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MEMORIA DESCRIPTIVA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una pelicula degradable para empaque de frutas y
hortalizas, que comprende una matriz polimerica en base a poliolefina que incorpora un
agente activo antimicrobiana (biocida o fungicada) de aceite esencial seleccionado del
grupoe consistente de carvacrol, cinemaidehido, cineol, sabineno, thujapliicin 0 una
mezcla de los mismos, o incorpora dicho aceite esencial seleccionado del grupo
consistente de: acete de canela, aceite de orégano, aceite de sucaliptus, aceite de
nuez moscada, aceite de honokitiol, ¢ un mezcla de los mismos, y ademas comprende
un agente degradante; procedimiento de microcencapsulacion dichos agentes aclivos
antifingicos o antibacterianos de aceite esencial o dicho aceite esencial, y

procedimiento de preparacion de la pelicula.

Preferentemente, la presente pelicula es una pelicula inteligente para empaque de
frutas y hortalizas, en base a una poliolefina seleccionada de polietilenc (PE),
polipropileno (PE}, poliestireno (PS) y etilvinilacetate (EVA) y agentes antimicrobiano de
aceite esencial o dicho agente esencial, que puede estar microencapsulade en un
agente encapsulante seleccionado del grupo consistente de: ciclodextrina (fi- © v-),
arcilla o silica: y ademas incorpora un agente degradante, seleccionade del grupo
consiste de: nanocarbonato de calcio, carbonato de calcio. almidén, celulosa o una
mezcla de los mismos. Dicha pelicula cuenta con propiedades antimicrobianas {(biocidas

o fungicidas), y una vez cumplido su ciclo de vida, es degradable al medio ambiente.

ANTECEDENTES

Existe tres diferentes problematicas que se encuentran pendiente en el area de las
peliculas para alimentos. En primer lugar, ia lenta degradacion de los plasticos ya que
las poliolefinas actualmente usadas en su manufactura, no pueden ser faciimente

degradadas en condiciones ambientales — su degradacion dura aproximadamente 400
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afos — causando asi, un incremento en la contaminacion e impacto ambiental como
consecuencia de la acumulacién de desechos plasticos. En segundo lugar, la
acumulacion de residuos es también otro problema que en la actualidad genera grandes
dafios ambientales. En Chile, en el afio 2008, la generacion de residuos soélidos
municipales alcanzd los 6,5 millones de toneladas anuales en residuos plasticos. Por
titime, un gran niumero de zlimentos, frutas, verduras o farmacos se deterioran por
accion del ambiente, bacterias, hongos entre otros, debidc a que no se cuenta con un

envase adecuado que impida su deterioro y que aisle apropiadamente el producto.

Chile es un gran exportador en el drea agronémica en especial en frutas, ocupando el
primer lugar a nivel mundial en la exportacion de uvas, y en segundo lugar en paltas
[http:/fwww, prochile clinexos/antecedentes_exportaciones_fruta_chilena.pdf (vista en
Noviembre 2012)], ademas de otras frutas como kiwi, manzanas, peras, cerezas. As|, la
industria de empagque de frutas juega un papel importante en el desarrollo econdmico
del pais. Por esto, es de gran importancia tener un buen mecanismo para evitar la
maduracion de la fruta durante su transporte, entre los factores més comunes que
alteran las propiedades de las frutas se encuentran la humedad, luz, oxigeno vy
bacterias, hongos y plagas del ambiente. Analisis econdmicos indican que los
exportadores pierden hasta el 30% de los productos frescos debido a la maduracion y
descomposicion durante el transporte [RHIM J.W., Ng P.K.W. Criticals Reviews in
Food Science and Nutritions, 47 (4),411-433). Estos desafios llevan a la blusqueda de
alternativas, para mantener la calidad de las frutas. Actualmente, se ha reportado la
preparacion de peliculas de plasticos con propiedades biocidas, los que contienen
algunos metales como plata, cobre o titanic [Zapata P.A., Tamayo L., Pdez M., Cerda
E., Azocar |., Rabagliati F. M., E. Polym. J. 47(2011) 1541, Palza H., Gutierrez S.,
Salazar O., Fuenzalida V., Avilad., Quijada R., Macromol. Rapid. Commun. 31 {2010)
63]. Es conocida la ventaja de la plata vy el cobre debido a que son potentes en un
amplio espectro contra bacterias, hongos, algas y virus [Duncan T.V, J. Colloid Interf.

Scien., 363 (2011) 1-24]. La preparacion de compositos en base a polimeros presenta
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la propiedad que la liberacion de los iones del metal puede ser controlada por un
determinado periodo de tiempo. En el caso de usar nano o particulas de plata y cobre

como biocidas, queda duda de su toxicidad al ser humano.

