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Elaboracion de biopeliculas de quitosano-almidon y nanoparticulas de ZnO para
empaques biomédicos.

Resumen del reporte técnico en espaiiol

Esta investigacion se centra en el desarrollo y la caracterizacion de peliculas de polimeros
a base de quitosan y almidon, reforzadas con nanoparticulas de 6xido de zinc obtenidas
de baterias de desecho. Se sintetizaron peliculas biodegradables reforzadas con
nanoparticulas de ZnO (1-7%) con espesores entre 136 um y 151 pm por el método de
vaciado. Lograndose una distribucion de nanoparticulas homogénea y embebidas en la
matriz polimérica con topografia de la superficie irregular. Se increment?6 la resistencia al
agua de las peliculas con la adicion de nanoparticulas de ZnO. Las peliculas no mostraron
un efecto citotoxico. Se obtuvo una relacion entre el porcentaje de viabilidad celular y la
concentracion de nanoparticulas presentes en la pelicula, a mayor concentracion de
nanoparticulas y mayores tiempos de exposicidon, menores porcentajes de viabilidad
celular. De acuerdo con las propiedades multifuncionales de las peliculas se determin6
que presentan propiedades adecuadas para ser utilizados como empaques, incluso en la

industria alimentaria.

Resumen del reporte técnico en inglés

This research focuses on the development and characterization of quitosan and starch-
based polymer films, reinforced with zinc oxide nanoparticles obtained from waste
batteries. Biodegradable films reinforced with ZnO nanoparticles (1-7%) were
synthesized with thicknesses between 136 um and 151 pm by the casting method.
Achieving a homogeneous nanoparticle distribution embedded in the polymer matrix
with irregular surface topography. The water resistance of films with the addition of ZnO
nanoparticles was increased. The films did not show a cytotoxic effect. A relationship
was obtained between the percentage of cell viability and the concentration of
nanoparticles present in the film, at higher concentration of nanoparticles and longer
exposure times, lower percentages of cell viability. According to the multifunctional
properties of the films it was determined that they have suitable properties to be used as

packaging, even in the food industry.
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1. INTRODUCCION

En nuestros dias se tienen grandes cantidades de material que termina su tiempo de vida,
y no se cuenta con el paso siguiente en el ciclo de vida del producto, que les permita no
generar basura y sirvan para ser parte de otro producto, ocasionando grandes cantidades
de material que llamamos cominmente basura y que ambientalmente nos representa un
peligro, esto debido a la contaminacion latente que puede generar a su alrededor. Esta
situacion que ha derivado en una gran cantidad de yacimientos de recursos
antropogénicos, generadores de contaminacién ambiental, al punto que pueden perjudicar
la salud humana, producir dafios a la flora y fauna, cambios al ecosistema y molestias
estéticas, entre otras. Lo anterior ha generado el interés por parte de la sociedad, politicos,
empresarios, cientificos, etc., por la mejora y cuidado del medio ambiente y los recursos
naturales, en un entorno cambiante, el cual debe estar caracterizado por un desarrollo
sostenible y un incremento en la concientizacion y legislacion relativa a la proteccion

medioambiental.

Lo anterior ha derivado el interés en el uso de peliculas de polimeros biodegradables, asi
como en la investigacion sobre el ciclo de vida de diferentes materiales y su reutilizacién
a través de su incorporacion a otros procesos [1-3]. Entre los polimeros biodegradables
que se han utilizado para la fabricacion de peliculas para envasado de alimentos se
encuentran los polisacaridos como el almidon, y el quitosano que son ampliamente
conocidos por su disponibilidad al provenir de una fuente renovable, muy amplia, estable
y de bajo costo [4-7]. Siendo el quitosano un biopolimero antimicrobiano, biodegradable,

biocompatible y con propiedades biofuncionales unicas [6, 8], lo que lo hace un potencial



candidato como sustituto para materiales sintéticos como medio para reducir los impactos
negativos en el medio ambiente cuando es utilizado en la fabricaciéon de envases activos.
Cabe mencionar que el quitosano se ha utilizado en aplicaciones como: prevencion de la
contaminacion [9], en medicina contra la hipertension, actividad antimicrobiana e
hipocolesterolemia [10], encapsulacion de sabores, recubrimientos de semillas, formacion
de pelicula [11] y liberacion controlada de ingredientes y medicamentos comestibles [12].
Por otro lado, el almidon se ha utilizado en la fabricacion de peliculas biodegradables y
comestibles para reducir la pérdida de humedad, restringir la absorcién de oxigeno,
disminuir la migracion de grasas, controlar la transferencia de los componentes del sabor,
con el fin de aumenta la vida util y evitar el deterioro de la calidad de los productos

alimenticios [4, 13-14].

Por otra parte, en los tltimos afios, se ha incrementado la demanda de nanomateriales
como el 6xido de zinc, al ser utilizado en la fabricacion de peliculas para envasado de
alimentos, con el fin de mejorar las propiedades mecénicas, de barrera, antibacteriales, de
humectabilidad y su capacidad para bloquear radiaciéon UV [15-16]. Proporcionando lo
anterior la oportunidad de satisfacer esta necesidad a través del uso de nanoparticulas de
oxido de zinc obtenidas de baterias de desecho, dando valor a la obtencion de materiales
que tienen una demanda tecnologica, ademas de ayudar a reducir la contaminacion en el
medio ambiente, utilizando un método de sintesis respetuoso con el medio ambiente

como la quimica himeda sol gel [17].

2. PLANTEAMIENTO

En los ultimos tiempos el embalaje ha tenido un papel importante en la calidad de los
alimentos durante su almacenamiento, transporte y mantenimiento. Tradicionalmente los
polimeros han sido utilizados como empaques, debido a sus buenas propiedades
mecanicas, bajo costo, baja permeabilidad al vapor de agua y alta compatibilidad con
diferentes alimentos. El aumento de la demanda de alimentos y el uso de empaques
poliméricos obtenidos de fuentes no renovables pueden contribuir a la acumulacién y, a
menudo, a la eliminacion inadecuada de estos materiales que presentan una alta

durabilidad. Por lo que las peliculas biodegradables son una alternativa para reemplazar o



minimizar el uso de empaques no biodegradables, debido a los impactos relacionados con

estos materiales.

