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Resumen

Con el fin de impedir el crecimiento de depósitos bióticos sobre superficies sumergidas, recubrimientos antiadherentes con agentes biocidas son generalmente utilizados, sin embargo, algunos biocidas comerciales pueden inducir efectos negativos al ecosistema. El presente trabajo aborda el uso de un potencial producto biocida utilizando nanopartículas de cobre y capsaicina soportadas sobre zeolita ZSM-5. De este modo, diferentes formulaciones fueron estudiadas para determinar la influencia de la concentración de cada componente. La incorporación del cobre fue evidenciada mediante microscopía electrónica de barrido, así también, mediante Espectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier, se comprobó la presencia de capsaicina en la superficie interna. No obstante, pudo evidenciarse la presencia de capsaicina sobre la superficie externa con una significativa reducción del área superficial de los materiales. Finalmente, mediante análisis de inhibición microbiana se evidenció que las nanopartículas inhiben el crecimiento de la bacteria mientras que el componente orgánico actúa como biocida de refuerzo.
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Abstract

In order to prevent the accumulation of biotic deposits on submerged surfaces, antifouling coatings containing biocide agents can be used; however several commercial biocides could imply negative effects on the ecosystem. In the present research, the study of a potential biocide product through the use of copper and capsaicin nanoparticles supported on zeolite ZSM-5 is presented. For such purpose, different formulations were analyzed to determine the influence of each component concentration. The incorporation of copper was evidenced by scanning electron microscopy and energy dispersive spectroscopy; similarly, capsaicin was verified as supported over the zeolite surface by Fourier Transform Infrared Spectroscopy. Meanwhile, capsaicin presence over the external zeolite surface was also detected with a significant lowering of the material surface area. Finally, bacterial growth inhibition analysis depicted that the copper nanoparticles inhibit the growth of e-coli bacteria while the organic component acts as a reinforcing biocide.
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Introducción

El biofouling se define como el fenómeno indeseado de adherencia y acumulación de depósitos bióticos sobre una superficie artificial sumergida o en contacto con el agua de mar [1,2]. La bioinscrustación marina es un proceso complejo, compuesta por una gran variedad de especies, que comprende organismos desde bacterias hasta invertebrados [3]. Generalmente este proceso consta de dos etapas principales denominadas micro y macro fouling. Correspondiente a la primera etapa, el microfouling inicia con la formación de una biopelícula en el cual las bacterias comienzan a adherirse a una superficie y posteriormente, se adhieren organismos de mayor tamaño, como algas e invertebrados durante la segunda etapa del proceso [4,5]. 

Entre sus principales consecuencias y limitaciones se encuentra el aumento gradual de combustible utilizado por embarcaciones expuestas debido al aumento de la resistencia de arrastre y la rápida corrosión en la infraestructura marítima en general [3,6]. De este modo, el uso de pinturas antiincrustantes proporciona una disminución en los costos asociados a la explotación y mantenimiento de las embarcaciones marinas [7]. Por otro lado, en el sector acuícola, la bioincrustación es causante de varios problemas: en primer lugar, las comunidades incrustantes restringen las aberturas de las redes aumentando significativamente su peso. Adicionalmente se produce y limitando el flujo a través de las redes sucias, disminuyendo así el intercambio de nutrientes, la eliminación de productos de desecho y también el suministro de oxígeno. Estos problemas afectan directamente a la industria pesquera afectando a su vez la salud de la fauna marina [8,9]. Asimismo, desde el punto de vista ecológico, la adhesión de especies marinas en la superficie de embarcaciones tiene un efecto negativo debido a que se produce el transporte de especies exóticas a ambientes diferentes a sus áreas de distribución natural, siendo algunas invasivas, que terminan afectando la biodiversidad nativa [10,11].

