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INTRODUCCION

Se conoce como biofouling a la fijacién y crecimiento de micro y/o macroorganismos
sobre cualquier sustrato duro sumergido natural o artificial. El biofouling marino afecta
seriamente las estructuras sumergidas causando grandes pérdidas econdmicas. La
aplicaciéon de pinturas antiincrustantes es el método mas empleado para su control
aungue en su mayoria contienen sustancias toxicas tales como TBT y oxido cuproso
que son altamente contaminantes del agua, los sedimentos y la biota. Si bien el uso
del TBT ha sido prohibido debido al dafio que ocasiona en el ecosistema marino [1], no
ha sucedido lo mismo con el 6xido cuproso. En este contexto se buscan productos de
origen natural que permitan reducir el contenido de cobre de las formulaciones y de
este modo disminuir su aporte al medio ambiente.

Los aceites esenciales extraidos de plantas tienen aplicaciones en la medicina étnica y
preservacion de alimentos asi como en la industria cosmética y farmacéutica [2-5]. Si
bien estos compuestos son de origen natural, muchos de ellos se obtienen por sintesis
en laboratorio lo que representa una ventaja desde el punto de vista de su
disponibilidad en el mercado. En este sentido se eligié al timol, al eugenol y al
guayacol a fin de evaluar su comportamiento en laboratorio y en el mar. La hip6tesis
gue se plantea es que podrian actuar inhibiendo el proceso inicial de asentamiento del
biofouling marino y, consecuentemente, evitar la fijacion posterior del macrofouling.

El timol (Fig. 1) se aisla de los aceites esenciales de numerosas plantas como el
tomillo y el orégano y ha sido ampliamente estudiado por sus propiedades
antimicrobianas [6].

Figura 1. Estructuras quimicas
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El eugenol (Fig. 1) predomina en los aceites esenciales del clavo de olor, la nuez
moscada y la canela y es usado como saborizante, antiséptico, anestésico local en



odontologia, agente antimicrobiano y en perfumeria [4]. Por su parte, el guayacol (Fig.
1) es un compuesto fendlico natural que se aisla de la resina del guayacan y puede
obtenerse industrialmente por sintesis organica a partir del catecol. Este compuesto se
utiliza en clinica como expectorante, antiséptico y anestésico local entre otras
aplicaciones.

Ademds, es importante destacar que todos los compuestos elegidos son
biodegradables [7-9].

Los objetivos de este trabajo son, por un lado, evaluar la potencial actividad antifouling
de los derivados de aceites esenciales en el laboratorio y por otro reducir el contenido
de cobre en las pinturas antiincrustantes usandolo como aditivo.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Bioensayos

Los ensayos se realizaron sobre larvas nauplii y cypris de Balanus amphitrite. La forma
adulta de esta especie posee un exoesqueleto calcareo, se asienta sobre sustratos
duros y es considerado entre los mas perjudiciales dentro de la comunidad incrustante.
Para los bioensayos se expusieron 30 nauplii Il de Balanus amphitrite a distintas
concentraciones de timol, eugenol y guaiacol durante 24 horas a fin de determinar la
concentracidon necesaria para inhibir el 50% de la poblacién (LCsy). Los parametros
estudiados para evaluar el efecto del compuesto fueron los movimientos de natacion y
el fototactismo.

Por otra parte se realizaron tests de asentamiento utilizando 20 larvas cypris que
fueron mantenidas a 6°C durante 4 dias previo al ensayo [10]. Las concentraciones
para cada compuesto fueron las mismas del ensayo anterior. Se determin6 la
concentracion efectiva para inhibir el asentamiento del 50% de la poblacién (ECsg). En
estos ensayos las larvas no nadadoras, con apéndices extendidos o con sus valvas
cerradas fueron consideradas como inactivas. La observacién se realiz6 bajo
estereomicroscopio y se registraron los porcentajes de larvas nadadoras, inactivas y
fijadas; los valores de LCso Yy ECso fueron determinados por analisis Probit.

En todos los casos para completar los estudios se llevaron a cabo pruebas de
recuperacion trasladando los organismos a agua de mar limpia. Las experiencias se
realizaron a 22 + 2°C, por triplicado con sus respectivos controles; se aplicaron tests
estadisticos evaluandose los resultados con ANOVA y test de contraste Tukey.

