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RESUMEN
Alena Borisovna Kharissova Fecha de graduacion: Junio, 2026
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo: “Desarrollo de material ceramico con recubrimientos de nanoparticulas
biomimeéticas para la restauracion de arrecifes de coral mediante impresion 3D”

Nuimero de paginas: 185 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias con
Orientacion en Procesos Sustentables

Campo de estudios: Procesos Sustentables

Propésito y método de estudio: El objetivo de esta investigacion fue crear un
material ceramico con impresion 3D con sintesis de recubrimientos biomiméticos de
nanoparticulas de CaCO; a partir de ceniza y extractos de algas Sargassum spp.,
orientado a imitar las fases cristalinas de las algas coralinas costrosas (ACC) y que,
adicionalmente, tuviera propiedades antiincrustantes contra algas que compiten con
los corales por espacio en un arrecife artificial. Para ello fue necesario la extraccion y
caracterizacion quimica de compuestos bioactivos del sargazo, realizar la evaluacion
de su actividad antibacteriana, antiincrustante y toxicoldgica, sintesis y depdsito del
recubrimiento micro y nanoestructurado sobre sustratos ceramicos usando la ceniza
de sargazo post-macerado como fuente de materia prima para la produccion de
particulas y su respectiva caracterizacion por SEM-EDS, TEM, XRD. Asi mismo se
realizaron pruebas mecénicas de resistencia a la compresion en el ceramico base,
pruebas de absorcion de agua y porosidad aparente para determinar la viabilidad del
sustrato para el entorno marino. Por tltimo, se valido la biocompatibilidad de este
material con larvas de coral Diploria labyrinthiformis. Se realizé un conteo de larvas
asentadas a los 8 dias post-fertilizacion sobre las placas impresas en 3D con el
recubrimiento biomimético y se midié la eficiencia del sustrato contra la
bioincrustacion 70 dias después del asentamiento larval, con el objetivo de ofrecer
una solucion sostenible para la restauracion y proteccion de ecosistemas arrecifales
frente a la proliferacion indeseada de macroalgas.

Contribucion y conclusion: El presente trabajo constituye la primer aproximacion
reportada de un recubrimiento antiincrustante que biomimetiza las algas coralinas
costrosas (ACC) a nivel mineraldgico, a través de la sintesis de micro y
nanoparticulas de CaCOj; provenientes de ceniza de sargazo, asi como se explora la
arcilla potasica como sustrato base para la restauracion de corales. En este trabajo se
desarrollaron sustratos ceramicos impresos en 3D con recubrimientos biomiméticos
de CaCO; que, de forma simultanea, inhiben la bioincrustacion algal (72.8% en 70
dias) con extracto de sargazo mientras favorecen el reclutamiento larval de coral (2x
mas que su control sin recubrimiento) al replicar las fases cristalinas de las ACC.
Dicho material demuestra ser seguro y no toxico para las bacterias y vida marina
como la Artemia franciscana, validando al sargazo como materia prima en la
rehabilitacion de arrecifes.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 El Declive de los Ecosistemas Arrecifales: Causas e Impactos

Los arrecifes de coral son uno de los ecosistemas mas diversos,
socioeconomicamente valiosos y amenazados del mundo [1]. A pesar de representar
el 0.1% de la superficie ocednica, proporcionan habitat para al menos el 25% de
todas las especies marinas, con mas de un millén de especies estimadas viviendo en y
alrededor de los arrecifes de coral [2]. La importancia de los corales radica
principalmente en que forman habitats tridimensionales complejos; actuian como
refugio, area de alimentacion, sitio de reproduccion, y esta complejidad estructural es
fundamental para mantener la biodiversidad y el equilibrio de los ecosistemas
marinos para una gran diversidad de especies marinas [3].

Sin embargo, los arrecifes de coral en todo el mundo se han deteriorado
rapidamente en las Ultimas cuatro décadas, con una disminucion del 80% en la
cobertura de coral (vivo) en el Caribe y més del 50% en el Pacifico [4][5]. A nivel
global, la abundancia coralina ha disminuido a la mitad desde la década de 1950 y la
cantidad de peces asociados a éstos importantes ecosistemas han mostrado un declive
proporcional [6].

Los arrecifes de coral estan experimentando factores de estrés cronico;
presiones térmicas inducidas por el cambio climatico (que provocan el
blanqueamiento), acidificacion del agua de mar (debido a la absorcion de didxido de

carbon), contaminacion de origen antropico, brotes de enfermedades, asi como
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perturbaciones antropogénicas que impactan en las zonas costeras [1][2][7]. Ademas
de las amenazas mencionadas, existe otra amenaza para los ecosistemas arrecifales:
el fenomeno de arribazéon masiva de algas Sargassum spp. [8]. Cada afio, miles de
toneladas de algas marinas se depositan en las costas del Caribe, Centro América y
Africa Occidental a partir del Gran Cinturén de Sargazo del Atlantico (GASB, por
sus siglas en inglés), la mayor acumulacion de macroalgas del género Sargassum a
nivel mundial, con una extension de hasta 8,850 km y una biomasa estimada superior
a 20 millones de toneladas (datos de Junio 2018) [9].

A nivel local, estas mareas recurrentes de algas que inundan las costas han
alcanzado proporciones alarmantes y han impactado severamente los 180 km de
costa caribefia de México en Quintana Roo, donde los volimenes de recoleccion de
sargazo aumentaron de 1,400 toneladas en 2015 a 522,226 toneladas en 2018, un
aumento de 373 veces, a pesar de las fluctuaciones en los volimenes [10]. Estas
afluencias masivas de especies pelagicas de Sargassum spp. crean condiciones
hipoxicas (disponibilidad de oxigeno disuelto), asfixia mecanica y atenuacion fisica
de la intensidad de luz [8][11][12]. Esto contribuye directamente a exacerbar la
productividad de los pastos marinos y el declive de los corales del Arrecife
Mesoamericano [1][12], asi como generar lixiviados toxicos como el sulfuro de
hidrogeno (H,S) [13][14], que es un riesgo para los ambientes marinos cercanos a la
costa y para las comunidades costeras que dependen del turismo. El H,S es toxico
para los humanos en niveles de 0 a 10 ppm [13][15], y en algunas zonas costeras de
Quintana Roo, especificamente Puerto Morelos, estudios han demostrado niveles de
H,S superando 5 ppm, con picos de hasta 100 ppm bajo las pilas de sargazo en

descomposicion [16][17]. A pesar de representar un desafio ambiental significativo,
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el alga Sargassum presenta una oportunidad de valorizacién poco explotada [18]. Por
consiguiente, el presente trabajo argumenta la utilizacion de algas Sargassum como
un recurso auxiliar dentro de la restauracion de arrecifes, como estrategia para la
resolucion de una problematica bimodal de las costas caribefias.

De los factores enumerados previamente que contribuyen al declive de los
arrecifes, el cambio climatico se presenta como la amenaza mas grave para el
correcto funcionamiento de los ecosistemas arrecifales. Actualmente, la National
Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA) ha confirmado que los arrecifes
estan experimentando el cuarto evento mundial de blanqueamiento de coral en la
historia, el cual esta relacionado con la elevada intensidad tanto de estrés térmico,
como su frecuencia [19]. Durante la redaccion de esta tesis, ya se habia previsto que,
con un aumento superior a 1.5°C por encima de los niveles preindustriales, los
arrecifes coralinos en todo el planeta suftririan una reduccion de entre el 70 y el 90%
[20]; umbral que, a la fecha de finalizacion de este trabajo, ha sido superado.
Copernicus Climate Change Service, un programa de observacion terrestre de la
Unién Europea, demostrd que en enero de 2025, la temperatura media global del aire
super6 en 1.75°C contra el promedio preindustrial de 1850-1900 [21].

El incremento sostenido de la temperatura sobre la atmoésfera ha provocado
un aumento progresivo de la temperatura del mar. Un aumento de 1-2°C de la
temperatura del océano puede desencadenar eventos de blanqueamiento masivo,
dado que los corales ya viven dentro de sus limites térmicos maximos [22]. El
blanqueamiento de coral es una respuesta al estrés térmico y es la respuesta del fin de
la relacion simbidtica del alga zooxantela y el coral [23]. Existe una mayor

probabilidad de eventos de blanqueamiento a medida que las temperaturas se acercan

19


https://www.zotero.org/google-docs/?RRUCGA
https://www.zotero.org/google-docs/?hgww5k
https://www.zotero.org/google-docs/?C8sWNB
https://www.zotero.org/google-docs/?5Zvnau
https://www.zotero.org/google-docs/?kRqqUf
https://www.zotero.org/google-docs/?YPxB27

a los 30°C y una probabilidad extremadamente baja de que los corales (incluyendo a

los més resilientes) puedan soportar temperaturas del agua entre los 31 y 34°C [24].

El Sistema de Informacion y Analisis Marino-Costero (SIMAR), una
plataforma desarrollada por la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO), proporciona datos cruciales sobre la temperatura
superficial del mar y estrés térmico asociado. En la Figura 1 se puede observar el
nivel de alerta del blanqueamiento del 1 octubre de 2025 (Figura 1b) y su
comparacion con hace 25 afios (Figura 1a). El panorama actual es alarmante: segun
la escala de clasificacion de alerta, con un maximo de 8 niveles, el Mar Caribe
exhibe predominantemente un nivel de alerta 6, lo que indica un blanqueamiento y

mortalidad moderada.
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Figura 1 Alerta de blanqueamiento de corales por satélite (a) 1 de octubre del 2000 y
(b) 1 de octubre del 2025, SIMAR [25].
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Segun los registros nocturnos en una de las boyas del SIMAR ubicada en
Playa del Carmen (20.617259,-87.0193), en los afios 2023-2025 se han presentado
temperaturas por encima de 29°C (el umbral de tolerancia maximo de los arrecifes de
coral [26]). En los meses de mayo a noviembre de dicho periodo, hubo temperaturas

que llegaron hasta 30.8°C, ver Figura 2.

Flaya del Carmen

]

Figura 2 Analisis de la temperatura de la superficie del mar en boyas ubicadas en
Playa del Carmen (20.617259,-87.0193) desde el 1 de octubre del 2022 al 7 de marzo
del 2026 [25].

Las evidencias mas recientes apuntan a que los arrecifes de coral estan
experimentando la crisis mas profunda de su historia geoldgica reciente; por lo que la
ventana de trabajo para su conservacion y restauracion se va cerrando de forma
perentoria, de lo cual se extiende la importancia de este trabajo como esfuerzo de

conservacion.
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1.2 Los Corales y el Fenomeno del Blanqueamiento

Para abordar mas a detalle el blanqueamiento coralino, nos interesa aqui
realizar una primera parada en la biologia del organismo que lo padece: el coral. Los
arrecifes de coral son ecosistemas submarinos diversos formados por pequefios
polipos de coral. Son miembros del Reino Animal, clasificados en el Filo Cnidaria
(también incluye a las anémonas de mar y las medusas) y la clase Anthozoa, que
viven en colonias y construyen exoesqueletos protectores al secretar estructuras de
carbonato de calcio [27], Figura 3. Una caracteristica Uinica compartida por todos los
cnidarios es la presencia de numerosas cépsulas urticantes llamadas nematocistos que

se utilizan tanto para capturar presas como para defensa [28].

nematocisto | nematocisto
95 descargado
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exterior

alga zooxanthellae
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Figura 3 Polipo de coral, adaptado [28].
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Clasificacion Taxonomica de Corales

Reino Animal

Filo Cnidaria

Clase Anthozoa

Corales de fuego Corales blandos Corales pétreos Corales negros

Figura 4 Clasificacion taxondmica de los corales, adaptado [26].

Hay cuatro subclases de corales: Hydrozoa (corales de fuego), Octocorallia
(corales blandos y gorgonias), Hexacorallia (corales pétreos) y Antipatharia (corales
negros) [26] (Figura 4). Hexacorallia es la clase de corales utilizadas con mayor
frecuencia en proyectos de restauracion coralina, mientras que los corales de fuego se
evitan por su dificil manejo debido a sus dolorosas picaduras al manipularlos, y los
corales negros no se utilizan debido a su habitat en aguas profundas, lo que dificulta
su acceso y manipulacion (los corales zooxantelados no se encuentran por debajo de
los 65 m) [29]. La presente investigacion incluy6 al coral Diploria labyrinthiformis
(o coral cerebro ranurado), un hexacoral comin en el Caribe Mexicano, que puede
ser encontrado entre los 4.6 y 15 metros de profundidad en las laderas externas de los
arrecifes (mar abierto). Es un coral pétreo masivo y semi esférico conocido por sus
valles serpenteantes y su relacidn simbidtica con las algas zooxantelas [26].

Pertenece al orden Scleractinia y a la familia Mussidae.
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Los corales son los animales multicelulares mas longevos del planeta. Pueden
alcanzar edades de mas de 4000 afos [30]. Los arrecifes de coral mas antiguos en la
Tierra se formaron hace aproximadamente 535 millones de afios, mientras que los
primeros parientes de los corales actuales se desarrollaron en el sur de Europa hace
unos 240 millones de anos, en el periodo Mesozoico [27]. Esta gran longevidad y
estabilidad evolutiva a través de millones de afios no es casualidad; los corales han
desarrollado mecanismos celulares muy plasticos, entre los cuales se encuentran
poblaciones de células madre, y permiten la resistencia al envejecimiento celular con
capacidad regenerativa de tejidos danados similar a la de las células madre en
organismos mas complejos [30] lo que podria explicar la morfologia y fisiologia
conservadas desde la era de los dinosaurios. Paraddjicamente, la longevidad asociada
a sus células pluripotentes resultan insuficientes frente a la crisis climdtica actual. A
pesar de sus mecanismos de regeneracion celular y adaptacion, los corales enfrentan
un desafio sin precedentes debido a la velocidad e intensidad de los cambios
antropogénicos en su entorno [31] poniendo en riesgo la supervivencia de estos

ecosistemas milenarios.

Para que los polipos de coral puedan sobrevivir, necesitan una temperatura
del agua entre 21-29°C. A temperaturas mas bajas, las especies pueden sobrevivir,
pero no crecen a una tasa suficiente para construir arrecifes [26], y a temperaturas
mayores del umbral mencionado, se induce el blanqueamiento; fendémeno
bioquimico que se explica mas a detalle en el siguiente parrafo. Es fundamental
establecer que no solo la temperatura es relevante; el movimiento y la claridad del

agua son vitales para los corales; el primero refresca el suministro de alimento
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plancténico y oxigeno, mientras que la claridad permite el paso de luz necesaria para
la fotosintesis de las zooxantelas (o zooxanthellae). Las zooxantelas son algas
unicelulares que yacen en relacion simbidtica con corales pétreos y viven dentro del
tejido de los polipos de coral en la capa de gastrodermis y suministran al coral con
energia [26].

Los corales pétreos construyen arrecifes a través del mecanismo de secrecion
de su matriz organica esquelética de aragonita (CaCOs;) [32] donde las zooxantelas
son cruciales dado a que transforman CO, y H,O en glucosa (CsH;,0Oy) y oxigeno, lo
que el coral posteriormente metaboliza, mediante la respiracion aerobia, en adenosin
trifosfato (ATP) [33]. El ATP (producido gracias a los simbiontes) acelera
significativamente el crecimiento del coral y su producciéon de CaCOs;, y proporciona
hasta el 90% de la energia de los corales [27]. Esto ilustra cémo la energia y la tasa
de calcificacion de corales con simbiontes esta primordialmente ligada a la actividad
fotosintética de las zooxantelas. Sin embargo, la dependencia con el simbionte no es
del todo absoluta. El pdlipo de coral, a partir del momento en que desarrolla
tentaculos (que poseen nematocistos, Figura 3), puede hacer captura de zooplancton
desde los 8 dias de vida, con la capacidad de inmovilizar, envolver e ingerir nauplios
de Artemia, creando una ruta adicional de obtencién de nutrientes que responde a
necesidades energéticas de los corales, sobre todo, en condiciones de estrés o baja
irradiancia de luz [34]. A pesar de la complementariedad de ambas estrategias, el
crecimiento del coral es lento, entre un centimetro y una pulgada al afio para la
mayoria de las especies pétreas, y se encuentra condicionado por el alto coste

energético que tiene la biomineralizacion [26].
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Es indispensable abarcar el blanqueamiento coralino para entender mejor
tanto la causa raiz del fendmeno y su efecto, como la relacion con el presente trabajo.
Se conoce como blanqueamiento a la pérdida de color que ocurre cuando los corales
expulsan las zooxantelas, y dado que los pigmentos fotosintéticos de las zooxantelas
proporcionan la mayor parte de la coloracion a los corales, su pérdida vuelve el tejido
practicamente transparente (Figura 5). Lo que trae como consecuencia que el blanco
del esqueleto de carbonato de calcio sea visible a través del tejido despigmentado y
posteriormente, ocurre la muerte de coral [22]. Durante el estrés térmico, la
fotosintesis en las zooxantelas se ve afectada, lo que genera una acumulacion de
energia de excitacion de sus células, que al no ser disipada adecuadamente a través
de los procesos fotoquimicos normales, resulta en la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés, ver reacciones en Tabla 1). Estas son
especies altamente reactivas, que culminan en la expulsion de las algas zooxantelas

del coral huésped y consecuente blanqueamiento [35].

Tabla 1 ROS implicadas en la disrupcion de la simbiosis del coral y zooxantela [35].

Reaccion Especie | Nombre Daiio principal
0O,(g) + energia — '0, Oxigeno Membranas celulares
'0,(g) (excitacion) singlete
0,(g) + e — O,* (redox) O, Superodxido Proteinas y enzimas
20, +2H" — H,0,()+ OH- Radical Lipidos, proteinas, ADN
0,(g)— OH + OH- hidroxilo

Después de la pérdida del simbionte, empieza un colapso metabolico severo

en el que se pierden alrededor del 50% de los &cidos grasos saturados del coral y el
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75% de los lipidos, en muchas ocasiones, provocando la muerte del coral al agotar su
reserva energética [36]. Al ser colonizados por algas indeseables después de la
muerte del los pélipos de coral, las superficies arrecifales pasan de ser acumuladores
lentos de CaCO; (aragonita) a ser cicladores diarios de carbonato de calcio con poca
o ninguna acrecion neta a largo plazo; es decir, la estructura arrecifal (el esqueleto)
no se desmorona instantdneamente, pero deja de acumularse y, a largo plazo, se

erosiona progresivamente [37].

Figura S Blanqueamiento de coral del género Diploria y secciones con mortalidad.
Foto tomada por el autor en Octubre 2024 en Grenada, Caribe (12.0500° N,
61.7667° W) a 10 m de profundidad, con temperatura del agua a 33°C.

En condiciones normales (pH estable, agua oligotrofica, buena oxigenacion y
circulacion de agua), a medida que los corales mueren, sus esqueletos muertos se

recubren con algas coralinas costrosas (ACC, del inglés crustose coralline algae o
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CCA) [3]. En condiciones post-blanqueamiento (como en la Figura 5) y otros
factores que desequilibran el sistema (nutrientes por escorrentias y/o descomposicion
de tejidos, temperaturas elevadas), los esqueletos de los corales se colonizan con
algas filamentosas oportunistas y bacterias [38], impidiendo el asentamiento de
ACC, las cuales por ser calcareas, tienen una tasa de crecimiento mas lenta. Se
reporta una tasa de crecimiento entre 0.11- 0.16 y 2.0 mm afio ' de acrecion vertical
y crecimiento horizontalmente, respectivamente [39], mientras que las algas tapete
(turf algae en inglés), las algas marinas oportunistas mas comunes, crecen entre 0.36
- 0.44 mm cada tres semanas, en promedio alrededor de 6.9 mm afio, lo que
significa que las macroalgas pueden facilmente superar a los corales en velocidad de
crecimiento, y pueden transformar una comunidad de arrecifes dominada por corales
en una comunidad dominada por macroalgas (puede apreciarse también en el fondo y
los alrededores de la Figura 5); indicando enfermedades y degradacion de los corales
[40].

La relevancia ecologica de lo antes mencionado es por el tipo de sustrato por
el que muestran preferencia las larvas de coral. Dado que los corales tienen un ciclo
de vida bifasico, compuesto por larvas moviles al principio de su ciclo de vida, se ha
observado que los corales en su fase larval tienen preferencia por asentarse en zonas
con ACC, la cual actiia como sitio de asentamiento inductivo para las larvas de coral
[41]. Algunos metabolitos, como acidos grasos, glicoglicerolipidos y polisacéaridos
en las paredes celulares de ciertas especies de ACC pudieran desencadenar el
asentamiento de coral al contacto [41][42] o ser atraidas tanto por los quimicos de las
algas coralinas, como por las biopeliculas microbianas epifiticas (como sucede en la

ACC T prototypum), que podrian producir huellas metabolémicas e inducir a nivel
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bioquimico el asentamiento de larvas [44]. El desplazamiento ecoldgico hacia algas
tapete, algas filamentosas u otras algas oportunistas afecta negativamente al arrecife
al inhibir el asentamiento de juveniles de coral (como Acropora sp.) e inducir

enfermedades de los corales, como la enfermedad de la banda negra [40].

La serie de procesos descrita anteriormente (que inicia con el colapso de la
simbiosis coral-zooxanthellae debido al estrés térmico, seguido de la posible
interrupcion de la sucesion bentonica a ACC, el cambio a dominancia hacia algas
filamentosas y, por consiguiente, la pérdida de las sefales inductoras del
reclutamiento larval) suponen un contexto de degradacion ecosistémica donde la
recuperacion natural del arrecife queda comprometida. Este trabajo de tesis presenta
una intervencion biotecnoldgica como una posible via de complemento de los
esfuerzos de conservacion clésicos, que propone el desarrollo de un recubrimiento
biomimético que reproduzca la mineralogia de la ACC. Su objetivo es incrementar la
preferencia de la larva de coral, al tiempo que se limita la bioincrustaciéon por
organismos que puedan obstaculizar su supervivencia (como algas filamentosas),
para su aplicacion en moddulos de restauracion artificial. Asi, al asemejar las
condiciones quimicas que el ecosistema degradado no es capaz de generar, el
recubrimiento intenta restituir artificialmente una parte del ciclo de la sucesion
bentonica y de crear las condiciones adecuadas para el reclutamiento coralino ante un

sustrato artificial.
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1.3 Restauracion de Corales: Materiales y Métodos

Los arrecifes artificiales (AA) se han utilizado desde la década de los afios
1960 para la investigacion, la restauracion ecoldgica y con objetivos socio-culturales
(para incrementar el turismo y/o con fines artisticos), sin embargo, a partir de la
década de los 2000, se ha consolidado como una estrategia frecuente en respuesta al
acelerado declive de los corales. La cantidad de arrecifes artificiales ha aumentado
cardinalmente: se ha reportado la implementacion de una cifra mayor a 12,000 en
2010 (cada implementacion siendo de area mayor a 0.25 m?) contra Unicamente
2,200 arrecifes artificiales instalados en 1960 [45]. Entre los arrecifes artificiales
identificados en la literatura [46], los materiales mas utilizados a nivel global han
sido: concreto, neumaticos y acero, siendo el concreto uno de los materiales mas
utilizados debido a su bajo costo y su versatilidad; y el mas usado en Norteamérica
[45][46].

Inicialmente se pensod que los AA compuestos de los materiales mencionados
en el parrafo anterior eran una solucion prometedora para rehabilitar los ecosistemas
de coral. Sin embargo, tras décadas de observacion e investigacion cientifica
rigurosa, se ha generado mayor conciencia publica sobre los efectos adversos de
estos materiales para la aplicacion que se pretenden. Diversos estudios
[47][48][49][50][51] han revelado que, contrario a las expectativas iniciales, los AA
tradicionales generan mdas dafios que beneficios para los ecosistemas marinos. El
concreto, por ejemplo, tiene un pH inicial incompatible con los corales (>12)

alterando el equilibrio de los ecosistemas coralinos, los neumaticos a pesar del hecho
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confirmado de baja eficiencia de reclutamiento de corales son un problema de
generacion de microplasticos con el paso del tiempo, y el acero favorece la

proliferacion de especies invasoras por su contenido de hierro.

Es relevante estudiar las especies de coral pétreas y su reclutamiento para el
avance de los respectivos esfuerzos de conservacion [52]. En este ambito, en la
investigacion se han usado materiales como la ceramica, el concreto o la terracota
con el fin de observar patrones de reclutamiento de coral en arrecifes artificiales [53].
La mayor parte de trabajos de desove de coral se enfocan en corales hermafroditas
los cuales tienen liberacion sincronizada de gametos en 1-3 noches al afo [54]. Y, a
pesar que el reclutamiento de coral en AA ha avanzado durante los tltimos afios, se
han identificado obstaculos y retos. Uno de los retos mas dificiles de resolver es la
persistente baja supervivencia de coral en los arrecifes artificiales, lo que hace
prioritario mejorar la eficiencia de retencion de corales, con el fin de alcanzar

mejores resultados al escalar un proyecto de esta indole [55].