A nivel industrial en el sector de empaques de alimentos, en Chile, se utiliza didxido de
azufre (80;) como un agente antimicrobianc. El SO, es un antioxidante y preservativo
de productos como vegetales, frutas y vinos. El SO, actlia como preservante de
alimentos previniende el crecimiento microbianc. Sin embargo, el SO, puede causar
diversos problemas de salud como cefalea crénica y trastornos de memoria. En 1989 se
introduje un nivel de tolerancia de 10 ppm para el SO,. Diferentes esfuerzos han sido
desarrollados para empaques en la liberacion controlada del SO, de poliolefinas.
Plasticos en multicapas conteniendo en la superficie externa, sulfito de calcio, y en una
capa de liberacion, el dioxido de azufre, SO Es conocido que el método empleado
para la liberacion de SO; es costoso ademas puede presentar problemas para la salud,
si se comprende altas concentraciones de SO,. Paor lo tanto, es importante buscar un
producto natural que actle como biocida y fungicida para los alimentos, especialmente
frutas. Por otro lado, con respecto a la degradabilidad de estas peliculas para el
embalaje de alimentos, las empresas deben ir cumpliendo en la mayaria de los paises,
una serie de normativas que regulan el manejo de desechos de bolsas plasticas y

peliculas en base a polimeros.

Pocas empresas ya estan certificando que sus peliculas tengan sustentabilidad y que
sea amigable con el medio ambiente. Estas bolsas presentan entre otras caracteristicas
oxodegradabilidad pero la desventaja de los aditivos usades en su preparacion como
prodegradantes es que requieren la presencia de luz para que el polimero sea
degradable al medio ambiente. Por lo tanto, en el drea de |a degradabilidad de peliculas

en base a polimeros se tiene grandes retos por resolver.
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Por otra parte, la demanda de empaques para alimentos que mantengan la calidad del
mismo, por un largo periodoe, ha incrementado fuertemente en las Ultimas décadas, y se
espera siga creciendo de la misma forma. Por ello, diferenies metodologias han sido
desarrolladas para aumentar el tiempo de vida de los alimentos. Un pelicula para
conservacion de lechuga. fue preparado con polipropileno y nanoparticulas de TiOa.. El
empaque inhibié el crecimiento de E. Cofi en la lechuga [Chawengkijwanich C., Hayata
Y., Int.J.FoodMicrobiol. 123 (2008} 288]. Los materiales usados como agentes
antimicrobianos en polimeros son nanoparticulas de oxido de zinc [Li X, Xing Y.,
Jiang.Y.. Ding Y., Li W, Int.J.FoodSci Tech 44 (2009) 2161] y quitosanc [Xing K, Chen
X.G., Kong M., Liu C.S., Cha D.S., Park H.J., Carbohydr.Polym. 76 (2009) 17].

Otros compuestos de gran interés como agentes biocidas vy fungicidas son los aceites
esenciales [Burt S., International Journal of Food Microbiology 94 (2004) 223- 253]. Los
aceites se pueden extraer de la canela (cinalmaldehido), oréganc {carvacrol), eucaliptus
(cineal), tomillo (timol), entre otros, La actividad microbicida de diferentes aceites
esenciales en la incorporacion de polimeros ha sido estudiada [Lépez P., Sanchez C.,
Batlle R.. Nerin C., J. Agric. Focd Chem., 55, 4348 (2007)]. Peliculas de polietileno con
arcilla y carvacrol muestran propiedades biocidas contra diferentes bacterias [Persico
P., etal., Polymer Engineering Science, 48 (2009} 1447]. Por tanto, una alternativa de
obtener una pelicula biocida, serd incorporando un aceite esencial en una matriz

polimérica,

Debido al aumento preocupante de desechos plasticos a nivel mundial, se propone con
este proyecto buscar una policlefina degradable que retenga la funcion de ésta mientras
cumple el ciclo de vida pero que al degradarse sus productos finales, no sean toxicos al
ambiente. En ia literatura se encuentran algunas patentes usando metales de transicion
en forma de sales, Ejemples de prodegradantes incluyen esiereato y oleato de
magnesic, sales de cobalto y acetato férrico [Newland GC, Greear GR, Tamblin JW.