Nuevos materiales de fuentes renovables como el quitosano [11], gelatina [18],
metilcelulosa [19], proteina de girasol [20] y almidon han sido utilizados en la
fabricacion de peliculas delgadas biodegradables. El almidén es uno de los polimeros
mas estudiados para el desarrollo de peliculas delgadas biodegradables porque presenta
un bajo costo, es facil de obtener y tiene una buena capacidad para formar peliculas [21-
22]. Los estudios han demostrado que las peliculas obtenidas de almidén tienen una
buena homogeneidad, flexibilidad, transparencia y rdpida biodegradabilidad [23]. Por
esta razon, este polimero es prometedor para el desarrollo de peliculas biodegradables,
que pueden usarse sin ningun tratamiento antes del procesamiento, con o sin la adicion de
plastificantes y féciles de obtener mediante técnicas sencillas, ademds de actuar como
portadores de compuestos activos, siendo por ello una buena alternativa como sustituto

de los empaques no biodegradables [24-26].

Por otra parte, el quitosano ha sido utilizado en aplicaciones como en la prevencion de
contaminacion de agua, medicina contra la hipertension, actividad antimicrobiana y
hipocolesterolémica, encapsulamiento de sabor, recubrimiento de semillas, formacion de
peliculas y liberacion controlada de ingredientes comestibles y farmacos [27-31]. El costo
relativamente bajo, la disponibilidad para obtenerlo siendo su fuente renovable, muy
amplia y estable, por ser el desperdicio de la costra de mariscos de la industria de
alimentos del mar, ademas de la habilidad del quitosano de formar buenas peliculas son

razones primarias para ver nuevas aplicaciones para este polimero [ 32].

Las peliculas de polimeros biodegradables, no significan el reemplazo total de peliculas
de empaque de polimeros sintético, pero son una opcion para reducir la pérdida de
humedad, restringir la absorciéon de oxigeno, aroma y migraciéon de lipidos entre
componentes alimenticios donde los empaques tradicionales no funcionan, para disminuir
la migracion de grasas, para mejorar las propiedades mecanicas de manejo, para proveer
proteccion fisica, o para ofrecer una alternativa para los materiales comerciales de

empaque [33-35]. El uso de biopolimeros como el almidén y el quitosano puede ser una



opcion interesante porque estos polimeros son relativamente baratos, abundantes,

biodegradables y comestibles [27].

La tecnologia de compositos estdn emergiendo con la ciencia a nanoescala, liderando el
desarrollo de la ciencia y tecnologia de nanocompositos [36]. La incorporacion de
nanoparticulas dentro de matrices poliméricas ha permitido la mejora de sus propiedades
térmicas, mecanicas y de barrera de gases [37]. Recientemente materiales inorganicos
como metales y oxidos metalicos han llamado la atenciéon de la investigacion de
nanotecnologia, debido a su habilidad para resistir condiciones duras de su proceso. Entre
los 6xidos metalicos que han sido utilizados se encuentran el ZnO, TiO2, MgO y CaO los
cuales han recibido interés particular porque de acuerdo con varias investigaciones son
seguros para animales y humanos [38-39]. Por otro lado, la actividad antibacteriana de un
polimero se obtiene generalmente agregando particulas metdlicas, siendo los ¢6xidos
metalicos muy utilizados para desarrollar esta actividad antimicrobiana. Las particulas
ZnO se presentan, en varias investigaciones, como la mejor y mas segura solucion para el
empaque de alimentos. Por lo tanto, las particulas de ZnO se han incorporado
recientemente en un nimero de polimeros diferentes para mejorar las propiedades
antibacterianas de los materiales de empaque [16, 40], evitando de esta forma la
proliferacién microbiana de agentes patdgenos alimentarios como Escherichia Coli y

Staphylococcus aureus.

Por lo tanto, los bionanocompositos representan la nueva generacién de nanocompositos,
y comprende la combinacion de biopolimeros y materiales inorgénicos que tiene al
menos uno de escala nanométrica. Los bionanocompositos son un material emergente de
nanoestructura de material hibrido en la frontera entre la ciencia de materiales
nanotecnologicos y la ciencia de la vida [41]. Los esfuerzos se han apegado al desarrollo
de nanobiocompositos para el mejoramiento de propiedades térmicas, mecdnicas y

propiedades funcionales debidas a la matriz o a las nanoparticulas de rellenos [42, 43].

Por otra parte, la disposicion de baterias de desecho ha representado un problema medio
ambiental de metales pesados que son descartados al ambiente; ya que son desechadas sin

un sorteo municipal de desechos. Dentro del nivel de administracion de recursos, las pilas



han sido consideradas como una fuente secundaria de materias primas. Ya que metales
valiosos como zinc, manganeso y acero pueden ser recuperados y puestos en el mercado

para la fabricacion de pilas o de otros productos [44].

Entre los procesos para el reciclado de baterias que han sido utilizados se encuentran: los
procesos fisicos, pirometalirgicos, hidrometalurgicos, lixiviado neutro y lixiviacion
acida. Siendo los mas utilizados, principalmente en Europa, los pirometaltirgicos e hidro-
metalurgicos. Siendo el método hidrometalurgico de extraccion, considerado un proceso
mas amigable al ambiente, ya que los reactivos que requiere son poco menos peligrosos y
los residuos que genera son minimos y la contaminaciéon es menor. Este método se
caracteriza por diferentes pasos de pretratamiento seguido por lixiviacion y separacion de

metales por electrolisis, extraccion o precipitacion [44, 45].

Algunos métodos que han sido utilizados para la sintesis de nanoestructuras de 6xido de
zinc (ZnO) son el proceso sol gel [46], evaporacion simple [47] y transporte vapor fase
[48], entre otros. Siendo la técnica sol gel la que destaca por su simplicidad, su excelente
control composicional, baja temperatura de cristalizacion, y gran area de cobertura a bajo
costo [38, 49]. A través del uso de este método se han logrado obtener nanoestructuras de
ZnO en forma de barra, alambres, cintos, plaquetas y puntos. Llegando los investigadores
a resaltar que es un método con el cual se puede obtener una distribucion homogénea de
tamafio del producto final, y se puede ser capaz de controlar la morfologia de la

nanoparticula de ZnO [50].

Por otro lado, el 6xido de zinc ha sido ampliamente usado como filtro en absorcion UV
para aplicaciones en materiales farmacéuticos, cosméticos, materiales de recubrimiento y
pigmentos [51, 52]. En adicion el uso de nanoparticulas de 6xido de zinc es considerado
un método viable para la prevencion de enfermedades infecciosas mediante los efectos

antimicrobianos del 6xido de zinc [53, 53].