En este punto se vuelve esencial la comprension de los mecanismos de
reproduccion de los corales, con el objetivo de entender mejor las causas de la baja
supervivencia, dado a que diferentes modalidades de reproduccion tienen diferentes
retos. Los corales se pueden reproducir por métodos sexuales o asexuales
(fragmentacion y gemacion) [56]. La propagacion asexual (mediante fragmentacion)
se ha utilizado ampliamente para producir rapidamente corales para trasplante,
mientras que la propagacion sexual (o reproduccion in vitro), a pesar de requerir mas

pasos e instalaciones adicionales, ofrece un gran potencial debido a recombinacién
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genética y una expectativa de un mayor potencial de adaptaciéon a entornos que
cambian rapidamente con el cambio climatico [57]. Se ha demostrado que ejemplares
reclutados mediante reproduccion asistida presentan significativamente un menor
blanqueamiento (en general, alrededor del 10 % menos afectacion) que poblaciones
de coral de adultos silvestres, juveniles silvestres, y corales de propagacion
fragmentada, presentando un blanqueamiento (entre 60 % y 100 %, segun la
especie), siendo importante mencionar que el listado siguiente es en orden
descendiente de resistencia al blanqueamiento: corales de reproduccion asistida,
seguido de pequefias colonias de propagacion por fragmentacion, y finalizando con
adultos silvestres [57]. Si bien la restauracion de los corales por si sola no es una
solucién directa al cambio climatico, ayuda a ganar tiempo para tomar acciones
contra la degradacion ambiental y sembrar corales potencialmente mas resilientes
[57].

Las primeras semanas posteriores al asentamiento se consideran una etapa
crucial para los corales, ya que son altamente vulnerables a la mortalidad causada por
macroalgas, la actividad microbiana y otros factores asociados como la aclimatacion
[58][59]. Aunque en el parrafo anterior se estableci6 que los corales por
reproduccion asistida tienen generalmente una mejor tolerancia a altas temperaturas
(y, por consiguiente, menor afectacion por blanqueamiento), la ventana entre el
reclutamiento larvario y su establecimiento como colonia juvenil a lo largo del
tiempo se caracteriza por tener una mortalidad extremadamente alta, siendo un cuello
de botella en el proceso de restauracion [59][60]. Por ejemplo, la tasa promedio de
supervivencia de los corales trasplantados (por fragmentacion) de la familia

Acroporidae es de 30-66% [62][63], mientras que en reproduccion sexual asistida en
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Acropora palmata la supervivencia es de 1.76% a tres meses de asentamiento
(cuidado ex situ en acuario) [64]. La supervivencia post-asentamiento en la familia
Acroporidae varia entre especies: los promedios de supervivencia a tres meses en 4.
tenuis, A. awi, A. echinata y A. subglabra son de 16%, 6.9%, 2.5% y 0.9%,
respectivamente (datos de resultados de fertilizacion realizada en laboratorio y
transferidos al mar post-asentamiento) [61]. Incluso, la supervivencia puede ser
menor para corales mas jovenes; corales de dos semanas de edad tienen tasas de
supervivencia menores a 0.1% después de su traspaso al océano, en las especies A.
palmata, D. labyrinthiformis, O. annularis, O. faveolata, P. strigosa [65]. Si bien la
supervivencia después del asentamiento en poblaciones de propagacion sexual puede
ser tan escasa como ~1% para algunos especimenes de tres meses de edad, esta alta
mortalidad temprana parece mas ser un mecanismo de seleccion natural de
individuos mas fuertes, que una limitacion del procedimiento de fertilizacion
empleado en el laboratorio. Esto se apoya en que los reclutas que permanecen en
sistemas controlados (ex situ en acuario) durante cerca de cuatro afios tienen tasas de
supervivencia al trasplante del 100% posteriormente [65], lo que sugiere que la
mortalidad temprana es un proceso de seleccion natural. Sin embargo, hay autores
que sostienen que el reclutamiento juvenil puede verse inhibido, en parte, por

condiciones bentdnicas adversas, como por ejemplo la cobertura de macroalgas [66].

1.4 La Bioincrustacion Marina y la Remocion Mecanica

Como ya se hecho referencia anteriormente, la rehabilitacion de corales
puede verse limitada por la competencia con algas incrustantes, la cual se reconoce

como la principal amenaza para la supervivencia de corales post-asentamiento,

33


https://www.zotero.org/google-docs/?yhwAjS
https://www.zotero.org/google-docs/?qrn7Tc
https://www.zotero.org/google-docs/?8RSWCf
https://www.zotero.org/google-docs/?KtU1sg
https://www.zotero.org/google-docs/?c6Qz0W

debido a la proliferacion excesiva y la dominancia competitiva por los recursos (luz 'y
espacio) [67][68][69]. Otros mecanismos de dafio alga-coral incluyen la formacion
de barreras fisicas, toxicidad alelopatica (dimetilsulfoniopropionato o DMSP),
especies reactivas de oxigeno (ROS), agotamiento de oxigeno y disbiosis del

microbioma coral [1][7][70][71][72].

A lo largo de los subcapitulos anteriores, se aborddé como esto es un desafio
inmediato para el reclutamiento de corales tanto en estructuras naturales (el esqueleto
de coral muerto en condiciones ecoldgicas sanas seria colonizado mayoritariamente
por ACC y posteriormente naturalmente por juveniles de coral, siendo la ACC
también afectada por el cambio climatico y por ende, menos ACC disponibles para
reclutamiento y mas algas filamentosas no aptas para reclutamiento de corales), y en

sustratos artificiales.

La bioincrustacion marina es mas compleja que solo la presencia de algas
(Figura 6); es una colonizacion gradual de superficies sumergidas por biopeliculas
microbianas, que producen la secrecion de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS, por sus siglas en inglés), seguida de la adhesion de algas y, finalmente, la
formacion de una capa de organismos micro y macro colonizadores [73]. Aunque los
AA proporcionan un sustrato para el reclutamiento de larvas de coral y otras
especies, el crecimiento y la acumulacion intensos de organismos incrustantes
(incluso en acuarios) requieren esfuerzos de limpieza intensivos [58][74], dado a que
el proceso de incrustacion biologica en un sustrato artificial se puede completar en su

totalidad en 1-2 meses [68].
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Dicha actividad de mantenimiento de los materiales usados como sustratos o
AA requiere de una actividad continua de remocion de la bioincrustacion no deseada,
para la cual se utilizan pequefios cepillos manuales y se realiza con una frecuencia ya
sea semanal o mensual (aunque la frecuencia de las intervenciones puede variar
dependendiendo de la region, cantidad de radiacion solar, cantidad de contaminantes
en el agua, etc. si dichos factores contribuyen a aumentar la cobertura algal en los
AA) y son uno de los componentes de mayor costo operativo de los programas de
rehabilitacion coralina, dado que cada salida de limpieza requiere equipamiento y
ademas mano de obra especializada de buceo [75].

Por lo tanto, para contrarrestar dicha competencia algal y para que los
esfuerzos de rehabilitacion de corales puedan tener mayor éxito, hacen falta
estrategias de manejo innovadoras y adaptativas [76], motivo por el cual, se propone
en este trabajo de tesis un recubrimiento que reduce temporalmente el fenomeno de

la bioincrustacion sin afectacion coralina.
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Figura 6 Crecimientos bioldgicos e incrustacion en sustrato, adaptado [77].
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1.5 El Sustrato Ideal para Corales: las Algas Coralinas Costrosas (ACC)

Dado que los corales tienen un ciclo de vida bifasico, compuesto por larvas
moviles al principio de su ciclo de vida, se ha observado que las larvas tienen
preferencia por asentarse en zonas arrecifales con algas coralinas costrosas (ACC),
Figura 7, un alga roja calcérea que actiia como sitio de asentamiento inductivo para

las larvas de coral [41].

Las ACC son algas rojas calcificantes (familias Corallinaceae, Hapalidiaceae
y Sporolithaceae) que sirven como sustrato principal de asentamiento para las larvas
de coral, especialmente en corales del género Acropora [78], proporcionando
sefiales quimicas esenciales que desencadenan la preferencia y la fijacion de las
larvas [41][79][80].

Dado a que en este trabajo se intenta replicar sintéticamente la ACC, es
relevante mencionar las caracteristicas de la misma. Los primeros 100-500 mm
superiores en la ACC son capas rosadas de tejido fotosintéticamente activo [81]. Al
mismo tiempo, la composicion mineraldgica de las ACC se caracteriza por calcita
con alto contenido de magnesio (>73%) y aragonita (<27%), existiendo variacion
entre familias [82][83]. Por ejemplo, la familia Corallinaceae tiene 96.7% =+ 3.4% de
calcita alto magnesio, 2.7% =+ 1.5% de aragonita y 0.6% + 0.6% de dolomita, con un
contenido de 19.9% + 3.5% de magnesio en la calcita [83]. Dicha estructura
compuesta de diferentes fases de carbonato de calcio tiene de forma de placas y/o
agujas de tamafios entre 20-100 nm [84]. Asi mismo, estan compuestas generalmente

por acidos grasos como el acido eicosapentaenoico (EPA), 31.4%, 4cido palmitico,
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28.8% y acido estearico, 6.3% [85], sin embargo, pudiera tener variaciones

dependiendo de la especie.

Una de las précticas para mejorar el reclutamiento de coral es tener sustratos
de AA pre-acondicionados en el océano para lograr una colonizacién natural por
parte de las algas coralinas costrosas (que en ecosistemas sanos) requiere de al menos
3-5 meses [86] sin embargo, este proceso de acondicionamiento puede ser largo,
laborioso y puede provocar la proliferacion de organismos no deseados, como algas
filamentosas [87]. Esto crea una demanda de topologias especializadas que puedan
promover el asentamiento y la supervivencia, para mejorar la eficiencia de este
proceso [88].

En este trabajo se realizd la sintesis de fases de carbonato de calcio (CaCO;)
para imitar la naturaleza calcarea de las ACC, mientras que el agente antiincrustante

decorando el recubrimiento de CaCO; evita la bioincrustacion algal indeseada.

Figura 7 Asentamiento de larvas del coral Acropora millepora de 10 dias de edad

sobre el alga coralina incrustante (ACC) Titanoderma cf. tessellatum, adaptado [44].
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

En el capitulo 1.4 se describe sobre el mecanismo de la bioincrustacion y sus
afectaciones a los corales en arrecifes artificiales. A continuacion pasamos a los
agentes antiincrustantes primero de manera general de la industria maritima y luego
en especifico, agentes antiicrustantes probados especificamente con corales para

incrementar la efectividad en los esfuerzos de rehabilitacion.

2.1 Agentes Antiincrustantes en la Industria Maritima

Los primeros vestigios de intentos de combatir las bioincrustaciones
indeseables datan de hace aproximadamente 2000 afios, con operaciones navales y
revestimientos metalicos, pero se ha descubierto que estos materiales interactian
electroquimicamente con el agua de mar, aceleran la corrosiéon y acortan la
proteccion contra las incrustaciones [89]. Se tiene un amplio uso de biocidas
antiincrustantes en la industria maritima, debido a que la bioincrustacién genera
mucha resistencia hidrodindmica; puede incrementar hasta un 40% mas de consumo
de combustible de los transportes maritimos [90], siendo los mas comunes tributilo
de estafio (TBT), sulfatos de cobre, 6xidos de cobre y la diclorooctilisotiazolinona

(DCOIT) presentados en la Tabla 2.

En la Ultima década, la investigacion cientifica del control de la
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bioincrustacion marina ha mostrado un aumento en cuanto al nimero de
publicaciones, con un total de 160 articulos de investigacion y 90 patentes en la
tematica desde 2004 hasta 2024, donde China lidera la produccion cientifica de la
tematica con el 28.9%, seguido por Estados Unidos (9.83%), Reino Unido (8.74%),
Portugal (8.19%) e India (7.65%), lo que se correlaciona con la magnitud de sus

industrias navales y acuaticas [91].

Debido a la complejidad de los mecanismos de la bioincrustacion, gran parte
de la investigacion citada en el parrafo anterior se centra en estudios a nivel
laboratorio, con falta de estudios comparativos sobre el rendimiento a largo plazo, la
durabilidad y la ecologia, asi como no se ha completado estudios efectivos con
agentes  antiincrustantes con nuevos materiales como  recubrimientos
nanoestructurados, superficies biomiméticas y compuestos naturales que tengan
resultado comparables a los usados comercialmente [91]. Aunque el control de las
bioincrustaciones en estructuras navales e industriales goza de popularidad y tiene un
largo historial de investigaciones, su aplicacion directa en el contexto de la
restauracion arrecifal es totalmente incompatible con los objetivos ecolédgicos a los
que aspiran las intervenciones de rehabilitacion de corales; los recubrimientos de
antibioincrustacion convencionales permitidos (Tabla 2) contienen biocidas como el
cobre y la isotiazolona halogenada, cuya toxicidad resulta incompatible con la
supervivencia del coral y sus fotosimbiontes (zooxantelas) y generan alteraciones

endocrinas y genéticas en especies no objetivo.
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Tabla 2 Algunos de los agentes antiincrustantes industriales sintéticos utilizados en

la industria marina.

Categoria Agente Mecanismo Usos Toxicidad Ref.
principal
Sintético Tributil estafio Biocida de Prohibido su | 0.001 pg/L [92]
comercial (TBT) amplio espectro uso desde para peces
2008
Sintético CuO y CuSO, Biocida de Introducidos 100 pg/L | [93][94]
comercial amplio espectro en 1990 para peces
Sintético DCOIT Inhibicion de Producto 280 ug/L [42]
comercial [ (4,5-dicloro-2| asentamiento comercial | para peces
-n-octil-isotia larval y comun:
zolona) microbiano | SEA-NINE"
M21IN

A pesar de ser escasas, existen investigaciones de agentes antiincrustantes en

forma de recubrimientos sobre sustratos disefiados para interaccion con corales, las

cuales se presentan en la Tabla 3.

El analisis conjunto de los estudios evaluados en la Tabla 3 anterior muestra

una tendencia clara en la investigacion de agentes antibioincrustantes para

restauracion coralina orientada progresivamente a la preferencia por recubrimientos

poliméricos de base de silicona; con agentes activos como el polidimetilsiloxano

(PDMS) y fluoropolimero de silicona, como alternativa no biocida.
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Tabla 3 Estudios de recubrimientos antiincrustantes evaluados en el contexto de

rehabilitacidon de corales.

Categoria Agente Sustrato | Especie Resultado Ao
usado de coral y
Ref.
Parafina Parafina con | Terracotta | Acropora | Reduce formacion | 2014
base de epoxi, spp. bacteriana 35-41% [95]
CoralCare en 39 dias, aumenta
supervivencia de
corales al 70%
Nanopartic | NP de diéxido | Cemento | A. tenuis Baja eficiencia. 2022
ulas (NP) de cerio Actividad [7]
(CeO,.) antiincrustante
unicamente 2%
después de 37 dias
DCOIT Alta eficiencia,
Biocida | (4,5-dicloro-2- | Cemento | A. tenuis | 61-63% de sustrato | 2022
sintético | n-octil-isotiazo libre después de 37 [7]
lona) dias.
Limitante: letargia
de larvas (velocidad
de nado reducida en
su totalidad).
Polimérico | Sol-gel basado | Cemento | A. fenuis Baja eficiencia 2022
en silicona antiincrustante, [7]
11-17% después de
37 dias
Polimérico | Polidimetilsilo | Sustratos | Stylophor | Reduccion de hasta
xano (PDMS) | de arena a 70% en cobertura | 2025
SYLGARD de pistillata algal [96]
184 aragonita en 12 semanas (84
dias)
Polimérico | Polidimetilsilo | Cerdmica A. Reduccion del 2025
xano (PDMS) (95% millepora | 85-93% de cobertura | [59]
Hempasil alimina) algal en 8 semanas,
77300 y 80-85% en 20
(silicona) semanas
Polimérico Intersleek Ceramica A. Reduccion del 2025
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1001 (95% millepora | 80-90% de cobertura | [59]
(fluoropolimer | alimina) algal en 8 semanas,
o de silicona), y 70-75% en 20
semanas
Polimérico | Parafinacon | Ceramica A. Reduccion del 2025
base de epoxi, (95% millepora | 52-73% de cobertura | [59]
CoralCare alimina) algal en 8 semanas,
y 45-50% en 20
semanas

Montalvo-Proano et al. han desarrollado los recubrimientos mas efectivos
hasta el momento usando Hempasil 77300 (PDMS), que ha demostrado
consistentemente los mejores resultados, alcanzando una reduccion del 85-93% de
cobertura algal durante las primeras 8 semanas. El producto Intersleek 1001
(fluoropolimero), demostré resultados intermedios equiparables, con 80-90% de
reduccion de bioincrustacion total a las 8 semanas, considerada como la segunda
opcion valida de la Tabla 3 [59]. Esta convergencia, orientada hacia las siliconas
como material de eleccion antiincrustante, tiene que ver con su energia superficial
extremadamente baja y buena flexibilidad mecénica [97], con tensiones superficiales
que oscilan entre 25.7 mN/m (hidrofobicas, que repelen moléculas polares) y 72.8
mN/m (hidrofilicas, que impiden la adhesion de proteinas) inhibiendo la adhesion
bacteriana mientras mantienen la viabilidad celular [98]. Como referencia, el teflon
(politetrafluoroetileno o PTFE) tiene una tension superficial de 20 mN/m [99],

relativamente cercano al PDMS.

A pesar de que la investigaciones con recubrimientos de PDMS han mostrado

su eficacia para prevenir la bioincrustacion sin toxicidad directa observable a los
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reclutas de coral [59][96], los procesos de degradacion por abrasion mecanica,
radiacion UV y estrés mecanico prolongado en condiciones de campo pudieran
generar microparticulas poliméricas. Se ha corroborado la existencia de PDMS en la
superficie del mar empleando espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) en muestras del Mar Mediterraneo, evidenciando que este polimero tiene la
capacidad de flotar por su baja densidad (0.96 - 0.97 g/cm?) [100]. Los organismos
que tendrian interaccion cercana con la degradacion de PDMS (hipotéticamente de
un recubrimiento para rehabilitacion de corales) incorporaran microparticulas,

acumulando polimeros sintéticos con efectos potencialmente perjudiciales.

Por lo tanto, la aplicacion a escala de recubrimientos de PDMS sobre
sustratos de arrecife artificial para ecosistemas coralinos puede constituir un riesgo
de toxicidad a largo plazo, y por este motivo, se evallian alternativas de agentes

antibioincrustantes ecologicos y biodegradables para este trabajo.

2.2 Algas Sargassum Como Agentes Antiincrustantes

Algunos organismos marinos como plantas acudticas, tiburones, ballenas y
corales blandos, entre otros, pueden permanecer libres de incrustaciones a pesar de
estar sumergidos constantemente, y esto ha inspirado estudios para imitar su
estructura epidérmica para crear revestimientos antiincrustantes biomiméticos [101].

Las algas del género Sargassum han demostrado tener propiedades
antiincrustantes prometedoras y esta seccion resume los hallazgos clave de
investigaciones que examinan diferentes especies de Sargassum y sus componentes
bioactivos. Estudios previos han demostrado que las especies de Sargassum pueden

contener varios compuestos bioactivos como acidos grasos, fenoles, esteroles,
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hidroquinonas, entre otros, con actividad antibacteriana comprobada [102][103].

Algunos de estos estudios que anteceden este trabajo se pueden resumir en la Tabla

4.

Tabla 4 Propiedades antibacterianas y antiincrustantes de especies de Sargassum y

sus compuestos en publicaciones con respaldos empiricos.

C. violaceum

Especie Actividad antibacteriana| Efectos antiincrustantes | Ref.
Sargassum Activo contra Efectivo contra diatomeas | [101]
muticum Chromobacterium (Cylindrotheca closterium) [102]

(extracto) violaceum CV017 y larvas de Bugula neritina

Sargassum cf. Activo contra C. Efectivo contra diatomeas | [101]
latifolium violaceum CV017 (C. closterium) y larvas de

(extracto) B. neritina

Sargassum Activo contra C. Efectivo contra diatomeas | [101]

ilicifoliae clade violaceum CVO017 (C. closterium) y larvas de
(extracto) B. neritina.

Sargassum Activo contra 11 Inhibe la adhesion [104]
horridum bacterias formadoras de | bacteriana y la actividad de
(extracto) biopeliculas la enzima fenoloxidasa.

(gram-positivas y 39.9% de sustrato libre
gram-negativas), en después de 40 dias, no
pintura. toxico para Artemia
franciscana
Sargassum Activo contra 5 cepas de Inhibe la actividad de la | [105]
granuliferum bacterias marinas (V. enzima fenoloxidasa,
(acidos grasos) mimicus, V. relacionada con la
parahaemolyticus, V. incrustacion. Acido
alginolyticus, P. hexadecanoico mostro la
aeruginosa, B. subtilis) actividad mas fuerte
comparado con otros
acidos.
Sargassum vulgare| Activo contra P, irgensii | Efectivo contra microalgas.| [106]
(glicolipidos) y H. marina.
Sargassum Sin actividad Antibiofilm potente. [107]
plagiophyllum antibacteriana en P, Formulacion al 5% supero
(extracto) aeruginosa. Inhibicion en pinturas comerciales
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Sargassum fluitans Actividad bactericida | No evaluado directamente. | [108]
111 contra S. fodinae y S. Primeros en reportar
(extracto) warneri. cumarinas (5.88%) y
antocianinas (7.99%) en
sargazo.

Los estudios presentados en la Tabla 4 contribuyen con respaldos empiricos
que demuestran que las diferentes especies del género Sargassum presentan
metabolitos con una actividad antiincrustante reproducible en ensayos tanto en
laboratorio como en ensayos in situ, con efectos desde inhibir la formacion de

biopelicula bacteriana hasta evitar el asentamiento de macroincrustantes.

De dichos estudios se deduce que los metabolitos responsables de la
actividad antiincrustante pudieran ser 4acidos grasos de los sargazos y otros
compuestos cuya actividad produce la interrupcion del quérum bacteriano e

inhibicidn de forma directa de la adhesion bacteriana en superficies sumergidas.

La eleccion del extracto de Sargassum como componente funcional del
recubrimiento biomimético desarrollado en este trabajo de tesis ocurre en base a tres
criterios convergentes que resultan de los estudios citados en la Tabla 4; primero, la
actividad antiincrustante ha sido previamente verificada en diversas especies con
diversos contextos geograficos, lo que sugiere, que dicha actividad seria una
caracteristica propia del género y menos dependiente de condiciones ambientales
especificas; segundo, a diferencia de los biocidas tradicionales, tales como el 6xido
de cobre, los extractos de Sargassum poseen muy baja o nula toxicidad hacia
organismos no objetivo (como especificado para Sargassum horridum en la Tabla 4),

como lo demuestran con pruebas del crustaceo modelo Artemia franciscana, en los
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que no se ha registrado mortalidad estadisticamente significativa en dicho estudio. Y
por ultimo, la disponibilidad abundante de biomasa de sargazo en el Caribe, sobre
todo las costas de Quintana Roo, representa una oportunidad de valorizaciéon de un
residuo, lo que le otorga a este biomaterial una ventaja estratégica en términos de
sostenibilidad, circularidad, bajo costo y adecuacion regional frente al contexto de

restauracion arrecifal del Caribe mexicano en la que se encuadra esta investigacion.

Por ello, el extracto de Sargassum spp. se empled en conjunto con
nanoparticulas de carbonato de calcio sintetizadas a partir de biomasa de Sargassum
spp. para el recubrimiento de placas como arrecifes artificiales cerdmicos impresos

en 3D, para inhibir la bioincrustacion indeseada de macroalgas.

2.3 Contribucion Cientifica

Hasta donde se tiene conocimiento, este es el primer método de arrecife
artificial que utiliza nanoparticulas sintetizadas a partir de Sargassum spp.,
adicionado de extracto de Sargassum spp., para tener un recubrimiento bioinspirado
en las ACC, lo cual no se ha explorado anteriormente.

Asi mismo, no estd reportado el estudio del sargazo pelagico del Caribe para
inhibir la bioincrustaciéon de algas, asi como no se ha explorado el uso de arcilla
potasica para restauracion de corales.

Al desarrollar un proceso sustentable, basado en principios de economia
circular y con potencial de escalamiento, esta investigacion representa un avance

significativo para la rehabilitacion sostenible de los ecosistemas de arrecifes de coral.
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2.4 Hipotesis

Los recubrimientos en sustratos ceramicos con nanoparticulas de CaCO; con
extractos de Sargassum spp. inhibiran el crecimiento de macroalgas y permitiran la

restauracion de arrecifes de coral.

En la Figura 8 se conceptualiza la hipotesis de este trabajo.
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Figura 8 Hipotesis grafica de este trabajo de tesis.

2.5 Objetivo General

Desarrollar placas ceramicas impresos en 3D recubiertos con nanoparticulas
de CaCO; biomiméticas de ACC recubiertas con extractos y acidos grasos derivados
de algas Sargassum spp., que biomimericen la morfologia y funcién de las algas
coralinas costrosas (ACC) y presenten actividad antiincrustante frente a macroalgas

indeseadas.
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2.6 Objetivos Especificos

1. Recolectar algas Sargassum y preparar extractos.

2. Analizar los extractos mediante cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS, por sus siglas en inglés).

3. Determinar la actividad antibacteriana y anti-incrustante in vitro de

extractos y acidos grasos.

4. Realizar pruebas de toxicidad en Artemia franciscana.

5. Realizar pruebas mecanicas en el material ceramico (usado para impresion
3D).

6. Usar deposicion quimica para crear el recubrimiento antiincrustante usando

nanoparticulas de CaCO; con los extractos y/o acidos grasos en las placas
ceramicas.

7. Caracterizar las placas recubiertas con nanoparticulas para verificar la
presencia de calcita-aragonita en el recubrimiento.