Polyolefin compositions and degradable films.Pat US3454510, assigned to Eastman
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Kodak Co., 1869, Peng C. A degradable polyolefin resin and process for making
same.Pat W02008020752, assigned to Gain Mark Technology Ltd.; 2008]. Otros
prodegradantes son provenientes de oxidos metalicos fotoestables como el TIO: y ZNO
[Ammala A, Hill AJ, Meakin P, Pas SJ, Tumey TW. J Nanopart Res 2002;4:167-74]. Se
ha reportado que solo se requiere un 2% en pesc de prodagrandante con respecto a la
policlefina, y esto hace, que el procesc sea amigable por extrusién o por inyeccion, En
la literatura se informa del estudic de carbonato de calcic, almidén y celulosa para
degradacion de poliolefinas como polietilero y polipropileno [Forsherg G., Moessner
EK., Chapman GM., Packages. Pat WQ2006009502, ADD-XBIOTECH:2006]. Esto fue
realizado con fines de obtener un producto para un empaque de alimentos y para
bolsas con caracteristicas oxodegradables. El carbonato de calcio en forma
nanoparticulas ha sido usado ademas como refuerzo de polietelino y propileno con el fin
mejorar las propiedades mecanicas. Este mineral también permite promover y acelerar
la degradacion de las poliolefinas bajo condiciones ambientales, el cual es evidenciado
en una disminucion en sus pesos moleculares y un impertante incremento en el indice
de carbonilo que da una idea del rompimiento de las cadenas, la formacion de cetonas,
aldehides entre otros, y por tanto degradacion del polimero [Pablos J. L., Abrusci C.,
Marin 1., Lopez-Marin J., Catalina F., Espi E., Corrales T., Polymer Degradation and
Stability 85 (2010) 2057, Li J, Yang R., Yu J., Liu Y., Polym.Degrad. Stab. , 83 (2008)
84].

US2014242138 divulga formulaciones de aceites esenciales microencapsulades
adecuados para aplicaciones agricolas, donde al menos un aceite esencial se
encuentran en un nicleo sdlido encapsulado por carcasa exterior anfipatica que
consiste esencialmente de una forma de sal multivalente de al menos un acido
alcanoico. Tambien, ensefia un procesc de preparacidn para la formulacion y su
aplicacion como preservante, desinfectante y producto repelente de insectos para

almacenar preductoes o alimentos agricolas.
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US2014154426 divulga un proceso para la obtencion de una pelicula compuesta de la
incorporacion de agentes antimicrobianos de origen natural en una estructura polimeérica
para desarrollar paquetes para aumentar la vida (til de la carne refrigerada,
preferentemente salmon fresco, en donde dicho proceso comprende las siguientes
etapas: a) obtener microcapsulas de un agente antimicrobiano de origen natural en un
medio envolvente, que comprende las etapas de: a1) la produccion de una fase acuosa
disolviendo goma arabe (Quimatic) y Tween 20 en agua destilada; a2) la produccion de
una fase olecsa a través de una solucion del agente antimicrobiane de origen natural
con una mezcla de timol y carvacrol; a3) preparar una emulsién incorporande la fase
acuosa sobre la fase oleosa; b} la incorporacion de las microcapsulas en polimeros, el
tratamiento anteriormente eglios a fin de reducir su tensidn superficial (tratamiento
corena), las microcédpsulas e sedimentacion scbre la pelicuia, y dejando secar en una

estufa a temperatura controlada.

CN103788494 divulga una pelicula de frutas y verduras frescas y un método para su
preparacion, donde la pelicula comprende polietienc (PE), polipropilenc (PP) y un
material de alta barrera copolimero de etileno/alcohol vinilico (EVOH), los que sirven
materias primas bésicas, y esencia de semila de aceite de romero y uva como
ingredientes activos, La pelicula se prepara mezclando uniformemente las materias
primas basicas y los ingredientes activos para preparar una resina modificada a través
de una extrusora de doble tomillo, y luego su extrusion y soplado a través de la resina
modificada. La pelicula asi preparada permite inhibir el crecimiento microbiano, la
evaporacion del agua v la tasa de respiracion de frutas y verduras, obteniéndose un
efecto de resistencia a la oxidacion, el pardeamiento enzimatico de las frutas y

verduras.

CN103158870 se refiere a un meétodo de preparacion de una pelicula comestible con
funciones antibacterianas y antioxidantes, y pertenece al campo técnico de los

maleriales de envasado comestibles. E! método de preparacion descritc por la
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invencion comprende las siguientes etapas: 1) disolver y gelatinizar el almidén de maiz;
2) disolver la gelatina; 3) disolucion de quitosanc; 4) anadir glicerina y aceite esencial de
planta o componentes de aceites esenciales; 5) mezclar, homogeneizar y refinar; 6)

desgasificacion; 7) fundicién en cinta; y 8) secado v extraccién de la pelicula.

El método de preparacién muestra los efectos beneficiosos que quitosance, almidon de
maiz y gelatina muestran como materiales base de la pelicula comestible. La pelicula
comestible asi preparada tiene propiedades mecéanicas ventajosas, alto rendimiento de

barrera y una gran transparencia.

Entre los aceites esenciales se ensefian aceite de orégano, carvacrol y cinamaldehido
como agentes antibacterianos y un antioxidante para ser anadido en la pelicula

comestible.