Con motivo de impedir o disminuir su formación se han diseñado recubrimientos o pinturas antifouling que disminuyen la velocidad de crecimiento de los organismos en la superficie [2,12,13]. Sin embargo, estos recubrimientos pueden generar daños en la flora y fauna marina debido a que los sistemas comerciales contienen biocidas con alta toxicidad frente a los organismos objetivos y no objetivos, constituyendo así una amenaza al sistema ecológico [14–16]. De este modo, surge la necesidad de diseñar materiales que permitan reemplazar los biocidas utilizados por otros más amigables con el medio ambiente [6,17].

Entre los principales disponibles para su uso en recubrimientos antifouling se encuentran moléculas inorgánicas, organometálicas y orgánicas [18]. En la actualidad, la mayoría de estos productos contienen como base principal óxidos de cobre (CuO y Cu2O), óxido de silicio (SiO2), Zinc (Zn) y óxido de titanio (TiO2), entre otros [19]. Estos pueden contener compuestos orgánicos que, en conjunto con los óxidos metálicos, provoquen la disminución del efecto tóxico generado por los óxidos sobre otros organismos no formadores del biofouling [20]. En este sentido, los nanomateriales de cobre se han convertido en agentes biocidas cada vez más importantes debido a su alta efectividad en la inhibición de incrustaciones [18,21]. Su principio biocida se debe a que los iones de cobre son eficaces para destruir la membrana celular externa de los microorganismos [22,23].

Por otro lado, la utilización de un agente orgánico actúa como un biocida de refuerzo, potenciando el control de la adhesión de los organismos incrustantes [18,20]. Dentro de este grupo se encuentra la capsaicina, un alcaloide de amida con propiedades antibacterianas y antiincrustantes sensibles al pH, que puede ser utilizado en la formulación de recubrimientos funcionales [17,24,25]. Al utilizar los materiales biocidas directamente en pinturas, el área de contacto agente-microorganismo es baja y su liberación al medio marino ocurre de forma acelerada, limitando la duración del efecto requerido. Debido a esto es necesario depositar estos materiales sobre una matriz de soporte, la cual favorezca el área superficial de contacto y la retención de los agentes biocidas, regulando su liberación al medio marino [26].

De este modo, los compuestos activos (orgánicos e inorgánicos) pueden ser incorporados en soportes como zeolitas u otros materiales microporosos de gran área superficial, que favorece el contacto con los organismos incrustantes y aumenta la disponibilidad de iones cobre y capsaicina en la red de poros, aumentando la interacción entre biocida y la biopelícula y así también perdurar el efecto biocida en el tiempo [27].

Entre estos soportes, las zeolitas son materiales meso y microporos, con cavidades y sistema de canales de dimensión molecular (típicamente <20 Å). Desde el punto de vista químico, las zeolitas son aluminosilicatos de metales alcalinotérreos de estructura tetraédrica de [SiO4]4- y [AlO4]-5 interconectado por átomos de oxígeno [28]. Su red porosa, compuesta por canales y jaulas, tiene tamaños suficientemente grandes como para contener cationes extra-estructurales, lo que a su vez permite la adsorción y desorción de moléculas que varían desde hidrógeno hasta compuestos orgánicos de varios nm de tamaño molecular [29,31]. De igual forma, la estructura química de las zeolitas y la electronegatividad impuesta por los aluminatos presentes permiten la incorporación de cationes de compensación tales como cationes de metales de transición mediante transformaciones termoquímicas entre otras [28,30].

Debido a las propiedades mencionadas, así como su elevada estabilidad mecánica y térmica, las zeolitas presentan múltiples aplicaciones, como adsorbentes, catalizadores, matrices de intercambio iónico, materiales antimicrobianos, y medios filtrantes, entre otros [35,36]. De este modo en el presente estudio se plantea el uso de zeolitas sintéticas con estructura tipo ZSM-5como matriz de soporte para la incorporación de biocidas orgánicos como inorgánicos. Por una parte, las propiedades de intercambio iónico permitirían la incorporación de nanopartículas de cobre, que actuarían como estabilizadores en la estructura de zeolita. Por su parte, la presencia de canales mesoporosos permitiría alojar la molécula de capsaicina en los canales porosos permitiendo así la acción sinérgica de ambos materiales agentes biocidas favoreciendo a su vez su disponibilidad y superficie de contacto [31,37,38].