Por lo anterior este proyecto de investigacion se enfoc6 a la fabricacion y caracterizacion
de peliculas poliméricas base quitosano y almidén reforzadas con nanoparticulas de

oxido de zinc obtenidas a través de pilas de desecho.



3. METODOLOGIA

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de ZnO por el método sol-gel.

Se utilizaron pilas alcalinas tipo D de desecho como fuente de zinc para la sintesis de las
nanoparticulas. Las baterias se cortaron longitudinalmente y sus dnodos se separaron
manualmente del resto de los materiales, se pesaron y se analizaron mediante absorcion
atomica para cuantificar el contenido de zinc. Enseguida, se pulverizaron con un mortero
de 4gata y se lavaron tres veces con agua desionizada para eliminar los contaminantes. Se
utilizo Microscopia electronica de barrido (Jeol JSM-7000F), Espectroscopia de rayos X
de energia dispersiva (EDAX), Analisis de difraccion de rayos X (DRX, X'Pert Pro
PANalytical, A = 0.1542 nm) y Fluorescencia de rayos X (ARL termocientifico) para
analizar el polvo, llevado a cabo antes y después del proceso de lavado. Posteriormente,
los polvos lavados se lixiviaron utilizando 4cido nitrico (HNO3 JTBaker 9621-02) y
perdxido de hidrogeno (H202, Jaloma S.A.) en la siguiente proporcion: Zn-HNO3-H20x.
Las reacciones en el equilibrio se calcularon utilizando el programa FACTSage @
Equilibrium. Una vez que se obtuvo la solucion lixiviada, las nanoparticulas de ZnO se
sintetizaron mediante el método sol-gel utilizando almidon y dextrosa como agentes
gelantes. En el caso en que se usé almidon, se disolvieron 10 g de almidon de arroz
(Sigma-Aldrich S7260) en 150 mL de agua desionizada a 75°C durante 30 min.
Enseguida, se agregd la solucion lixiviada y la agitacion se mantuvo durante 10 horas a
80°C. Posteriormente, el material se seco en un horno durante 24 horas a 100°C. Se
realiz6 un andlisis termogravimétrico (TA Instrument-SDT2960) en los geles secos para
determinar la temperatura de calcinacion. La calcinacion se realizd en un rango de
temperatura de 400 ° C a 800° C. Cuando se usod dextrosa como agente sol-gel, se
mezclaron 21,4 g de dextrosa (JT Baker DGlucose 1916-01) con 150 mL de agua
desionizada y se siguid el procedimiento descrito anteriormente para el almidon, excepto
que el tiempo de agitacion fue de 5 h en lugar de 10 h. Las nanoparticulas resultantes se
caracterizaron por las técnicas mencionadas anteriormente, asi como por Microscopia
Electronica de Transmision (Jeol JEM-2200FS) y por Dispersion de Luz Dinamica
(Mictotrac-Nanotrac Wave Zetrator). El ensayo de citotoxicidad se realizé con células de

fibroblastos 3T3 (ATCC®, 2012) que se sembraron en nanoparticulas esterilizadas



(sintetizadas con almidon y calcinadas a 650° C) en una placa de cultivo de 96 pocillos y
se mantuvieron en DMEM (GIBCO) suplementado con FBS (Invitrogen) al 10% y
estreptomicina / penicilina (GIBCO) al 1% humidificada a 37° C. Con 5% de COz. Las
células cultivadas en un pozo blanco se usaron como control. Después de 24 y 72 horas,
el medio se descartd y se reemplazd con un nuevo medio que contenia MTT (0,5 mg /
mL) y se incubd durante 3 horas a 37° C. Los cristales de formazan resultantes se
disolvieron en dimetilsulfoxido y se leyo la absorbancia de las soluciones a 570 nm

(Benchmark Plus, microplaca 152 espectrofotometro BioRad).

Sintesis de peliculas Quitosano/almidéon reforzadas con nanoparticulas de
ZnO0.

Para la elaboracion de las peliculas se disolvieron 1.4 g de quitosano (peso medio
molecular Aldrich 448877) en 60 mL de solucion de 4cido acético al 1% (Sigma-Aldrich
99.7% 695092), por otro lado se disolvieron 0.6g de almidon de arroz (Sigma-Aldrich
S7260) en 30 mL de agua destilada adicionandole 1 mL de solucién acuosa de sorbitol al
70% (Golden Bell 54280), también se adicioné 1 mL de glicerol (99% AlfaAesar 16205)
para mejorar la flexibilidad de la pelicula. Ambas soluciones (quitosano y almidon) se
mezclaron en agitacion constante y se agregaron las nanoparticulas de ZnO en
proporciones de 1%, 3%, 5% y 7%. Se conservd un blanco de testigo (peliculas
quitosano/almidon sin nanoparticulas). Por ultimo, la mezcla se sonicd por 5 min (0.5
Cycle 100 Amplitud%) una vez homogenizada la mezcla se depositod en cajas Petri y se

dejo secar por 48 horas.

Caracterizacion de las peliculas quitosano/almidén reforzadas con
nanoparticulas de ZnO.

El anélisis composicional de la muestra fue realizado con el difractémetro de polvos
Panalytical X Pert PRO el cual tiene una radiacion de Cu Ka(A =0.15418 nm). Se utilizd
el material en un rango de 26= 10-80° a 40kV y 20 mA. El resultado fue analizado por el
programa X' Pert High Score. Los analisis de microscopia electronica de barrido de
emision de campo se realizaron con un equipo marca Jeol modelo JSM7000F. El
tratamiento de las muestras de particulas y peliculas fue de la siguiente forma: Las

distancias de trabajo variaron para las particulas de 4.7mm a 11.4mm en distancia de



trabajo y 10 kV a 20 kV para la energia, y para las peliculas de 10mm a 13.7mm de
distancia de trabajo y 1 kV de energia. Los tamafios de particula se midieron usando el

programa Image J.

