta de las placas. De esta manera los recubrimientos experimentales que se
ensayaron no fueron tan efectivos contra el fouling en comparacion con un

recubrimiento comercial.

El desempeio antifouling de dichos recubrimientos, no dependié exclusivamente de
la posible actividad antifouling que tuvieran los extractos de origen natural incluidos
en ellos y la concentracion de dichos extractos en las pinturas, sino también
dependio fuertemente del desempenfio fisico, quimico e integridad del recubrimiento
como tal. Los recubrimientos experimentales y el control de matriz de pintura MAT,
tuvieron menor adherencia que la pintura antifouling comercial usada como control
(AFS). Esto se evidencié facilmente ya que la pintura se desprendia de las placas al

separar la mayoria de organismos adheridos a ella (bisos de M. charruana y los
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cirripedios). Esto no ocurrid con el control de pintura AFS donde la pintura se
mantuvo intacta incluso después de arrancar los organismos adheridos a ella.

La deficiente adherencia de la pintura pudo permitir el ampollamiento de la misma y
que ésta se rayara mas facilmente. Asi se pudieron haber presentado poros en el
recubrimiento dejando desprotegida la superficie en pequefas areas facilmente
aprovechables por las larvas de los invertebrados incrustantes. Como se mostrd en
los resultados, los cirripedios levantaron la pintura creciendo desde pequeias
irregularidades del recubrimiento (como poros y pequeios rayones). A medida que
estos organismos crecian, levantaron la pintura consigo. Este fendmeno se debe
también a imperfecciones en la aplicacion del recubrimiento y fisuras microscépicas
causadas en la manipulacion de las placas previas a su inmersion. Pequefas
irregularidades pueden ser facilmente aprovechadas por las larvas cypris que miden

aproximadamente 0,5 mm de longitud (Odling et a/.,, 2006).

Al asentarse un cirripedio, crecer y levantar la pintura de la manera como ocurrid, se
crearon nuevos espacios desprotegidos del recubrimiento experimental que
favorecieron la fijacion de nuevos individuos en estos espacios libres generados por
dicho levantamiento del recubrimiento. De esta forma, se generd una especie de
reaccion en cadena en la fijacion y colonizacién del sustrato por parte de los

cirripedios.

Sobre la cara interna de las placas experimentales se presentaron mayores
porcentajes de cobertura y de biomasa para todos los tratamientos, debido a los
rayones e imperfecciones que tuvieron las placas durante la aplicacién de los
recubrimientos, su manipulacién y almacenamiento. Como se dijo en la
metodologia, las placas que resultaron afectadas en cuanto a la integridad del
recubrimiento fueron dispuestas en los marcos de manera que el recubrimiento en
perfecto estado quedara ubicado hacia la cara expuesta y si se presentaron rayones
o imperfecciones éstas quedaran hacia la cara interna de las placas. De igual
manera los analisis del desempefio antifouling fueron por esta razén basados en los
resultados para la cara expuesta de las placas experimentales. Los incrementos en

los valores de biomasa y porcentaje de cobertura obtenidos en la cara interna,
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evidenciaron la manera en que la integridad del recubrimiento influyé en el
desempefio antifouling obtenido. Las imperfecciones en la integridad y desempefio
fisico de los recubrimientos sobre la cara interna causaron mayor colonizacion de

organismos e inferior desempefio antifouling.

La actividad antifouling observada en los recubrimientos con 30% de éxido cuproso
(Cu,0) mas el extracto de aji habanero amarillo (HCU) y el recubrimiento con 30%
de Cu,0 (MACU), se debid principalmente a la accién antifouling ya reconocida y
comprobada del éxido cuproso (Omae, 2003). La cantidad de Oxido cuproso
utilizada en las formulaciones de pinturas esta ligada a la vida util efectiva de dichas
pinturas en campo. Debido a que este compuesto se va lixiviando poco a poco. La
disminucion de la cantidad del dxido cuproso utilizada podria afectar la vida Util de la
pintura antifouling (Veech, 1997). Si se reduce la tasa de lixiviacién del oéxido
cuproso modificando las propiedades de la pintura y se agrega aji habanero como
cobiocida es posible que mejore el desempefio antifouling de la pintura. Esto
permitiria disminuir la cantidad de éxido cuproso en la pintura, disminuyendo asi los
aportes de este metal (cobre) al medio ambiente, para reducir de la misma manera
los impactos ambientales y ecoldgicos y su bioacumulaciéon (Ranke y Jastorff, 2000).
El aji habanero agregado como cobiocida a un recubrimiento con éxido cuproso,
podria mejorar la actividad antifouling del mismo, disuadir el reclutamiento de
especies “resistentes” al oxido cuproso y reforzar su efecto antifouling sobre las

otras especies que si son disuadidas por este compuesto (Weiss, 1947).