8. Evaluar la compatibilidad del material para larvas de coral, instalar

prototipos de arrecifes y monitorear su desempeiio.

En la Figura 9 se hace una referencia grafica a los objetivos especificos descritos.
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Figura 9 Objetivos especificos de este trabajo de tesis.

2.7 Metas Cientificas

° Generar nuevo conocimiento sobre revestimientos antiincrustantes
sustentables y aptos para su uso durante esfuerzos mas efectivos de
rehabilitacion de corales.

° Publicar al menos un articulo cientifico, y un articulo de divulgacion.

2.8 Metas Académicas

° Participar en una conferencia nacional y una internacional.
° Realizar una estancia de investigacion.

° Generar una tesis doctoral.

° Divulgar los resultados obtenidos.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Analisis Geoespacial de Condiciones Oceanograficas Mediante el

Supercomputador CINECA

Para conocer las condiciones de potenciales sitios de restauracion, asi como
anticipar escenarios de riesgo que ponen en peligro los esfuerzos de rehabilitacion de
corales, se determinaron las circunstancias oceanograficas que experimentan los
arrecifes del Caribe Mexicano. Para ello, se midi6 la temperatura de la superficie del
mar, el oleaje y patrones de corriente usando la plataforma de anélisis geoespacial
CINECA (en colaboracion con la Universidad de Bologna, la UNESCO vy las
Naciones Unidas). Se estudié geoespacialmente a lo largo de un sector de la costa de
Playa del Carmen, (Quintana Roo) de 4.6 km de extension (20.627246°N,
-87.069218°0), incluyendo tramos considerados criticos en erosion de las playas,
tales como Playa El Recodo, Playa Fundadores y Xcalacoco. EIl analisis
oceanografico se realiz6 utilizando tres conjuntos de datos principales obtenidos del

Servicio Marino de Copernicus (Copernicus Marine Service):
° Analisis de la temperatura superficial del mar: El conjunto de datos
de reanalisis fisico global multianual (producto:

GLOBAL MULTIYEAR PHY 001 030) [109] proporciond datos de
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altura de la superficie del mar, temperatura, salinidad y corrientes que

abarcan desde 1993 hasta 2024.

° Caracterizacion de la dinamica de las olas: Las condiciones de oleaje se
caracterizaron utilizando el conjunto de datos de reanalisis de oleaje global
multianual (producto: GLOBAL MULTIYEAR WAV 001 032)[110], que
incluy6 altura, periodo (1, 5, 10, 25 y 50 afios) y direccion de oleaje

significativos en el mismo rango temporal.

° Patrones de corriente: Las condiciones oceédnicas se evaluaron mediante el
producto de analisis y pronostico de fisica oceédnica global (producto:
GLOBAL ANALYSISFORECAST PHY 001 024) [111], con datos de
velocidades de corrientes a -10 m de profundidad para caracterizar la
dinamica del transporte de sedimento que experimentan los arrecifes en

dichas profundidades.

El procesamiento de datos correspondiente a los datos oceanograficos se
llevo a cabo en el supercomputador de alto rendimiento CINECA por medio de
Scripts Python ejecutados en cuadernos Jupyter. El dominio de anélisis se prescribio
como un recuadro limitante de 2° X 2° con centro en Playa el Recodo, que ha sido

delimitado usando la herramienta geoespacial bboxfinder (http://bboxfinder.com),

una herramienta de libre acceso para la delimitacion geoespacial.
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3.2 Recoleccion, Liofilizado y Obtencion de Extractos

Una vez caracterizadas las condiciones oceanograficas del sitio de estudio, se
procedi6 a la colecta del material bioldgico. Se recolectaron algas marinas
presuntamente del género Sargassum en base a caracteristicas morfoldgicas en Playa
del Carmen (Playa El Recodo), con direccion especifica: Calle 1 Nte. 281, Gonzalo
Guerrero, 77720 Playa del Carmen, Q.R, el 13 de octubre de 2023. La recoleccién
fue manual y se tomaron muestras de diferentes areas directamente de la playa para
asegurar representatividad. Es importante notar que no era temporada de arribo de
sargazo. Las muestras no se lavaron con agua dulce para evitar la ruptura osmética
de las células, se refrigeraron durante 48 horas después de la recoleccion y fueron
transportadas por avion. Este proceso se realizo para mantener la integridad celular y
facilitar la identificacion posterior.

Las muestras fueron sometidas a un proceso de liofilizacion utilizando el
equipo ModulyoD Thermofisher FR Drying V24V-431097. Durante este proceso, se
establecid una temperatura de -52°C, manteniendo un vacio de 648 mbar para
eliminar el agua sin dafiar la estructura de las muestras. Posteriormente, los extractos
se prepararon utilizando un proceso de maceracion secuencial [112][113], en el cual
el material vegetal fue extraido con una mezcla de cloroformo y metanol en una
proporcion de 1:1 (método Folch). Se realizaron tres extracciones, utilizando un total
de 1000 mL del solvente, con intervalos de 48 horas entre cada extraccion. Este
procedimiento se llevo a cabo utilizando el Rotavapor Vertical IKA RV10 Digital. La

eleccion de esta combinacion de solventes se realizo con el objetivo de maximizar la
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extraccion de compuestos polares y no polares presentes en el material vegetal. El
cloroformo (solvente apolar), permite la extraccion de compuestos lipofilicos,
mientras que el metanol facilita la disolucion de metabolitos polares [114]. Esta
estrategia de extraccion dual es efectiva para obtener un amplio espectro de
metabolitos que pueden ser de interés en estudios posteriores. Asi mismo, el Centro
Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR) otorgé 1 kg de Sargassum

horridum liofilizado, el cual se us6 para hacer extracciones y comparar resultados.

A diferencia de las muestras empleadas en las pruebas preliminares de
ensayos biologicos, que no se lavaron para evitar su ruptura osmotica, posteriormente
se recolectaron muestras de Sargassum spp. desde lancha, a 2 km de la marina de
Puerto Morelos el 3 de marzo del 2025. Dichas muestras se lavaron con agua de la
llave y posteriormente con agua destilada, y se utilizaron para la sintesis del
recubrimiento. Esto fue con el objetivo de evitar la contaminacion del sargazo con
arena y otros contaminantes no deseados como lo fue en las muestras colectadas en

la orilla de la playa anteriormente.

3.3 Ensayos Bioldgicos para Determinar Actividad Antibacteriana

y Actividad Antiicrustante in vitro

Los ensayos bioldgicos preliminares a la sintesis del recubrimiento
biomimético se realizaron en el Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas

(CICIMAR). Se evalud6 la inhibicioén del crecimiento bacteriano y la formacion de
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biopeliculas utilizando el método de microdilucion en placa [104]. Para esto, se
seleccionaron diez cepas bacterianas formadoras de biopeliculas, aisladas de una
muestra de bioincrustacion marina recolectada en septiembre de 2023 por el

CICIMAR, Figura 10.

Las cepas incluyeron:

Bacterias Gram-negativas:

° Alteromonas alba

° Alteromonas stellipolaris

° Rugeria atlanticus

° Vibrio ulleungensis

° Vibrio diazotrophicus

° Vibrio mediterranei

° Pseudoalteromonas fuliginea

Bacterias Gram-positivas:

° Antarcimicrobium lutem
° Bacillus subtilis
° Bacillus pumilus
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Figura 10 Muestra de bioincrustacion, tomada en septiembre de 2023 por el
CICIMAR, para su posterior aislamiento bacteriano. Fotos hechas durante estancia
de investigacion en el CICIMAR.

Preparacion del indculo: Se prepard medio de cultivo sin agar utilizando peptona de
carne, extracto de levadura y agua de mar filtrada (malla de 10 micras) y esterilizada
(120°C y 15 Ib/in’ 1b de presion, en autoclave Market Forge, Sterilmatic). Para la
estandarizacion del indculo bacteriano, se ajust6 la densidad dptica de los cultivos
bacterianos a 1.0 a 585 nm utilizando un espectrofotometro Merck SQ 118
(protocolo estandarizado del laboratorio del CICIMAR). Se prepar6 una suspension
bacteriana diluyendo 100 pL del cultivo ajustado en 9.9 mL de caldo marino estéril

(para 1:100).

Compuestos evaluados: Extractos de sargazos y de algas rojas, Aacido
eicosapentaenoico EPA y 4acido palmitico (acidos grasos), a las concentraciones de
1000, 500, 100, 50, 10, y 1 pg/mL en caldo marino estéril. Se incluyé sulfato de

cobre (CuSO,) como control positivo, evaluado a las mismas concentraciones.

Ensayo de microdilucion y mediciones: Se utilizaron microplacas de 96 pocillos

Costar 3596 96-well esterilizadas previamente con UV (15 minutos en Sentinel Gold
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Microprocessor control system biosafety cabinet), Figura 11. En cada pocillo se
dispensaron 100 pL de la suspension bacteriana preparada, 100 pL de la dilucion
correspondiente de compuesto de prueba y se incluyeron controles negativos (caldo

marino sin inocular) y positivos (CuSQO,).

Figura 11 Llenado de microplacas con concentraciones de cada extracto o
compuesto en concentraciones de 1000, 500, 100, 50, 10, y 1 pg/mL, por
sextuplicado (n=6).

Las microplacas se incubaron a 35°C durante 48 horas. Se realizaron lecturas
de densidad optica a 585 nm utilizando un lector de microplacas Tecan Infinite
M1000 Pro a las 24 y 48 horas. Posteriormente, se determind la Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI) para cada compuesto y cepa bacteriana.

Evaluacion de formacion de biopeliculas: Después de 48 horas, se retir6 el

sobrenadante y se realizd un lavado con agua. Se fijaron las células con metanol
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durante 15 minutos y se tifieron las biopeliculas con cristal violeta (0.2%) durante 10
minutos, Figura 12. Tras el secado, se resuspendi6é en acido acético al 33% y se
realizaron lecturas de absorbancia en el Lector de Microplacas Tecan Infinite M1000

Pro y se determind el % de inhibicion de biopelicula, usando la féormula (1).

Inhibicién (%) = [(DOsss um C - DOsgs o T) / DOsgs a C] * 100 (1)

Donde DOsg;s ,,, C es la densidad Optica a 585 nm para el control y DOsgs T

es la densidad Optica a 585 nm para el tratamiento.

Figura 12 Preparacion de muestra para cuantificacion de formacion de biopelicula.
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3.4 Toxicidad en Artemia franciscana

Para evaluar la toxicidad de los extractos en Artemia franciscana, se realizo
el protocolo adaptado por el Laboratorio de Microbiologia de CICIMAR, IPN [104].
Se prepararon diluciones seriadas de los extractos en metanol para obtener las
siguientes concentraciones finales: 1500, 1000, 500, 100, 10, 1 pg/mL y se colocaron

en una placa de costar estéril de 24 pozos (ref 3738) de poliestireno.

Se hidrataron 0.5 g de quistes de Artemia franciscana durante 30 minutos, se
desinfectaron con cloro 10% (20 segundos) y benzal 3% (15 segundos), y se
incubaron en bafo maria a 30°C durante 24 horas con luz y aireacion constante. Se
transfirieron 10-12 nauplios de Artemia franciscana a cada pozo de la placa,
completando el volumen hasta 3 mL con agua de mar esterilizada. Las placas se
incubaron a 30°C durante 48 horas, realizando conteos de organismos vivos y
muertos a las 24 y 48 horas con un microscopio optico con un aumento 6-10x Stemi
SV 11. El disefo experimental incluyo6 triplicados para cada concentracion de

extracto, un control negativo con agua de mar esterilizada.

Para el analisis de datos, se calculd el porcentaje de mortalidad en cada
concentracion y se determin6 la LCs, (concentracion letal media, que matara al 50%
de los sujetos de prueba en una sola exposicion de tiempo) [115] permitiendo asi

evaluar cuantitativamente la toxicidad de los extractos probados, Figura 13.
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Figura 13 Placas para evaluacion de toxicidad en Artemia franciscana 'y
cuantificacion de LCsy,.

3.5 Perfil de Acidos Grasos Mediante GC-MS

Para identificar la composicion de los acidos grasos de Sargassum spp., se
utiliz6 cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Se
selecciond una muestra representativa de Sargassum (especies recolectadas de S.
natans 'y S. acinarium desde lancha, a 2 km mar adentro del puerto en Puerto

Morelos) en aguas abiertas, para reducir posibles variables de contaminacion costera.

La extraccion se realizd siguiendo el protocolo descrito en la seccion 3.2 y
posteriormente se evapord bajo flujo de nitrogeno, seguida de metilacion durante la
noche con CH;OH /HCI (98:2, v/v) a 50°C, siguiendo el método de Bazes et al. [116]
de preparacion de muestra para extractos de sargazo. Tras el enfriamiento, se

afiadieron 30 mL de hexano al metilato y se agitd en un vortex.

La fase orgénica superior se recolect6 para su andlisis mediante GC-MS. Para

el andlisis se utilizo un cromatografo de gases Agilent Technologies 7890B
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conectado a un espectrometro de masas 5977A. El programa de temperatura se
configuré a 60°C (isotérmico durante 2 min), con un aumento gradual de 150°C a
10°C/min y de 300°C a 5°C/min. Las temperaturas del inyector y la interfaz se
fijaron en 250°C. Se inyectd 1 pL de muestra (relacion de division 10:1, disolvente
durante 3 minutos y flujo de gas He de 1 mL/min) en la columna capilar Agilent
190915-433UI (30 m x 250 mm x 0.25 um). Cada muestra se analiz6 por triplicado y
se utilizo la base de datos Wileyl0/NIST11 para la identificacién de picos de acidos

grasos.

En la Figura 14 se muestra un resumen grafico del proceso de recoleccion del
sargazo y obtencion de extractos (seccion 3.2), ensayos bioldgicos con bacterias
(seccion 3.3), toxicidad en Artemia franciscana (seccion 3.4) y perfil de acidos

grasos (seccion 3.5).

Recoleccion: 13 de octubre de 2023

Lugar: Playa del Carmen {Playa El Recodo, 0. Roo} Prueba toxicidad en Artemia franciscana

10 nauphios/celda + 3 mL de agua marina
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2. Digeviir simplex, No. ce voucher: 10024 %
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. G &, Gracileris sp., Mo de voocher; 10021
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Figura 14 Resumen gréfico de la metodologia empleada en las secciones 3.2-3.5.
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A continuacion, se muestra un resumen grafico de la metodologia empleada en
las secciones 3.6 - 3.10, Figura 15 para mostrar conceptualmente la sintesis del

recubrimiento biomimético sobre el sustrato ceramico.

12.5 mi gota mi) ', Spray 8 0.2 Pa de presion,
" M0 26 ;?mdmmm,a
0.125 g ceniza de sargazo + 0.010g capas

MgCl; en 12.5 ml de etanol al 30%
(140 RPM, 25°C,
1 hora)

— Calcinacion de
Sargazo @  residuode @ '::_Ilii::' :: ®
& maceracian, e i
850°C, 5 h o

Coating V2: calcita-aragonita &
+ capa de extracto = i

Coating V1: calcita-aragonita

Base: Seatak @ polimero de diisocianato
y metacrilamida de dopamina + extracto

de sargazo 1 pgimL.

Figura 15 Resumen gréfico de la metodologia empleada en las secciones 3.6-3.10.
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3.6 Sintesis y Caracterizacion de NP para el Recubrimiento

Antiincrustante

La sintesis de las NP de carbonato de calcio (para asemejar las fases
cristalinas de la ACC) se hizo a partir de ceniza de sargazo, obtenida de biomasa de
sargazo post-maceracion o post-extraccion, para lograr una mayor circularidad de los
residuos del proceso.

Por lo tanto, se inicid con la caracterizacion de la ceniza de sargazo por
SEM-EDS (Microscopia Electronica de Barrido con Espectroscopia de Energia
Dispersiva, por sus siglas en inglés) y Difraccion de Rayos X (XRD, por sus siglas
en inglés) para ajustar la cantidad de magnesio (Mg) deseada para la posterior
sintesis de particulas en base a la relacion Mg/Ca de la ceniza inicial.

La sintesis se realiz6 con 0.125 g de ceniza de Sargassum spp.
(post-extraccion) ajustado a una relacion molar Mg/Ca de 0.15, afiadiendo 0.010 g de
MgCl,-6H,0 en 3.75 mL de etanol y 8.75 mL de agua destilada. Seguido de la
adicion gota a gota de 12.5 mL de una solucion de Na,CO; de 25 mM, bajo agitacion

constante, logrando una concentracion final de etanol del 30% (v/v).
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Figura 16 Ceniza de sargazo usada como precursor para sintesis de CaCO;.

La mezcla se agito a 140 rpm (Figura 16) durante 1 hora a temperatura
ambiente, con base en el diagrama de fases reportado por Sand et al. [117] para la
cristalizacion de CaCO; en mezclas de agua-alcohol para calcita-aragonita, y se
realizd la deposicion sobre el material ceramico (la preparacion del material
ceramico esta descrito mas a detalle en la seccion 3.8). La caracterizacion de fases se
realizé con un tiempo de envejecimiento de un mes, para promover la estabilizacion

cristalografica y reducir las fases metaestables en carbonato de calcio.

Posteriormente, se aplicaron tres capas por deposicion a una cinta de cobre
(para SEM-EDS) y cinta de carbén (para XRD) por pulverizacion utilizando un

sistema de aerosol a 0.2 Pay a 5 cm de distancia de la muestra.
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Para llegar a esta formula se realizé un disefio de experimentos con cinco
factores; factor (1) relacion Mg/Ca (siendo nivel bajo 0.15 y nivel alto 0.30), factor
(2) concentracion de etanol (siendo nivel bajo 30% v/v y nivel alto 50% v/v), factor
(3) concentracion de Na,CO; (siendo nivel bajo 25 mM y nivel alto 50 mM), factor
(4) tiempo de agitacion de la solucion (siendo nivel bajo 1 h y nivel alto 24 h), factor

(5) ntimero de capas (siendo nivel bajo 1 capa y nivel alto 3 capas).

Las muestras se analizaron con el Difractometro D8 Advance de Bruker AXS
Company, con radiacion CuKa (A = 1.5418 A, 40 kV, 40 mA) con angulos de
difraccion de 20 = 10° a 80° a 0.02 grados/paso (1 segundo por paso). La
determinacion de la fase y las proporciones de ambos polimorfos se completod
utilizando el refinamiento de Rietveld y el software MAUD. Se utilizd6 un
microscopio electronico de barrido (SEM-EDS, por sus siglas en inglés) TESCAN
VEGA 3 Bruker Nano AXS Microanalysis con detectores XFlash SDD y
eFlashEBSD para estudiar las microparticulas obtenidas mediante la sintesis. Las NP
se visualizaron con un microscopio electronico de transmision (TEM, por sus siglas
en inglés) utilizando un microscopio JEM-2200FS a 200 kV para determinar su
tamafio. Las muestras se realizaron mediante deposiciéon de una suspension diluida
sobre rejillas de cobre recubiertas con carbon amorfo. Las micrografias del TEM se
obtuvieron en modo "bright field" (BF-TEM), en el que el contraste de masa/espesor
permite distinguir las nanoparticulas del sustrato de soporte. El analisis de tamafio de
particula fue llevado a cabo a partir de las imagenes digitales con el software Imagel.
Se realiz6 asi mismo el patron de difraccion de electrones de area seleccionada
(SAED, por sus siglas en inglés) de las nanoparticulas sintetizadas para confirmar la

fase del carbonato de calcio.
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3.7 Analisis de Muestras de ACC Natural por SEM-EDS y XRD

Se obtuvieron muestras a través de la UNAM Unidad Académica de Sistemas
Arrecifales de Neogoniolithon sp. (ACC) obtenida en Puerto Morelos Quintana Roo,
para comparar la composicion mineral del polimorfo Mg-calcita/aragonita contra su
andlogo natural. Muestras de la ACC se analizaron mediante SEM-EDS y XRD. La
determinacion de la fase y las proporciones de ambos polimorfos se determind como
completada utilizando el refinamiento de Rietveld y el software MAUD. Los equipos

de caracterizacion usados fueron enlistados en las secciones anteriores.

3.8 Caracterizacion del Sustrato Ceramico Base

3.8.1 Materiales

Se utiliz6 arcilla agricola roja obtenida del proveedor Zeolitech BK-100,
malla 100, tamafio de particula 0.05-1.17 mm (ficha técnica en Apéndice A). Se
adjunta en Anexos la ficha técnica de la arcilla. EI biocarbon empleado fue donado
por el proveedor Rubis CO, para las pruebas. Se us6 una mezcla de arcilla con 27%

agua por peso.
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3.8.2 Sinterizado de Muestras

Se prepararon ocho tipos de muestras, variando el contenido de biochar y las

condiciones de tratamiento térmico:

° Clay-1000: 0% biochar, sinterizado a 1000°C

° Clay-1100: 0% biochar, sinterizado a 1100°C

° Clay-1200: 0% biochar, sinterizado a 1200°C

° Biochar-1000: 20% biochar, sinterizado a 1000°C

° Biochar-1100: 20% biochar, sinterizado a 1100°C

. Biochar-1200: 20% biochar, sinterizado a 1200°C

° EM-Biochar 1: 20% biochar, sinterizado con horno electromagnético a 36

minutos (2.45 GHz)
° EM-Biochar 2: sinterizado con horno electromagnético a 42 minutos (2.45

GHz)

La incorporacion de biochar se limitdo al 20% en peso para mantener la
integridad estructural de las muestras, basandose en mezclas preliminares que
indicaron que porcentajes mayores la mezcla ya no mostraba suficiente plasticidad

para impresion 3D, el cual seria parte del procesamiento del material ceramico.

Para las muestras tratadas en horno mufla Felisa FE-360, se aplicaron las

siguientes rampas de temperatura:

Para llegar a la temperatura de 1000°C:
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o 850°C: 20°C/min durante 43 minutos

o 950°C: 5°C/min durante 20 minutos
o 1000°C: 2°C/min durante 25 minutos, manteniendo la temperatura por 2
horas

Para llegar a la temperatura de 1100°C:

o 950°C: 20°C/min durante 48 minutos

o 1050°C: 5°C/min durante 20 minutos

o 1100°C: 2°C/min durante 25 minutos, manteniendo la temperatura por 2
horas

Para llegar a la temperatura de 1200°C:

@ 1050°C: 20°C/min durante 53 minutos

o) 1150°C: 5°C/min durante 20 minutos

@ 1200°C: 2°C/min durante 25 minutos, manteniendo la temperatura por 2
horas

3.8.3 Ensayo de Compresion

Se realizaron pruebas de compresion por sextuplicado usando el equipo
Instron 5900, siguiendo la norma ASTM C109/C109M [118]. Las muestras se
prepararon cortando cubos de 40 mm x 30 mm x 30 mm (+5 mm) de los ladrillos de
arcilla utilizando un cortador (equipo Minitom Struers). Las superficies se pulieron
para asegurar caras paralelas y lisas. Se usaron 5 especimenes por tipo de muestra,

con registro continuo de carga y desplazamiento. Los parametros de velocidad de
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carga fueron de 1 mm/min. Se calcul6 el esfuerzo compresivo dividiendo la carga por
el area de seccion transversal inicial de la muestra. La deformacion compresiva se
midi6 mediante el seguimiento del desplazamiento del cabezal en relacion con su

posicion inicial, Figura 17.

Se repitio el ensayo de compresion después de someter las muestras a un
proceso de absorcion de agua. Para ello, se utilizd6 un equipo ISOVACCUUM

200-CC, descrito en la siguiente seccion.

Figura 17 Pruebas de compresion bajo la norma ASTM C109/C109M.
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3.8.4 Ensayo de Absorcion de Agua y Porosidad

El ensayo de absorcion de agua y porosidad se basé en la norma
NMX-C422-ONNCCE-2002 (Losetas cerdmicas esmaltadas y sin esmaltar para piso
y muro - especificaciones y métodos de prueba), seccion 10 (Método para determinar
la absorcion de agua en losetas ceramicas esmaltadas y sin esmaltar). Esta norma
seria el andlogo de la norma ASTM C373 [119] (Método de prueba estandar para la
absorcion de agua, densidad aparente, porosidad aparente y gravedad especifica

aparente de productos de ceramica blanca cocida).

Para ello, las muestras se pesaron en seco. Posteriormente, se colocaron las
muestras en el equipo de saturacion de agua a 10 kPa durante 30 minutos, y luego se
dejaron en agua a presion ambiente durante 48 horas, ver Figura 18. Después, cada
muestra se transfirid en un recipiente con agua a un contenedor de agua mas grande
(sin exposicion al aire previamente a este paso) para medir su peso suspendido y el
peso hiimedo (retirando con un pafio el exceso de agua previamente pesado y con el

doble de su peso en agua), como se muestra en la Figura 19.

Se calcularon los porcentajes de absorcion de agua (ecuacion 2) y porosidad

aparente utilizando las formulas proporcionadas en la norma (ecuacion 3).

% de absorcién de agua = [(W — D) /D] x100 (2)

Porosidad aparente (%) = [(W — D)/ (W — S5)]x100 3)
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Donde W es el peso humedo después del proceso de vacio en agua, D es el
peso seco de la muestra y S es el peso suspendido de la muestra completamente

sumergida en agua.