La técnica de espectroscopia de dispersion de rayos x se realizd en el microscopio antes
mencionado usando el accesorio X-act Penta FET Precision. El andlisis
termogravimétrico se realizoé en un equipo SDT Q600 TA. Se utiliz6 una rampa de 10° C
por minuto, desde temperatura ambiente hasta llegar a una temperatura de 800° C, en
atmosfera de nitrogeno. Con el fin de observar los grupos funcionales en la composicion
de las peliculas, se analizaron en un espectrometro infrarrojo FT-IR (Nicolet 6700) en la
region de IR medio. Las peliculas fueron cortadas y montadas en un adaptador de ATR
con cristal de Germanio para su analisis. La técnica de barrido de luz se hizo en un
equipo Nanotrac-Wave Microtrac para la medicion de tamafio de particula en esta técnica
la muestra se tiene que suspender en un liquido, usando agua, alcohol etilico, tetracloruro
de carbono, tolueno, DMSO. El caracter hidréfilo de las peliculas se evalué con la
medicion del angulo de contacto mediante la deposicion de una gota de agua destilada en
la parte de la superficie superior de cada muestra, a una temperatura ambiente media de
25° C, utilizando un goniéometro (KRUSS, DSA30); con las dimensiones aproximadas de
cada muestra de 1 x 5 cm, y el valor de angulo de contacto fue dado por el promedio de
los angulos de la gota obtenida. Se realizaron tres repeticiones para cada pelicula en el
analisis. Las propiedades mecénicas fueron realizadas utilizando un equipo DMA2890
TA Instrument modo multifrecuencia, mordaza tipo dual cantiléver. Usando una rampa

de calentamiento 5° C por minuto frecuencia 1Hz, iniciando de temperatura ambiente a

350° C.

Las propiedades mecanicas a temperatura ambiente de las peliculas se evaluaron en una
maquina de traccion universal (Tinius Olsen, HSOKS) y se probaron a una velocidad de
5 mm / min, se realizaron tres repeticiones de cada condicion. La morfologia de la
superficie de las peliculas se observé utilizando SEM (Jeol JSM-7000F), se aplicd una
capa delgada de plata a la superficie de las peliculas. Los espectros FTIR se obtuvieron
en un espectrofotdometro de infrarrojo transformado de Fourier Nicolet 6700 Thermo

Scientific.La citotoxicidad fue examinada basandose en la actividad metabdlica



mitocondrial de los fibroblastos para convertir el reactivo MTT a cristales de formazan.
Las peliculas (IcmX lcm) se sembraron con 10,000 células fibroblasticas (3T3, ATCC®)
inmersas en medio de cultivo D-MEM conteniendo 10% de suero fetal bovino y 1% de
antibidtico, se incubaron por 24 horas y 72 horas a 37° C y 5% de COz. Una vez
completado el tiempo de incubacion, a cada pelicula, blanco y control se les extrajo el
medio en el que estuvieron durante su incubacion, se lavaron con PBS y se les afiadieron
200 pL de solucion D-MEM, 10% SBF, antibidtico 1% y 50 uL de MTT (5 mg/ ml en
PBS 1X). Posteriormente, se incubd a 37° C por un periodo de una hora. A continuacion,
se extrajo el sobrenadante y se agregaron 50 uL de DMSO (dimetil sulfoxido) a cada
muestra, para disolver los cristales de formazan, una vez disueltos se homogenizé la
solucién y en un lector de microplaca (Benchmark Plus) se midié la absorbancia con una
longitud de onda de 570 nm. El ensayo se realiz6 por triplicado. La cepa empleada para el
ensayo fue de Staphylococcus aureus (S. aureus), suministrada por el laboratorio de
inocuidad alimentaria de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro. Se prepard un
inéculo infeccioso equivalente al tubo 4 en la escala de McFarland (1.2x10°UFC/ml), en
caldo TSB. Los trozos de jamén fueron inoculados con el preparado infeccioso y
recubiertos con las peliculas, puestos en bolsas plasticas y almacenadas a temperatura de
refrigeracion. El recuento de S. aureus del jamon recubierto y el control fue realizado a
las 12, 24, 36, 48, 60 y 96 h en placas de agar Infusién cerebro corazén (BHI). Los
resultados se evaluaron mediante el analisis de la varianza (ANOVA) y la prueba de
Tukey a un nivel de significacion del 5% utilizando el software Statistica 12.0 (StatSoft,

Inc., Tulsa, EE. UU.). Los datos se presentaron como media + desviacion estandar.

4. RESULTADOS

4.1 Lixiviacion de anodos de pilas alcalinas.

Después de desmontar las pilas alcalinas usadas se encontr6 que el peso de los anodos es
aproximadamente el 25% del peso total de las baterias. Esto esta de acuerdo con reportes
anteriores de diversos investigadores [111]. Segun el analisis de absorcion atdmica, el
contenido de zinc en los anodos de desecho varia entre el 66% y el 68%. Las Figuras la,
b, ¢ y d muestran un ejemplo del anélisis de la microscopia electrénica de barrido (SEM)

y espectroscopia por dispersion de energias de rayos X (EDS) del polvo procedente de los



anodos de las baterias usadas antes y después del proceso de lavado descrito en el
procedimiento experimental. Los anodos de desecho contienen particulas heterogéneas
con tamafios en un rango entre 40 nm y 6 um. Estas particulas estan hechas de zinc (Zn),
oxigeno (O), potasio (K) y carbono (C). El carbono puede provenir de la pila o del
proceso de preparacion de la muestra de SEM. El potasio proviene de los electrolitos
alcalinos utilizados en las baterias, que normalmente estan hechas de hidroxido de
potasio (KOH) [112, 113]. Segtn el andlisis de EDS, el potasio se puede eliminar durante

el proceso de lavado debido a su solubilidad en agua.Los polvos de dnodos lavados se

lixiviaron usando acido nitrico.
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Figura 11. Ejemplos de imdgenes SEM de anodos de bateria alcalina usadas (a) y (b) y
composicion quimica elemental por EDS de los anodos en polvo antes (c) y después (d)
proceso de lavado.

4.2 Obtenciéon de nanoparticulas de ZnO por el método sol gel utilizando

almidon o dextrosa.