Después de la aplicacidn, el tiempo de secado de la pintura fue mayor para los
recubrimientos experimentales que para el antifouling comercial de Sika. El mayor
tiempo de secado requerido para los recubrimientos experimentales, pudo deberse a
la variacion que fue necesaria hacer en los componentes de la matriz de pintura al
reemplazar el éxido cuproso por los extractos naturales o el aji molido, modificando
asi la férmula original de dicha pintura, generando cambios en varios aspectos de su
desempefio (U.S. Naval Institute, 1952).
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La deficiente adherencia a las placas de los recubrimientos experimentales puede
explicarse principalmente por desbalances causados por la ausencia del Oxido
cuproso en el recubrimiento. El 6xido cuproso es un sdlido pulverizado y agregado a
la formulacion original del recubrimiento comercial, aporta sustancialmente al
porcentaje de sodlidos totales (52 = 2%) en volumen, porcentaje con el que fue
disefiado el recubrimiento antifouling comercial de Sika y la féormula para su
preparacion. La cantidad de los extractos naturales ensayados que se incluyeron en
los recubrimientos experimentales aportaron menor cantidad de sdlidos que el
correspondiente al éxido cuproso aplicado tradicionalmente, lo cual implicé que el
porcentaje de sélidos en la pintura disminuyera. Por lo tanto la pintura experimental
quedd menos densa y con un desequilibrio en el porcentaje de sélidos. De esta
forma se pudo afectar el desempefio fisico y quimico del recubrimiento (Sika, 2008)
ya que estd comprobado que la variacion en la cantidad o proporcién de un
ingrediente frente a los demas componentes en la formulacion de una pintura
antifouling, cambia drasticamente las propiedades de dicha pintura y su efectividad
antifouling (U.S. Naval Institute, 1952).

En este caso es necesario mejorar la formulacién de todos los componentes de la
pintura utilizada como matriz para mejorar su desempeio fisico, quimico y
antifouling para futuros experimentos, idealmente se podria llegar a desarrollar una
formulacion especial para cada tipo de recubrimiento que sea promisorio en cuanto

a su desempeiio antifoulingy con propiedades fisicas Optimas de desempefio.

Sin embargo realizar este tipo de mejoras para cada uno de los compuestos a probar
(cada uno de los diferentes extractos naturales ensayados y el aji molido), implicaria
realizar una gran cantidad de pruebas, que conllevan costos, tiempo, personal e
infraestructura especializada. Este tipo de investigacion podria llevarse a cabo como
una segunda fase, posterior a estudios exploratorios como el presente trabajo,
utilizando el tratamiento que haya presentado los mejores resultados en la primera
fase exploratoria. Las pruebas comienzan por la evaluacion fisica de varias
formulaciones para el mismo recubrimiento, luego las formulaciones que obtengan

mejores resultados pasan a ser ensayados bajo conjunto de pruebas en el
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laboratorio hasta llegar a evaluar finalmente su efectividad en un ensayo de campo
similar al realizado en este trabajo (U.S. Naval Institute, 1952; Risttschoff, 2001).

Como estas pruebas son costosas en términos de tiempo y dinero no es sencillo que
la industria privada invierta en este tipo de investigaciones. Este ha sido uno de los
factores que ha dificultado la investigacion en esta area, ademas de la insuficiente
interaccién de la academia con las empresas y de los intereses sobre los derechos
de propiedad intelectual sobre los posibles productos que puedan originarse
(Risttschoff, 2001). Este trabajo ademas de ser el primero de su tipo en el pais,
involucra el trabajo cientifico de las Universidades con el apoyo de dos empresas
reconocidas haciendo posible de esta manera su realizacion. El presente estudio
fue también desde este punto de vista una exploracion preliminar de los posibles
componentes naturales que podrian ser incluidos en una segunda fase de
investigacién de acuerdo a los resultados obtenidos para efectuar un paquete de
pruebas que permitan realizar una nueva formulacion de pintura antifouling con un

desempefio y efectividad al nivel de los productos comerciales tradicionales.
9.3. PRINCIPALES ORGANISMOS DEL FOULING FIJADOS A LAS PLACAS