Figura 19 Medicion de peso para célculo de absorcion de agua y porosidad,
siguiendo la norma NMX-C422-ONNCCE-2002.
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3.8.5 Analisis de Contraccion y Pérdida de Masa

Se evalud la contraccion y pérdida de masa de las muestras en diferentes
etapas del procesamiento: recién fabricadas, después del secado (a 70°C), después
del tratamiento térmico. Para esto, se marcé en una superficie rectangular puntos a 5

cm de distancia diagonal en las muestras para medir la contraccion lineal.

3.9 Impresion 3D de Placas Ceramicas

Se imprimieron en 3D placas cerdmicas a partir de una mezcla de arcilla roja
potésica Zeolitech (BK-100, malla 100, tamafio de particula 0.05-1.17 mm) con 27%
de agua por peso, utilizando una boquilla de 8 mm y una altura de capa de 5 mm. La
velocidad de impresion fue 30 mm/s.

El software usado para el diseno de las placas fue Rhino7; el rebanado en
capas (slicing, por su término en inglés) fue hecho en PrusaSlicer, y se imprimi6 con
el software RepetierHost, en una impresora de impresion 3D para ceramica
Corexy-clay, de la marca Possible Ideas.

Tras el secado de la estructura durante 7 dias, se realizaron uniformemente
canales ranurados paralelos (5 mm de profundidad x 5 mm de espesor x 5 cm de
altura) con una esmeriladora en las zonas intercapa en una sola orientacion para
mejorar la complejidad de la superficie. Posteriormente, se realizaron corte de ~5 x 5
cm para la obtencion de placas y se sometieron a sinterizacion en un horno de mufla
a 1100°C (proceso de calentamiento de Clay-1100, de la seccion 3.8.2) en atmosfera

ambiente (Figura 20).
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Figura 20 Impresion 3D de placas con crestas y canales.

El analisis de la composicion de la fase cristalina se realizé mediante XRD y

la composicidon quimica y el tamafio de poro con SEM-EDS.

3.10 Aplicacion de Recubrimiento a las Placas por Pulverizacion

Posterior a la caracterizacion del sustrato ceramico, se aplicaron capas por
deposicion al sustrato impreso en 3D de particulas de -calcita-aragonita-NP
(obtenidas en la seccion 3.6). Se utilizé el método de pulverizacion utilizando un
sistema de aerosol a 0.2 Pay a 5 cm de distancia de la muestra, como se muestra en

la Figura 21, en dos variaciones diferentes.

La variacion 1 (recubrimiento V1), contenia la siguiente configuracion:
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° Capa 1: Adhesivo comercial SeaTak™, diisocianato (C;sH,(N,O,) y
dopamina metacrilamida (C,,H;sNO,) (imitando adhesivo de mejillon)
diluido en cloroformo (1:5), con 1 pg/mL de extracto de sargazo.

° Capa 2: Solucién de micro y nanoparticulas a partir de sargazo.

La variacion 2 (recubrimiento V2), contenia la siguiente configuracion:

° Capa 1: Adhesivo comercial SeaTak™, diisocianato (C;sH,(N,O,) y
dopamina metacrilamida (C,,H;sNO,) (imitando adhesivo de mejillon),
diluido en cloroformo (1:5), con 1 pg/mL de extracto de sargazo.

° Capa 2: Solucion de micro y nanoparticulas a partir de sargazo.

° Capa 3: 1 pg/mL de extracto de sargazo diluido en metanol.

Figura 21 Aplicacion de recubrimiento biomimético de ACC en placas de arcilla
roja impresas en 3D.
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3.11 Disposicion de Residuos

Los residuos se dispusieron conforme a la normativa, en los contenedores asignados

en los laboratorios de la FCQ, UANL.

Tabla 5 Disposicion de residuos.

Residuo Contenedor
Hexano Colector C (toxico e inflamable)
Cloroformo Colector E (muy téxico, solvente halogenado)
Metanol Colector C (toxico e inflamable)
Etanol Colector C (toxico e inflamable)
Extractos Contenedor verde (residuo industrial)
Vidrio con solventes Contenedor rojo (vidrio impregnado)
Cloruro de magnesio Colector B (so6lidos inorganicos, sales inorganicas)
Residuo de arcilla Contenedor verde (residuo industrial)
Carbonato de sodio Colector B (so6lidos inorganicos, sales inorganicas)

3.12 Ensayo con Corales Diploria labyrinthiformis in vitro

En la Figura 22 se muestra el resumen grafico del proceso del ensayo in vitro
con corales y arrecifes artificiales con el recubrimiento biomimetizando las algas
ACC. La recoleccion de gametos de Diploria labyrinthiformis se realizd mediante
buceo en el Parque Nacional Arrecife Puerto Morelos (sitio Cuerno de Alce;

20.906150N, 86.838830W, Quintana Roo, México), durante el desove registrado el
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20 de julio de 2025, a partir de las 19:12 hrs hora local (IDs de colonias parentales =
261 y 353), Figura 23. Este proceso fue organizado por el equipo del Instituto de
Ciencias Marinas y Limnologia, Unidad Académica Sistemas Arrecifales, de la

Universidad Nacional Autonoma de México en Puerto Morelos, liderado por la Dra.

Anastazia Bazanak.

e
1.5 L de sgua

de s e
liirads

Remaocién cada 15 min
Colonias = Volumen o

(L6 mL

170 mL diluida

14 mL
0.5 mL ooncentrado

{® Cruce de colonias (1.5 h post-colecta) y
& confirmacidn de fertilizacion (2.5 h post-colecta)

||l 'ﬁ:-' i
J:&PP 'n_,fr‘fi%\ {@1.5 mL de embriones en incubadora 70 x 38 x 25 cm
.\é'lw L”‘:-‘||I:||':'E"- ton 57 L de agua de mar filtrada
S| |
. :Lﬁ-?":::yl:i s H‘-,I (¥ Adicion de sustratos en incubadoras con larvas (60 horas)
MJI_'JWLJ.-L\,.. r) % +aire. Se controla T: 29°C y salinidad 36-37 PSU
AL 1 b
— y
Diploria labyrinthiformis
¥ 10 replicas
por tratamiento
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712 pm (@ Conteo de asentamiento larval (8 dias)

luz 345 nm, Orcatorch D530
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Trainable Weka Segmentation (TWS) plugin en Fiji

Figura 22 Resumen grafico de la metodologia empleada en las secciones 3.12 y 3.13.

Después de la fertilizacion cruzada in vitro, 1.5 mL de embriones
concentrados se transfirieron a incubadoras de 70 cm x 38 cm x 25 ¢cm de 57 L,
manteniendo una temperatura del agua de 29 + 0.5°C, una salinidad de 36-37%o
(partes por mil) y una oxigenacién suave continua con difusores de burbuja fina para

una aireacion homogénea. Se afiadieron las placas para asentamiento impresas en 3D
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de arcilla a las incubadoras 60 horas después de la fertilizacion (Figura 24), 10
réplicas recubiertas y 10 de control por incubadora (muestras VI y V2 y su
respectiva incubadora con muestras de control), con un area total de asentamiento de

~2100 x 18 cm? por incubadora, o ~105 x 4 cm? por sustrato (incluyendo las caras

superior e inferior y los cuatro bordes laterales).

El asentamiento de larvas de Diploria labyrinthiformis se determind mediante
identificacion visual (bajo luz azul, 345 nm, Orcatorch D530) utilizando un contador,
8 dias después de la colocacion de placas, contabilizando los corales juveniles

asentados en la cara frontal, caras laterales y cara posterior. Se repitié el conteo de

polipos a las 15 semanas y 32 semanas.

!

:
N

Figura 23 Colecta de gametos de coral Diploria labyrinthiformis en Puerto Morelos.

76



Figura 24 Colocacion de placas en incubadoras con larvas 60 horas después de
fertilizacion.

Tras el periodo de asentamiento larvario de 8 dias, todas las placas ceramicas
se retiraron de la incubadora de asentamiento y se colocaron en tanques de
almacenamiento mas grandes con flujo continuo y luz solar natural en tanques de 400
L, a 45 cm del fondo del tanque (y 15 cm de la superficie del agua), encima de una
rejilla de pléstico, Figura 25. Las muestras se colocaron cerca de fragmentos de
concreto con bioincrustaciones (acondicionados durante 3 meses en aguas costeras
abiertas y cepillados antes de su introduccion en el tanque), colonizados por
organismos bioincrustantes tipicos, como algas coralinas incrustantes, algas
filamentosas y microbios asociados, para asegurar la exposicion a un indculo de
propagulos de organismos bioincrustantes que se asemejaba a las comunidades de
bioincrustacion presentes de forma natural en los arrecifes artificiales del Caribe

mexicano.
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Encima del tanque se colocd un panel de policarbonato para reducir la
radiacion de luz y se midio la irradiacion de luz con el instrumento Underwater
Quantum Flux de Apogee Instruments. Se control6 la alimentacion, temperatura

entre 26-27°C, y salinidad entre 36-38 %o.

Figura 25 Tanque para monitoreo de polipos de coral.

La alimentacion de los corales fue seglin el protocolo del laboratorio, usando
0.1 mL de alimento liquido Coralamino Brightwell Aquatics y 1 mL de alimento
liquido Koralle de Brightwell Aquatics, dos veces por semana, y tres veces por

semana 0.75 g de nauplios de Artemia salina por L, eclosionada 24 h antes a

27-28°C.
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3.13 Cuantificacion de la Bioincrustacion ex situ

Para la cuantificacion de la intensidad de la bioincrustacion, se fotografiaron
los tratamientos de sustrato ceramico, tanto recubiertos como sin recubrimiento,
después de 70 dias de monitoreo. Se tomo una imagen estandarizada de la superficie
superior de cada sustrato a una distancia fija de una cadmara Olympus Tg5 para
mantener una escala uniforme entre las réplicas. La variacion de la luz se minimiz6
tomando todas las fotografias el mismo dia y en el mismo lugar, a una distancia
constante de una fuente de luz artificial, colocada verticalmente sobre la muestra. El
intervalo de monitoreo de 70 dias se selecciond deliberadamente para investigar el
monitoreo extendido (la literatura previa indica intervalos de 37 a 39 dias, por

Roepke et al. y Tebben et al., respectivamente [7][95].

Posteriormente, se utilizd el complemento Trainable Weka Segmentation
(TWS) en Fiji (programa de procesamiento de ImagelJ) para clasificar las imégenes
en sus respectivas clases utilizando modelos de clasificacion de imagenes basados en
aprendizaje automatico. La metodologia utilizada para analizar las imagenes se
adapt6 del Manual del Usuario de Trainable Weka Segmentation [7][120]. Cada
imagen de sustrato se dividié en cinco clases de imagen: (1) incrustaciones de algas
(algas verdes y pardas), (2) incrustaciones de gusanos serpulidos, (3) sustrato sin
recubrimiento, (4) reclutas de coral y fondo. Se entrend el programa via machine
learning (aprendizaje automatico) en TWS seleccionando un minimo de 10 regiones

de interés por clase en cada imagen para la identificacidén morfologica en base a
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fotografias. Después del proceso de clasificacion por medio de aprendizaje
automatizado descrito anteriormente, la imagen segmentada pixelada de 8 bits
resultante se analizé utilizando el histograma, que enumeraba el recuento de los
pixeles para cada clase de color. Finalmente se calcul6 el porcentaje de area de cada

clase para un andlisis posterior, eliminando el fondo asociado.

Se consideraron los valores estadisticamente significativos de p < 0.05. En la

comparacion de medias entre dos grupos independientes, se utilizé la prueba t de

Student.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados y la discusion en el orden de
subcapitulos, siguiendo el capitulo anterior. Se empieza con los resultados del
analisis geoespacial y validacion de condiciones oceanograficas mediante el
supercomputador CINECA con el objetivo de evidenciar el contexto local de los
arrecifes de Quintana Roo, México y la interconexién con factores de cambio
climatico, causante del estrés de los ecosistemas, y factores fuera del error humano
que pudieran afectar el desempefio de rehabilitacion de corales; tanto en el marco de

monitoreo de este trabajo, como para consideraciones en trabajos posteriores.

4.1. Resultados de Analisis Geoespacial de Condiciones Oceanograficas

4.1.1 Tendencias de la Temperatura Superficial del Mar

El andlisis de los datos satelitales de la temperatura superficial del mar se
realizaron usando los datos existentes hasta el afio 2023 y reveld una preocupante
aceleracion del calentamiento oceédnico. Incluso en época de invierno (Figura 26), en
diciembre las temperaturas superficiales del mar oscilaron entre 27 y 31°C durante el
periodo de analisis, con una frecuencia creciente de superaciones del umbral de

blanqueamiento de coral de 29°C.
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A una profundidad de 10 metros (correspondiente a la ubicacion del sistema
arrecifal mesoamericano), el periodo 2014-2021 (Figura 27) evidencid un
calentamiento gradual de 0.0357°C/afo. En contraste, durante 2022 y 2024 (Figura
28) se observa una aceleracion significativa del calentamiento, aproximadamente
cuatro veces, alcanzando 0.157°C/afio, en la zona de Playa el Recodo (una de las

playas que ademads es de las mas afectadas en Quintana Roo por erosion costera).

Temperature [°C] - 2023-12-10T00 - 0.49[m]
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Figura 26 Temperatura de la superficie del mar a profundidad de medio metro, en
Diciembre 2023.
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Time Senes and Trend at Point (21.627246, -86.069218)
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Figura 27 Variaciones de temperatura desde 2014 hasta 2021 en Playa el Recodo,
Quintana Roo, con un calentamiento gradual de 0.0357°C/afo.
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Figura 28 Variaciones de temperatura desde 2022 hasta 2024 en Playa el Recodo,
Quintana Roo, con un calentamiento gradual de 0.157°C/afio.

En los ultimos meses del 2023 se registraron temperaturas sostenidas
superiores a 30°C durante los meses de mayor esplendor (Figura 28), lo que

representa un estrés térmico importante para el ecosistema del Arrecife
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Mesoamericano de esa zona. La aceleracion del calentamiento sugiere que la
degradacion de los arrecifes de coral se intensificard a lo largo del tiempo. Esto
también podria exacerbar la erosion costera debido a la pérdida de la atenuacion

natural de las olas por el declive arrecifal.

4.1.2 Altura del Oleaje y Eventos Extremos

Se analiz6 la altura de las olas (Significant Wave Height, SWH por sus siglas
en inglés) de 1993 a 2020 (Figura 29). El promedio (en metros) se muestra en la
Figura 29a, la desviacion estandar en la Figura 29b y los puntos méaximos de este
periodo en la Figura 29c, siendo mds vulnerable la zona de Playa del Carmen y

Puerto Morelos, en comparacion por ejemplo con Cozumel y Cancun.

En todo caso, a nivel de la zona de Quintana Roo, la altura de ola promedio
es de 1.12 m 1 0.51 m, y una mediana de 1.05 m - 0.51 m. Se observa un rango
que abarca un minimo de 0.08 m hasta un maximo de 8.21 m de altura de olas
(siendo el méximo consistente con el huracan Dean en 2019), con el 95% de la altura
de olas entre 0.41 m y 2.03 m en la zona de Playa del Carmen. Estos resultados
ayudan a planificar mejor la ubicacion de posibles arrecifes artificiales en la zona, y
tomar en cuenta la altura de las olas (y su respectiva energia cinética del mar en
eventos extremos preexistentes) para anticipar los esfuerzos sobre el material, asi

como potenciales afectaciones sobre la infraestructura costera.
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1993-2020 averaged SWH [m) Standard deviation of SWH [m] per grid cell [1993-20240]
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Figura 29 Andlisis de altura de las olas (SWH) de 1993-2020 (a) SWH media en m,
(b) desviacion estandar en m y (¢) SWH maxima en m por celda de la cuadricula.

La altura de las olas (SWH) presenta una media de 1.12 1: 0.51 m y una mediana
de 1.05 = 0.51 m, indicando condiciones de oleaje relativamente consistentes. Las
alturas de las olas oscilan entre 0.08 m y un maximo de 8.21 m, con el 95 % de las

observaciones entre 0.41 y 2.03 m (Figura 30).
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SWH Distribution
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Figura 30 Distribucion de altura de las olas (SWH) en metros,
de 1993-2020 en base a frecuencia.

Un periodo de retorno, mostrado en la Figura 31, es el tiempo promedio entre
eventos de determinada intensidad o magnitud (como el huracan Dean del afio 2019
impactando Quintana Roo) que pudieran afectar la zona costera. En este contexto
particular, ilustra la probabilidad de ocurrencia de determinada altura de ola maxima

a lo largo de los afos en la zona de Playa del Carmen.

En la Figura 31 se puede apreciar que en el periodo de un afio, puede haber al
menos un evento donde la altura de ola méxima sea de aproximadamente 1.8 m a
partir de la fecha del céalculo (abril 2025). En un periodo de 5 afos, se puede
anticipar la llegada de una ola de aproximadamente 5 m, con 20% de probabilidad
en cada afio dado que transcurre. En un periodo de 10 afios, se anticipa al menos un
evento de altura de ola de aproximadamente 7 m, con 10% de probabilidad en cada
afio dado que transcurre. En 25 afos (con 4% de probabilidad en cada ano dado que
transcurre) se puede pronosticar un evento donde la altura de ola méxima sea de ~10
m. En 50 afios (con 2% de probabilidad en cada afio dado que transcurre) se puede

pronosticar un evento donde la altura de ola méxima supere los 10 m. Esto es
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importante para su respectiva consideracion por potenciales riesgos para posteriores

trabajos de disefio de arrecifes artificiales e infraestructura terrestre.
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Figura 31 Anélisis del periodo de retorno de las alturas de ola significativas
extremas (SWH) para la region de estudio, prediccion de la SWH maxima para
periodos de retorno de 1, 5, 10, 25 y 50 afios.

4.1.3 Patrones de Corrientes y Dinamica de Sedimentos

El analisis de la velocidad de las corrientes a ~10 metros (el dato satelital de
profundidad mas cercano a 10 m era 9.57 m) de profundidad, la profundidad donde
se pueden encontrar arrecifes del Arrecife Mesoamericano, reveld velocidades

moderadas que oscilan entre 0 y 1.25 m/s, con una direccioén de flujo predominante
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noreste-suroeste (Figura 32). Se observaron velocidades mas altas en zonas mar
adentro, mientras que las zonas costeras mostraron patrones de circulacion

influenciados por las caracteristicas batimétricas y la estructura del arrecife.

La configuracién batimétrica existente entre la isla de Cozumel y Playa del
Carmen crea un corredor natural que influye en la dindmica de las olas en Playa del
Carmen. Este paso estrecho induce el efecto Venturi [121], en el que la constriccion
del ancho por donde fluyen las corrientes aumenta la velocidad del fluido y puede
amplificar la energia de las olas incidentes, intensificando potencialmente los

impactos costeros durante las tormentas.

Estos patrones tienen dos implicaciones cruciales para tanto la gestion costera
como para arrecifes artificiales instalados en la zona; primero: la direccién y la
velocidad del flujo influyen en la eficacia de los proyectos de rehabilitacion de
playas, ya que la arena colocada a las playas en el sistema se transporta rapidamente
aguas abajo en lugar de mantenerse en las zonas objetivo, contribuyendo a la erosion
costera de la zona. Segundo, el sedimento arrastrado de playas rehabilitadas puede
acumularse encima del Arrecife Mesoamericano, sino un factor adicional de barrera

mecanica que contribuye a la mortalidad de los corales.
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Figura 32 Velocidad y direccion de la corriente superficial a 9.57 m de profundidad
(31 de diciembre de 2023).

Las secciones 4.1.1 - 4.1.3 de este estudio demuestran la importancia de
incorporar los productos satelitales de la oceanografia operacional en el
entendimiento de condiciones marinas. El conjunto de datos del Servicio Marino
Copernicus proporcionaron informacién sobre varios peligros: el calentamiento del
océano, la altura del oleaje y los patrones de las corrientes que, de manera conjunta,
determinan la vulnerabilidad costera de Quintana Roo. La serie de tiempo de 10 afios
para la cual se analiz6 las series (2014-2024) fue capaz de demostrar la tendencia de
la aceleracion del calentamiento (pues se incremento la tasa de calentamiento cuatro
veces en dicho periodo de tiempo) mostrando las variables que indirectamente
tendrian efecto en la rehabilitacion de corales, como el estrés térmico, y por

consiguiente, la cantidad de colonias de corales parentales reproductivas disponibles.
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La exposicidon constante pero intensa a condiciones desfavorables permite
sugerir que las colonias progenitoras existentes en Puerto Morelos y zonas
adyacentes poseen caracteristicas fisiologicas y genéticas asociadas a una mayor
tolerancia térmica, por lo que se considera que seria la fuente idonea de gametos de
coral para este trabajo. Recolectar material reproductivo en esta area, no solo
aumentaria las probabilidades de la descendencia con mayor resiliencia y
adaptabilidad frente a los cambios climaticos, sino que también estaria fundamentado
por un criterio asociado a la informacion oceanografica satelital, con lo cual se
podria sugerir que los organismos provenientes de la recombinacion genética de
colonias parentales de la zona estardn mejor adaptados a las condiciones ambientales

extremas pronosticadas para dicha region.

Respecto a la altura de oleaje y predicciones de eventos de alta intensidad
(tormentas, huracanes), saber esto ayuda a planificar el disefio del sustrato cerdmico
a utilizar, ddndole preferencia a sustratos mas pequefios en contraste con estructuras
artificiales grandes, considerando el esfuerzo variable al que estard sometido el
material durante la vida Util bajo el agua, debido a que se pronostican eventos

extremos en la zona.

En cuanto a patrones de corriente, la zona de Quintana Roo tiene patrones de
corriente altas, por lo tanto es preferible replicar un microhabitat después de las
pruebas de fertilizacion in vitro con corales y la posterior colocacion de sustratos en
el océano, posicionando los arrecifes artificiales en zonas de sombra hidrodinamica

(grietas en el arrecife, areas laterales del arrecife no expuestas o zonas de sotavento,
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de baja energia de corriente) en la zona de Puerto Morelos, donde la velocidad de la
corriente es relativamente baja, para disminuir la resistencia hidrodindmica en los
corales recién trasplantados y por consiguiente, reducir el factor del nivel de estrés.
En este sentido, respecto al material base usado, la resistencia mecanica de la
arcilla potésica sinterizada toma un sentido critico adicional; conservar la integridad
estructural de los sustratos a las fuertes fuerzas de arrastre en los momentos de

maxima corriente.

Dicho esto, se procede a usar gametos de coral provenientes de Puerto
Morelos en la region de 20.9 N, 86.8 W, y regresarlos al mar después de 8 meses a la

misma zona, en las placas pequefias de arrecifes artificiales.

4.2 Obtencion de Extractos a Partir de Macroalgas

De las muestra de sargazo recolectada, se identificaron 7 macroalgas y se
obtuvieron 78 extractos de dichas algas recolectadas. Se obtuvo una muestra de 1.4
kg, siendo 1010 g de macroalgas rojas y 407 g de Sargassum spp. La identificacion
fue realizada por el Dr. Sergio Salcedo, quién ingres6 las muestras al Herbario de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, donde
se asignaron numeros de voucher para referencia futura.

Las muestras se etiquetaron como S1, S2 (para Sargassum) y Al, A2, A3,

A4, AS (para diferentes especies de algas rojas) (Figura 33).
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Figura 33 Identificacion de los 7 tipos de algas de la mezcla recolectada y su
numero de voucher.

La cantidad obtenida de extractos y su respectivo rendimiento de extraccion
se aprecia en la Tabla 6 y Figura 34. Es importante mencionar que se agrego el

Sargassum horridum como comparacion, proveniente de Baja California.

Tabla 6 Peso de muestras en himedo, biomasa liofilizada y peso del extracto.

Algas Peso de biomasa IPeso de biomasa Extracto (g) |Rendimiento (%)
himeda (g) seca (g)
S. horridum 1997.4 308.0 15.7 15.30% +: 0.3%
S. natans 172.5 26.6 4.0 15.04% +- 0.2%
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S. acinarium 234.1 36.0 53 14.72% +: 0.7%
Ceramium sp. 174.7 23.6 3.1 13.14% +: 0.5%
Gracilaria sp. 59.5 7.41 0.7 9.45% 1 0.6%
A. triguetum 444 .4 55.21 6.2 11.23% - 0.8%
D. simplex 57.5 7.17 0.7 9.76% 1 0.5%
P. perforata 253.5 31.44 3.7 11.77% =+ 0.4%
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Figura 34 Rendimiento (%) de extraccion para algas Rhodophyta y Sargassum.

Los rendimientos de extraccion de las tres especies Sargassum fueron

mayores, 15.1 £ 0.36 %, en comparacion con las macroalgas rojas, 10.96 + 0.22 %.

Entre las especies de Sargassum analizadas, S. horridum mostrd6 el mayor

rendimiento de extraccion (15.30 £ 0.3 %), seguido de cerca por S. natans (15.04 +

0.2 %) y S. acinarium (14.72 £ 0.7 %). Las macroalgas rojas presentaron una
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variabilidad mucho mayor en el rendimiento, con Ceramium sp. produciendo el
mayor rendimiento (13.14 + 0.5 %) y Gracilaria sp. el menor (9.45 + 0.6 %).

Los resultados nos indican que el sargazo constituye una materia prima mas
idonea en el contexto de la extraccion de lipidos, ya que, ademas de presentar un
mayor rendimiento promedio, también se caracteriza por tener un comportamiento
mas conveniente que las macroalgas rojas identificadas, en la direccion de
convertirse en una fuente mas previsible y mas eficiente desde el punto de vista del
procesamiento a escala.