Almidén o dextrosa se utilizaron como reactantes del proceso sol-gel. Los cambios
térmicos del gel seco de almidon de arroz y el gel seco de dextrosa se evaluaron mediante
analisis de TGA (Figura 2). En ambos casos, se produjeron varios cambios, pero se
pueden observar tres eventos principales. Para el proceso sol gel con almidon son las
siguientes: 1) La pérdida de peso inicial que es del 7.1% y se produce a aproximadamente
48° C a 230° C. Esto corresponde a la evaporacion del agua y a la descomposicion del
grupo de enlace quimico. 2) La segunda etapa es la pérdida de peso del gel seco de
almidon (18.6%) y estd en el rango de 230° C a 310° C. Esto se ha atribuido a la
descomposicion de los grupos organicos [50]. 3) Finalmente ocurre la formacion de una
fase pura de ZnO y se relaciona con la tltima pérdida de peso (2.3%) que ocurre en el
rango de 310° C a 415° C [50]. La pérdida de peso total es del 28%. Cuando se usa
dextrosa, la pérdida de peso inicial (6.8%) ocurre en el rango de 48° C a 120° C. La
segunda pérdida de peso (64.4%) ocurre en el rango de 120° C a 140° C y se informa que
se produce principalmente debido a la descomposicion del grupo hidroxilo [115]. En este
caso, la descomposicion se produce a una temperatura mas baja que la descomposicion
que se produce cuando se prueba el gel seco usando almidén y se debe a la estructura mas
simple de la dextrosa. La pérdida de peso final (en el rango de 140° C a 400° C) es muy
sutil (1.8%) y como ocurre con el almidén se atribuye a la formacion de una fase pura de

ZnO0.

Las temperaturas de descomposicion del gel seco de almidén son similares a las
reportadas [50], excepto que reportan una pérdida de peso total del 52% en lugar de la
pérdida de peso total del 28% que ocurre en este caso. La pérdida de peso total para el
caso de dextrosa es del 73%. Las diferencias son significativas y pueden explicarse con
las variaciones de composicion inicial. Se requirié mas dextrosa como agente pera el sol-
gel porque la molécula de dextrosa es mas simple que el almidon. Segin el mecanismo de
reaccion propuesto para estos sistemas por Khorsand [50], los cationes metélicos son
atraidos por el oxigeno de las ramas OH del almidon. Una red que contiene agua, y
aumenta la viscosidad de la mezcla se forma durante la gelatinizacion del almidon. Sin

embargo, en el caso de la dextrosa, donde la estructura es mas simple, el proceso de la



formacién de una red no se produce tan facilmente y se requiere mas material para

retener los cationes metalicos.
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Figura 2. Analisis de TGA de almidon de arroz (a) y dextrosa (b) geles secos.

En la figura 3 se muestran los espectros de FTIR del almidén y la dextrosa, los modos de
vibracion de los grupos C-O y C-C en la region de 900 a 1200 cm™ y 600 a 1500 cm™ se
observan [50, 115]. Las bandas en el intervalo de 2900 a 3450 cm™' se asignan a grupos
C-H y OH. [50, 115]. El almidén y el gel seco de dextrosa muestran bandas en el
intervalo de 1400 a 1650 cm™ y de 1000 a 1650 cm™ que corresponden a los modos de
vibracién C = O [30]. Las bandas en el rango de 2700 y 3500 cm™ son caracteristicos de
los modos de vibracion CH y OH del Zn(OH): [50, 116]. Después de la calcinacion de
ambos geles secos, se observa como la banda caracteristica del enlace Zn-O aparece a

440 cm™ y el resto de las bandas desaparece [50, 116].
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Figura 3. Analisis FTIR de los sistemas de almidon de arroz (a) y de dextrosa (b).

Los patrones de difraccion de las muestras de almidén y dextrosa después de la
calcinacion se muestran en la Figura 4. Todos los picos corresponden a la fase hexagonal
de ZnO (PDF # 01-075-0576). En ambos casos, el tamafio de cristalita aumenta con la
temperatura de calcinacion (Tabla 1). El tamafio de cristalita es mayor cuando se usa
dextrosa, excepto en temperaturas de calcinacion por debajo de 600° C. Esto podria
explicarse con la rapida descomposicion de dextrosa observada en el analisis TGA. Dado
que se descompone mas rapidamente, la energia térmica afiadida al sistema provoca el
crecimiento del cristal.

Los analisis de fluorescencia de rayos X se realizaron en polvo de anodos y en
nanoparticulas sintetizadas. So6lo se detectaron rastros de indio en algunas muestras
(anodos en polvo o nanoparticulas). No se detectaron otros contaminantes. Algunas
patentes indican que en los anodos se afiaden cantidades menores de aditivos en el
intervalo de 10 ppm a 10000 ppm, tales como indio o bismuto para que actlien como
inhibidores de la formacion de gases para reducir la tendencia indeseable de que el gas

hidrégeno se acumule dentro de la celda a la mezcla de anodos que se hace de polvo de
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zinc [117]. El indio, como elemento o como 6xido, es clasificado por la NFPA como

peligro para la salud 1, lo cual es indicativo de precaucion, ya que el elemento puede ser

irritante en caso de contacto con los ojos o la piel (por ejemplo, CAS #: 1312-43-2, CAS
#7440 - 74 - 6).
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Figurad. Analisis de XRD de las muestras de almidon (a) y dextrosa (b) después de la
calcinacion. Todos los picos corresponden a la fase hexagonal de ZnO (PDF # 01-
0750576).

Las diferencias entre la sintesis con el almidon y la dextrosa se pueden observar en la
Tabla 1. Se presenta una comparacion entre el tamafio de cristalita calculado por la
ecuacion de Scherrer, el tamafio de particula obtenido mediante andlisis de imagenes de

SEM y TEM (Figura 11 y 12) y el analisis de Dispersion Dinamica de Luz.

Tabla 1. Comparacion del tamario de particula y cristalita de las NP de ZnO.

Temperatura de Tamaiio de Analisis de Dispersion dinamica
calcinacion (°C) cristalita imagenes de SEM de luz (nm)
(nm) y TEM (nm)
Almidén \ Dextrosa | Almidén \ Dextrosa | Almidén \ Dextrosa




400 19.3 20.3 20-32 20-29 30-45 30-42
500 31.3 29.2 43-70 48-65 32-121 30-135
600 42.2 64.8 55-85 53-93 60-145 50-171
700 52.6 70.3 60-130 | 82-150 63-144 72-155
800 58.5 83.6 89-160 | 94-165 >72 >100

100 nm
Figura 5. Imagenes de FE-SEM que muestran el efecto de las temperaturas de

calcinacion sobre el tamario de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas usando (a)
almidon (b) dextrosa.