La densidad promedio de Mytella charruana (d'Orbigny, 1846) encontrada sobre las
placas experimentales fue de 13.400 indiv/m?. La abundancia de M. charruana
resultd ser superior a la de otras especies de bivalvos del Caribe Colombiano como
por ejemplo Mytilopsis sallei que en la Ciénaga Grande de Santa Marta alcanza
densidades de hasta 5.000 indiv/m? (Puyana, 1995), y Corbicula fluminea en el
Parque Nacional Isla de Salamanca, con densidades de 10 a 100 indiv/m? (De La
Hoz, 2008).

En el presente trabajo se encontrd que la biomasa seca promedio de M. charruana
fue de 3560 g/m>. La biomasa de M. charruana constituy6 en general mas del 50%
de las incrustaciones bioldgicas totales que se encontraron sobre las placas

experimentales incluyendo los epibiontes. La biomasa restante fue aportada en su
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mayoria por cirripedios (cerca del 36%) y por el bivalvo Crassostrea rhizophorae
(alrededor del 14%).

La manera como M. charruana colonizd el espacio creciendo incluso masivamente
sobre los otros organismos y su abundancia son indicios de que esta especie tiene
un caracter invasor. En varias ocasiones estos bivalvos crecieron sobre los
cirripedios sofocandolos. Una vez establecida, esta especie tiene la capacidad de
reproducirse y crecer rapidamente, de esta forma puede competir con otras especies
como las ostras de mangle y convertirse en una amenaza para las especies nativas y
la biodiversidad de zonas donde sea introducida (Masterson, 2007. Mytella
charruana. Smithsonian Marine Station at Fort Pierce. Consulta on /ine de,

http://www.sms.si.edu/IRLspec/Mytella_charruana.htm, abril 1 de 2009).

M. charruana no habia sido reportada para el Caribe colombiano (Diaz, com. pers.).
El rango de distribucién nativo de esta especie corresponde a la costa Pacifica de
Suramérica desde Ecuador y las Islas Galdpagos hasta México (Keen, 1971) con un
nuevo reporte en las costas de Per( en la zona de Tumbes durante una colecta
realizada en 1997 (Paredes y Cardoso, 2008). Sobre el Atlantico M. charruana se
considera nativa desde la region de oriental de Venezuela y las Guyanas en el Caribe
pasando por Brasil y Uruguay hasta Argentina, en el Rio de la Plata (Keen, 1971;
Darrigan y Lagreca, 2005; Rocha et al,, 2007). Esta especie ha sido introducida a
las costas de la Florida donde ha causado problemas ecoldgicos y econdmicos por la
reduccion de la diversidad, competencia con la ostra comercial Crassostrea virginica
y el incremento del problema del fouling sobre estructuras sumergidas (Masterson,
2007. Mytella charruana. Smithsonian Marine Station at Fort Pierce. Consulta on

line de, http://www.sms.si.edu/IRLspec/Mytella_charruana.htm, abril 1 de 2009).

La introduccion de especies no nativas que se convierten luego en invasoras,
constituye una de las cuatro mayores amenazas para los océanos, y la primera
causa de pérdida de biodiversidad en las zonas costeras (International Maritime

Organization,  2009. Consulta on /ine de, http://globallast.imo.org/
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index.asp?page=problem.htm&menu=true, junio, 2009). Las especies invasoras
causan inmensas pérdidas econdmicas, ecoldgicas e incluso constituyen una
amenaza para la salud humana. En mayo de 2009 el programa de la ONU para el
medio ambiente (PNUMA) advirtié que estas especies causan pérdidas superiores a
1.5 billones de ddblares (PNUMA, 2009. Consulta on /ine de
http://www.un.org/spanish/News/fullstorynews.asp?newsID=15606&criterial =ambi
ente, junio, 2009)

En la zona de estudio se reportaron las especies de bivalvos Mytilopsis sallei,
Brachidontes exustus y Crassostrea rhizophorae, correspondientes a estudios
realizados entre 2003 y 2007 (Echeverria et al, 2007; Meza et al., 2007). La
especie B. exustus estuvo ausente en el presente trabajo al igual que el género
Mytilopsis, probablemente M. charruana las desplazd, o durante los meses de

realizacion de este experimento no tuvieron periodos de desove y reclutamiento.