Materiales y métodos

Materiales

Durante el proceso de síntesis de los materiales organometálicos soportados se utilizaron los materiales descritos a continuación: Zeolita sintética ZSM-5 840NHA con iones de NH4+ suministrada por TOSOH (Ohio, USA); Nitrato de cobre trihidratado (Cu[NO3]2⋅3H2O) provista por Merck S.A (Darmstadt, Alemania) con pureza nivel analítico; Capsaicina natural (95%) provisto por Penta Manufacturing (Livinstong, USA) y Etanol (C2H6O, ≥ 99,5%) suministrado por Merck S.A (Darmstadt, Alemania).

Por su parte se desarrollaron ensayos antimicrobianos para los que se utilizó Agar Mueller Hinton provisto por Becton Dickinson (Heidelberg, Alemania); Bacteria Escherichia coli ATCC 25922 ambiental, con cepa cultivada en los laboratorios del Núcleo Científico Tecnológico en Biorecursos (BIOREN) de la Universidad de la Frontera; agua desionizada (DIW); Cloruro de Bario BaCl2 y H2SO4 con pureza analítica ambos suministrados por Sigma Aldrich (Missouri, Estados Unidos)y Cloruro de Sodio al 0.9% p/v en agua estéril, suministrada por Fresenius Kabi (Bad Homburg, Alemania).

Síntesis de materiales

La zeolita sintética fue modificada en tres etapas consecutivas para la incorporación de partículas de cobre (intercambio metálico), su tratamiento térmico (calcinación) y posterior incorporación de capsaicina (intercambio orgánico).

Incorporación de partículas de cobre sobre zeolita ZSM-5

Esta etapa fue llevada a cabo mediante el método de impregnación húmeda incipiente (IHI), mediante la cual se realizó la deposición sobre la superficie. Se utilizó nitrato de cobre trihidratado como material precursor, disuelto en DIW. Las soluciones fueron preparadas con porcentajes nominales de 2%, 4% y 8% (g Cu) / (g Cu+g Z40). Posteriormente se añadió agua desionizada en proporción 10:1 (cm3 DIW):(g de zeolita) y luego puestas en un baño termorregulado a 363 K, bajo agitación utilizando un evaporador rotatorio a vacío (EV400H, LabTech). Las muestras se dejaron secando en un horno (WGLL-BE, FAITHFUL) a 363 K durante 24 horas y posteriormente almacenadas en un desecador.

De este modo se obtuvieron las siguientes muestras:

•	Z40: Zeolita sintética ZSM-5 840NHA sin modificar.
•	Z40Cu2: Zeolita sintética ZSM-5 840NHA modificada por impregnación húmeda con nitrato de cobre (2 %cobre).
•	Z40Cu4: Zeolita sintética ZSM-5 840NHA modificada por impregnación húmeda con nitrato de cobre (4 %cobre).
•	Z40Cu8: Zeolita sintética ZSM-5 840NHA modificada por impregnación húmeda con nitrato de cobre (8 %cobre).

Tratamiento térmico: calcinación

Una vez incorporadas las nanopartículas de cobre sobre la superficie de la zeolita, se procede a la etapa de calcinación que garantice la presencia de óxidos de cobre y cationes Cu+2 además propiciar la liberando de iones de amonio (NH+4) y gases ocluidos en los poros de la zeolita. La calcinación fue llevada a cabo a 623 K durante 3 horas con una rampa de calentamiento de 3 K min-1 bajo una corriente de oxígeno a 300 cm3 min-1 en una mufla con tubo de cuarzo para gases (SZGL-1200C, SIOMM).