El tamafio medio de las particulas de la sintesis realizada a 400° C esté en el rango de 20
a 45 nm. Cuando la calcinacion se lleva a cabo a 600° C, se observan principalmente
particulas en el rango de aproximadamente 50 a 100 nm, pero también se detectan
tamafios de particula mayores. Esto se debe a que se produce algo de sinterizacion entre
las particulas como se puede observar en las imdgenes de TEM de la Figura 6. Después
de la calcinacion a 800° C, no s6lo aumenta el tamafio de particula sino también el
sinterizado entre las particulas. Las diferencias significativas entre el almidon y la
dextrosa solo se producen a una temperatura de calcinacion por encima de 600° C. El
tamafio de particula es menor cuando se usa almidon de arroz. La dextrosa es de menor
costo y su pérdida de peso principal del gel seco se produce a temperaturas mas bajas que
el almidon de arroz. Por lo tanto, el tiempo de calcinacidon podria reducirse y podria

permitir la reduccion del tamafio de particula. Sin embargo, la cantidad de almidén de



arroz requerida es menor que la cantidad de dextrosa que puede aumentar la eficiencia del

proceso y reducir las emisiones de CO/COx.

Figura 6. Imdagenes TEM que muestran el efecto de las temperaturas de calcinacion
sobre el tamario de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas utilizando (a) almidon (b)
dextrosa.

4.3 Citotoxicidad de las nanoparticulas de ZnO.

La Fig. 7 muestra la toxicidad de las nanoparticulas de ZnO en células de fibroblastos de
la linea celular 3T3 mediante el ensayo MTT durante 24 y 72 h. Se puede ver como la
viabilidad celular disminuye cuando aumenta la concentracién de nanoparticulas. Sin
embargo, todas las concentraciones muestran un efecto de citotoxicidad como lo

demuestra el porcentaje de viabilidad obtenido [ISO 10993-5: 2009 (E)].

Después de 24 h de exposicion a 0.001, 0.003, 0.005 y 0.007 g/mL, el porcentaje fue de
59.81%, 53.57%, 50.51% y 14.94%, respectivamente, disminuyendo a las 72 h a 17.65%,
16.43%, 4.65% y 4.07%. Estos resultados muestran altos valores de citotoxicidad segin
lo informado por Brunner et al. [118], quienes utilizaron células de la misma linea,
concentraciones mas bajas y tamafio de particula similar. Sin embargo, otros autores
reportan una citotoxicidad significativamente mas baja (con un tamafio de particulas

mayor o menor que este estudio) utilizando las mismas concentraciones y células de la

100 nm



misma linea. La citotoxicidad de las nanoparticulas de ZnO sigue siendo controvertida y
el mecanismo no ha sido bien identificado [119, 120]. En este caso, es probable que el
hecho de que las nanoparticulas se obtengan de materiales reciclados afecte la
citotoxicidad de las nanoparticulas, ya que pueden tener impurezas por debajo de los
limites de deteccion de las técnicas de caracterizacion utilizadas. Por lo que es
imprescindible, para cada nueva ruta de sintesis de nanoparticulas propuesta, determinar
los riesgos humanos de las nanoparticulas resultantes para limitar su uso a aplicaciones

donde el riesgo disminuye.
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Figura 7. Porcentaje de viabilidad celular de las nanoparticulas cultivadas con células
fibroblasticas a las 24 y 72 horas.

4.4 Elaboracion de composito.

4.4.1 Microscopia electronica de barrido de emision de campo (FESEM).

La figura 8 (a, b y ¢) muestra imagenes de SEM de las peliculas conteniendo diferentes
porcentajes de nanoparticulas. En ellas se puede apreciar como las nanoparticulas se
encuentran distribuidas y embebidas a través de toda la matriz polimérica, provocando
que la topografia de la superficie sea irregular, lo que puede atribuirse a presencia de
aglomerados. Por otra parte, la figura 8 (d) muestra el andlisis de EDS de la pelicula
quitosana/almidén conteniendo 3% de nanoparticulas de 6xido de zinc. En ella se puede

observar la composicion elemental de la pelicula, estando presentes el zinc (Zn) de las



nanoparticulas de 6xido de zinc (Zn0O), el oxigeno (O) y carbono (C), estos ultimos

provenientes de los compuestos organicos de quitosano y almidon.

Figura 8. Imdagenes de SEM y EDS de las peliculas de Quitosano / Almidon con
Nanoparticulas de Oxido de Zinc. Conteniendo: a) 1 %, b) 3%, c¢) 7% y d) 3% de
nanoparticulas de oxido de zinc.

4.4.2 Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR).

En la figura 9 se puede observar los espectros infrarrojos de las diferentes peliculas
sintetizadas de quitosano/almidon conteniendo 0 (pelicula blanco), 1%, 3%, 5% y 7% de
nanoparticulas de 6xido de zinc. Espectros que exhiben las bandas tipicas del almidon y
el quitosano, como son las bandas asignadas a los estiramientos de los grupos CH2 y CH3
a los 3000 y 2920 cm’!, respectivamente. Por otro lado, a los 1725 cm’!, se aprecia la
banda atribuida a estiramientos de la amida I (grupo funcional C=0), observandose como
conforme se increment6 el porcentaje de nanoparticulas esta sufrio un desplazamiento
hacia namero de ondas menores, desplazamiento que ha sido asociado con el cambio en
la orientacion y conformacion de las cadenas poliméricas por la incorporacion de las
nanoparticulas de 6xido de zinc [6, 16]. Ademés, de apreciarse a los 1445 y 1320 cm™ las
bandas relacionadas con estiramientos del grupo N-H y amina terciaria, respectivamente
[25-26]. Por su parte, las bandas correspondientes a un estiramiento asimétrico del grupo
funcional C-O-C, las vibraciones del grupo C-O y la flexion del grupo C-H se observan a

los 1050, 1100 cm™ y 780 cm™ [27, 121]. Sin embargo, cuando se incrementa el



contenido de nanoparticulas de ZnO en las peliculas de quitosano/almidon éstos
presentaron pequeiios cambios en la posicion de las bandas dentro de los rangos 1150-
1450 y 2900-3100 cm’!, cambios que son un indicativo de la presencia de interacciones

intermoleculares entre la matriz polimérica y las nanoparticulas de 6xido de zinc [16].
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Figura 9. Espectros infrarrojos de las peliculas de quitosano/almidon conteniendo 0, 1,
3, 5y 7% de nanoparticulas de oxido de zinc.