CN101965863 describe un microencapsulado para mantener frescor de frutas y
hortalizas que se prepara a partir de quitosano, propéleos y beta-ciclodextrina, que se
usan como materiales de la pared, y aceite de casia, aceite de romero y aceite de limon,
que se utilizan como materiales de nucleo. El microencapsulado se prepara mediante
las siguientes etapas de: afiadir la beta-ciclodextrina y agua en una botella de tres
puertos con agitacion eléctrica y calentamiento a 60-70°C para disclver fa beta-
ciclodextrina en agua revolviende continuamente y enfriamiento a 40-45°C. La adicion
de los materiales del nicleo: aceite de cassia, aceite de romero y aceite de limon,
permiten asegurar que la mezcia de aceites esenciales se disperse uniformemente en
una solucion después enfriar lentamente a la temperatura ambiente para obtener una
microcapsula de aceite esencial en beta-ciclodextrina, al afiadir el material de la pared
mixta de quitosanc y propdleo, y la adicion de glicerol v Tween-80, se agita

continuamente durante 30 minutos para formar el microencapsulado.


Marcela Gonzalez E
Rectángulo


Usz2008220036 ensefia un material de envasado antimicrobiang para productos
alimenticios que contienen de 0,05% a 1,5% en peso de un aceite esencial natural, El
aceite se puede seleccionar de principalmente linalool y/o metilchavicol, pero tambien
de uno o mas de citral, geraniol, cinamato de metilo, metil eugenol, 1,8-cineol. frans-u-
bergamotena, carvacrol y timol mezclade con uno o mas polimeros seleccionados del
copolimero de etileno vy alcohol de vinilo, poliacrilates, incluyendo copolimeros de
metacrilato de etilo, acrilato de meatilo lonomers, nylons y otros polimeros hidrofilos o
polimeros que poseen grupos funcionales capaces de anclaje parcial. Un agente de
union tal como el polietilenglicol se afiade a la mezcla para mejorar la retencion del
aceite voiatii en e polimero durante el procesamiento. Este material ne tiene
limitaciocnes de regulacion y, a las concentraciones gque se nhace referencia, no forma

malos sabores detectables.

MX2007008879 ensefa formulaciones que contienen aceites esenciales
microencapsulados y un vehiculo no volati, las que son dliles como repelente,

insecticida, pesticida, ovicida o larvicida

£l pelicula de la presente invencion es una pelicula inteligenie para embalaje de frutas y
hortalizas con doble funcién: biocida y fungicida, y a la vez, tiene propiedades
degradantes al medio ambiente. La incorporacion de un agente activo o aceite esencial
que le brindara al polimero o pelicula propiedades biocidas y fungicidas (antimicrobiana)
con el fin de conservar, aumentar el tiempo de vida y calidad del producto que se va a

comercializar, evitando la descomposicion de las frutas.

El objetivo de la presente pelicula es que la fruta u hortaliza, conserve sus
caracteristicas intrinsecas durante su transporte a los mercados y pueda ser entregado,
en buen estado. Ademas, una vez que la pelicula cumple el tiempe de vida Util,
presenta propiedades degradantes al medic ambiente, en un periodo de 3-4 afos. El

cual se obtiene mediante la preparacién de una pelicula con adicion de un agente
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degradante o proxidante que mitiga la contaminacion y disminuye los desechos

generados al medio ambiente.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una pelicula para empaque de frutas y hortalizas que
comprende una matriz polimérica en base a poliolefina que incorpora agente activo
antimicrobianc (biocida o fungicida) de aceite esencial seleccionado del grupo
consistente de carvacrol, cinemaldehido, cineol, sabineno, thujaplicin o una mezcla de
los mismos o incorpora dicho aceite esencial seleccionado del grupo consistente de:
aceite de canela, aceite de oreganoc, aceite de eucalipto, aceite de nuez moscada,
aceite de honckitiol ¢ una mezcla de los mismos, que pueden ademas estar
microencapsulado, y adicionalmente comprende un agente degradante; procedimiento
de microencapsulacion dichos agentes activos antifiingicos o antibacterianos biologicos
de aceite esencial o dicho aceite esencial; y procedimiento de preparacion de la

pelicula.

La presente pelicula es una pelicula inteligente para empaque de frutas y hortalizas,
que comprende una matriz polimérica en base a policlefina que incorpora dicho agente
antimicrobianos de aceite esencial o dicho aceite esencial, que opcionalmente puede
estar microencapsulado, y ademas incorpora un agente degradante; y procedimiento de
microencapsulacion de dicho agente antimicrobiano de aceite esencial ¢ dicho aceite

esencial, v procedimiento de preparacion de la pelicula.

La presente pelicula es una pelicula inteligente para empagque de frutas y hortalizas que
comprende matriz polimérica en base a una poliolefina seleccionada de polietileno (PE),
polipropileno (PE), poliestireno {PS) v etilvinilacetato (EVA), la que incorpora dicho
agente antimicrobianc de aceite esencial o dicho aceite esencial, que puede estar
opcionalmente microencapsulado y donde dicho agente encapsulante es seleccionado

del grupo consistente de ciclodexirina {fi- o ). arcilla o silica; y ademas incorpara un
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agente degradante seleccionado del grupo consistente de nanocarbonato de calcio,
carbonato de calcio, almiddn, celulosa o una mezcla de los mismos, y donde ademas el
nanocarbonato de calcio cumple la funcién de un agente de refurze. Dicha pelicula
cuenta con propiedades antimicrobianas (biocidas o fungicidas), y una vez cumplido su

ciclo de vida, es degradable al medio ambiente.