Incorporación de capsaicina sobre zeolitas modificadas

Finalmente, durante la etapa de intercambio orgánico se incorporó la molécula de capsaicina poniendo en contacto la zeolita previamente modificada (Z40Cu(x)) con una solución de esta molécula en etanol. El método de incorporación de la capsaicina se llevó a cabo por deposición en la superficie de la zeolita, así como también en sus cavidades porosas. La solución fue preparada considerando un peso de capsaicina con el cual se obtuvieran porcentajes de 1% y 1,5% en relación con el peso total de la muestra final deseada [39]. Se utilizó una proporción 1:10 entre el peso de zeolita modificada y el volumen total de alcohol etílico utilizado para la solución de etanol más capsaicina. La solución orgánica fue puesta en contacto con el material modificado durante intercambio metálico; esta fue llevada a baño termorregulado con agitación SWB-110x12 (BIOBASE, China) a 303 K durante 24 horas, con motivo de favorecer la difusión molecular de la capsaicina a través de los poros de la zeolita. El exceso de solvente fue retirado en un evaporador rotatorio a vacío a 303 K para evitar la descomposición química de la capsaicina [40].



Caracterización fisicoquímica superficial de los materiales generados

Análisis textural: área superficial, distribución de tamaño de poros

Las propiedades texturales de los materiales generados fueron analizadas mediante isotermas de adsorción y desorción de nitrógeno de 77 K en un analizador NOVA 1000e (QuantaChrome, USA). Se identificó la implicancia de la modificación en las características superficiales a través de la obtención de área superficial mediante el método Brunauer-Emmett-Teller (BET) [40]. Por su parte la distribución de tamaños de poros fue determinada utilizando el método Horváth-Kawazoe (HK) [42] así como el volumen de microporos y mesoporos mediante el método Barrett-Joyner-Halenda (BJH) [41]. Para la realización de estos ensayos las muestras de zeolita con cobre fueron desgasificadas a 623 K durante 16 horas mientras que las muestras con capsaicina incorporada se desgasificaron a 303 K durante 20 horas.
[image: ][image: ][image: ][image: ]
Figura 1.Superficie de zeolita en los distintos niveles de modificación con cobre, obtenidas mediante análisis SEM a escala de 20 micrómetros. A) Z40 B) Z40Cu2 C) Z40Cu4 D) Z40Cu8.

Microscopía electrónica de barrido y espectroscopía de energía dispersiva

Mediante la técnica de microscopía electrónica de barrido (SEM) utilizando un microscopio SU-3500 (Hitachi, Japón) se analizó la topografía de las muestras para su caracterización y visualización a escala nanométrica. La morfología de la superficie del material preparado fue visualizada y analizada mediante esta técnica. El equipo fue operado a 10.0 kV y con condiciones de alto vacío (30 Pa). De esta forma se obtuvieron imágenes en una escala entre 5 a 100 μm.

Igualmente, mediante espectroscopía de energía dispersiva (EDS) incorporado al microscopio electrónico, se verificó la incorporación de las nanopartículas de cobre presentes en la estructura de la zeolita.

Espectroscopía infrarroja por transformada de fourier (FTIR)

Mediante espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) utilizando un espectrómetro Cary 630 FTIR Agilent Technologies (Santa Clara, EE. UU) se obtuvieron los espectros característicos de la zeolita y capsaicina para posteriormente analizar los materiales con las distintas modificaciones. El análisis fue llevado a cabo en modo transmitancia a través de la realización de 30 espectros promediados con el uso de la técnica de muestreo Reflectancia total atenuada (ATR). Estos espectros fueron corregidos por una línea de base previa. Los espectros fueron adquiridos en el rango entre 4000-500 cm-1.

Estudio de inhibición al crecimiento bacteriano frente a los materiales sintetizados

Mediante el método de Kirby-Bauer se analizó el efecto biocida de los materiales generados. Se utilizó la bacteria Escherichia coli ATCC 25922 como organismo modelo debido a su alta capacidad formadora de biofilm, gran resistencia a fármacos y biocidas [12,25,43,44]. El método utilizado permite determinar la sensibilidad de un microorganismo frente a un antibiótico o producto químico específico, la ausencia o presencia de área inhibitoria alrededor del material biocida identifica su sensibilidad bacteriana [45,46]. Las muestras se analizaron estadísticamente mediante la prueba de Fisher de la mínima diferencia significativa (LSD) a partir del halo de inhibición formado lo que determinó la implicancia de la formulación en los diferentes niveles de concentración para los biocidas.  