4.4.3 Propiedades mecanico-dinamicas.

El efecto de las nanoparticulas de ZnO en las propiedades mecénicas de las peliculas fue
estudiado por DMA. La figura 10 muestra el cambio estructural de las propiedades
mecanicas de las peliculas blanco y las peliculas conteniendo 1%, 3%, 5% y 7% de
nanoparticulas de 6xido de zinc. La pelicula conteniendo 7% de nanoparticulas present6
un modulo de almacenamiento mas alto que las peliculas blanco y las conteniendo 1%,
3% y 5% de nanoparticulas (Fig. 10a); lo que, seglin otras investigaciones, se atribuye al
hecho de que la concentracion creciente de las nanoparticulas hace que las cadenas
moleculares de las peliculas sean mas cercanas y mas rigidas. Siendo el modulo de
almacenamiento un indice de rigidez de los polisacéaridos [122]. Por otro lado, la tangente
delta proporciond la temperatura de transicion vitrea (Tg) de las peliculas (Fig. 10b). Las
curvas mostraron dos picos alrededor de los 150-180° C y 260-290° C atribuidos a las

relajaciones B y a, respectivamente. Relaciondndose la relajacion  con grupos unidos a



la posicion C-2 en la cadena principal del quitosano y la relajacion a con la transicion
vitrea de la fase amorfa [122-124]. El cambio de las transiciones f y a a temperaturas
mas alta es el resultado de la adicién de nanoparticulas de ZnO. Estos resultados podrian
confirmar lo obtenido en al analisis de FTIR, ya que pueden deberse a una interaccion

entre la matriz polimérica y las nanoparticulas de ZnO [124].
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Figural0. a) Modulo de almacenamiento y b) Tangente delta en funcion de la
temperatura del andlisis mecdnico dindmico de las peliculas O/A, Q/A1%, Q/A3%,
Q/A5% y Q/A7 %.

4.4.3 Efecto del porcentaje de nanoparticulas en modificar la mojabilidad en la superficie

de las peliculas.

Los valores medios medidos de angulo de contacto de agua sobre la superficie de las
peliculas poliméricas conteniendo nanoparticulas de ZnO se muestran en las Figuras 11 y
12. Como se puede observar se obtuvo un aumento en los valores del angulo de contacto
con el agua de las peliculas quitosano/almidon conforme se incrementd el contenido de
nanoparticulas de ZnO, angulos de contacto de 56°, 74°, 83°, 88° y 94° para las peliculas
conteniendo 0, 1%, 3%, 5%, y 7% de nanoparticulas, respectivamente. Los resultados
indican una menor mojabilidad en las peliculas con nanoparticulas con respecto a la
pelicula blanco. Luchese y colaboradores sintetizaron peliculas de mezclas de quitosano y
almidon (de tapioca y arroz) con o sin entrecruzar, observando que las peliculas con
entrecruzamiento obtuvieron menor mojabilidad con angulos de contacto entre 75° y 79°,
mientras que para las peliculas sin entrecruzamiento los angulos se encontraban en 43° y
60°, dependiendo del tipo de almidén utilizado. Atribuyendo el descenso de mojabilidad a

las interacciones entre el almidon y el quitosano (puentes de hidrogeno), las cuales



redujeron la disponibilidad de grupos hidrofilicos que pudieran interaccionar con
moléculas de agua [121]. Por otro lado, Sarojini y colaboradores al adicionar 1% y 5% de
nanoparticulas de ZnO a peliculas de poliuretano/quitosano obtuvieron angulos de
contacto de 77° y 92.2°, resultados similares a los encontrados en esta investigacion que
al agregar 1%, 3%, 5% y 7% de nanoparticulas de ZnO se vio incrementado el angulo de
contacto de 56°(0% de nanoparticulas) a 74°, 83°, 88° y 94° para las peliculas con 1%,
3%, 5% y 7% de nanoparticulas. Ellos atribuyeron este aumento (mayor hidrofobicidad
superficial) a que las nanoparticulas bloquearon los poros de las peliculas y al incremento
de la rugosidad de la superficie conforme se incrementa la cantidad de nanoparticulas en
las peliculas, previniendo con lo anterior la penetracion y desplazamiento de las gotas de
agua. Los resultados obtenidos en las peliculas de quitosano/almidén conteniendo
nanoparticulas de ZnO, muestran que se incrementd considerablemente la resistencia al
agua y con ella se logra determinar la estabilidad de las peliculas y su capacidad para
prevenir la aparicion microbiana de los alimentos almacenados [126]. Ya que la adhesion
microbiana ocurre con mayor rapidez en superficies hidrofilas y el biofilm de
microorganismos puede desarrollarse mas rapidamente al estar en contacto con la materia

organica presente en el agua [121].

Figura 11. Angulos de contacto de agua sobre superficies de peliculas Quitosano/almidén conteniendo diferentes porcentajes de
nanoparticulas de ZnO: a) 0, b) 1, ¢) 3, d) 5y e) 7% de nanoparticulas.
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Figura 12. Promedio de angulos de contacto (°) de agua sobre las peliculas quitosano/almidon conteniendo diferentes porcentajes de
nanoparticulas de ZnO. *: diferencia significativa comparado con la pelicula control (0); +: diferencia significativa comparado con
la pelicula conteniendo 1% de nanoparticulas, #: diferencia significativa comparado con la pelicula conteniendo 3% de
nanoparticulas. (P=0.05).



4.4.4 Citotoxicidad.

Los resultados de la viabilidad celular de los fibroblastos expuestos a las peliculas se
muestran en la Figura 13. En ella se puede observar que, al periodo de evaluacion de 24
horas, las peliculas de blanco, 1%, 3% y 5% presentaron una viabilidad celular mayor al
100%, siendo un indicio adecuado de la respuesta de las células hacia el material [11], a
excepcion de la pelicula 7% que presentd una viabilidad celular de 75.9%. El periodo de
72 horas muestra que las peliculas de 5% presentan resultados de viabilidad celular con
una diferencia significativa (mayor al 100%) con respecto al resto de las peliculas, las
cuales presentan viabilidad celular menores al 100% pero mayores al 70%. Se puede
observar también una disminucion de la viabilidad entre ambos periodos de tiempo, Sin
embargo, ninguna pelicula, a ningun periodo de tiempo de estudio, mostr6 efecto
citotéxico como lo demuestra el porcentaje de viabilidad obtenido de acuerdo con la
norma ISO 10993-5 [129], que establece que, si la viabilidad se reduce en menos del 70
% del control, se tiene un material citotoxico. Lo anterior pudiendo ser atribuido a la
reaccion entre la membrana celular (cargada negativamente) y a las cargas positivas de
los grupos funcionales presentes en la superficie de las peliculas (grupos aminos
presentes en la cadena principal del quitosano) [130], asi como al hecho que las
nanoparticulas se encontraban embebidas en la matriz polimérica. Se considera que los
materiales inducen la viabilidad celular, ya que, en un periodo corto de evaluacion, la
viabilidad no bajé drasticamente como se esperaba, y por tanto se consideran materiales
no citotéxicos. Los resultados anteriores muestran una relacion entre el porcentaje de
viabilidad celular, concentracion de nanoparticulas (presentes en las peliculas) y tiempos
de exposicion, a mayor concentracion de nanoparticulas y mayores tiempos de
exposicion, menores porcentajes de viabilidad celular, lo que concuerda con lo

encontrado en otras investigaciones [131].
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Figura 14. Analisis de viabilidad celular de las peliculas sembradas con fibroblastos de
raton.