Una posible respuesta a la mayor produccion de lipidos del Sargassum podria
ir asociada a la retencion de los mismos durante la flotabilidad que manifiesta. En
otro sentido, las macroalgas rojas, debido a encontrarse en condiciones bentonicas
durante su comienzo de descomposicidon, podrian desencadenar una mayor

movilizacion o pérdida de lipidos por la presion del ambiente.

4.3 Ensayos Bioldgicos in vitro

A continuacion se presentan los ensayos bioldgicos realizados con bacterias y

toxicidad en Artemia franciscana.

4.3.1 Microdilucion en Microplaca para Evaluar Actividad

Antibacteriana

En la Tabla 7 se puede observar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI,
en inglés). Mulaudzi et al.[122] propusieron una clasificaciéon de la actividad

inhibitoria basada en los siguientes valores para interpretar resultados: actividad
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antibacteriana fuerte (CMI < 500 pg/mL), moderada (CMI entre 500 y 1500 pg/mL),
y débil (CMI > 1500 pg/mL). Segin Mulaudzi et al., la CMI es la concentracion mas
baja en la cual un agente antimicrobiano inhibe completamente (> 95% en 24 horas)
el crecimiento de un microorganismo.

Se agregaron también a las pruebas 4acidos grasos comerciales; &acido
eicosapentanoico (EPA) y el acido palmitico, para comprobar o descartar si dichos

acidos grasos son mas efectivos por si solos en comparacion con el extracto integro.

Los resultados del estudio de la actividad antibacteriana muestran que todos
los extractos CMI superior >1000 pg/mL para todas las cepas bacterianas evaluadas.
Se considerd que el no tener una inhibicion bacteriana completa es un resultado
favorable para la aplicacion de este trabajo en placas para arrecifes artificiales, pues
la ausencia de una fuerte actividad inhibitoria a concentraciones bajas indica que
estos compuestos no eliminardn poblaciones bacterianas por dafio celular, lo cual es

crucial para mantener el equilibrio ecolégico en el ambiente marino.

Tabla 7 Actividad antibacteriana (Valores de CMI en pg/mL).

Muestras Aa Al Ra As Vu Vd Vi Pf Bs Bp
S. horridum | >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 [ >1000 | >1000
S. natans >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 [ >1000 | >1000
S. acinarium | >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000
Ceramium sp. | >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 | >1000| >1000 | >1000
Gracilaria sp. | >1000 | >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 [ >1000 | >1000
A.triguetrum | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 [ >1000
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D. simplex | >1000 [ >1000 [ >1000 [ >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000
P. perforata | >1000 | >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 [ >1000 | >1000
Acido >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000
eicosapentaen
0ico
Acido >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000
palmitico
CuSO, >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 [ >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000

Los acronimos de las bacterias en la Tabla 6 son identificadas como a
continuacion: Alteromonas alba (Aa), Alteromonas stellipolaris (As), Rugeria
atlanticus (Ra), Vibrio ulleungensis (Vu), Vibrio diazotrophicus (Vd), Vibrio
mediterranei (Vm), Pseudoalteromonas fuliginea (Pf), Antarcticimicrobium lutem

(A1), Bacillus subtilis (Bs), Bacillus pumilus (Bp).

4.3.2 Microdilucion en Microplaca para Evaluar Actividad

Antiincrustante

A pesar de los valores de CMI relativamente altos que indican un bajo efecto
antibacteriano, los extractos de los sargazos y algas rojas mostraron una considerable
actividad antibiopelicula (Figura 35 y Fig 36). Si bien el grado de actividad
antiincrustante de estos extractos varid considerablemente entre las cepas
bacterianas, todos los extractos exhibieron una curva dosis-respuesta inversa para la
mayoria de las bacterias, mostrando una menor inhibicion con concentraciones mas

altas del extracto. Por lo tanto, esto sugiere que una dosis mayor del extracto podria
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interferir con los mecanismos de desarrollo de biopeliculas en la mayoria de las
cepas analizadas.

Las especies de Sargassum (S. horridum, S. natans y S. acinarium)
demostraron una reduccion de la eficacia inversamente relacionada a la
concentracion. S. horridum, S. natans y S. acinarium fueron particularmente
efectivas contra Bacillus subtilis (Gram-negativa), A. stellipolaris a 1 pg/mL,
seguido de B. pumilus (Gram-negativa) a concentraciones entre 50 y 100 pg/mL y
medianamente buen efecto con alrededor de 45-50% de inhibicion en A. alba
(Gram-negativa), a 1 pg/mL (Figura 35). Las algas rojas mostraron un patrén inverso
de eficiencia-concentracion similar al de Sargassum spp., (Figura 36). Mientras las
macroalgas rojas y los sargazos inhiben bien algunas bacterias a concentraciones <10
pg/mL.

El sulfato de cobre (CuSO,) en la Figura 35d, tuvo un bajo grado de
inhibicién a concentraciones mas bajas (<10 pug/mL) y con efectos apreciables en
concentraciones mas altas (>50 pg/mL), mostrando la respuesta mas fuerte a 1000
pg/mL, particularmente contra A. lutem, P. fuliginea, V. ulleungensis, R. atlanticus, V.
diazotrophicus, V. mediterranei, B. subtilis y B. pumilus. Sin embargo, ninguna de las
cepas bacterianas analizadas logrd la erradicacion completa del biofilm (100 % de
inhibicion) en ninguna concentracion, incluida la mas alta probada (1000 pg/mL)
para el control.

Se realiz6 la prueba usando acido palmitico y acido eicosapentaenoico (EPA)
de la misma manera que en la seccion anterior, para comprobar o descartar si dichos
acidos grasos son mas efectivos por si solos en comparacion con el extracto integro

en el contexto de efectividad antiincrustante. Dichos 4acidos grasos muestran un
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resultado semejante al de los sargazos y macroalgas rojas, teniendo buena respuesta

en Bacillus subtilis, A. stellipolaris, B. pumilus, A. alba y Pseudoalteromonas

fuliginea (Figura 37).
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Figura 35 Actividad antiincrustante de los extractos de sargazos y control (a)

Sargassum acinarium, (b) Sargassum natans, (c) Sargassum horridum, (d) control,
después de 48 h.
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Alsidium triquetrum vs 10 bacterias
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Figura 36 Actividad antiincrustante de macroalgas rojas (a) A. triquetrum (b) P.
perforata (c) D. simplex (d) Gracilaria sp. (€) Ceramium sp. después de 48 h.
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Inhibicién de biopelicula (%)

Los acrénimos de las bacterias en las Figuras 35, 36 y 37 son identificadas

como a continuacion: Alteromonas alba (Aa), Alteromonas stellipolaris (As), Rugeria

atlanticus (Ra), Vibrio ulleungensis (Vu), Vibrio diazotrophicus (Vd), Vibrio

mediterranei (Vm), Pseudoalteromonas fuliginea (Pf), Antarctimicrobium lutem (Al),

Bacillus subtilis (Bs), Bacillus pumilus (Bp).
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Figura 37 Actividad antiincrustante de acidos grasos (a) 4cido palmitico (b) acido
eicosapentaenoico (EPA) después de 48 h.
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Figura 38 Inhibicion de biopelicula promedio (de 7 algas), por concentracion.
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El efecto antiincrustante contra los extractos de macroalgas rojas (4.
triqguetrum, P. perforata, D. simplex, Gracilaria sp., Ceramium sp.) y sargazos
Sargassum acinarium 'y Sargassum natans de la muestra de Quintana Roo
(excluyendo S. horridum por no ser proveniente de la region) muestra un efecto
promedio mayor a 1 pg/mL para la inhibicion de biopeliculas (Figura 38). Esto nos
aporta que se puede usar una concentracién tan baja como 1 pg/mL y tener el

maximo de eficiencia posible, dentro de los limites de esta investigacion.
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Figura 39 Inhibicion de biopelicula promedio, por tipo de alga.

La variabilidad promedio en la inhibicién entre diferentes extractos se
puede observar en Figura 39. El analisis estadistico mostré una homogeneidad en la
actividad inhibitoria a nivel de 1 pg/mL; los extractos no muestran diferencias

significativas en la inhibicion de la incrustacion (p = 0.9399) entre si, en la
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concentracion mas efectiva, 1 pg/mL (mostrado anteriormente en la Figura 38). Esto
nos indica que a nivel practico y/o industrial, no es necesario aislar las macroalgas
rojas de los sargazos cuando éstas aparecen como inclusiones en esta materia prima,
pues no existe diferencia significativa en la efectividad antiincrustante al removerlas
del sistema. La falta de diferencia significativa entre las muestras de extracto y los
acidos grasos probados (EPA y acido palmitico) demuestran que es posible el uso de
mezclas de sargazo peldgico (mezclas de sargazos entre si, incluso con inclusiones de
algas rojas) para efectos antiincrustantes, lo que puede optimizar el proceso de
produccion de extracto a mayores escalas y reducir pasos industriales como la
separacion de algas por especie y posterior refinacion de acidos grasos especificos,
minimizando residuos en el procesamiento (como lo seria desechar de algas no

aptas), potencialmente reduciendo costos de operativos.

La actividad inhibitoria promedio sobre la biopelicula mostré un patron
heterogéneo, no mostrando una relacion de sensibilidad hacia Gram positivas o0 Gram
negativas para las cepas ensayadas (Figura 40). En el grupo de las bacterias Gram
positivas, B. subtilis mostrd casi una inhibicion total (100%), mientras que las cepas
de B. pumilus y A. lutem dieron valores residuales, por debajo del 10% de inhibicion.
Algo similar sucedi6 con las bacterias Gram negativas, donde se encontré un amplio
rango de respuestas con valores bajos para las cepas de R. atlanticus y V.
diazotrophicus (14 y 17%, respectivamente), un rango intermedio en las especies de
V. mediterranei y V. ulleungensis (20-22%) y P. fuliginea (~40%) y, de manera
notoria, el maximo se observo en A. alba (~49%), y en la especie 4. stellipolaris
(~91 %), lo cual se asemeja bastante a la inhibicion total obtenida para la especie de

B. subtilis.
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Figura 40 Inhibicion de biopelicula promedio, por cepa bacteriana.

Los extractos de Sargassum y algas rojas Rhodophyta demuestran potencial
como agentes antiincrustantes. Los extractos no muestran mucha eficacia bactericida
(seccion 4.3.1), pero demuestran la inhibicion de la formacion de biopelicula
bacteriana, que es el primer paso del proceso del posterior establecimiento de
organismos incrustantes. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Pinteus et
al.[102], quienes también observaron inhibicion de biopelicula bacteriana con
extractos de Sargassum muticum, concluyendo que dicha especie de sargazo inhibe la
formacion de biopeliculas bacterianas marinas sin afectar directamente la viabilidad

de células bacterianas y/o ser un compuesto citotoxico.
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Otro hallazgo importante de la presente seccién es la observacién de una
mejor capacidad antiincrustante a bajas concentraciones de extracto sobre
concentraciones altas. Un comportamiento semejante fue descrito por Rillig et al.
[123], en el cual el organismo ensayado demuestra resiliencia por hormesis, proceso
por el cual se desarrolla un mecanismo de proteccion en presencia de diversos
factores de estrés (como un ambiente toxico) a dosis mas altas en comparacion con

niveles mas bajos; en otras palabra, como mecanismo compensatorio.

En el contexto de la formacion y el desarrollo de biopeliculas, se cree que
bajas concentraciones de extracto (<10 pg/mL) de sargazo pueden tener efectos sobre
los procesos de deteccion de quérum (del inglés quorum sensing y/o adhesion
superficial) mientras que las concentraciones mas altas podrian estimular efectos de
recuperacion y, posterior a eso, formacion de biopelicula [124]. Por ejemplo, se
puede apreciar el efecto de recuperacion en la Figura 35 y 36 alrededor de 500
pg/mL en la mayoria de las muestras. Este hallazgo es relevante para utilizar
pequenas cantidades de extractos de macroalgas como agentes activos en la formula
de recubrimiento en las secciones posteriores, sin llegar al efecto de la hormesis, lo

cual también reduce costos de produccion de dichos recubrimientos a mayor escala.

Sin embargo, debemos tener en cuenta las limitaciones del modelo
experimental usado; considerando que los ensayos realizados fueron en pocillos de
laboratorio (sistema cerrado) que no reproduce las condiciones dindmicas del
ambiente marino, donde existe un recambio continuo de agua e iria reduciendo
progresivamente la concentracion local del extracto, o su efecto antiincrustante. Por
lo tanto, se considera la concentracion determinada como efectiva (1 pg/mL) debe de

ser un valor de referencia para las pruebas in vitro con corales y habria que realizar
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ajustes después de pruebas in sifu dependiendo del régimen hidrodindmico al que
estaria expuesto el sustrato cerdmico con el recubrimiento de extracto de sargazo, y
considerar su efecto en esas condiciones. En este sentido, la contraposicion entre las
condiciones controladas de laboratorio contra la dindmica real (tanto en pruebas en
acuarios o integrado a un sistema arrecifal) se considera una limitacion que debe ser
tratada en estudios de validacion in situ para el reajuste de la concentracion necesaria
para obtener mejores resultados del extracto en trabajos posteriores y aplicaciones en

campo.

A pesar de haber tenido una respuesta heterogénea, los extractos funcionaron
considerablemente mejor contra la bacteria Gram positiva B. subtilis y la bacteria
Gram negativa A4. stellipolaris. Para el caso de la bacteria Gram positiva B. subtilis,
pudiera ser explicada por la estructura de la pared celular; las bacterias Gram
positivas, a pesar de tener un peptidoglicano maés grueso, carecen de membrana
externa como las bacterias Gram negativas que tienen una barrera adicional a la
permeabilidad. Por lo tanto, el peptidoglicano expuesto de las bacterias Gram
positivas es mas susceptible a los compuestos bioactivos de los extractos. Este patron
ya lo ha reportado Stebbing et al. [124], quienes encontraron que los polisacaridos y
acidos grasos de algas rojas tienen un mayor efecto sobre bacterias Gram positivas
formadoras de peliculas, lo que concuerda con que la bacteria mas susceptible haya
sido B. subtilis en este trabajo. Stebbing ef al. atribuyen la mayor efectividad a una
facilidad de penetracion a la pared celular de las bacterias Gram positivas. Sin
embargo, dado que algunas bacterias Gram negativas, en particular A. stellipolaris 'y
A. alba, en este trabajo también mostraron sensibilidad a los extractos de sargazo y

algas rojas, es posible que existan mas factores adicionales, aparte de la simplicidad
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estructural de las paredes de las cepas bacterianas, responsables de la respuesta

bacteriana ante extractos con actividad antiicrustante.

En todo caso, los resultados indican que la susceptibilidad a la inhibicion de
biopelicula no depende exclusivamente de la naturaleza del revestimiento de la
célula, sino de factores especificos de cada cepa e incluso genes asociados de la

produccion de EPS que pudieran ser afectados con los extractos.

Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos en esta seccidn, se utilizo una
mezcla de extracto de sargazo (S. natans y S. acinarium en la proporcion que aparece
en las agregaciones de sargazo en aguas abiertas en la region de Puerto Morelos),
tanto para el recubrimiento usado con corales en la seccion 4.7 y su respectivo

analisis por GC-MS en la seccion 4.4.

4.3.3 Toxicidad en Artemia franciscana

Artemia franciscana es un crusticeo de amplio uso como organismo modelo
en bioensayos de toxicidad, debido a la brevedad de su ciclo de vida, su facilidad de
cultivo en laboratorio y su gran sensibilidad frente a un amplio rango de compuestos
bioactivos, lo cual lo convierte en un sistema adecuado para la evaluacion inicial de

la toxicidad.

En la Tabla 8 se determin6 la concentracion letal media (LCs,) del extracto
frente a nauplios de 4. franciscana como un parametro que permite determinar de

forma cuantitativa el umbral de toxicidad aguda de la muestra [115].
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Tabla 8 Concentracion letal LCs, para la Artemia franciscana.

Muestra LCs, (ng/mL)
S. horridum >1500
S. natans >1500
S. acinarium >1500
Ceramium sp. >1500
Gracilaria sp. >1500
A.triquetum >1500
Digenea simplex >1500
Palisada perforata >1500
Acido >1500
eicosapentaenoico
Acido palmitico >1500
CuSO, 6.21

Para todos los extractos y acidos grasos evaluados, los resultados mostraron
un LCy, superior a 1500 pg/mL (la concentracion mas alta probada fue 1500 pg/mL),
indicando que las concentraciones usadas no fueron tdxicas para el crustaceo. Sin
embargo, el sulfato de cobre (CuSO,), comunmente presente en pinturas
antiincrustantes, presentd un LCs, considerablemente menor, 6.21 pg/mL, destacando
como un compuesto toxico entre los evaluados. Es importante sefalar que las
pinturas antiincrustantes tipicamente contienen entre 2.5-40% de CuSO, en peso
[125], lo que se traduce en concentraciones desde 30,000 pg/mL hasta 480,000

pg/mL de CuSO,. Esto indica la importancia de considerar cuidadosamente la
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toxicidad de los componentes en las formulaciones de pinturas antiincrustantes y su

potencial impacto en organismos marinos como 4. franciscana.

Sanchez-Lozano et al. [104] reporta hallazgos similares de toxicidad en
Artemia franciscana en extractos de Sargassum horridum en concentraciones iguales
y menores de a 1500 pg/mL, mientras recalcan la eficacia del extracto de sargazo
para aplicaciones antiincrustantes. Esto demuestra el uso factible de la concentracion
ya preestablecida anteriormente de <10 pg/mL (efectiva para efectos

antiincrustantes) y como segura para su uso con la vida marina.

4.4 Perfil de Acidos Grasos Determinado Mediante GC-MS

Dado a que previamente se establecid que no existe una diferencia
significativa en la efectividad de bioincrustacion entre especies de macroalgas, se
trabajo con la mezcla de dos especies pelagicas de Sargassum (S. natans y S.
acinarium). A partir de la muestra compuesta, se extrajo la fraccion lipidica, la cual
fue sometida a transesterificacion. Posteriormente, se aislaron los ésteres metilicos
de acidos grasos (FAME, por sus siglas en inglés) y se analizaron por Cromatografia

de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS).

Los componentes principales del perfil de acidos grasos se determinaron por
sus areas relativas de intensidad de los picos en el cromatograma. La Figura 41
muestra el cromatograma de corriente ionica total (TIC) de la fraccion lipidica
transesterificada aislada de la mezcla de Sargassum. El orden de la separacion en la
columna de los 4cidos grasos identificados se verifico adicionalmente comparando
los tiempos de retencion de las muestras analizadas y se compar6d con datos de

analisis de GC-MS de estandares de referencia de FAME de la base de datos NIST
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(Instituto Nacional de Normas y Tecnologia, por sus siglas en inglés, National

Institute of Standards and Technology) (Tabla 8).

Sargassum spp. extract GC-MS

Intensidad (u.a.)
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Figura 41 Cromatograma GC-MS de ésteres metilicos de acidos grasos del extracto
compuesto de Sargassum spp. pelagico.

En la muestra compuesta de Sargassum analizada (Figura 41), los picos mas
intensos corresponden a los ésteres metilicos del acido palmitico (25.85 + 2.41%),
acido oleico (9.38 £ 0.90%), acido palmitoleico (4.02 £ 0.37%) y éacido estearico
(3.12 + 0.17%), con contribuciones menores de acidos araquidonico y linoleico. Se
identificaron un total de 18 acidos grasos, incluyendo acidos grasos saturados (C14:0
a C24:0), acidos grasos monoinsaturados (C16:1, C18:1, C20:1, C22:1) y 4acidos

grasos poliinsaturados (C18:2, C20:4w-6, C22:6-3).
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Tabla 9 Analisis de acidos

Sargassum spp. pelagico.

grasos mediante GC-MS de extracto compuesto de

Nombre compuesto | Num. de % Area del
Pico | Tiempo | Nombre comin (IUPAC) lipidos Férmula pico
1 17.818 | Acido miristico | Acido tetradecanoico C14:0 C4H,0, | 2.97+0.29
Acido ‘. . C15:0 0.30 £ 0.04
) 19.667 pentadecilico Acido pentadecanoico C,sH5,0,
Acido ‘. , Cl16:1 4.02£0.37
3 21151 palmitoleico Acido 9-hexadecenoico C,H;,0,
4 21556 Acido palmitico | Acido hexadecanoico C16:0 C¢H3,0, [25.85+2.41
5 23.350 |Acido margarico| Acido heptadecanoico C17:0 C;H;,0, | 0.56 £0.06
C Acido C18:2 2.26+0.21
6 24.586 | Acido linoleico 8.11-octadecadienoico C3H3,0,
C . Acido C18:1 9.38+£0.90
7 24.700 Acido oleico cis-9-octadecenoico C1sH30,
Acido Acido CI&1 | o |108+0.08
8 24.788 | petroselinico | trans-9-octadecenoico 1877342
9 25.138 | Acido estearico [ Acido octadecanoico C18:0 CsH;0, | 3.12+£0.17
10 26.872 A01dc’). Acido nonadecanoico C19:0 CoH350, | 0.17 £0.01
nonadecilico
) cis-5,8,11,14- )
1| 27442 Acido C20:40-6 | ¢, H,,0, | 2-84+042
araquidonico | acido eicosatetraenoico
Acido
eicosapentaenoicq trans-5,8,11,14-acido
12 | 27.553 (EPA) eicosatetraenoico | C20:40-6 | C,H,,0, | 0.57+0.01
13 | 28.083 [ Acido gondoico | Acido 11-eicosenoico | C20:10-9 [ CyHy0, | 1.19£0.08
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14 28.548 |Acido araquidico| Acido eicosanoico C20:0 Cy0H,0O, | 0.25+0.01
Acido Acido
15 30.585 |docosahexaenoicq4,7,10,13,16,19-docosah C,,H;,0,
(DHA) exaenoico C22:6w-3 0.28 £0.04
16 | 31.278 | Acido erucico | Acido 13-docosenoico | C22:1 C,,H;,0, | 0.29+0.04
17 31.737 | Acido behénico | Acido docosanoico C22:0 C,H,O, | 0.30+0.02
18 34.706 [Acido lignocérico| Acido tetracosanoico C24:0 C,Hyi0, | 0.10£0.01

El patron de acidos grasos de la Tabla 9 (y Figura 41) coincide con lo
reportado por Milledge et al. [12] previamente sobre Sargassum spp. pelagico del
Caribe, quienes encontraron acidos grasos saturados, acidos grasos poliinsaturados y
acidos grasos monoinsaturados en cantidades de 37%, 29% y 19%, respectivamente.
La gran proporcion de 4cido palmitico (C16:0) coincide con lo reportado por
Plouguerné et al.[106] y Schwartz et al. [101], quienes sefalan que los 4cidos grasos
Cl6, C18 y C19 son los principales contribuyentes a efectos inhibidores de la
incrustacion en Sargassum vulgare y S. muticum, respectivamente. Pinteus et al.
[102] concluye que el acido palmitico (C16) y otros acidos grasos de cadena media
(C14-C18) son los responsables de las propiedades antiincrustantes en Sargassum
spp. y atribuye el efecto antiincrustante a la interrupcion de la integridad de la
membrana bacteriana (como en bacterias Gram positivas), la obstruccion de las vias
de senalizacion de deteccion de quérum, y su posterior efecto en la inhibicion de la
adhesion de proteinas a la superficie debido a la alteracion en la sintesis de la matriz
del biofilm, el efecto buscado por este trabajo para evitar la colonizacion de bacterias

en arrecifes artificiales.
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Como se evidencia en el capitulo 4.3, el mecanismo de inhibicion de
biopelicula (seccion 4.3.2) no es a causa de un efecto bactericida (4.3.1) ni de
toxicidad general (4.3.3), por lo tanto, esta respaldado por compuestos bioactivos que
generan una interferencia de sefales quimicas de fijacion. Estos resultados son
consistentes a lo planteado por autores citados anteriormente, quienes sostienen que
la actividad antiincrustante se debe principalmente a la presencia del acido palmitico

(C16) y otros acidos grasos de cadena media (C14-C18).

Sin embargo, hay que aclarar que esta generalizacion debe entenderse
restringida a la los sargazos usados, dado que una limitante de este estudio consistio,
precisamente, en no haber analizado las macroalgas rojas (Rhodophyta), las cuales
tendrian un perfil fitoquimico diferente, cuya evaluacion se plantea como eje de

investigacion futura.

4.5 Recubrimiento Antiincrustante: SEM-EDS, XRD, TEM, y su

Comparacion con ACC de Campo

Durante la extraccion de especies de Sargassum utilizadas en este trabajo
para la seccidn anterior, se obtuvieron volumenes elevados de biomasa residual. Por
ejemplo, en la muestra compuesta de las dos especies pelagicas de Sargassum (S.
natans y S. acinarium) usadas en el GC-MS y en las posteriores secciones, 6.72
gramos de biomasa residual (peso en seco) eran producidos por cada gramo de
extracto (S. natans y S. acinarium). Con el objetivo de maximizar el
aprovechamiento de la materia prima vegetal mientras se minimiza el impacto

ambiental asociado al descarte, la biomasa remanente fue valorizada como fuente de
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calcio y magnesio como precursor de las micro y nanoparticulas de calcita-aragonita,
como réplica sintética de la ACC.