Resultados y discusión

[bookmark: _Hlk108032497]Mediante la obtención de imágenes SEM se analizó la morfología de las zeolitas ZSM-5 utilizadas. En la figura 1.A, se observa la presencia de partículas de zeolita con forma de plaquetas hexagonales bien definidas y uniformes, además de característica estructural lamelar con cristales individuales con diámetro medio de 15 micrómetros. Resultados similares han sido reportados en estudios de la zeolita ZSM-5 [47–49]. Así también las imágenes 1.B, C, D muestran claramente la presencia de partículas soportadas en el material poroso, así como se evidencia que el mineral conserva sus propiedades características por lo que la etapa de impregnación húmeda no afecta la estructura externa del soporte. Tabla 2. Propiedades superficiales de las muestras obtenidas mediante análisis de adsorción y desorción de N2.
Muestra
Área superficial BET (m2/g)
Diámetro de poros BJH (nm)
Volumen de poros HK (cm3/g)
Reducción área BET (%)
Z40
302,71
3,25
0,15
-
Z40CU2
265,63
3,26
0,13
12,25
Z40CU4
254,36
3,25
0,12
15,97
Z40CU8
222,64
3,80
0,11
26,45
Z40CPS1
206,09
3,29
0,10
31,92
Z40CPS1,5
196,97
3,26
0,09
34,93
Z40CU4CPS1
171,79
3,80
0,08
43,25




Adicionalmente, con análisis EDS se confirmó la presencia de cobre producto del proceso de intercambio metálico a partir de nitrato de cobre como fuente de Cu así también su incorporación a diferentes niveles en el material de soporte. Por un lado, el análisis de la zeolita pura demuestra la presencia de los elementos estructurales principales, Oxígeno, Silicio, y Aluminio. Esto permite asegurar que la materia prima utilizada es prácticamente limpia y sin impurezas. Por otro lado, los espectros EDS se evidenciaron de forma cuantitativa la presencia de NMS-cobre en el medio poroso, y que, según lo reportado en literatura el método IHI garantiza un mayor porcentaje de deposición y/o intercambio de materiales en el medio de soporte. El porcentaje obtenido para cada muestra se presenta en la tabla 1.  
Tabla 1. Porcentaje masa promedio de cada elemento de muestras modificadas en la etapa de intercambio metálico, obtenido a través de análisis EDS. 
 
	Muestra
	Elemento (% masa normal)

	 
	Carbono
	Oxígeno
	Aluminio 
	Silicio
	Cobre

	Z40
	40,76
	39,12
	1,16
	18,96
	-

	Z40Cu2
	42,86
	34,36
	1,14
	17,58
	4,07

	Z40Cu4
	32,52
	37,05
	1,28
	21,65
	7,50

	Z40Cu8
	39,55
	34,04
	0,76
	13,24
	12,65




Los análisis de adsorción de N2 a 77 K realizados a las muestras de zeolita sintética y zeolita con nanopartículas de cobre presentaron isotermas de tipo I, según clasificación de IUPAC [47]. Este comportamiento es atribuido a la naturaleza microporosa del soporte en estudio y la formación de la monocapa del adsorbido sobre su superficie [48].
El área superficial específica determinada mediante el método BET de la zeolita con partículas de cobre incorporada evidenció la disminución del área superficial a medida que el porcentaje de incorporación del metal aumenta, lo cual concuerda con lo reportado en literatura [30].