Como agentes actives antimicrobianos se incluyen los principlos activos de aceites
esenciales incluyendo carvacrol, cinamaldehido. cineol, sabineno, thujaplicin o una
mezela de los mismos. Estos aceites esenciales provienen del orégane, canela,
eucaliptus, nuez moscada, honokitiol. entre otras plantas. Los principios activos
presentan la ventaja de tener mayor estabilidad térmica que los exiractos de aceites
esenciales. Los principios activos pueden microencapsulan con el fin de evitar la
volatilizacion y/o descomposicién de los agentes antimicrobianos debido a las
condiciones del proceso de extrusién. Agentes de microencapsulacion de los principios
activos incluyen: ciclodextrina (- o v-}, arcilla o silica. Prefarentemente, el agente de
microencapsulacion es B-ciclodextrina que es un oligosacarido natural que se obtiene
de la degradacion enzimatica del almidon. Para la microencapsulacion, se establecieron
variables de encapsulamiento (relacion material B-ciclodextrina/agente antimicrobianc
de aceite ssencial {0 principio active), proceso de encapsulamiento, velocidad de
agitacion, entre otros). Como a modo de comparacion, los aceites (orégano y canela) y
sus principios actives (carvacrol, cinemaldehido) fueron incorporados directamente al
polietiienc mediante mezclado en fundido para la formacion del pelicula o pelicula. A la
vez, se incorpord nanocarbonato de calcio al poligtieno con el fin de estudiar la

degradabllidad de éste en el tiempo simulando condiciones ambientales.

BREVE DESCRIPCION DE FIGURAS

La Figura 1 muestra los espectros IR B-ciclodextrina pura, carvacrol y cinamaldehido
puros, y las microcapsulas B-ciclodextrina/carvacrol (b-CD-Car) y B-

ciclodextrina/Cinemaldehido (b-CD-Cin).
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La Figura 2 muestra termogramas DSC B-ciclodextrina {b-CD) y microcapsulas -
ciclodextrina/carvacrol (b-CD-Car) y B-ciclodextrina/cinamaldehido (b-CD-
Cin).

La Figura 3 muestra termograma TGA de b-CD vy de los complejos de inclusion b-
CD/cinamaldehido (b-CD-Cin} obtenidas mediante el método de co-

precipitacion.

La Figura 4 muestra micrografia SEM realizadas a (A) b-CD, (B) b-CD-cinamaldehido y

{C) b-CD-carvacrol, mediante unmétodo de co-precipitacion,

La Figura 5 muestra espectros IR polietileno, cinamaldehido, b-CD, polietileno/b-CD-

Cin y polietileno/Cin.

La Figura 6 muestra espectros IR polietileno, carvacrol, b-CD, polietileno/o-CD-Car y

polietileno/Car.

La Figura 7 muestra termogramas DSC para peliculas, PE solo, PE + Cinamaldehido
5%, PE + b-CD-Cinamaldehido 5% y PE + b-CD-Cinamaldehido 5% (principic

activo).

La Figura 8 muestra termogramas DSC para peliculas, PE solo. PE + Carvacrol 5%,

PE + b-CD-Carvacrol 5% y PE + b-CD-Carvacrol (5% principio activo).

La Figura 9 muestra termogramas TGA polietileno (PE), polietileno- microcapsulas

cinamaldehido (PE+b-CD-Cin) y carvacrol {PE+b-CD-Car).


Marcela Gonzalez E
Rectángulo


12

La Figura 10 muestra el indice de carbonilo de PE y PE/CaCQ; a diferentes tiempos de

irradiacién
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una pelicula para empaque de frutas y hortalizas, que
comprende una matriz polimérica en base a poliolefina que incorpora un agente activo
antimicrobiano (biocida o fungicida) de aceite esencial seleccionado del grupo
consistente de carvacrol, cinemaldehido, cineol, sabinenc, thujaplicin o una mezcla de
los mismos, o incorpora dicho aceite esencial seleccionado del grupo consistente de:
aceite de canela, aceite de orégano, aceite de eucalipto, aceite de nuez moscada,
aceite de honokitiol 0 una mezcla de los mismos, gue pueden estar microencapsulados,
y ademas comprende un agente degradante y; procedimiento de microencapsulacion de
diche agente active antimicrobiano de aceite esencial o diche aceite esencial; v

procedimiento de preparacidn de la pelicula.

La presente pelicula es una pelicula inteligente para empaque de frutas y hortalizas,
que comprende una matriz polimérica en base a poliolefina, l1a que incorpeora dicho
agente antimicrobiano de aceite esencial o dicho aceite esencial que puede
opcionalmente estar microencapsulado, v ademas incorpora un agente degradante; y
procedimiento de microencapsulacion de dicho agente antimicrobianc de aceite

esencial o dicho aceite esencial, y método de preparacion de la pelicula.