Mytella charruana puede ser confundida con Mytilus edulis, Geukensia demissa y
Brachidontes exustus. Las dos Ultimas especies de bivalvos presentan costillas
radiales sobre sus valvas. También puede ser confundida con otras especies debido
a que los individuos de M. charruana presentan gran variacion en los patrones de
coloracién desde tonos negros pasando por el café hasta un verde claro, pudiendo
ser confundidos facilmente con Perna viridis, especie asidtica que se sospecha ya fue
introducida en el Caribe colombiano (Diaz J.M., com. pers.). En este trabajo se
observaron algunos individuos de color verde claro, diferentes a la mayoria de los
individuos de esta especie que presentaron una coloracion entre marrén oscura y
negra. Este factor cred confusion en su identificacién. El caracter distintivo de M,
charruana que permitio su identificacion contundente de es tener el borde interno de

la charnela punteado con pequenos orificios (Keen, 1971).

En los armazones de PVC sobre los cuales se dispusieron las placas, se encontrd una
tendencia en cuanto a las tallas de los individuos de M. charruana. Los individuos de
mayor talla se encontraron sobre los tubos de PVC y las partes de las estructuras

que no tenian ningun tipo de recubrimiento o pintura protegiéndolos, mientras que
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los organismos de menor tamafio se encontraron hacia el centro de las placas
experimentales. Teniendo en cuenta la diferencia en las tallas del bivalvo M.
charruana, se puede inferir que este bivalvo invasor comenzd a asentarse sobre las
estructuras no protegidas, como los tubos de PVC del marco, las cuerdas y los
zunchos plasticos que sostuvieron las placas dispersandose progresivamente hacia el
centro de las placas experimentales, fijandose a estas superficies y a sus

coespecificos mediante el biso.

Este mitilido aprovechd los exoesqueletos de los cirripedios como sustrato libre de
sustancias disuasoras del asentamiento como el extracto de aji habanero y/o toxicas
como el oxido cuproso y se fij6 como epibionte. Por esta razon presentd
porcentajes de cobertura como epibionte altos (a menudo cercanos al 100%). Sin
embargo los porcentajes de cobertura de estos organismos fijados directamente a
las placas fueron bajos (menores al 20%), probablemente el efecto disuasor
provocado por las sustancias que se incluyeron en las pinturas hizo que muy pocos
bisos de estos bivalvos se fijaran directamente a las placas que estaban pintadas con

estos recubrimientos.

Los cirripedios fueron el grupo con mayor porcentaje de cobertura fijados
directamente a las placas experimentales en este trabajo. Es bien conocido el éxito
de los cirripedios para colonizar superficies en algunas ocasiones protegidas con
compuestos antifouling. Los cirripedios pueden ser iniciadores de la colonizacién de
superficies ademas de servir como sustrato para el reclutamiento organismos
epibiontes (Steinberg et al, 2001). La literatura menciona que los cirripedios al
generar secreciones de carbonato de calcio, tienen una proteccion a manera de
barrera que los separa de los compuestos toxicos que puedan tener los
recubrimientos, incluso si estos compuestos logran matar algunos cirripedios, el
carbonato de calcio secretado desde el comienzo de la metamorfosis y las larvas
muertas funcionan como un sustrato aislante de los exudados del organismo o
recubrimiento sobre el cual se asienten, por esta razon los cirripedios sirven de
sustrato “aislante” para sus coespecificos y para otros organismos (Pilsbry, 1916;

Callow y Callow, 2002). En las placas dispuestas en este trabajo, este fendmeno se
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aprecid claramente ya que los valores de porcentaje de cobertura relativa de
cirripedios en general (68%) dominaron la cobertura aportada por los demas taxa.