Respecto a la modificación orgánica, el área BET obtenida para las muestras Z40CPS1 y Z40CPS1,5 evidencia una mayor disminución en comparación a las muestras con cobre incorporado, ver tabla 2. Este resultado es esperable y puede ser atribuido al tamaño estructural molecular de la capsaicina (1,759 nm) que es mayor a las partículas de cobre. El diámetro de poros obtenido a través del método BJH mostró que la distribución de poros permaneció casi invariable para las modificaciones, obteniéndose tamaños comprendidos en un rango de 3-4 nm para todas las muestras, lo que evidencia la característica microporosa y mesoporosa de las zeolitas utilizadas. Así también, mediante el método HK para determinar el volumen de poros mostró una tendencia a disminuir a mayores porcentajes de cobre incorporado, y una mayor disminución para las muestras que presentan capsaicina soportada, como muestra la tabla 2. Este último pudiera atribuirse a que los materiales biocidas no solo sean soportados en la superficie externa, sino que también es posible el ingreso dentro de los poros y cavidades de la zeolita[34]. 

Los resultados obtenidos en los análisis de porosimetría sugieren que, la reducción del área superficial está dada por el bloqueo de parte de la red de poros de la zeolita tras la incorporación de los materiales modificantes. Desde el punto de vista de la aplicación deseada, siendo la interacción de los materiales inhibidores con los organismos incrustantes, este fenómeno pudiese traer consigo limitaciones difusionales de parte de los materiales soportados en la superficie fundamentalmente tras la incorporación del material orgánico.

La figura 2.A presenta el espectro IR de la zeolita ZSM-5, donde se observa claramente la zona de vibración característica de este tipo material ubicada en el rango de 1600-500 cm-1[49–51]. Por su parte, las bandas localizadas entre 2500-2000 cm-1pueden ser atribuidas a la presencia de CO2 ambiental en contacto con el haz de infrarrojo[48]. Por su parte, la figura 2.B, muestra el espectro de la capsaicina natural al 95% de pureza, en esta se destacan las bandas 3306 cm-1 correspondiente a enlaces (N-H) de aminoácidos, vibraciones de estiramiento alifático (C-H) en el rango 2925-2858 cm-1, vibraciones de estiramiento(C=O) en la banda 1627 cm-1. El espectro IR también mostró la presencia de vibraciones de estiramiento (C-C) en el rango de (1551-1514 cm-1) en el anillo aromático, así también la flexión fuera del plano (C-H) en el rango de (870-805 cm-1) del componente aromático.[image: ][image: ]
Figura 2. A) Espectro FTIR de zeolita sintética ZSM-5 sin modificación. B) Espectro FTIR de 8-metil-N-vanillil-6-nonenamida natural al 95% pureza.




Por su parte, en los espectros de las muestras de zeolita con metal incorporado (figura 3.A), la banda 1217,51 cm-1 presenta un desplazamiento de 2,4 cm-1, 5,5 cm-1, 6,1 cm-1hacia un menor número de onda para las muestras Z40Cu2, Z40Cu4 y Z40Cu8 respecto a la presente en el espectro IR del material de soporte. Así mismo, la banda localizada en los 1050,63 cm-1 en Z40presenta una disminución en el número de onda al aumentar la concentración de cobre. Estudios similares realizados por Razavi y Loghman-Estarki (2012) han sugerido que dichos cambios pueden ser atribuidos o causados por la interacción entre la red de zeolita y las nanopartículas de óxido de cobre. Dichas interacciones pudiesen ser atribuidas a: la distorsión de las nanopartículas en la red cristalina de la zeolita y/o la interacción entre las nanopartículas y la matriz de zeolita producto de fuerzas electrostáticas debido a las cargas negativas de la matriz del soporte [54].[image: ]		[image: ]
Figura 3. A) Espectro FTIR de zeolita ZSM-5 y zeolita modificada con cobre en un rango de 1600-600 cm-1. 
B)  espectro FTIR de zeolita ZSM-5 y zeolita modificada con capsaicina en un rango de 1600-600 cm-1.