La presente pelicula es una pelicula inteligente para empaque de frutas y hortalizas, en
base a una policlefina seleccionada de polietieno (PE), polipropileno (PE), poliestireno
{PS) y etilvinilacetato (EVA) y dicho antimicrobiano de aceite esencial microencapsulado
o dicho aceite esencial que puede opcionalmente estar microencapsulado, donde el
agente encapsulante se selecciona del grupo consistente de: ciclodextrina (- ¢ ),
arcilia o silica; y ademas comprende un agente degradante seleccionado de

nanocarbonato de calcio, carbonato de calcio, aimidon, celulosa o una mezcla de los
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mismos. Dicha pelicula cuenta con propiedades antimicrobianas (biocidas o

fungicidas), y una vez cumplido su ciclo de vida, es degradable al medio ambiente.

En una mode de realizacion de la presente invencion, se usaron como agentes activos
antimicrobianos o principios activos fungicidas: cinemaldehido, carvacrol, y aceites
esenciales incluyendc aceite de orégano v aceite de canela, los que previamente fueron
caracterizados mediante analisis de espectroscopia infrarroja (FT-IR). Para evitar la
volatilizacion o descomposicion de los aceites esenciales bajo las condiciones del
proceso de extrusion, estos primero fueron microencapsulacos, con &l fin de preservar
el principio activo. En este sentido, se establecieron variables de encapsulamiento de
los aceites en oligosacaridos ciclicos como beta-ciclodextrina. Posteriormente, estos
aceifes encapsulados fueron caracterizados mediante diferentes  técnicas
espectroscopicas e instrumentales como: espectroscopia infrarroja FT-IR, UV-Vis,
analisis diferencial de barride (DSC), analisis termogravimétrico {TGA) y microscopia
electronica de barrido (SEM). Mediante las técnicas mencicnadas, se confirmé que el

aceite esencial fue incorporado dentro de la beta-ciclodextrina.

La beta-cicledextrina permitié el encapsulamiento satisfacltorio de los aceites

esenciales.

Como se puede observar en los resultados, los principios activos incluyendo carvacrol y
cinemaldehido, son estables térmicamente, no necesitan ser microencapsulados y
presentan aito porcentaje de poder fungicida al ser incorporados directamente en la
matriz de polietileno. Por otro lado los aceites esenciales, especialmente el aceite de
orégano, necesitan ser microencapsulados debido a qgue son compuestos mas volatiles
y en el procesamiento puede haber pérdida de éstos, evidenciandose en sus
propiedades fungicidas mas bajas, al ser microencapsulades que equivalen a 1% de su

compuesto, se observa actividades fungicidas de un 40%, la microencapsulacion
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estabiliza al aceite esencial lo prolege de descomposicion a altas temperaturas de
procesamiento.

EJEMPLOS

1. Preparacion vy resultados de lag microcapsulas de B-Ciclodextrina/principio

activo

Para la preparacion de las microcapsulas B-ciclodextrina/aceite esencial o -
ciclodextrinafprincipic activo o agente antimicrobiano de aceite esencial, se utilizd el
método de co-precipitacion. 8e procedié a pesar una cantidad de B-ciclodextrina y se
solubilizé en una solucion agua/etanol 2:1 en un reactor, bajo agitacion constante a una
temperatura de 55°C, en paralelo se prepara una solucion del agente activo en etancl al
10% viv. Una vez que la B-ciclodextrina se solubiliza se agrega el agenie activo
lentamente a la solucién, mezclando a 55"C por 30 minutos. Luego, se disminuye la
temperatura 28°C y se deja en agitacion por 4 horas. La solucion final se deja bajo
refrigeracion a 7°C por un lapso de 12 horas, finalmente el precipitado frio, se recuperé

por filtracion al vacio y se secd en estufa por 24 horas. [19-21]

Determinacion de rendimiento v eficiencia de encapsulacion.

La eficiencia de encapsulacion, se cuantificd mediante espectroscopia UV, en un
espectrofotometro UV-visible weisser SPECORD100. Para esto se realizé previamente
una curva de calibracion utilizando diferentes concentraciones. La Eficiencia de

encapsulacion (E.E}, se obtuvieron a partir de las siguientes ecuaciones

masa de agente activo obtenida
E.E== i * 100
masa inicial del agente

Las microcapsulas obtenidas se caracterizaron mediante técnicas espectroscopicas
como infrarroja (FT-IR), espectrofotometria UV-visible y calorimetria diferencial de
barrido {DSC), analisis termogravimetrico TGA y microscopia electronica de barrido

(SEM), ver Figuras 14 y 6-10.
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2. Preparacion de peliculas base polietileno (FE) vy principic activo

antimicrobiano.