En primera instancia, se realiz6 un analisis por SEM y XRD de las cenizas de
sargazo mixto, con el fin de entender el nivel de ajuste que habria que realizar para
llegar a la sintesis que asemeje las particulas de la ACC. Se compararon cenizas
derivadas del sargazo antes de realizar la extraccion y posterior a su extraccion, con
el objetivo de ver si existian cambios significativos en la composicion quimica con el
tratamiento. La microscopia electronica de barrido de las cenizas de sargazo reveld
morfologias de particulas irregulares, predominantemente estructuras aglomeradas en
forma de escamas. La particula promedio de sargazo sin extraccion fue de 3.24 +
0.54 um (Figura 42a). Las cenizas de sargazo posteriores al macerado mostraron una
morfologia comparable al de las muestras sin extraccion, aunque ligeramente mayor
y con mayor variacion, de tamafio de 4.57 £2.19 um, lo que indica que la extraccion

no necesariamente altera la morfologia del producto de calcinacion (Figura 42b).
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Figura 42 Caracterizacion SEM de ceniza de sargazo: (a) ceniza de sargazo sin
extraccion y (b) ceniza de sargazo post-extraccion.
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La composicion elemental de la biomasa original y la biomasa residual (tras
la extraccion) (Figura 43) no presentd diferencias estadisticamente significativas
(t-test pareado, p = 0.70). A pesar de que se aprecia una tendencia de reduccion en el
contenido de oxigeno posterior al proceso de extraccioén, la similitud compositiva
valida ambos métodos de tratamiento como precursores viables para la sintesis de
carbonato de calcio. Sin embargo, el método de la estrategia sostenible (que usa
biomasa post-extraccion), produce un 17 % + 5.2 % mas de ceniza por unidad de
biomasa que el sargazo sin extraccion, debido a que contiene menor cantidad materia
orgénica, reduciendo la cantidad de materia volatil que pudiera generarse durante la
sinterizacion, lo que demuestra una transformacion mas eficiente de la biomasa en

productos funcionales en lugar de residuos del proceso.

504 1 I Ceniza de sargazo .
'l Ceniza post-extraccion
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Figura 43 SEM-EDS de sargazo sin extraccion (gris) y post-extraccion (verde).
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Se realizé un andlisis de XRD (con refinamiento de Rietveld) que reveld la
composicion de la fase cristalina de la ceniza de Sargassum spp. (muestra mixta) de
manera cuantitativa, posterior a la extraccion (Figura 44). La fase dominante fue
oxido de calcio, CaO (COD ID: 1011095) con 45.4% =+ 5.9%, seguido por cloruro de
sodio, NaCl (COD ID: 96-100-0042) con 21.1% =+ 3.7%, cloruro de potasio, KCl
(COD ID: 96-900-9734) con 19.1% =+ 4.1%, minoritariamente carbonato de calcio,
CaCO; (COD ID: 9000095) con 7.3% + 3.2% y 6xido de magnesio, MgO (COD ID:
1000053) presente en la muestra en cantidades de 7.1% + 2.2%. El COD es la base
de datos cristalografica abierta “Crystallography Open Database”, por sus siglas en

inglés.

La presencia de CaCOs; en las cenizas, junto con fases sustanciales de CaO y
MgO, confirma la viabilidad de este material como fuente de calcio y magnesio para
la sintesis de fases de carbonato como calcita con alto contenido de Mg y aragonita.
Si bien el Sargassum se lavo previamente por triplicado, alin se pueden encontrar
sales de haluro (NaCl y KCl) en las cenizas. Se recomienda su eliminacion mediante
lavados adicionales para evitar interferencias con las reacciones de carbonatacién
posteriores durante la sintesis de particulas. Sin embargo, como su aplicacion de la
posterior sintesis de particulas es para aplicaciones marinas, la presencia de sales de
haluro no se considera una inclusidon que pudiera afectar las propiedades del

recubrimiento.
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Figura 44 Caracterizacion por XRD de ceniza de Sargassum post-extraccion (a)
patron experimental con identificacion de la fases principales (b) refinamiento de
Rietveld y fases ajustadas.

Posterior a la sintesis de particulas usando la mezcla de Sargassum spp. como
precursor, el respectivo ajuste con MgCl, y el proceso gota a gota usando Na,CO;
descrito en la metodologia de la seccion 3.6, el andlisis SEM revel6 la coexistencia
de dos estructuras polimorficas distintas correspondientes a las fases de aragonita y
calcita (Figura 45a y 45b) con un solo método de sintesis. Los cristales de aragonita
encontrados exhibieron una morfologia acicular, caracteristica con cristales
ramificados alargados, en forma de flor, de tamafo promedio de 5.97 + 0.48 um de
diametro (Figura 45a). Los cristalitos en forma de aguja tienen patrones radiales,

consistentes con el sistema cristalino ortorrdombico de la aragonita reportado en
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estudios previos como Abdollahpour et al. [126] quienes obtuvieron morfologias
aciculares semejantes de tamafios menores a 20 um y Nguyen et al [127] con

cristales de aragonita de tamafo promedio alrededor de ~5 um.

Las particulas de calcita alta en magnesio mostraron una geometria
romboédrica bien definida con dimensiones medias de 1.22 + 0.10 um (Figura 45b),
aproximadamente cinco veces mas pequefias que las estructuras de aragonita. Las
morfologias observadas estan acorde a la configuracion cristalografica de calcita
establecida con Nguyen ef al. [127], aunque las obtenidas en este trabajo son de
mucho menor tamafio (la calcita alto magnesio de Nguyen et al. son de
aproximadamente ~50 pm por ser una sintesis hidrotermal a 184°C por 40 horas,
mientras la sintesis de este trabajo fue sin adicién de temperatura y con tiempo de
sintesis de 1 hora en etanol al 30%). Sin embargo, Levenstein ef al.[128] ha utilizado
calcita de 1-3 um en sustratos cerdmicos en su trabajo para restauracion de corales
(sin hacer una mimetizacion de la ACC) con resultados efectivos, lo que valida este
tamafio de particula para dicha aplicacion. Adicionalmente a las microparticulas,
durante el mismo método de sintesis, se encontraron ademds nanoparticulas. Las
imagenes TEM (como la Figura 45¢) mostraron un rango de tamafo de particula de

2.6 a 13.0 nm, con una media de 3.61 + 0.44 nm.

A partir del andlisis realizado con TEM en modo de difraccion de electrones, en
modo de patron de difraccion (200 kV, longitud de la cdmara de 150 cm) se obtuvo
una distancia medida de 3.3 nm™ en el espacio reciproco que, de la relacion d = 1/g,
corresponde a un espaciado real de d = 0.303 nm (3.03 A). Esa distancia corresponde
a la del plano cristalografico (104) de la calcita (CaCOs), lo cual se corrobora con los

mapeos elementales de EDS que muestran que el calcio (Ca), carbono (C) y oxigeno
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(O), que son los elementos de mayor abundancia en la estructura, lo que es

consistente con la composicion quimica de la calcita (Figura 46).

Figura 45 Imagen SEM que muestra cristales de aragonita (a) y calcita con alto
contenido de Mg (b) en el recubrimiento biomimético. Imagen TEM (c) de
nanoparticulas en el recubrimiento.
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Figura 46 Imagen TEM en modo de patron de difraccion, mostrando el plano
cristalografico (104).
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La Figura 47a muestra el patrén de difraccion de rayos X con los resultados
del refinamiento de Rietveld para particulas de calcita-aragonita, con gran similitud a
la Figura 47b, donde se presentan los resultados de las fases de calcita-aragonita de
una ACC obtenida de campo de la especie Neogoniolithon sp., utilizada como

modelo representativo para la replicacion.

Dado a que el XRD de los datos experimentales en la Figura 47a fue medido
en cinta de carbon, y mostr6 una intensidad relativamente baja de calcita y aragonita
(por ser un recubrimiento muy fino), por lo tanto, se optd por restar el resultado
amorfo del fondo de cinta de carbon puro a los datos experimentales, y obtener los
datos de la imagen Unicamente correspondientes al recubrimiento, con el objetivo de

discernir mejor la presencia de ambas fases.

Se identificaron dos polimorfos distintos de carbonato de calcio: Mg-calcita
(CayosMg( 0sCO;, linea verde) COD 96-721-4218 como la fase dominante, siendo el
99.63 + 2.8% del material cristalino, y aragonita (CaCOs;, linea azul) como una fase
menor presente en <l %, 0.37 % £ 0.3 %, modelada utilizando la entrada de COD

96-901-5449.

El EDS de Neogoniolithon sp. y las micro y nanoparticulas sintetizadas de
ceniza de Sargassum spp. exhiben exactamente los mismos elementos constituyentes,
siendo los més abundantes oxigeno (O), carbono (C) y calcio (Ca). En contraste, los
elementos de menor cantidad en la muestra constituyen el cloro (Cl), sodio (Na),
potasio (K), azufre (S) y magnesio (Mg), tanto en las particulas sintéticas como en el

ACC natural (Figura 48).
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Figura 47 Caracterizacion por XRD y refinamiento de Rietveld que muestra (a) fases
ajustadas de sintesis de Mg-calcita y aragonita (b) ACC (Neogoniolithon sp.), con
contribuciones de fase individuales de Mg-calcita y aragonita.
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Figura 48 Resultados de EDS de particulas biomiméticas obtenidos en este estudio
y del rodolito natural Neogoniolithon sp. (ACC) de Puerto Morelos.
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En la Figura 49 se pueden apreciar las posibles estructuras cristalinas de
calcita (Cay0,Mg (sCO5) (Figura 49a), con simetria romboédrica, donde la estructura
de algunos iones Ca*" (azul) permite una sustitucion limitada de Mg*"; y aragonita
(CaCOs;) (Figura 49b) con simetria ortorrombica, estructuras obtenidas usando el

software Vesta.

Los iones Mg?', a pesar de tener un radio i6nico pequeiio (0.72 A frente a
1.00 A para Ca*, dato calculado en Vesta), desestabilizan preferentemente la
estructura de la calcita mediante distorsion de la red. Se postula que la formacion
preferencial de aragonita ocurre en regiones de mayor concentracion de Mg*’, ya que
dada la coordinacion de nueve ligandos existentes de la aragonita para el Ca™,
excluye la integracion del Mg®; el ion Mg* induce una tension reticular lo
suficientemente fuerte que desajusta la estructura de la calcita en la red de carbonato,
induciendo la precipitacion de aragonita como via cinéticamente mas favorecida

[126].

Por el contrario, en las regiones donde la concentracién de Mg** es mas baja,
la red de calcita puede acomodar la sustitucion parcial de Mg**. A pesar de tener una
distancia menor en el enlace Ca y O, respecto a la aragonita (Ca-O = 2.346 A para
calcita y Ca-O = 2.661 A para aragonita, verificados en Vesta), al tener seis ligandos
pueden, es compatible con un cation mas pequefio y puede acomodar mejor el ion de
Mg?*" sin desestabilizar la estructura. Por lo tanto, la incapacidad de incorporar el i6n
Mg*" en la estructura de la red cristalina de aragonita posiblemente es el mecanismo
dominante responsable dicha morfologia irregular en forma de aguja, ya que la
tension reticular localizada en presencia de alto magnesio promueve un crecimiento

asimétrico del cristal.
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Figura 49 Estructuras de (a) calcita (Ca,4,Mg, osCO;),con simetria romboédrica (b)
aragonita (CaCQO;) con simetria ortorrombica, donde los iones Ca?" son azules, el
carbon es café y las esferas rojas son oxigeno. Software Vesta.

Es relevante mencionar que, a medida que se agrega mas tiempo de sintesis y
mas alcohol etilico en la mezcla, se produce mas cantidad de calcita. En la Figura 50
se puede observar una muestra con mayormente calcita, en condiciones de sintesis
50% etanol y 24 horas de sintesis, con un tamafio de estructura promedio de 1.41 +

0.49 pum.

En lo que se refiere a las ACC, Neogoniolithon sp. presentd dimensiones
promedio de poro de 7.41 + 1.52 um (Figura 51). Los resultados de XRD y
refinamiento de Rietveld para esta alga calcarea, mostrados en la Figura 47b, el
espécimen de Neogoniolithon sp. natural exhibe una composicién mineralogica de
96.49% + 1.8% Mg-calcita (COD ID: 967214218) y 3.5% =+ 0.5% aragonita (COD

ID: 96-901-5449).
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Figura 50 Imagen SEM de la formacion al 100% de Mg-calcita utilizando etanol al
50% y un tiempo de agitacion vigorosa de 24 horas.

Esto es consistente con los resultados de Carvalho ef al. [83], quién concluye
que las familias de ACC pertenecientes a Corallinaceae (como Neogoniolithon sp.)
tienen un promedio de 96.7% + 3.4 % Mg-calcita y 2.7% + 1.5 % aragonita con un
pequefio porcentaje de dolomita < 0.6 %. Este estudio biomimetizd con éxito la
composicion mineralogica de Neogoniolithon sp. como lo reportaron Carvalho et al.
(99.3% + 0.3% Mg-calcita y 0.7% + 0.1% aragonita), alcanzando 99.63% =+ 2.8%
Mg-calcita 'y 0.37% =+ 0.3% aragonita en los resultados de sintesis en base a ceniza de

sargazo, resumido en la Tabla 10.

Los resultados de este trabajo replican la mineralogia de Neogoniolithon sp.

natural previamente caracterizado, demostrando la efectividad del método y no
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tienen diferencia significativa contra lo reportado en la literatura ni contra el

Neogoniolithon sp. obtenido de campo (Tabla 11).

Una de las hipotesis que pudiera explicar por qué la ACC natural de Puerto
Morelos mostrd un contenido de aragonita ligeramente mayor a los resultados en la
Tabla 10 pudiera ser explicado por el contenido de epibiontes, visibles como
estructuras ovaladas en la Figura 51a, que podrian mineralizarse principalmente
como aragonita [129] y, por lo tanto, incrementar el resultado de la aragonita en la
muestra Neogoniolithon sp. Con vistas a proximas investigaciones, de tener lugar,
podria ser relevante instaurar un protocolo de limpieza todavia mas exhaustivo, como
el lavado mediante ultrasonido (sonicacion), para eliminar los epibiontes adheridos y

reducir, asi, la interferencia en la fase de determinacion de la cuantificacion.

D= 756 pm

76 Jm

Da=781 |,.F-.‘m pm

o i

iyl Teenalisto din Canoan

(a) (b)

Figura 51 SEM de la superficie del rodolito natural Neogoniolithon sp. (a) superficie
porosa con epibiontes (b) con mediciones de didmetro de poro.

124


https://www.zotero.org/google-docs/?ju0AXk

Tabla 10 Resultado de calcita-aragonita en ACC analizada, sintesis de particulas y

ACC de la literatura.

Fuente

Mg-calcita

Aragonita

Neogoniolithon sp. Puerto Morelos

96.49% + 1.8%

3.5% £ 0.5%

Promedio ACC en familias Corallinaceae [83]

96.7% £ 3.4 %

2.7% £+ 1.5 %

Neogoniolithon sp. literatura [83]

99.3% + 0.3 %

0.7% + 0.1 %

ACC sintética (este trabajo) 99.63% £2.8% | 0.37%+0.3%
Tabla 11 Prueba t de ACC sintética vs ACC naturales.
Fuente Valor t Valor p | Resultado | Valort | Valor p | Resultado
Mg- Mg- Arago | Aragoni
calcita calcita nita ta
ACC sintética vs 1.68 0.17 No signif. 1.64 0.18 No signif.
ACC Puerto
Morelos
ACC sintética vs 1.08 0.34 No signif. 1.14 0.32 No signif.
ACC promedio en
familias
Corallinaceae [83]
ACC sintética vs M. 0.20 0.86 No signif. 0.20 0.85 No signif.
sp. literatura [83]

En este trabajo se encontrd que una concentracion de etanol al 30% y una

velocidad de agitacion de 140 revoluciones por minuto (rpm) durante una hora de

sintesis es un régimen adecuado para sintéticamente replicar la ACC a partir de

ceniza de sargazo (resultando en 99% de calcita, <1% de aragonita). Dichas

condiciones no han sido reportadas previamente en la literatura. Por ejemplo, el

estudio de referencia usado para este trabajo, Sand et al. [117], reporta una sintesis
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con duracion de una hora y agitacion a 140 rpm a concentraciones de etanol del 10%
obteniendo como resultado principalmente vaterita y 50% de etanol (50:48
vaterita-aragonita). Sin embargo, Sand et al. utilizaron como precursores CaCl, y
Na,CO; y su estudio no incluye iones de magnesio, elemento relevante para este
trabajo. A pesar de usar Na,CO; gota a gota en este trabajo como el método usado
por Sand et al., contrario a ellos, la fuente de calcio (y mayormente de magnesio) de
este trabajo se obtuvo de la ceniza de sargazo. Ademads, se agreg6 MgCl, adicional
para llegar a una razéon Mg/Ca = 0.15, una razon cercana a las ACC [83], lo que hace
el método distinto frente a los ya citados previamente. Sumado a esto, nuestro
sistema contenia iones adicionales (K, Na‘, SO,*), por lo que se propone que estas
condiciones pudieran haber influido en el sistema para llegar a un resultado que se
obtuvo; una cinética preferida hacia la calcita (a diferencia de los resultados de Sand

etal.)

A pesar de eso, nuestros resultados también son consistentes con los
encontrados por Abdollahpour et al. [27], quienes reportan a Mg/Ca = 0.2 la
presencia de 75 % de calcita de alto magnesio y un 25 % de aragonita, mientras que
una relacion Mg/Ca > 1 se suprime las fases de calcita alta en magnesio en favor de
la aragonita por el mecanismo descrito anteriormente, en el cual, a mayor contenido
de iones de magnesio, se desestabilizan la estructura reticular de la calcita debido a la
diferencia en el radio i6nico del magnesio, mientras que a relaciones Mg/Ca mas
bajas, se favorece la formacion de calcita de alto magnesio. Para Abdollahpour ef al.,
la aragonita se forma preferentemente en condiciones de alta concentracion de Mg?",
ya que en ese caso existe un elevado grado de desajuste cristalografico entre el radio

i6nico del Mg*' y el tamafio de la cavidad de coordinacioén del CaCOs;, en tanto que el
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Mg*es incapaz de incorporarse a la estructura e inducir el proceso de nucleacion de
aragonita como fase alternativa (este mecanismo se confirmo con el software Vesta 'y

se describié anteriormente).

En esta investigacion, la relacion Mg/Ca es moderada; siendo Mg/Ca = 0.15.
En dichas condiciones, la concentracion de Mg** es suficientemente elevada como
para conseguir la incorporacion parcial de este i6n en la red de calcita la cual no llega
a los contenidos criticos para que se active una nucleacion abrupta de aragonita como
fase mayoritaria, ya que la fraccion de aragonita nunca alcanzo > 0.4% para las
condiciones de estudio. Por lo tanto, la relacion Mg/Ca es una variable importante
que mas determina el control polimorfico del sistema biomimético desarrollado, y se
evidencidé que es mas relevante que la influencia de la concentracion del solvente

(etanol) y el tiempo de agitacion indicadas para sistemas puros (sin Mg).

Por lo tanto, se establece la siguiente relacion, donde q)amg es la fraccion de

aragonita en % (ecuacion 4):

TMg/Ca =T “4)

arag

Las particulas de Mg-calcita de ~lpm se formaron bajo condiciones de
moderada supersaturacion (exceso de iones) en el medio acuoso, donde la
concentracion local de Mg?" fue suficiente para ser incorporada parcialmente en la
red cristalina, lo que probablemente limitd su crecimiento en la direccion de la escala
micrométrica, a diferencia de la aragonita. Mientras tanto, los cristales de aragonita
de ~5um, que se nuclearon en zonas de baja supersaturacion (pocos iones extra en la

solucion) pero de alta concentracion relativa de Mg?', donde el ion Mg?* fue excluido
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de la estructura de aragonita, permitiendo un crecimiento menos restringido y por

tanto microparticulas de mayor tamafo.

Ademas del proceso de nucleacion de aragonita y Mg-calcita, coexistid una
fase de carbonato de calcio en la forma de nanoparticulas redondas las cuales ya
habiamos abordado anteriormente (Figura 45¢). Dicha existencia de tres poblaciones
de particulas con caracteristicas diferentes pueden ser explicadas por la existencia de
gradientes locales de supersaturacion que se generan en el método usado en este
trabajo que consiste en realizar la adicion gota a gota del carbonato de sodio
(Na,COs). Las nanoparticulas de forma esférica de alrededor de 3 nm corresponden a
una intensa nucleacion de un gran nimero de nucleos de tamafio nanométrico.
Estudios como el de Liendo et al. [130] indican que iones en la solucién, como CI,
SO,*, Na’, K" y Mg** pueden afectar el mecanismo de nucleacion y crecimiento del
CaCO; (dichos cinco iones estan presentes en nuestro sistema). Por tanto, la
inhibicion del crecimiento cristalino por adsorcidon de los iones en los sitios activos
en la superficie de los nanocristales pudo haber sido el motivo por el cual se
estabilizo la nucleacion en dimensiones nanométricas, impidiendo su coalescencia en
particulas de tamafio micrométrico. En suma, la heterogeneidad morfoldgica
observada en esta seccion corresponde a la variabilidad i6nica de gradientes de
concentracion derivada de los precursores y de la adicion dosificada de gota a gota

de Na,CO;.

Se sugiere que la sintesis de multiples tamafios particulas, mediante el

método de sintesis Uinico desarrollado en este trabajo, ocurre en el siguiente 6rden :
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l. La nucleacion de las NP de calcita es inmediatamente al caer la gota,
mientras la solucidn esta en alta saturacion y alto contenido de iones.

2. La precipitacion de Mg-calcita, al reducirse la saturacion del medio acuoso
de alto a moderado, posterior a la formacion de NP.

3. La cristalizacion de aragonita en solucion de baja saturacion y alto
contenido de Mg*, debido al agotamiento de iones de Ca** de los dos pasos
anteriores, lo que aumenta la concentracion de Mg/Ca en el medio,

superando el umbral necesario para nuclear aragonita.

El recubrimiento heterogéneo formado por estos tres tipos de particula se
utilizaron para recubrir el sustrato cerdmico y realizar la prueba con larvas de coral

mas adelante en la seccion 4.7.

4.6 Caracterizacion de Sustrato Ceramico Base

A continuacion se describe la morfologia, composicion y caracteristicas
mecanicas del material utilizado como base para el reclutamiento de larvas de coral.
Dicho material cerdmico fue recubierto con el ACC sintética caracterizada en la

seccion anterior.

4.6.1 SEM y XRD del Sustrato Ceramico

Al comparar el material cerdmico impreso en 3D usado como base con lo
encontrado en la naturaleza por las larvas de coral para su asentamiento, las algas
ACC, podemos determinar que existe una similitud a nivel morfologico. El analisis

por SEM del ceramico usado como base muestra un tamafio de poro de 9.19 + 1.52
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um (Figura 52a), lo cual es semejante al Neogoniolithon sp. analizado, con
dimensiones promedio de poro de 7.41 + 1.52 um (Figura 52b).

Levenson et al. han notado que las larvas de coral tienen preferencias de
asentamiento en superficies con porosidad de una magnitud menor al tamafio de la
larva; por ejemplo, las larvas planulas de Diploria labyrinthiformis, miden unos 300
um de didmetro, lo que se sefiala es que tendrian sensibilidad hacia superficies con
porosidad de alrededor de 30 um [128]. Otros autores sugieren que un sustrato con
poro entre < 1-15 pm es apto para el asentamiento de larvas de coral [131]. Dada a
que la porosidad inicial del material post-sinterizado es compatible con la literatura y
entra en el rango < 30 um, se estima tener buenos resultados de reclutamiento de

coral incluso sin el recubrimiento de calcita-aragonita-NPs.

En cuanto a la composicion quimica del ceramico sinterizado, al realizar el
analisis por XRD (Figura 53), se encontrd una cantidad predominante de anortita
CaAl,04Si, (COD ID:90000362) con 60.8% += 5.2% de la composicion total. La
segunda fase mas abundante encontrada fue a-cuarzo SiO, (COD ID: 1011097) con
38.5% 1= 3.2% y magnetita Al,O;-K,O (COD ID: 1011084), como fase minoritaria
detectada con <1%. En la Tabla 12 se muestra la composicion mineraldgica de la
arcilla potésica sinterizada desarrollada en este trabajo contra la arcilla roja ladrillera

convencional reportada en la literatura.
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Tamaiio de poro, material

cerimico:
2.19 £ 1.52 pm

Figura 52 SEM de (a) arcilla sinterizada muestra Clay-1100 (b) Neogoniolithon sp. y sus
respectivos tamafos de poro promedio.
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Figura 53 XRD del sustrato ceramico con el patron experimental con la
identificacion de la fases de a-cuarzo, anortita y magnetita a través del refinamiento
de Rietveld.
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Como se describid anteriormente, la fase predominante de la arcilla potasica
sinterizada es la anortita, la cual contiene calcio, un microelemento importante para
los corales pétreos, fase de la cual carece la arcilla ladrillera convencional. Ademas,
la anortita representa una ventaja importante contra un ladrillo de construccion
convencional para su utilizacion como sustrato arrecifal dado a que la anortita es
insoluble en agua a pH 8 (en equilibrio con el agua de mar) y esta presente

principalmente en la corteza oceédnica y en los flujos de lava submarina [132].