De igual modo, los espectros FTIR de las muestras de zeolita con capsaicina modificada permitieron confirmar la presencia de la molécula orgánica en la matriz del soporte. El cambio principal en los espectros es la aparición de un nuevo pico presente en las bandas comprendidas entre 876-874 cm-1, ver figura 3.B. Dicha banda puede ser asociada a la vibración del grupo aromático presente en la molécula de capsaicina, específicamente las vibraciones de flexión C-H fuera del plano [52,55–58]. Más aún, se observa que el número de onda de esta banda varía según la concentración de capsaicina, dado con centro de banda localizado en los 876,35 cm-1, 875,73 cm-1 y 874,82 cm-1 para las muestras Z40CPS1, Z40CPS1,5y Z40CPS5; (muestra modificada con 5% de capsaicina que permitió validar la tendencia descrita) respectivamente. La ausencia de otros modos vibracionales de la capsaicina se puede asociar a la interacción de esta molécula orgánica con la zeolita sugiriendo que esta es adsorbida sobre la superficie del soporte. 

Los espectros obtenidos para las muestras sintetizadas con cobre y capsaicina verifican que es posible la incorporación de la molécula orgánica en el medio de soporte, aun cuando existe la presencia de nanopartículas de cobre, ver figura 4. Este efecto es posible debido a la gran disposición de área superficial de las muestras de zeolita con cobre, lo que permite que la superficie del soporte no esté saturada permitiendo así la posterior deposición de la capsaicina. 

[image: ]
Figura 4. Espectro FTIR zeolita ZSM-5 y zeolita modificada con cobre y capsaicina al1% y 1,5% p/p en un rango de 2400-600 cm-1.

Estudio de inhibición bacteriana

De un total de 13 muestras analizadas, 11 (84,6%) resultaron ser activas frente a las E. coli y 2 (15,4%) no mostraron resultado de inhibición, ver tabla 3. Mediante la comparación de las muestras a través de la división por grupos, clasificados según su formulación, se logró determinar la significancia del aumento o disminución de la concentración ya sea de partículas de cobre o capsaicina, teniendo en cuenta una confiabilidad del 95% a través de la prueba de Fisher de la mínima diferencia significativa (LSD). 
Como primer análisis de inhibición microbiana se analizaron los tres materiales utilizados para la síntesis de los materiales biocidas. El material de soporte no presentó halo de inhibición, hecho que concuerda con lo esperado dado que la zeolita no presenta actividad microbiana. Por otro lado, el cobre obtuvo un halo de 30,59 mm de diámetro, lo que se debe a su gran capacidad antimicrobiana frente a la cepa E. coli así como también a su alta solubilidad en agua lo que permitió su difusión por el agar. Por último, el material orgánico no mostró halo de inhibición lo que pudiese ser atribuido a su característica hidrofóbica por tanto se ve imposibilitada para difundir por el medio de crecimiento, ya que su capacidad tóxica frente a microorganismos ya ha sido reportada [referencias]. Tabla 3. Diámetro de halos de inhibición formado frente a la cepa E. coli obtenidos mediante prueba antibiograma por el método de Kirby-Bauer.
Capsaicina Incorporada
Z40
Z40Cu2
Z40Cu4
Z40Cu8
0% CPS
6,00
7,27 ± 0,35
9,46 ± 0,92
9,47 ± 0,34
1% CPS
6,54 ± 0,08
6,68 ± 0,16
7,47 ± 0,92
8,76 ± 0,93
1,5% CPS
6,47 ± 0,16
6,51 ± 0,14
7,13 ± 0,25
9,44 ± 0,23

Fuente: elaboración propia.



Con respecto a la modificación de la zeolita con cobre, se observa en la tabla 3. que el cobre genera efecto inhibitorio, sin embargo, este es menor a lo observado al utilizar nitrato de cobre como material biocida. Para una síntesis en la cual se ha realizado la incorporación de inhibidor metálico en tres niveles, utilizando 8% como máximo, no hay diferencia significativa entre añadir 4% p/p u 8% p/p de cobre al soporte. De este modo, el uso de zeolita con cualquiera de estos dos niveles de cobre no provocaría un aumento significativo de la capacidad de inhibición con 95% de confianza. 