Ensayos con pinturas en el mar

Se prepararon cuatro pinturas antifouling (Tabla 1). El vehiculo de la pintura (resina +
solvente) se prepard en una dispersora de alta velocidad agregando lentamente la
resina colofonia a la mezcla de solventes. Luego, las pinturas se prepararon en un
molino de bolas de 1L de capacidad dispersando los pigmentos y los demas
componentes en el vehiculo durante 24 horas.

Las pinturas fueron aplicadas con pincel hasta un espesor final de pelicula seca de
100+5um, sobre paneles de acrilico (8 cm x 12 cm) previamente arenados vy
desengrasados con tolueno. Los paneles pintados y los controles sin pintura se
expusieron en el Club de Motonautica del puerto de Mar del Plata (38° 08" S — 57° 31"
W) a 50 cm por debajo de la superficie del agua.

Luego de 6 meses de inmersion los paneles se retiraron y se evalu6 la actividad
antiincrustante de las pinturas por medio de la estimacion de los porcentajes de
cobertura total de cada una de las especies fijadas. Los paneles se observaron en el
laboratorio bajo lupa binocular y microscopio 6ptico. Las experiencias se realizaron por
triplicado y se aplicaron test estadisticos evaluandose los resultados con ANOVA y test
de contraste Tukey.



Tabla 1 — Composicién de las pinturas (% volumen)

Componentes PCI PCIl Cu+timol Cu+eugenol Cu+guayacol
Oxido cuproso 16,0 1,6 1,6 1,6 1,6
Tiza 11,0 254 23,4 23,4 23,4
Timol 2,0
Eugenol 2,0
Guayacol 2,0
Colofonia 27,0 27,0 27,0 27,0
Acido oleico 6,0 6,0 6,0 6,0
xileno/aguarras mineral 40,0 40,0 40,0 40,0

RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayos

Los ensayos de toxicidad de 24 horas, realizados con larvas nauplii de Balanus
amphitrite, demostraron un marcado efecto inhibitorio del timol, eugenol y guayacol
con valores de LCgy de 4,41uM, 0,059 uM y 0,53 mM respectivamente (Fig. 2). Todos
los organismos expuestos a las distintas concentraciones de los tres compuestos
ensayados recuperaron su actividad normal cuando fueron transferidos a agua limpia,
por lo que se infiere que su efecto inhibidor es temporal.

Figura 2 - Ensayo de toxicidad de 24 horas
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En cuanto al test de asentamiento, el andlisis ANOVA indica que hay diferencias
significativas en los porcentajes de fijacion de las cypris frente a las distintas
concentraciones ensayadas de los distintos compuestos respecto de los controles
(p<0,05). Por otra parte, la concentracion inhibitoria para el 50% de la poblacion de
cypris (ECso) fue de 2,26 pM, 0,024 uM y 0,419 mM para el timol, eugenol y guayacol,
respectivamente (Fig. 3).

El indice terapéutico [11] es una medida que expresa la efectividad de un compuesto
en relacion a su toxicidad y se calcula como LCso/ECso. Para los experimentos con
timol fue de 1,95, con eugenol de 2,46 y para el guayacol de 1,26. Dado que estos



valores son mayores que 1, se concluye que estos compuestos actian por un
mecanismo de accion no téxico, como puede corroborarse con las pruebas de
recuperacion.

Figura 3 - Test de asentamiento de 24 horas
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Ensayos con pinturas en el mar

Como puede observarse en la Figura 4, luego de 6 meses de exposicion en el puerto
de Mar del Plata, las pinturas que contienen timol, eugenol y guayacol con 1,6% de
cobre fueron tan efectivas como la que contienen cobre al 16% dado que presentaron
diferencias significativas en la cobertura total respecto a la pintura de cobre 1,6%
(PCIl) y a los controles de acrilico (p<0.05). No se registraron diferencias significativas
en los porcentajes de cobertura entre las formulaciones que contienen timol, eugenol y
guayacol con 1,6% de cobre y la pintura control con cobre 16% (PCI) (p>0,05).

Figura 4 — Porcentaje de cobertura luego de 6 meses de inmersion
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CONCLUSION

Los resultados de laboratorio indican que tanto timol, eugenol como guayacol son
potentes inhibidores de las larvas nauplii y cypris de Balanus amphitrite y actian a
bajas concentraciones a través de un mecanismo no téxico. La efectividad de las
pinturas formuladas con los compuestos seleccionados+1,6% de cobre fue similar a
las pinturas que contenian 16% de cobre como pigmento antifouling. Adn presentando
una performance equivalente se logré reducir en un 90% el contenido de cobre
manteniendo la actividad antifouling.
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