Tabla 12 Diferencia mineraldgica entre arcilla potasica roja utilizada y arcilla roja
ladrillera.

Fase mineral Formula Arcilla potasica Arcilla roja
sinterizada ladrillera [133]
Anortita CaAl,Si1,04 60.5% NA
Cuarzo Si0, 38.5% 20-55%
Magnetita Fe;0, 0.5% NA
Hematita Fe,0, NA 5-6%
Mullita 3A1,05:2810: NA 10-20%
Otras fases Al O, NA 20-30%,
CaO 1-5%

Las dos arcillas comparten la fase de cuarzo (SiO,), como fase estructural que
otorga la resistencia mecanica, pero en distintas proporciones; 38.5% en la arcilla
potasica sinterizada frente a 20-55% en la arcilla ladrillera. En cuanto a la fases de
hierro, la arcilla potésica sinterizada contiene magnetita (Fe;O,, 0.5%), mineral

presente en depositos de lava y basalto [134] y dicho mineral aporta hierro como
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micronutriente esencial benigno, ya que ademads el hierro Fe(Ill) es un elemento
clave en la simbiosis de los corales, por su sustento en la fotosintesis; en el agua de
mar, la mayor parte del Fe disuelto es Fe(Ill), el cual es mayormente absorbido por
los simbiontes fotosintéticos (por ejemplo, las zooxantelas) lo cual regula el proceso
fotosintético en los corales a través de su actividad como cofactor en proteinas
implicadas en el proceso de fotosintesis, asi como en el transporte de electrones y
enzimas que eliminan las especies reactivas de oxigeno [135]. Mientras tanto, la
arcilla ladrillera presenta la hematita (Fe,0;), con hierro en una proporcion mayor al
de la arcilla potasica (alrededor de 5-6%), la cual, si bien puede representar una
fuente directa de Fe(Ill), altas concentraciones de esta especie que puedan provocar
una eutrofizacion en el medio marino, y conllevar al crecimiento desmesurado de
algas y microorganismos que podrian competir con el coral por espacio y recursos,

causando el efecto adverso que se busca en este trabajo.

Volviendo a la fase mayoritaria encontrada en el ceramico con arcilla
potasica, la anortita siendo un feldespato rico en calcio, puede ser una fuente estable
de iones Ca* en la superficie del sustrato y podria proporcionar una quimica
superficial favorable para el reclutamiento de larvas de coral incluso en ausencia de
recubrimientos bioactivos adicionales (calcita-aragonita-NP), debido a que la anortita
podria crear un microhabitat naturalmente enriquecido en calcio para la
biomineralizacion de los corales en etapa temprana y su crecimiento posterior al
asentamiento por sus caracteristicas mineraldgicas similares a las de un sustrato duro

natural disponible en el fondo marino.

133


https://www.zotero.org/google-docs/?StyU9U

4.6.2 Ensayo de Compresion en Seco y en Humedo

Las pruebas de compresion se realizaron con la finalidad de explorar la
integridad mecéanica méxima del sustrato ceramico dadas las condiciones de carga a
las que pueden estar sujetas las placas (corrientes, esfuerzos de compresion durante
la instalacion en el océano via atornillamiento al arrecife). Los datos obtenidos en la
maquina universal, fuerza y desplazamiento, fueron convertidos a estrés sobre
deformacion utilizando las dimensiones de cada muestra. Para el estrés (o), se utilizd

la ecuacion (5), donde F es la fuerza y A es el area seccional [136]:

s=F/A (5)

La deformacion (g) se calculd utilizando (6), donde representa el cambio en
las dimensiones o el desplazamiento (Ax) sobre la dimension original de altura (x)

[136].

e=A x/x (6)

Las curvas de esfuerzo sobre deformacion obtenidas se pueden observar en la
Figura 54. En la Tabla 13, se presenta un promedio (n=6) de la resistencia tltima a la
compresion, la cual representa el esfuerzo méximo o carga que el material puede

soportar antes del fallo completo del material.
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Figura 54 Curvas de esfuerzo deformacion para 8 formulas (n=6).

Tabla 13 Promedio de resistencia a la compresion del ceramico de base.

LR ooz

003

004 005 Q.06

Deformacion (mmdmm)

oor

.08

Muestras Resistencia a la compresion (MPa)

Clay-1000 7.87 £ 1.85

Clay-1100 19.54 1 3.68

Clay-1200 11.50 £ 2.54
Biochar-1000 3.56 1 2.80
Biochar-1100 5.56 1:2.80
Biochar-1200 532 £+ 1.51
EM-Biochar 1 6.60 1= 1.67
EM-Biochar 2 6.15 1:1.38

Qo9
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De acuerdo con el ensayo de compresion, el material mas apto para soportar
las cargas fue Clay-1100, arcilla sinterizada a 1000°C, con una resistencia a la
compresion de 19.54 1 3.68 MPa (marcada en verde en la Tabla 13). Los resultados
se compararon con los resultados de resistencia a compresion con los criterios
establecidos para la resistencia de ladrillo de arcilla en la norma ASTM C62-17
[137], 1a cual establece que para el grado para meteorizacion moderada de ladrillos de
construccién (condiciones exteriores no extremas) la resistencia minima a la
compresion promedio es de 17.2 MPa (de la resistencia a compresion de una media
de cinco unidades de ladrillos de arcilla) y 20.7 MPa para meteorizacion severa. Por
lo tanto, desde la perspectiva de la norma ASTM C62, la muestra (que seria aplicada
bajo el agua y en condiciones de corriente y esfuerzos) que mostré mayor resistencia
a la compresion Clay-1100 no es apta para su uso como material estructural, por lo
tanto, se procede a hacer estudios con larva de coral en placas pequefias no
estructurales. Entre las limitaciones del actual estudio, la resistencia a la compresion
se determind a partir de los especimenes cubicos siguiendo la norma ASTM C109,
que no es la que corresponde estrictamente al método normalizado ASTM C67 para
unidades ladrillos y materiales arcillosos, por lo que la comparacion con los

parametros de ASTM C62 se considera a modo de referencia.

Inicialmente, se plante6 la adicion del biocarbon de sargazo al material
ceramico como una estrategia para incrementar la sostenibilidad y circularidad del
proceso y darle otro uso adicional a la biomasa generada en la etapa post-extraccion.
Sin embargo, tras los resultados de las muestras sinterizadas en horno eléctrico
(Biochar-1000, Biochar-1100 y Biochar-1200) y del horno electromagnético

(muestras EM-biochar 1 y EM-biochar 2) y la obtencién de resultados de muy baja

136


https://www.zotero.org/google-docs/?bq1mUZ

resistencia a la compresion, se descartd el uso del sargazo como biocarbon dentro del

material cerdmico base, con el fin de no debilitar su desempefio mecanico.

Debido a que la aplicacion del material tiene una finalidad para uso
subacuatico, es importante realizar la misma prueba de compresion después de que el
material haya sido puesto en agua (Figura 55), como fue descrito en la metodologia
de la seccion 3.8.4. Los promedios de las resistencias a la compresion maxima de las

muestras saturadas en agua se muestran en la Tabla 14.

Tanto en la Figura 54 (resistencia a la compresion en seco) y Figura 55
(resistencia a la compresion después de saturacion de agua) podemos observar un
patron de comportamiento del material similar al de la resistencia Ultima a la
compresion en seco: las muestras de arcilla potasica sinterizada a 1100°C tienen
valores mas altos, mientras que las muestras de arcilla con 20% de biocarbon tienen
valores mas bajos. La resistencia en las muestras saturadas en agua se reduce en
promedio un 3.29 1= 2.58 MPa, lo que equivale a 34.75% +: 12.14% de decremento

de resistencia a la compresion en dichas en condiciones.

La prueba t (Student) mostrd diferencias estadisticamente significativas entre
la resistencia a la compresion en muestras en seco y sus respectivos valores después
de saturacion de agua (t = 5.914, p = 0.002 < 0.05), por lo que se rechaza la hipdtesis
nula de igualdad entre tratamientos con un nivel de confianza del 95%, concluyendo
que si existe una diferencia significativa entre la resistencia a la compresion en seco
contra muestras después de saturacion en agua. Esto supone que habria una
reduccion sustancial en propiedades mecanicas al exponer el material al agua, sin

consideracion de esfuerzos ciclicos adicionales en forma de corrientes y otras
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presiones aplicadas que podrian incrementar atin mas dicha diferencia entre los dos

tratamientos.

14

-
e

=

Esfuerzo (MPa)
on

-;'.- ¥

v

e

2 "'Ir/ 2 .,-:J.‘F

(.00

0.02

el -

Material

Clay- 1000
Clay-1100
Clay-1200
Biochar- [0
) ] Biochar-1100
| N i Biochar-1200

0.06 0.08

Deformacion (mm/mm)

Figura 55 Curvas de esfuerzo sobre deformacion para las diferentes muestras después

de saturacion de agua.

Tabla 14 Promedios de resistencia ultima por tipo de muestra para pruebas de

compresion después de saturacion de agua.

Muestras Resistencia ultima a la
compresion (MPa)
Clay-1000 4.53 1 1.42
Clay-1100 11.92 1 2.28
Clay-1200 6.82 1: 1.64
Biochar-1000 2.5 10.453
Biochar-1100 4.88 1 0.915
Biochar-1200 2.96 1 0.577
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A pesar de que la resistencia en seco del ladrillo de arcilla bajo la norma
ASTM C62-17 no cumple con el minimo para la categoria de meteorizacion severa,
se considera que el material Clay-1100 es apto para uso subacudtico en su forma de
placas de 5 x 5 cm, que no van a estar sometidas a esfuerzos severos, como
estructuras de arrecifes artificiales mas grandes. Estudios como por ejemplo L. Ma et
al. [138] afirman que el esqueleto de coral (CaCOs;) usado para colonizarse por ACC
post mortem, tiene una baja resistencia a la compresion, 9.91 MPa, y se asocia este
resultado a su alta porosidad (48.51 £ 5.43 %).

Por lo tanto, el material analizado en este trabajo ha tenido una resistencia
promedio 11.92 +: 2.28 MPa (muestra Clay-1100 en la Tabla 14) que incluso después
de saturacion de agua es mayor a la del esqueleto de coral natural (esto es relevante
porque el esqueleto remanente de coral tras su muerte es frecuentemente colonizado
primero por ACC y luego por larvas de coral, por lo tanto, es un sustrato comtn de

colonizacion que se puede usar de referencia).

A pesar de que una mayor resistencia estructural seria mas deseable para las
placas realizadas en este trabajo (usando las condiciones de procesamiento para
Clay-1100) dado a que una mayor resistencia incrementa la estabilidad fisica del
material ante la accion de las corrientes y posibles cargas hidrodindmicas, se debe
tener en cuenta que excesos en la resistencia pueden estar asociados a menor tamafio
de poro. Recordemos que el dicho parametro (tamafo de poro) es determinante para

el asentamiento de larvas de corales, como descrito anteriormente en la seccion 4.6.1.
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4.6.3 Ensayo de Absorcion de Agua y Porosidad

A continuacion se presentan los resultados promedio de porosidad aparente

promedio y absorcion de agua de las distintas formulas de material ceramico.

Tabla 15 Porcentaje de porosidad aparente promedio y absorcién de agua de los 6
tratamientos de muestra (n=6).

Muestras % de porosidad % de absorcion de agua
aparente

Clay-1000 22.03 % + 0.90% 25.24% + 0.97%

Clay-1100 13.23% +: 1.01% 25.78% + 1.50%

Clay-1200 11.02% +: 0.76% 18.39% +: 1.13%
Biochar-1000 51.89% +- 0.95% 57.21% +: 0.62%
Biochar-1100 35.97% + 0.84% 47.16% + 0.65%
Biochar-1200 29.99% + 2.13% 42.77% 1 1.97%

La Figura 56 y 57 muestran la interaccion del factor de contenido de
biocarbon en absorcidon de agua y porosidad. La linea azul muestra la cerdmica con
biocarbon al 20% a diferentes temperaturas (tratamientos Biochar-1000,
Biochar-1100, Biochar-1200) y en verde cerdmica libre de biocarbon (arcilla sin
biocarbon de sargazo). Con base en los resultados proporcionados en la Tabla 15 y la

Figura 56 se puede deducir que el porcentaje de porosidad disminuye a medida que
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aumenta la temperatura de sinterizado para ambos tratamientos (con y sin

biocarbon).

La porosidad mostré un comportamiento inverso a la temperatura para ambos
tipos de tratamientos (con y sin biocarbon), comportamiento que se debe a que el
aumento de la temperatura favorece la densificacion del material. De los resultados
se deduce que a 1000°C la energia térmica no fue suficiente para lograr un estado de
fusion de los bordes de grano de arcilla por lo que vemos la tendencia a altos valores
de porosidad de ~52% y ~22% para dicha temperatura para las muestras con y sin
biocarbon, respectivamente. Al aumentar la temperatura a 1100°C y 1200°C, se
facilito la progresiva eliminacion de los poros entre las particulas y una disminucion
en la porosidad de ~40% y ~55%, respectivamente para 1100°C y 1200°C, sin

biocarbén, y ~30% y ~43% con biocarbon a la misma temperatura.
y y p
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Figura 56 Contenido de biocarbdn en la arcilla y su porcentaje (%) de
porosidad con la temperatura de sinterizado.
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Las temperaturas de sinterizado més altas dan como resultado materiales mas
densos y menos porosos, lo que resulta en una menor absorcion de agua (Figura 57).
Se observa que los porcentajes de absorcion de agua para las muestras de biocarbon
son mas altos en comparacion con las muestras de cerdmica sin el biocarbon de
sargazo, siguiendo una tendencia similar al porcentaje de porosidad. Con esto se
puede sugerir que a mayor porosidad se produce una mayor capacidad de absorcion

de agua.

De igual manera, el efecto de mayor absorcion de agua en muestras que
presentan mayor porosidad puede explicarse por el hecho que el carbon (del
biocarbon de sargazo) se pierde en un ambiente oxidativo, provocando la liberacion

de CO, durante la sinterizacion.
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Figura 57 Contenido de biocarbdn en la arcilla y su absorcion de agua
(%) con la temperatura de sinterizado.
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Existe un ligero incremento en absorcion de agua entre las temperaturas de
1000°C (~25%) y 1100°C (~26%) que luego se transforma en una importante
reduccion a 1200°C (~18%). Este comportamiento en las muestras sin biocarbon
(curva verde en la Figura 57) puede explicarse por la reorganizacién microestructural
asociada a la transicion de fases a 1100°C (la formaciéon de anortita como fase
dominante) que pudiera generar por espacios intergranulares que incrementa a esa
temperatura la accesibilidad del agua a los poros internos. No obstante, al
superponerse las barras de error de ambos puntos no se puede descartar la posibilidad
de que la diferencia entre ambos puntos de 1000°C y 1100°C pueda ser también

debido a una variabilidad propia del experimento.

En resumen, esta seccion nos aporta que las temperaturas de sinterizado mas
altas dan como resultado materiales més densos y menos porosos, lo que resulta en
una menor absorcidon de agua. En términos de porosidad, las muestras aceptables
serian Clay-1000, Clay-1100, Clay-1200, Biochar-1100, Biochar-1200, ya que son
menores al dato de referencia de la porosidad del esqueleto de coral, 48.51 £ 5.43%
[138]. Sin embargo, se prosigue a darle preferencia a la muestra Clay-1100 como
formula final para el recubrimiento por tener una mejores propiedades mecénicas
(resistencia a la compresion) y por su porosidad aparente viable, 13.23% = 1.01%.
Dicha muestra responde al balance entre las propiedades de porosidad y resistencia
mecanica, ya que esta combinacion hace al cerdmico pertinente para una potencial
colonizacidon marina por larvas de coral, mientras conserva propiedades estructurales

aptas para las condiciones hidrodindmicas marinas.
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4.6.4 Analisis de Contraccion y Pérdida de Masa

Para realizar impresion 3D con cerdmica, es relevante conocer el

encogimiento que presenta la pieza impresa después del sinterizado, para tener dicha

consideracion en el disefio del modelo. En la Tabla 16 se puede observar el promedio

de pérdida y encogimiento de peso del material en cuerpo verde (seco pero sin

tratamiento térmico) y sinterizado.

Tabla 16 Promedio de pérdida y encogimiento de peso (n=5).

% de pérdida de | % de pérdida de % de % de
Muestras peso (cuerpo peso encogimiento encogimiento
verde) (sinterizado) (secado) (sinterizado)
Clay-1000 27.39% +:2.33% |33.27% 1 0.92% | 7.78% +: 1.57%| 9.07% + 1.82%
Clay-1100 28.90% 1+ 1.76 | 33.56% +: 0.10% | 7.98% 1= 1.42% [13.14% +: 0.47%
Clay-1200 29.29% 1 0.77% |32.68% 1 0.22% [ 8.91% 1 1.06% | 8.12% *= 2.05%

Biochar-1000

35.13% 1+0.52%

45.25% 1 0.41%

5.03% +: 0.60%

7.38% 12 0.96%

Biochar-1100

33.58% +: 1.46%

43.69% 1= 1.08%

4.97% + 0.15%

12.94% +: 0.34%

Biochar-1200

35.47% + 1.27%

44.15% 1 1.52%

6.23% +: 0.06%

13.60% +: 0.78%

Es posible observar en la Figura 58 que las muestras con el biocarbon pierden

consistentemente mas peso que las muestras de arcilla sin dicho aditivo, en todas las

temperaturas ensayadas. De esta manera se confirma también la volatilizacion del

carbon durante el proceso de sinterizacion, lo cual es un efecto indeseado.

Aunque inicialmente la adicion de biocarbon de sargazo se plante6 como una

alternativa para incrementar la sustentabilidad del proceso y darle un tercer uso
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adicional al sargazo en este trabajo (siendo el primero como extracto, para el efecto
antiincrustante y la ceniza de sargazo como precursor de micro y nanoparticulas), la
volatilizacion del carbon del biocarbon de sargazo durante la sinterizacion del
ceramico y la consecuente produccion de CO, resultaron en la desestimacion de dicha
alternativa, al comprometer el balance ambiental del proceso, pues pone el riesgo que
el producto final tenga una huella de carbén més elevada (habria que realizar un
andlisis de ciclo de vida formal como trabajo a futuro para poder corroborar

cuantitativamente dicho impacto en el potencial de calentamiento global).
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Figura 58 Porcentaje (%) de pérdida de peso del ceramico cuerpo verde y
sinterizado.
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Figura 59 Porcentaje (%) de pérdida de encogimiento del ceramico cuerpo
verde y sinterizado.
En la Figura 59 podemos observar el encogimiento de las muestras y notar
que el ceramico con biocarbon se encoge menos que el cerdmico sin dicho aditivo de
sargazo durante el secado, posiblemente por que el carbon absorbe parte del agua de

la mezcla y actlia como un espaciador que contrarresta la contraccion.

Se observa que el encogimiento durante la sinterizacién tiene un patron
distinto al encogimiento del cuerpo verde; el ceramico de arcilla sin biocarbon
evidencia un pico a 1100°C (con 13.14% += 0.47%) y posteriormente una caida a
1200°C. En el caso del ceramico con biocarbén, a 1200°C aumenta aun mas el
encogimiento que durante las temperaturas menores. Esto coincide exactamente con
el comportamiento distinto de la absorcion de agua para la arcilla a 1100°C, por lo

cual, podemos sugerir que la transformacion de las fases a los 1100°C conlleva una
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reorganizacion microestructural notoria. La reduccién del encogimiento en
Clay-1200 se puede deber a la aparicion de fases vitreas por encima de los 1100°C,

que limitan la contraccion adicional durante el sinterizado.

Contrario a la muestra Clay-1200, la muestra Biochar-1200 tuvo mas
porosidad y posiblemente menos proporcion de fase vitrea generada (al contener
20% menos arcilla), por ende el aumento del encogimiento en Biochar-1200
(contrario a Clay-1200) posiblemente se atribuye al efecto prevaleciente del colapso
de los macroporos generados por la combustion del carbon, resultando en una

contraccion volumeétrica mas notoria.

Basado en el resultado de las pruebas, se selecciond el ceramico Clay-1100°C
para realizar el recubrimiento de ACC sintético desarrollado (y mostrado en la
seccion 3.5) para posteriormente ser ensayado con corales Diploria labyrinthiformis.

Los resultados con larvas de coral se describen en la siguiente seccion 4.7.

4.7 Ensayo de Placas con Corales Diploria labyrinthiformis in vitro

4.7.1 Asentamiento Larval

Se ensayaron dos recubrimientos diferentes como se describid en la seccion

3.12 en incubadoras distintas.

La variacion 1, recubrimiento V1, en la incubadora 1 consistid en la

siguiente configuracion:
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° Capa 1: Adhesivo comercial SeaTak™, diisocianato (C;sH,(N,O,) y
dopamina metacrilamida (C,,H;sNO,) (imitando adhesivo de mejillon)
diluido en cloroformo (1:5), con 1 pg/mL de extracto de sargazo.

° Capa 2: Solucion de micro y nanoparticulas a partir de sargazo.

La variacion 2, recubrimiento V2, en la incubadora 2 consistio en la

siguiente configuracion:

° Capa 1: Adhesivo comercial SeaTak™, diisocianato (C,sH,,N,O,) y
dopamina metacrilamida (C,,H;sNO,) (imitando adhesivo de mejillon),
diluido en cloroformo (1:5), con 1 pg/mL de extracto de sargazo.

° Capa 2: Soluciéon de micro y nanoparticulas a partir de sargazo.

° Capa 3: 1 pg/mL de extracto de sargazo diluido en metanol.

En resumen, el recubrimiento V2 es idéntico al V1 con la excepcion que tiene
una capa de extracto de sargazo en su superficie.

Transcurridos los 8 dias de la colecta y fertilizacion de gametos de la especie
de coral D. labyrinthiformis, se realizo un conteo de reclutas de coral por sustrato
ceramico (Figura 60).

Se obtuvieron los siguientes resultados:

Para la incubadora 1, las muestras de control tuvieron un promedio de 165.2
+ 69.1 larvas de coral y 453.4 + 221.8 larvas para las muestras de recubrimiento V1
(con una superficie expuesta de calcita-aragonita-NP, extracto de Sargassum spp.
dentro del polimero base). Esto se traduce a 1.57 + 0.66 reclutas cm™ y 4.32 + 2.12

reclutas cm?, respectivamente.
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En la segunda incubadora, se observaron 259.2 + 119.4 larvas de coral en

promedio en las muestras de control, mientras que 486.0 = 162.9 en el recubrimiento

V2 (capa superior de extracto de Sargassum spp. sobre calcita-aragonita-NP), que

son 2.47 + 1.14 reclutas cm? y 4.63 + 1.56 reclutas cm?, respectivamente. Estos

resultados se resumen en la Tabla 17.

‘ Control V1
Recubrimiento V1

1000 y

— [ Control V2

o 1 :l Recubrimiento V2

T *

g 800 -

= ¢ T

= -

3] *

o

= 600 * *

o *

8 1 : $ *’4

[ib

T 4004 *® -|- *

[7¢]

© ¢ .

c | » * _L

o » _[._ * * . +*

S 200 * e

-0 2

E '."'* » ¢ &

s 1 e T E ¢

§ o

5

E T T T T

Control V1 Rec.WV1 Control V2 Rec.V2

Figura 60 Asentamiento de coral por sustrato (todas las caras), por tratamiento, 8
dias después de la fertilizacion in vitro del coral (n=10).

Las placas recubiertas V1 y V2 muestran un asentamiento de coral

consistentemente mayor, con una diferencia significativa respecto a las muestras de

control (confirmado para ambas incubadoras con una prueba t, con un valor p =

0.0022 para la incubadora 1 y p = 0.0025 para la incubadora 2, ambos p < 0.05). Los
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juveniles de coral asentados mostraron preferencia por asentarse en los canales

ranurados de la cara frontal y en las juntas entre capas (cara posterior), ver Figura 61.

Tabla 17 Asentamiento larval en placas con diferentes tratamientos.

Muestra Larvas de coral / sustrato | Larvas de coral cm?
(promedio) (promedio)
Control V1 165.2 + 69.1 1.57 £0.66
Recubrimiento V1 453.4+£221.8 432+2.12
Control V2 259.2+119.4 247+ 1.14
Recubrimiento V2 486.0 + 162.9 4.63 £1.56

Esto nos aporta que hubo alrededor del doble mas asentamiento en el

recubrimiento V1 y V2 en comparacion con sus respectivos controles (ceramico de

arcilla sin recubrimiento), lo cual indica que ambos recubrimientos cumplieron con

el objetivo de incrementar el asentamiento larval y, ademas, la preferencia a asentarse

por parte de la larva de coral es una prueba indirecta que el recubrimiento no es

toxico para corales y que existe un mecanismo de sefializacion que indica a la larva

de coral que los recubrimientos de ACC biomiméticos son mas deseables para su

asentamiento.
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(c) (d)

Figura 61 Placas 8 dias después de la fertilizacion in vitro (a) cara frontal Control
V2 (b) cara frontal recubrimiento V2 (c) cara posterior Control V2 (d) cara posterior
recubrimiento V2.