Los cirripedios ademas de tener el aislamiento y proteccién de sus armaduras de
carbonato de calcio, tienen la capacidad de producir compuestos solubles en el agua
que sirven como sefales quimicas para atraer larvas de coespecificos. Su caracter
gregario es obligatorio debido a que estos organismos tienen reproducciéon cruzada
con fecundacion interna por lo que es necesario que los parentales se encuentren
dentro del rango del pene extensible para que la fecundacion ocurra (Risttchoff,
2001; Steinberg et al.,, 2001). Los agentes inductores al asentamiento como sefiales
quimicas favorecen a ciertas especies de organismos marinos en su éxito en la
colonizacion de superficies, ya que puede ser una ventaja ecoldgica en el momento
de competir por el espacio. Se han estudiado inductores quimicos del asentamiento
en los cirripedios Semibalanus balanoidesy Balanus amphitrite y se sabe que existen
varios tipos de compuestos involucrados en la induccién al asentamiento vy
metamorfosis de sus larvas cypris, como un complejo de proteinas inductoras y al
menos otras dos feromonas. Existen interacciones quimicas receptor-ligando que
inducen al asentamiento y metamorfosis de las cypris. Este tipo de descubrimientos
ademas de ayudar a comprender un poco los mecanismos de reclutamiento y
colonizacion de superficies por estos organismos tan importantes para el fenémeno
del fouling, ayudan a generar propuestas encaminadas a encontrar compuestos no
téxicos que puedan interrumpir estas rutas o mecanismos para controlar el impacto
que causan los cirripedios como fouling sobre estructuras como las embarcaciones
(Clare y Matsumura, 2000).

En varias ocasiones se observd que la pronta y masiva fijacion de M. charruana
sobre los cirripedios hizo que estos Ultimos murieran en etapas juveniles al quedar
atrapados “sepultados” por dichos bivalvos y sus espesas redes de bisos. Esto fue
mas notorio en el control sin recubrimiento ST, donde posiblemente la cobertura y
abundancia de balanos juveniles fue mayor debido a este fendmeno. Tal vez esto
ocurrid debido a que en el control ST no tuvo compuestos que pudiesen disuadir el

asentamiento temprano de estos organismos sobre los cirripedios, compuestos
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disuasores que si estaban presentes en los tratamientos que contenian los extractos

naturales ensayados y el aji molido, donde los cirripedios alcanzaron tallas mayores.

Los tratamientos que contenian &xido de cobre como MACU, HCU tuvieron
porcentajes de cobertura muy bajos cercanos a cero, al igual que lo ocurrido con el
control de pintura AFS (antifouling comercial de SIKA). Es reconocida y bien
referenciada la actividad antifouling del cobre, en diferentes formas, contra
organismos como los cirripedios, gusanos tubicolas y la mayoria de las especies de
algas. Los compuestos que contienen cobre son utilizados como principales biocidas
debido a que estos compuestos tienen la capacidad de disociarse en iones de Cu*?
con actividad biocida. El oxido de cuproso (Cu,0), corresponde a una forma
inorganica del cobre utilizada como biocida en varios recubrimientos antifoulingy fue
el agente responsable de la baja fijacion de organismos sobre las placas
correspondientes a los tratamientos MACU y HCU y el control de pintura comercial
AFS (Omae, 2003). El éxido cuproso demostro las condiciones naturales en las que
se realizd este trabajo ser bastante efectivo para controlar y evitar el fouling al ser

incluido en pinturas sobre placas de acero.

A pesar de la efectividad de 6xido de cobre como agente antifouling, se conoce que
existen especies de organismos con tolerancia fisioldgica a este compuesto, como el
caso de algunas especies de algas (Enteromorpha spp. Ectocarpus spp., Achnanthes
spp.) (Omae, 2003). En este estudio se encontrd que el cirripedio Balanus
reticulatus, fue la Unica especie que se fijé con porcentajes de cobertura bastante
bajos sobre las placas que contenian recubrimientos con 6xido cuproso. Esto podria
sugerir cierta tolerancia por parte de estos organismos al oxido de cobre, sin
embargo es necesario realizar un estudio con el propdsito de determinar esta

aparente tolerancia especifica para esta especie para afirmar este hecho.