A pesar de que la muestra de capsaicina pura no presentó zona inhibitoria, en el análisis de las muestras de zeolita con capsaicina incorporada (Z40CPS1 y Z40CPS1,5) se evidencia una pequeña corona de inhibición, ver tabla 3. Esto sugiere que al utilizar la zeolita como medio de soporte para capsaicina la liberación del biocida al medio se ve aumentado y su propagación crea una zona de inhibición. Mediante la prueba LSD se determinó que una síntesis con porcentaje de 1% y 1,5% p/p no provocaría diferencias significativas en la inhibición con el intervalo de confianza utilizado. sin embargo, existe una diferencia significativa entre utilizar zeolita sin modificación y zeolita con capsaicina. 

Del análisis de inhibición realizado a las muestras con capsaicina y cobre en su formulación, se observó un aumento en la dimensión del halo formado según se aumenta la concentración de cobre soportado, tanto para las muestras con 1% y 1,5% de capsaicina. Sin embargo, al comparar las muestras sintetizadas a partir de zeolita y cobre con las muestras de zeolita, cobre y capsaicina, en las segundas se obtuvo una disminución del halo formado, hecho que puede ser atribuido a la característica hidrofóbica de la molécula orgánica, aún la muestra que presenta mayor halo de inhibición es la Z40Cu8CPS1,5. El análisis de Fisher para estas muestras permitió determinar que no existe diferencia significativa al formular material biocida de 2% y 4% de cobre al incorporar capsaicina, pero sí existe una diferencia significativa en la inhibición de los microorganismos aumentar el porcentaje de cobre a 8% p/p.

El efecto de disminución de la zona de inhibición de la zona inhibitoria para las muestras con capsaicina puede se puede atribuir a su carácter hidrofóbico. Esta molécula pudiese estar bloqueando el contacto con los cationes de cobre con el medio en estudio. Esto concuerda con los resultados obtenidos en los análisis de caracterización superficial, donde se evidenció la disminución del área superficial para las muestras que contenían este material orgánico, hecho que puede afectar el contacto entre la bacteria y los sitios de cobre. 

No obstante, incluso cuando la capsaicina no genera una gran diferencia significativa en cuanto a la inhibición, mediante un análisis comparativo se observó que las muestras Z40Cu8 y Z40Cu8CPS1,5 tuvieron el mayor efecto biocida dado que el diámetro de halo formado fue mayor. Esto sugiere que la capsaicina en efecto contribuye a la inhibición de microorganismos, pero su dispersión por el medio sería limitada. 

Conclusiones

Los resultados experimentales corroboran que es posible utilizar zeolitas modificadas con nanopartículas de cobre y moléculas de capsaicina como agentes biocidas. Por un lado, las nanopartículas de cobre inhiben el crecimiento de las bacterias mientras que el agente orgánico actúa como biocida de refuerzo. Por otro lado, el uso de un soporte microporoso como la zeolita favorece el área superficial de contacto y la retención de los agentes biocidas potenciando su interacción con los microorganismos. 

La modificación de zeolitas sintéticas con nanopartículas de cobre y moléculas de capsaicina afecta sus características fisicoquímicas superficiales. Por una parte, la modificación con NMs de cobre provoca una reducción tanto del área superficial como del volumen de microporos y mesoporos del soporte. Por otro lado, al incorporar la molécula de capsaicina, con características hidrofóbicas y un elevado tamaño molecular, el área superficial y volumen de poros del soporte se ve afectado en mayor proporción que la modificación anterior, limitando la difusión del agua al interior de los poros.
Las características hidrofóbicas de la capsaicina y la reducción del área superficial del soporte a causa de su incorporación afectan la difusión del agua al interior de los poros, limitando así la interacción entre la bacteria y los compuestos activos. La presencia del material orgánico a mayores concentraciones pudiera limitar el acceso e interacción de parte de las partículas metálicas con los microorganismos.
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