2.1. Preparacion de mezcla polimero/principio activo antimicrobiano mediante
mezclado en fundido:

Las mezclas se realizaron en un equipo Brabender de doble tornillo. E! equipo se
calentd oreviamente a 120°C a 12 rpm durante 5 minutos para que el polimero se
funda. Luego, se agrega un agente antimicrobianc de aceite esencial seleccionado del
grupo consistente de: aceite de canela (A. canela), aceiie de orégano (A, orégano),
carvacrol (Carv), cinemaldehido (Cin), beta-ciclodextrina-cavacrol {b-CD-Car), beta-
ciclodextrina cinemaldehido (b-CD-Cin) y se mezclan por 2 minutos a 120 rpm hasta
que quede bien homogénea. Se estudiaron las mezclas, variando la cantidad de dicho
agente antimicrobiano, asi se prepararon mezclas 99/1, 97/3 y 95/5 %p/p. Las mezclas
forrmadas fueron PE/A. Canela, PE/A. Crégano, PE/Carv, PE/Cin, PE/ b-CD-Car vy
PE/L-CD-Cin, polietileno solo (100%). Ademas juntc con el agente activo
{cinemaldehido o carvacrol), se incorporé nanocarbonato de calcic al 5% en peso

respecto al peso del polimero, el que permite la degradacion del polimero.

Tabla N*1. Relacién Polietilenc (PE)/Principio active antimicrobiano utilizado en las

mezclas
" % Principio
’ Masa b-
Pelicula activo Masa A A
CcD
antimicrobianc
1 0 0.35
PE + A.Canela 3 0 1.086
B 0 1.78

PE + b-CDJA. 1 0,28 0,07
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Canela 3 0.85 0,20
< 1,40 0,35
1 0 0,3%
PE+ A. Orégano 3 0 1.05
5 0 1,75
1 0,28 0,07
PE+ b-CD-A.
3 0.85 0,20
Qregano
8 1,40 0,35
1 0 0,35
PE+
3 0 1.05
Cinamaldehido
5 0 1.75
1 0.28 0,07
PE+ b-
3 0,85 0,20
CD/Cinamaldehido
5 1,40 0,35
1 0 0,35
PE+ Carvacrol 3 0 1.05
5 0 1,75
1 0.28 0,070
PE+ b-CD-
3 0.85 0,200
Carvacrol
5 1,40 0,350

Masa b-CD: Masa de la B-Ciclodextrina, masa A.A: Masa del agente activo
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2. Preparacion de las peliculas de PE mediante prensado en fundido:

Las peliculas se obtuvieron mediante prensado a 170°C y 344 KPa (50 psi) de presién,
en un equipc Scientific, LabTech Engineering. Una vez obtenidas las mezclas
polimerc/agente antimicrobiano, estas se colocaron en un molde de 12 cm x12 cm y
1mm de espesor, luego se realizé un prensado por 3 minutos, posteriormente las placas

fueron enfriadas y retiradas.

3. Caracterizacion de las peliculas de las peliculas de polietileno con principio
activo antimicrobiano

Las peliculas obtenidas fueron caracterizadas mediante espectroscopia infrarroja (FT-
IR}, calorimetria diferencial de barrido (DSC), Analisis termogravimétrico (TGA), ademas
se estudiaron las propiedades mecanicas mediante ensayos de traccion deformacion y

sus propiedades antimicrobianas frente al crecimiento de bofrytis cinérea.

3.1. Espectroscopia infrarroja (FT-IR}: Los espectros IR fueron obtenidos utilizando

un equipo Perkin Elmer BX-FTIR en un rango que va desde los 600 a los 4000 cm™.

3.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC): Las medidas se realizaron en un
equipo Metler DST823, con una velocidad de calentamiento de 10°C min” en atmosfera

de Ns, las muestras fueron calentadas desde 25 hasta los 180°C.

3.3. Analisis temogravimetrico (TGA): Las medidas se realizaron en un equipo
Netzsch-TG209 F1 Libra con una velocidad de calentamientc de 10°C min 7 en

atmosfera inerte, las muestras fueron calentadas desde 25 hasta los 800°C.

3.4. Ensayo Traccién-Deformacion: Las propiedades mecanicas de los matenales
se determinaron mediante ensayos de traccidn-deformacion, en un dinamémetro HP

Instron D-500, a una velocidad de deformacion de 50 mm/min a temperatura ambiente.
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Las muestras fueron preparadas cortando probetas de ensayo desde una placa de 1
mm de espesor, utllizando un molde de acero segin la norma ASTM D638 Se
realizaron como minimo de 4 determinaciones por material, reportando el valor

promedio simple.