Estd bien documentada la tolerancia de algunas especies de cirripedios frente al
oxido cuproso (Weiss, 1947; Omae, 2003). Esto se puede comprobar, comparando
los porcentajes de cobertura o abundancias relativas de un organismo que se crea

“resistente” sobre superficies control sin la sustancia a la que se le quiere evaluar la
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tolerancia (en este caso el oxido cuproso) y superficies recubiertas con dicha
sustancia (Weiss, 1947). En este trabajo Balanus reticulatus presentd coberturas
relativas del 100% sobre los tratamientos que contenian 6xido de cobre (HCU) y los
controles (MACU y AFS), mientras que sobre el control sin recubrimiento ST los
valores de cobertura relativa de este cirripedio fueron de 10%. Estos resultados
sugirieron que B. reticulatus fue mas tolerante al oxido cuproso que las demas
especies presentes durante el periodo del ensayo. Esto es muy diferente a lo
sucedido con Balanus eburneus que presentd coberturas relativas cercanas al 20%
sobre los controles ST y de 0% sobre los recubrimientos con Oxido cuproso,
sugiriendo que esta especie fue menos tolerante a este compuesto. Este resultado
muestra cdmo especies del mismo género presentan tolerancias diferentes a un

mismo compuesto (6xido cuproso) (Weiss, 1947).

Para controlar el fendmeno de tolerancia por parte de ciertas especies a los
compuestos de cobre como agentes antifouling, se han realizado mezclas de estas
sustancias con otras que hacen mas efectiva la accion antifouling del recubrimiento.
Los cobiocidas pueden ser compuestos de origen natural como algunos que han sido
reportados comunmente en la literatura como las homarinas extraidas del
gorgonaceo Leptogorgia virgulata (Targett et al, 1983), terpenoides extraidos de
varias especies de esponjas o las furanonas halogenadas extraidas de el alga roja
Delisea pulchra (De Nys et al., 1995). Los reforzadores del biocida o cobiocidas
pueden pertenecer también a grupos de aminas heterociclicas, carbamatos y
algunas veces incluir halégenos. Ejemplos comerciales de estos compuestos son el
Irgarol 1051, Diuron y el Sea-nine 211 (Omae, 2003).

El cirripedio Balanus eburneus fue muy abundante fijado directamente a las placas
experimentales, es muy comun en ambientes estuarinos y fue reportada
anteriormente para la Bahia de Cartagena (Young y Campos, 1988; DeFelice et 4.,
2001).

El cirripedio Balanus reticulatus fue reportado por primera vez para Colombia en

1988 por Young y Campos (1988). La distribucidon circuntropical de esta especie
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puede deberse principalmente a su transporte adherido a cascos de embarcaciones.
Esta es una especie eurihalina y es cominmente hallada en lugares con salinidades
medias y bajas como estuarios, ambientes muy similares en este aspecto al sector
de Mamonal en la Bahia de Cartagena. Se cree que su origen es Japon, la zona del
Indopacifico y el Pacifico Occidental. Se ha reportado como especie introducida en
Australia y Bélgica. Segun la bibliografia e informacion disponible, B. reticulatus es
una especie no nativa para Colombia. En este estudio se hallé adherida a los
sustratos experimentales y tuvo abundancias promedio de 2.000 indiv/m% Su
presencia ha pasado en varias ocasiones desapercibida debido a su similitud con B.
amphitrite (Advisory Committee on the Marine Environment, 2001; Hayes et al.,
2005)

Es relativamente facil confundir las especies B. reticulatus 'y B. amphitrite debido a
que tienen un patron de coloracion muy similar. Ambas especies presentan lineas
longitudinales (verticales) de color morado o café, sin embargo se diferencian debido
a que B. reticulatus tiene lineas horizontales en bajo relieve (como ranuras) que
intersectan las lineas longitudinales verticales de color morado o café, caracteristica
que es evidente al utilizar un estereoscopio para el andlisis. También es posible
distinguir estas dos especies mediante el andlisis del tergo y el scutum que son muy
importantes para la identificacion de los cirripedios. En este caso, el tergo de 5.
reticulatus tiene el dpice mas agudo que el de B. amphitrite, ademas la espuela
(spur) del tergo de B. reticulatus es mas pronunciada y delgada que en B. amphitrite
(DeFelice et al., 2001).

En las placas correspondientes a los controles sin recubrimiento (ST) se observaron
porcentajes de cobertura de cirripedios menores a los observados en las placas
cubiertas con los recubrimientos experimentales, sin embargo la cobertura total de
organismos en los controles sin recubrimiento fue en promedio del 100%. La
disminucion observada en la cobertura de cirripedios directamente sobre las placas
se correlaciond con el aumento del porcentaje de cobertura de Crassostrea
rhizophorae en los controles sin recubrimiento ST (aproximadamente del 30%).