4.7.2 Cuantificacion de la Bioincrustacion ex situ

Después del conteo del asentamiento larval a los 8 dias post-fertilizacion, se
trasladaron las placas de las incubadoras a los acuarios (metodologia en la seccion
3.13) y se midid, de manera cuantitativa, el nivel de bioincrustacion en base al color
de los pixeles (Figura 62) usando el software Fiji y el plugin Trainable Weka

Segmentation. Las condiciones de los acuarios fueron las siguientes: el promedio de
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la temperatura del agua del acuario registrada en los 70 dias fue de 26.8°C 1: 0.98°C,
salinidad de 37.7 1= 2.0 ppt. La irradiacion de luz solar a nivel de los corales fue de

267.6 + 14.0 pmolm™s™ y 3,044.5 1= 2.5 umolm™s™ fuera del acuario.

En la Tabla 18 se puede observar que el recubrimiento V1 (con una
superficie expuesta de calcita-aragonita) tuvo el nivel mas alto de acumulacion de
bioincrustaciones después de 70 dias de exposicion, 98.47 % + 0.20 % (mas alto que
el control), mientras que el recubrimiento V2 (calcita-aragonita + una capa
superficial de extracto de Sargassum spp.) tuvo la menor cantidad de crecimiento
algal, con unicamente 22.74 % + 4.14%. Esto demuestra que el recubrimiento de
extracto de algas usado en V2 proporciona cierto nivel de proteccion antiincrustante,
reduciendo en 72.8% aproximadamente la bioincrustacion de algas en contraste con

su respectivo control, en un periodo de tiempo de 70 dias (Figura 63).

A pesar de ambos tratamientos ser viables para tener un alto reclutamiento de
larvas de coral, al recubrimiento V2 se le puede atribuir un efecto de actividad
antiincrustante, mientras que al recubrimiento V1, a pesar de mostrar una preferencia
para el asentamiento de larvas de coral satisfactoria, tuvo un efecto indiscriminado
sobre las algas incrustantes. Por lo tanto, el recubrimiento que aumenta el
asentamiento de larva de coral y, simultineamente, ayuda a combatir la
bioincrustacion indeseada resulta ser el recubrimiento V2, en donde el asentamiento
se puede atribuir a la mineralogia similar de las ACC, mientras que la baja cobertura
algal se debe a los metabolitos del extracto de sargazo sobre bacterias formadoras de

biopelicula.
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Recubrimiento V1 Cnntml Vi

Rgcubrimien_tn V2 “ Control 2

E BN

Figura 62 Placas V1 (la, 2a y 3a), controles sin recubrimiento (4a, Sa'y 6a), placas con
recubrimiento V2 (7a, 8a'y 9a) y controles sin recubrimiento (10a, 11a y 12a) después
de 70 dias en los acuarios, y su respectiva segmentacion de analisis por color (imagenes
b y c): sustrato libre (verde), incrustaciones de algas (rojo), incrustaciones de gusanos
serpulidos (violeta), reclutas de coral (amarillo), fondo (azul y rosa).
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Tabla 18 Colonizacion promedio por clase en placas, utilizando la herramienta
Trainable Weka Segmentation.

Tratamiento

Bioincrustacion
por algas

Bioincrustacion
por serpulidos

Sustrato sin
recubrir

Reclutas de
coral

Control V1

94.92% +:2.38%

0.71% +: 0.20%

3.34% +: 1.79%

1.04% +: 0.41%*

Recubrimient
oVl

98.47% 1. 0.20%

0.12% +- 0.02%

1.03% +: 0.16%

0.38% 1 0.18%*

Control V2

83.53% 1:3.12%

4.57% 1 0.92%

9.29% +:2.18%

2.58% 12 0.25%*

Recubrimient
oV2

22.74% + 4.14%

3.52% 1 1.38%

67.33% + 6.87%

6.41% 1+ 1.51%

*Nota: Es importante sefialar que la tasa de colonizacion de coral en estas placas podria haber
sido subestimada en los marcados (*), ya que el crecimiento excesivo de algas podria haber
encubierto a algunos corales juveniles durante la cuantificacion de la intensidad de la

bioincrustacion por fotografia.

Cobertura (%)

[ |Corales juveniles

[ sustrato libre
B serpulidos

100 4

o
o
L

o
o
1
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o
1

[\
o
1

0 N
Control V1

I Algas

-

V1

Control V2
Tratamiento

V2

Figura 63 Colonizacion promedio en placas con recubrimientos V1, V2 y sus

respectivos controles.
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Tabla 19 Comparacion de agentes antiincrustantes probados en corales con la
literatura.

Referencia Agente Reduccion algal Tiempo
Tebben et al.[95] Parafina/epoxi 35-41% 39 dias
(CoralCare)
Roepke et al.[7] NP CeO: ~2% 37 dias
Roepke et al.[7] DCOIT 63% 7 dias
Karimi et al.[96] PDMS SYLGARD 70% 12 semanas
184
Este estudio (V2) CCA biomimética 72.8% 10 semanas
Montalvo et al.[59] PDMS Hempeasil 93% 8 semanas

En la Tabla 19 se puede observar el resultado de este trabajo comparado con
trabajos de bioincrustantes probados con corales de la literatura y la reduccion algal
contra su respectivo control. Los hallazgos del estudio actual indican que el
recubrimiento de ACC biomimética (recubrimiento V2) logr6 una reduccion algal de
un 72.8% en 10 semanas, lo que la hace una alternativa competitiva en relaciéon con
los agentes que se encuentran en la literatura. Nuestro trabajo llegd a una reduccion
algal superior de formulaciones comerciales a base de parafina/epoxi (CoralCare),
que reportaron reducciones algales de 35- 41% en 39 dias (estudio realizado por
Tebben et al.). Asi mismo, se tuvo un resultado sobresaliente en comparacion con
NP de CeO,, cuya reduccion en 37 dias fue de aproximadamente 2% (Roepke et al.).
El recubrimiento V2 también result6d superior a la DCOIT, cuyo valor de reduccion

fue de 63%, pero en un periodo de tiempo menor (dicho estudio manejé inicamente
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7 dias de ensayo). Si se compara el presente trabajo con el recubrimiento PDMS
SYLGARD 184 (reportado por Karimi et al.) se observa un desempeiio ligeramente
superior, ya que dicho trabajo tiene una reduccién de un 70 % en 12 semanas,
manteniendo en comun casi el mismo tiempo de prueba. De los recubrimientos
comparados en la Tabla 19, el recubrimiento con mejores resultados es el PDMS
Hempasil de Montalvo et al., con una reduccion algal de 93% en 8 semanas. Por lo
tanto, el resultado de respuesta a la bioincrustacion de V2 se encuentra entre el
PDMS SYLGARD 184 y el PDMS Hempasil.

A pesar de que ambos materiales comerciales con los que podemos comparar
el V2 son PDMS, su diferencia radica en que SYLGARD 184 (fabricado por Dow)
pero no fue desarrollado como pintura antiincrustante a nivel comercial, sino mas
bien, como elastomero. Por otra parte, el Hempasil si fue desarrollado como
recubrimiento antiincrustante comercial (Hempel), con aditivos de hidrogel, lo que
dificulta més su adhesion que la silicona simple.

Por otra parte, es relevante considerar que los PDMS, que ultimamente se
emplean recubrimientos antiincrustantes destinados a aplicaciones marinas, estan
considerados como Sustancias Extremadamente Preocupantes (SVHC, por sus siglas
en inglés) por su persistencia, potencial de bioacumulacion en organismos acuaticos
y porque suponen un riesgo para los ecosistemas marinos. Por este motivo, el
recubrimiento biomimético V2 que se ha desarrollado en este estudio representa una
alternativa con una base bioldgica y menos toxica, lo que le otorga un valor anadido
desde el punto de vista ambiental.

A pesar de esto, es interesante indagar en como los agentes PDMS logran su

efecto. Esto se pudiera relacionar con su baja energia superficial (alrededor de 22
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mJ/m?) debido a que reducen la union de hidrogeno e interacciones polares,
incluyendo proteinas encargadas del inicio de la formacion de biopelicula en
organismos incrustantes [90]. Se ha reportado en la literatura que la calcita tiene una
energia superficial de 120 mJ/m?, la aragonita 150 mJ/m? y la calcita con Mg*" puede
llegar a tener 500 mJ/m?* [139]. Por lo tanto, energias superficiales tan altas favorecen
tanto el asentamiento de larvas de coral, como lo hace también susceptible a la
colonizacién de organismos incrustantes, efecto observable en V1.

En cambio, el recubrimiento V2 (aparte de tener calcita-aragonita) tiene el
activo antiincrustante en forma de extracto de sargazo, que debido posiblemente a los
acidos grasos saturados y monoinsaturados de cadena media (C14 -C18) que
contienen, discutido previamente en la seccion 4.4, actlian por diferentes mecanismos
sobre los organismos incrustantes reduciendo su adhesion, posiblemente
comprometiendo la integridad de la membrana celular de las bacterias formadoras de
biopeliculas, alterando su permeabilidad y funcionalidad de secrecion de sustancias
poliméricas extracelulares, sin comprometer las sefiales de asentamiento de las larvas
(se demostr6 anteriormente que el recubrimiento V2 alcanzé su mayor valor en dicho
tratamiento 4.63 + 1.56 reclutas cm?contra 2.47 + 1.14 reclutas cm™ del tratamiento
control).

Por lo tanto, se propone que el efecto antiincrustante pudiera ser también
debido a la energia superficial, pues a pesar de la calcita y aragonita tener una alta
energia libre superficial (como mencionado anteriormente), la capa externa de
sargazo en V2 (que contiene mayormente acido palmitico) tendria alrededor de 28
mJ/m?[140], segun los valores del 4cido palmitico de la literatura; siendo semejante a

la de los polimeros PDMS.
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Al final de la duraciéon del ensayo, 35 semanas (224 dias), el porcentaje de
cobertura con bioincrustacion algal habia alcanzado practicamente el 100% en todas
las placas, incluidos los que habian sufrido la aplicacion del recubrimiento V2, lo que
obligd a realizar una limpieza manual de las placas mediante cepillado de los mismos
para evitar la mortalidad de los corales reclutados. En este sentido, es posible que si
bien el extracto de Sargassum spp. contiene componentes activos con evidencia de
una actividad considerable antiincrustante, su efecto se minimiza a lo largo del
tiempo, posiblemente a causa de la lixiviacion que sufre el extracto con el paso del
tiempo y/o debido a la degradacion debido a las condiciones de inmersion o luz UV

prolongada.

Finalmente, se considera pertinente discutir el mecanismo de preferencia del
asentamiento de los corales observado en la seccion 4.7.1 para los recubrimientos V1
y V2 evaluados. A pesar de tener claro que el extracto de sargazo (en el
recubrimiento V2) se correlaciona con el mecanismo de disminucion de
bioincrustacion algal indeseada, los 4cidos grasos del sargazo (también presentes en
la ACC, como el acido palmitico, el 4cido estedrico y otros 4cidos grasos de cadena
larga) no pueden ser el factor clave que indujo el asentamiento larval, dado a que V1
no contiene el extracto, ni tiene presencia de ningun acido graso asociado a dicha
capa. Por lo que cabria mencionar que la baja energia superficial que facilitan los
acidos grasos no fue el mecanismo causante de la induccion de la larva de coral al
material.

Por otra parte, la dimension de particula del recubrimiento tampoco se

considera determinante. Las ACC tienen cristales de tamano de entre 20-200 nm
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[84], sin embargo, en este trabajo obtuvimos particulas de aragonita ~6 um, calcita
alta en magnesio de ~1 um y nanoparticulas de calcita <13 nm, lo cual es distinto al
tamafio de particula que la ACC convencionalmente presenta en la naturaleza. Sin
embargo, se cree que el tamafno bimodal (tanto de NP como microparticulas) del
sistema pudiera aportar ventajas: por ejemplo, las NP al tener una relacion
superficie/volumen alto, pudiera mejorar la sefializacion quimica, mientras que las
microparticulas calcita-aragonita pueden rugosidad, lo que podria favorecer la
adhesion mecanica y mejorar el anclaje fisico de las larvas de coral durante el
asentamiento.

Con base en lo anterior, se propone que el mecanismo de preferencia de
asentamiento estd mediado por una sefial mineraldgica del sustrato, o en otras
palabras, la larva de coral identifica la identidad cristalografica de los polimorfos de
carbonato de calcio (calcita y aragonita) y/o la razon de componentes de dichas fases,
como calcio y magnesio. Las larvas de los corales, como animales cnidarios,
presentan la existencia de células sensoriales ciliadas que de manera activa exploran
la superficie del sustrato antes de asentarse, las cuales responderian a cambios en la
concentracion de iones Ca* y Mg en conjunto con el medio interfacial. La
deteccion de estas sefiales idnicas podria estar mediada por dos mecanismos
receptores, aquellos de unién a los canales de potencial de receptor transitorio
(Transient Receptor Potential o TRP, por sus siglas en inglés) y/o aquellos receptores
sensores de calcio extracelular (CaSR, Calcium Sensing Receptor). Est4 reportado en
la literatura que los canales TRP en los corales, sobre todo TRPVS5 y TRPV6, sensan

y transportan Ca?" para su calcificacion y tienen la capacidad de reconocer no sélo
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las concentraciones absolutas de Ca*" y Mg, sino las razones molares especificas
entre ambos [141].

Segun este mecanismo propuesto, la disolucion parcial o la superficie idnica
de la capa superficial del recubrimiento permitiria activar dichos canales, de tal
forma que se desencadenaria la despolarizacion de la célula sensorial del cilio y se
generaria una sefal eléctrica intracelular que el sistema nervioso difuso del cnidario

interpretaria como un estimulo positivo para el asentamiento larval (Figura 64).

lones Ca* y Mg?* liberados por la
superficie del recubrimiento de
ACC biomimetica

_Ga

cilios

= ] h 5

e e
il f

canales ionicos de la membrana
lular (canales TRP o receptores
CaSR)

Figura 64 Mecanismo propuesto de deteccion de senal mineraldgicas de
calcita-aragonita a través de cilios por larvas de coral durante el asentamiento.

Cabe senalar que el mecanismo promotor de asentamiento de larvas de coral
sobre ACC propuesto en este trabajo, relacionado a la composicion mineraldgica, no
ha sido reportado en la literatura hasta el momento. La explicacion de la literatura

esta vinculada hacia la existencia de una biopelicula bacteriana que cubre la
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superficie de la ACC, la cual serviria de sefial inductora del asentamiento. En este
modelo, las bacterias del género Pseudomonas y otros microorganismos asociados
producen metabolitos bioactivos, destacando el 4cido y-aminobutirico (GABA), a los
que la larva de coral tendria sensibilidad y desencadenaria una respuesta de
asentamiento y metamorfosis [142][143][144]. De esta forma, la sefal de
asentamiento vendria dada por un reconocimiento de tipo quimico-bacteriano y no de
tipo mineralogico. Por lo tanto, la practica usual de restauracion de corales in vitro es
usar sustratos acondicionados en agua de mar por alrededor de tres meses, para que
la superficie de asentamiento del sustrato arrecifal contenga dicha pelicula bacteriana
y se de un mejor asentamiento [145]. Sin embargo, este trabajo cuestiona y desafia
que la sefial de asentamiento se deba a metabolitos provenientes de una biopelicula
bacteriana.

Como mencionado anteriormente, en el presente estudio se observd un
reclutamiento de D. labyrinthiformis exitoso tanto al recubrimiento V1 y V2, ambos
sustratos sin pre-acondicionamiento previo en el mar, lo que significa que no
contenian la biopelicula bacteriana que buscan otros trabajos en la literatura para
inducir el asentamiento. Esto abre la puerta a la existencia de nuevos mecanismos de
reconocimiento entre los que la composicion idnica o mineraldgica del sustrato
podria jugar un papel importante. Por lo tanto, nuestro trabajo, al lograr una
composicion mineraldgica controlada, desafia la exclusividad del dogma bacteriano
relacionado al asentamiento para inducir el reclutamiento de coral y abre una linea de
investigacion hasta ahora no reconocida formalmente en la literatura: el relevante

papel de la composicion mineraldgica o fisicoquimica como factor inductor del
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asentamiento de larvas de coral, como un campo de estudio emergente y prometedor
con importante impacto positivo para la rehabilitacion de corales.

Beneficios adicionales que tendria el recubrimiento desarrollado (V2) es la
posibilidad de prescindir del acondicionamiento de los sustratos artificiales en el mar
durante meses, fase en la que tipicamente se favorece que la biopelicula bacteriana se
sitie en las superficies de los sustratos artificiales para promover el asentamiento
larvario (que en este trabajo dicha pelicula bacteriana se considera un efecto
desfavorable pues promueve el desarrollo de bioincrustacion algal que afecta los
corales juveniles). La eliminacion de esta fase supondria ser un beneficio operativo
en proyectos de restauracion de corales al reducir los tiempos y los costes de la
preparacion de los sustratos. Asimismo, al eliminar el tiempo de exposicion en el
medio marino, se disminuiria la colonizacién de especies no objetivo que podrian
contaminar los sistemas experimentales con patdgenos, enfermedades y/o
depredadores de larvas de coral, contribuyendo asi a mejorar el control y la
reproducibilidad de los ensayos. Sumando los factores que pudieran afectar un
experimento de restauracion de corales ex situ, se espera que este recubrimiento
pueda promover una mayor supervivencia temprana: menos competencia por el
espacio y mayores tasas de supervivencia. Ademas, dicho recubrimiento se podria
aplicar a distintos materiales (ceramicos, hormigon, estructuras impresas en 3D, etc.)
lo que expande las posibilidades de disefio en el ambito de los sustratos de
restauracion. En todo caso, mas alld de las ventajas técnicas mencionadas, la
aportacion de este trabajo abre panoramas hacia sustratos de restauracion de corales
mas versatiles y escalables, en un momento en el cual la recuperacion de arrecifes

resulta imprescindible para la salud de los océanos.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion permiten dar el cumplimiento
satisfactorio a la hipotesis planteada y cumplir con los ocho objetivos especificos

satisfactoriamente:

1. Se recolectaron y procesaron exitosamente las especies de S. natans y S.

acinarium, obteniendo extractos crudos para su evaluacion bioldgica y quimica.

2. Los extractos de Sargassum spp., sus acidos grasos y las macroalgas rojas
identificadas como inclusiones en la muestra de sargazo se clasificaron como no
toxicos, confirmando el perfil de seguridad ambiental de los compuestos propuestos

en Artemia franciscana.

3. Los extractos de Sargassum spp. demostraron actividad antiincrustante
selectiva contra bacterias marinas formadoras de biopelicula, destacando B. subtilis
con casi un 100% de inhibicion, seguido de A. stellipolaris, A. alba, a niveles tan
bajos como 1 pg/mL de concentracion de extracto, con un patroén de dosis-respuesta

inversa.
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4. Se identificaron en el extracto de Sargassum spp. &cidos grasos C14-C24,
con presencia mayoritaria de acido palmitico, oleico, y el estearico, con un perfil

similar a ACC, sustentando el objetivo biomimético.

5. Las pruebas mecdanicas para el sustrato ceramico base validan al material
para su uso como plataforma funcional para reclutamiento de coral; tanto a nivel de
la porosidad, tamafio de poro y resistencia a la compresion. El material usado como
base es mas resistente que el esqueleto de coral incluso en condiciones de saturacion

de agua.

6. Se sintetizaron exitosamente nanoparticulas de CaCO; y microparticulas de
calcita y aragonita en un Unico proceso, confirmando el uso del sargazo como

materia prima para obtencion de nano y micro particulas de carbonato de calcio.

7. Los analisis de XRD confirmaron una composicion Mg-calcita y aragonita,
replicando la composicion mineraldogica de ACC naturales Neogoniolithon sp. con

fidelidad.

8. Las placas ceramicas impresas en 3D con recubrimientos biomimético V2
de calcita-aragonita derivadas de sargazo de forma simultianea inhiben Ia
bioincrustacion algal (72.8% en 70 dias) mientras favorecen el reclutamiento larval
de coral, validando al sargazo como materia prima en la rehabilitacion de arrecifes.
Las muestras recubiertas con V1 mostraron preferencia por el asentamiento de larvas

de coral, pero con un efecto indiscriminado sobre las algas incrustantes.
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Con base a los resultados obtenidos, se recomienda para trabajos futuros
incrementar la concentracion de extracto de sargazo (por ejemplo 10-20 pg/mL en
lugar de 1 pg/mL), sin llegar al efecto de hormesis, para tanto ampliar el impacto en
las especies bacterianas, como para compensar la posible pérdida de extracto en las
condiciones hidrodindmicas marinas, potencial lixiviacion y potencialmente

prolongar la actividad antiincrustante.

Asi mismo, se recomienda evaluar la estabilidad del extracto, particularmente
bajo luz UV y estudiar los componentes bioactivos que pudieran reducir la eficacia
antiincrustante en el tiempo, asi como estudiar la adiciéon de agentes fotoprotectores
al extracto, como aditivos TiO,. Nuevas investigaciones deberan tener en cuenta las
estrategias de liberacion controlada de activos antiincrustantes (como el extracto de
Sargassum spp.) de forma que se retarde la pérdida del efecto, con soluciones como
por ejemplo la microencapsulacion (en hidrogel o quitosano) para una liberacion

controlada y sostenida en el tiempo.

Por ultimo, se recomienda funcionalizar la superficie ceramica para tener
enlaces covalentes entre el material base y los cristales calcita-aragonita-NP y/o
realizar una deposicion hidrotérmica directamente sobre la superficie. Asi mismo,
funcionalizar también las particulas de calcita-aragonita y las NP del recubrimiento
con grupos quimicos que anclen covalentemente los compuestos del extracto para
protegerlos de la lixiviacion y fotodegradacion, y unir los compuestos del extracto de

sargazo con enlaces éster o amida mas estables que una simple adsorcion fisica.
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APENDICE A

FICHA TECNICA DE LA ARCILLA POTASICA UTILIZADA

Descripcion

Nombre comercial: BK - Arcilla Roja Potasica
Formula: (K,Na){Al,Mg,Fe),(Si; 1Alg 5)040(0H);

La arcilla potasica es una alternativa mineral rica en
magnesio, calclo, polasio y azufre, que al ser de baja

solubilidad es un nutriente de lenta liberacion para las
plantas. Funciona en todo tipo de cultivos e incluso
bajo condiciones desfavorables en suelos desgasta-
dos, ya que los enmienda.

Composicion c

ELEMENTO SOLIDO % SOLUBLE %
Carbono (C) ..o 3.64 8.093
Mitrdgena (N) ..o 3.66 3.10

Sodio (Naz0) .............. 0.38 10.39
Magnesio (MgQ) ......... 2.73 4.59
Aluminio (Al,0q) ......... 16.43 ND -

Silicio (Si0s) ....c.ovoms 63.28 0.42

Fésforo (P20s) ........... 0.28 MND

Potasio (Kz0] ............. 3.26 5.01

Azufre (S03) oo 0.35 26.92 .
Caldo (Ca0) .............. 6.22 334

Hierra (Fe0) ............... 596 ND

THano (T1) oo 042 ND

*El analisis en base soluble muestra el porcentaje real
aprovechable por la planta, la cual toma sus nutrientes
gracias a las diferentes cargas de cada elemento; es
decir, por medio del intercambio catidnico, el cual par
tener lugar requiere |05 nuirnentes en solucion. i

Propiedades fisico-quimicas

Color: Violdcen.

Humedad: 5% maximao.

CIC: 39.84 meg/100 gr

Dureza: 3.5 Moh's

Solubilidad: INSOLUBLE (=0.01%)

Presentacion

Mallas disponibles:

BK-006: malla 4x10 (tamafios de 2 a 5mm)
BK-018: malla 10x30 (tamafios de 0.6 a 2m)
BK-100: malla 30x100 (0.1 a 0.6mm - polvo)

Envase: costal de polipropileno de 50 kg.

- Es completamenta natural.

Mo safiniza ni desgasta los suelos.

- Es de larga vida, pues se asimila lentamente

- Es compatible con todo tipo de fertilizantes quimicos
ICOs.

- Se puede aplicar en lodo lipo de suelos y climas.

- Es dplimo para todo tipo de cultivos, ya que contiene

micronutrientes que complementan la nutricidn.

Suelos arcillosos .................... 200kgHa
Suelos francos .........ccovenveees 250kg/Ha
Suelos arenosos ..................... J00kgiHa

Ademas de la textura del suelo, esla dosis dependera
£ en gran parle del contenido de potasio. magnesio,
... calcio y azufre de los suelos, asi como del pH y el CIC
&¢ ‘(Capacidad de Intercambio Calitnico), ya gue en
ocasiones existen allos contenidos de ciertos nutrien-
tes en los suelos, que sin embargo la planta no puede
aprovechar debido a que estan blogqueados por exceso
de otros elementos, o por un nivel de pH inadecuado.
Es por esto que se recomienda siempre en medida de
lo posible trabajar con analisis de suelos para un
optimo desempefio del producto,

En mezclas fisicas se pueden adicionar de 150 a 250
kg por tonelada.

AUucCioneas

Mo ingerir. Emplear equipo adecuado para manejo del
producto: soporte lumbar para carga, mascarilla contra
polvo y lentes de seguridad cerrados. No es comosivo
ni téxico, sin embargo por la naturaleza de la molienda
es muy volatil. En caso de contacto con los ojos, lave
con abundante agua. Mantener sobre tarimas y a salvo
del sol, altas temperaturas, intemperie y humedad.
Desechar el empaque en un lugar adecuado, procu-
rando cuidar los cuerpos de agua cercanos.
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