4.4.5 Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

El recuento de S. aureus en el control y en las muestras de jamon tratadas con las
peliculas se evaluo durante 4 dias de almacenamiento, donde las muestras control (no
tratadas con las peliculas) mostraron un crecimiento bacteriano después de 24 horas de la
inoculacion y a las 96 horas ya mostraban un crecimiento bacteriano del orden de 6 ciclos
logaritmicos (tabla 4). Por otro lado, las muestras recubiertas con peliculas que contienen
un 3% de nanoparticulas muestran un crecimiento microbiano a las 96 h de
almacenamiento, lo que muestra una reduccion de 3 ciclos logaritmicos, con respecto al
control. Mientras que las muestras recubiertas con peliculas que contenian 7% no
mostraron desarrollo microbiano a las 96 horas del periodo de estudio. Esto, segin
Valencia-Sullca y sus colaboradores, se puede atribuir a la reacciéon de los iones Zn** con
los compuestos celulares internos una vez que penetran en la pared celular de los
microorganismos, asi como al agente oxidante H202, producido por la superficie de las
nanoparticulas de ZnO, quien dafia la membrana celular de las células [132]. Ademas de
la actividad antimicrobiana del quitosano a través del efecto de las fuerzas entre los
grupos NH** electrostaticos protonados y las cargas electronegativas de la célula de la
superficie microbiana. Los resultados muestran niveles mas bajos de la dosis infectiva
minima permitida (10%) de S. aureus y evidencia de un efecto bacteriostatico de las

peliculas, de acuerdo con lo informado por otros investigadores [133].

Tabla 4 evaluacion antimicrobiana de las peliculas de quitosano/almidon



Muestra Log 10 CFU despué¢s de
96 h de inoculacion
Control 6.62
1% 0.00
3% 3.25
5% 3.30
7% 0.00

5. CONCLUSIONES

Se logré la obtencion de nanoparticulas de 6xido de zinc con tamafios entre 20 y 160 nm
por el método sol-gel a partir de pilas alcalinas como fuente de zinc. De acuerdo con el
ISO 10993-5:2009(E) las nanoparticulas en concentraciones de 0.001, 0.003, 0.005 y
0.007 g/mL mostraron un efecto citotoxico en fibroblastos de raton. El tamafio de las
nanoparticulas obtenidas a través del uso de almidon y dextrosa es similar, excepto con
temperaturas de calcinacion de 600° C, el tamafio de particula es ligeramente mas
pequefio y mas homogéneo cuando se usa almidon. Sin embargo, la pronta
descomposicion del gel seco con dextrosa podria permitir la reduccion del tiempo de
calcinacion y del tamafio de particula.

Se sintetizaron peliculas biodegradables reforzadas nanoparticulas ZnO con espesores
entre 136 pm y 151 pum por el método de vaciado. Lograndose una distribucion de
nanoparticulas homogénea y embebidas en la matriz polimérica con topografia de la
superficie irregular. El andlisis de FTIR de las peliculas sugirié6 cambio en la orientacion
y conformacion de las cadenas poliméricas por la incorporacion de las nanoparticulas de
6xido de zinc, asi como interacciones quimicas entre la matriz polimérica y las
nanoparticulas ya que las bandas relacionadas con los grupos amidas y carboxilo

sufrieron corrimientos hacia niumero de ondas menores.

De acuerdo con el andlisis dindmico-mecédnico la pelicula conteniendo 7% de
nanoparticulas presentdé un modulo de almacenamiento mas alto que las peliculas blanco
y las conteniendo 1%, 3% y 5% de nanoparticulas, es decir a concentraciéon mayor de

nanoparticulas las cadenas moleculares de las peliculas fueron mas cercanas y mas



rigidas. Por otro lado, la adicién de nanoparticulas provocd un cambio en las transiciones
[y a a temperaturas mas alta, corroborando lo obtenido con el andlisis de FTIR.

Se incrementd la resistencia al agua de las peliculas con la adicion de nanoparticulas de
ZnO al obtener angulos de contacto de 56°, 74°, 83° 88° y 94° para las peliculas
conteniendo 0, 1%, 3%, 5%, y 7% de nanoparticulas, respectivamente.

De acuerdo a los analisis de biodegradacion y microscopia electronica de barrido las
peliculas de quitosano/almidon conteniendo 7% de nanoparticulas de 6xido de zinc y
expuestas durante 4 semanas a la soluciéon PBS muestran una menor pérdida de peso, asi
como una superficie menos erosionada que la pelicula blanco o las que contienen menor
porcentaje de nanoparticulas. Al incrementar el contenido de nanoparticulas se
incremento el espesor, resistencia a la atraccion, alargamiento a la rotura y modulo de
traccion de las peliculas de quitosano/almidon. Al exponerlas a la solucion SBP con el
paso del tiempo de exposicion las propiedades tensiles disminuyeron.

Las peliculas no mostraron un efecto citotoxico, ya que las peliculas blanco, 1%, 3% y
5% presentaron una viabilidad celular mayor al 100% a excepcion de la pelicula 7% que
presento una viabilidad celular de 75.9%. Mientras que en el periodo de 72 horas muestra
que las peliculas de 5% presentan resultados de viabilidad celular con una diferencia
significativa (mayor al 100%) con respecto al resto de las peliculas, las cuales presentan
viabilidad celular menores al 100% pero mayores al 70%. Se obtuvo una relacion entre el
porcentaje de viabilidad celular y la concentraciéon de nanoparticulas presentes en la
pelicula, a mayor concentracion de nanoparticulas y mayores tiempos de exposicion,
menores porcentajes de viabilidad celular.

De acuerdo con las propiedades multifuncionales de las peliculas compuestas de
quitosano/almidon reforzadas con nanoparticulas de ZnO, estas tienen potencial para ser

utilizadas en el envasado comercial de alimentos.
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