Esta especie parecid ser disuadida de asentarse sobre placas tratadas con los
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recubrimientos experimentales con aji molido y con los extractos de aji, del octocoral
E. laciniata y la esponja N. carbonaria, sobre las que C. rhizophorae presentd

coberturas menores al 10%.

El aji molido y los extractos de la esponja, el octocoral y el aji habanero son mucho
menos toxicos que el dxido cuproso ya que los valores de LDsy con A. salina en 24
horas encontrada para dichos componentes naturales estuvo entre las 300 y 1100
ppm. La LDsy que ha sido reportada para el Oxido cuproso para el crustaceo
Daphnia magna es de 0,5 ppm en 48 horas, para la microalga Scenedesmus
subspicatus es 65 ppm en 96 horas (SIGMA-ALDRICH, 2008. Tomado de
http://test6.chem.wsu.edu/files/MSDS/C/Copper(1)%200oxide.pdf, consulta on /ine,
julio, 2009). EIl uso extensivo del cobre como fungicida, bactericida y como agente
antifouling hace que las concentraciones de este metal aumenten considerablemente
y puedan llegar a ser peligrosas para los ecosistemas. Debido a que el cobre es un
“metal pesado”, puede acumularse en los sedimentos y en los organismos y alcanzar
concentraciones nocivas para un amplio rango de organismos debido a su baja
especificidad y hasta llegar a ser peligroso para la salud humana por el consumo de

organismos con altos contenidos de este metal en sus tejidos (Richardson, 1997).

Por estas razones es importante sustituir el uso de dxido cuproso por compuestos de
origen natural como los ensayados en el presente estudio, o al menos disminuir las
concentraciones de ese compuesto en las pinturas antifouling utilizando por ejemplo
el aji habanero como un cobiocida que aumente y complemente la efectividad
antifouling del 6xido cuproso permitiendo asi disminuir su concentracion el la

formulacion de los recubrimientos y por lo tanto en el medio ambiente.
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10. CONCLUSIONES

El recubrimiento control de pintura comercial Antifouling vinilico rojo 604020 de Sika
Colombia S.A., presentd un desempeio antifouling superior al de los recubrimientos
que contenian los extractos de la esponja Neopetrosia carbonaria (XCA) y el

octocoral Eunicea laciniata (ELA).

El recubrimiento control de pintura comercial Antifouling vinilico rojo 604020 de Sika
Colombia S.A., presentd un desempeio antifouling superior al de los recubrimientos
que contenian el aji habanero Capsicum chinense molido (AMOL) y los extractos de

los ajies habanero rojo (HAR) y amarillo (HAM).

Los recubrimientos experimentales que contenian aji (Capsicum chinense) molido
(AMOL) vy los extractos habanero rojo (HAR) y amarillo (HAM) al igual que los
contenian los extractos de los invertebrados marinos Neopetrosia carbonaria (XCA) y
Eunicea laciniata (ELA), tuvieron un desempeio antifouling aceptable, respecto al
reclutamiento encontrado sobre las placas control sin recubrimiento ST y de matriz
de pintura MAT.

El recubrimiento elaborado con aji habanero amarillo molido AMOL presentd el mejor

desempefio antifouling entre los demas tratamientos experimentales ensayados.

El desempefio antifouling de los recubrimientos experimentales dependid en
conjunto de factores como la preparaciéon de la superficie, la aplicacion y cuidados
previos a la inmersion, el desempeiio fisico-quimico e integridad del recubrimiento
en si, la actividad antifouling y la concentracion de la sustancia que se agregd con

ese proposito.
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Los organismos ensayados en el presente estudio (Neopetrosia carbonaria, Eunicea
laciniata y Capsicum chinense) constituyen fuentes potenciales de materiales
antifouling, su desempefio antifouling al ser incluidos en recubrimientos
experimentales depende en gran parte de la adecuada formulaciéon de una matriz de

pintura especial para cada uno de ellos.

El disefio experimental implementado en el presente trabajo constituyd una
herramienta adecuada, practica y econdmica para llevar acabo investigaciones que
permitan evaluar en campo el desempeio antifouling de recubrimientos

experimentales.

Los experimentos antifouling en campo constituyen una alternativa mas realista y
contundente para poner aprueba la supuesta actividad antifouling de sustancias que

hayan presentado buenos resultados en experimentos de laboratorio.

Si bien los extractos naturales ensayados no tuvieron un desempefio similar o
superior al producto antifouling comercial, en las condiciones y el tiempo ensayados,
los resultados sugieren que algunos de éstos, especificamente los extractos de aji,
podrian reforzar su accion como cobiocidas y de esta forma lograr una significativa

reduccion del uso de sales de cobre como agentes antifouling.

Se hace necesario desarrollar formulaciones especificamente disefiadas para
incorporar altas concentraciones de extractos de aji sin afectar sus caracteristicas y
evaluar su desempefio durante periodos mas largos para determinar la tasa de

lixiviacion de los extractos al medio.
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11. RECOMENDACIONES

Se debe determinar cudles son las moléculas responsables de la actividad antifouling

de los organismos marinos utilizados en este ensayo.

En el caso de realizar recubrimientos experimentales con extractos de organismos
marinos como la esponja N. carbonaria y el octocoral E£. /aciniata en una segunda
fase de investigacion, seria apropiado sintetizar bioldgica o quimicamente los
compuestos responsables de la actividad antifouling para su posible aplicacion

industrial.

Es importante desarrollar una formulacion especial de matriz de pintura antifouling
que sea general y apta para ensayar fracciones o extractos de origen natural como
los que se probaron en este trabajo al igual que metodologias que permitan medir la
tasa de desprendimiento o lixiviacion de los compuestos naturales incluidos en los

recubrimientos experimentales.

Conviene crear una formulacién especial para incluir el aji picante molido que
garantice un mejor desempefno quimico y fisico del recubrimiento para lograr

mejores resultados antifouling.

Es importante invertir ain mas en la investigacion para descubrir sustancias de
origen natural que al ser incluidas en recubrimientos experimentales tengan un

efecto antifouling promisorio.

El éxido cuproso Cu,O sigue siendo un compuesto antifouling de alta efectividad
menos toxico que el ya prohibido tributilestafio (TBT), sin embargo es un compuesto
bioacumulable y biomagnificable que al ser utilizado masivamente puede causar

problemas ecoldgicos, econdmicos y de salud publica. Por esta razén se deben
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incrementar los esfuerzos en investigaciones que generen nuevas alternativas para
mitigar el fendmeno del fouling a partir de sustancias no toxicas preferiblemente de

origen natural.

Al descubrir sustancias de origen natural bastante promisorias como antifouling, se
deben llevar a cabo segundas fases de investigacion con experimentos que
abarquen mayor tiempo, varias épocas del afio y varios puntos de ensayo en campo,
como por ejemplo tener estaciones en zonas tropicales, latitudes medias y en varios
océanos diferentes, que permitan comprender mejor la actividad antifouling dichos

recubrimientos en un contexto mucho mas amplio y completo.

De igual manera es esencial ensayar los compuestos prometedores como antifouling
en diferentes concentraciones, para encontrar de esta manera la minima
concentracion necesaria para lograr una buena efectividad antifouling y evitar

excesos y desperdicios.

Fortalecer los grupos de investigacién dentro y fuera de las universidades y la
colaboraciéon con la industria y empresas que permitan desarrollar proyectos a
mediano y largo plazo para hacer posible las investigaciones y recomendaciones

planteadas anteriormente.

Es preciso mejorar los controles que se tienen en cuanto a la introduccion de
especies exoticas en aguas de lastre y por organismos del fouling transportados en
los cascos de las embarcaciones, ademas de crear un sistema de monitoreo y plan
de accién para el manejo del problema de las especies no nativas en el ambito
marino de nuestro pais, propuesta que se debe expandir al menos a los paises

Vvecinos.

Algunas estructuras sumergidas como las torres de extraccion de gas, se convierten
en santuarios de flora y fauna marinos al actuar como arrecifes artificiales como por
ejemplo las torres de Chuchupa en la Guajira (Caribe colombiano), Ila

implementacion y mejoramiento de los recubrimientos antifouling aplicados a este
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tipo de estructuras debe ser compensada con la destinacién de estructuras
especiales que cumplan la funcién de arrecifes artificiales para mantener e incluso
incrementar los beneficios ecoldgicos y econdmicos que aporta este tipo de

estructuras como santuarios “naturales”.
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