4, Estudio propiedades fungicidas:

Método de recuento de colonias: Este método permite cuantificar la actividad
fungicida de las peliculas estudiadas. Las muestras y los controles fueron cortados en
cuadrados de 2,5 x 2,56 cm y esterilizados. Posteriormente, se inoculan en suero
fisiclogico estéril (SF) entre 1x10*y 5x10° esporas del hongo B. cinerea, se toman 500
uL y se depositan en la superficie de las peliculas durarte 8 horas g temperatura
ambiente. Posteriormente, las peliculas se depositan en 10 mL de SF utilizando tubos
falcon de 50 mL, se toman 500 pL de la suspensién recuperada y son diluidos en 4.6
mL de SF. Luego, se toman 200 ul y se siembran en placas de agar sabouraud
mediante la tecnica de rastrillo por duplicade y se dejan incubando por 96 horas a
temperatura ambiente. Finalmente, transcurrido el tiempo se cuantifican las unidades
formadoras de colonias (UFC) v se obtiene el porcentaje de reduccion mediante la

siguiente ecuacion

% Reduccion = ((C-MYC)Y*10C
donde
C= Recuento UFC/mL del control

M= Recuento UFC/mL de la muestra

5 Estudio degradacion de las peliculas con la incorporacion de CaCO;

Se estudio el efecto de la incorporacion de nanoparticulas de carbonato de caicio en la
degradacion del polietileno en una camara que simula el envejecimiento solar, durante
un periodo de tres meses. Peliculas de 5 x 5 cm fueron puestas en la camara de

degradacion (marca Suntest/Atlas XLS 2200 W), la irradiacion fue realizada usando
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filtros solares {borosilicato) el cual provee una irradiacion de 550 W m? (IISQC 4892/DIN
§3387). A diferentes tiempos de envejecimiento se estudid el indice de carbonilo de las
peliculas de polietileno virgen y de polietileno con nancparticulas de CaCQj. La
degradacion se determind midiendo el indice de carbonilo (Cl) como a relacién enire la

1

con ia vibracicnes del

densidad optica de la banda del grupo carbonilo a 1715 cm’™

CH2 a2 1465 cm™!

3. Resultados

3.1 _Microencapsulacion de los aceites esenciales o

ciclodextrina

Espectroscopia IR
En la Figura 1, se muestran los espectros FT-IR para los principios activos

{Cinemaldehido, carvacrol}, B-ciclodextrina vy para las microcapsulas B-
ciclodextrina/principio activa. La denominacion con la  §-ciclodextrina vy principios

activos: carvacrol (b-CD-Car) y cinamaldehido (b-CD-Cin) respectivamente.

La Figura 2, presenta el especiro para los principios actives encapsulados en la B-
ciclodextrina. Obtenidas de las microcapsulas: B-ciclodextrina/Carvacrol (b-CD-Car) y B-
ciclodextrina/Cinemaldehido (b-CD-Cin). Para el carvacrol (b-CD-Car) aparecen
sefiales cercanas a los 1300-1400 cm™' comrespondientes principalmente a interacciones
C-OH del anillo aromatico, lo mismo se aprecia para el cinamaldehido (b-CD-Car) que
tiene una sefal cercana a los 1670 cm™' correspondisnte a los enlaces C=0

caracteristicos de este compuesto.

La microencapsulacion de los aceites esenciales de orégano y canela también fue

verificada mediante infrarrojo IR.
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Todas estas sefiales confirman que el proceso de encapsulacion de los diferentes
principios activos antimicrobianos estudiados en la cavidad de la B-ciclodextrina fue

satisfactorio.

Mediante espectrofotometria UV-Visible se determiné la &ficiencia de encapsulacion
(E.E) a diferentes velocidades de agitacion para todos los agentes activos mediante la

siguiente ecuacion:

. masa de agente obtenida ; '
EE.= e * 100 {Ecuacién 1}
masa inicial del agente

De los resultades obtenidos, se puede apreciar que los valores de la E.E aumentan a
medida que aumenta la agitacion llegando a un 80% para 1000 rpm. Esto indica que la
agitacion juega un rol importante, pues puede facilitar el proceso de inclusion de los
principios activos antimicrobianos hidrofébicos dentro de la cavidad de la B-
ciclodextrina. Por otro lado, no se aprecian diferencias entre ios aceites esenciales y
sus principios activos antimicrobianos mavyoritarios, esto nos indica que aunque los
aceites poseen una variedad amplia de compuestos estos se pueden incorporar en el

agente encapsulante.

Analisis térmico

Los termogramas DSC obtenidos para la B-ciclodextrina y las microcapsulas con los
principios activos carvacrol (b-CD-Car) y cinamaldehido (b-CD-Cin) (Figura 2). Se
aprecia una sefal endotérmica cercana a los 130°C caracteristica de la B-ciclodextrina,
en el caso de las microcapsulas se registra una sefial menos intensa y con un pequefio
desplazamientc para ambos principios actives antimicrobianos, atribuido a las
interacciones de los principios activos con la b-CD. El cambio en la seiial endotérmica y
el desplazamientc de esta, indica que la inclusion del principio active antimicrobiano

modifica la estructura cristalina de la ciclodextrina.
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La Figura 3 presenta el termograma de TGA para la b-CD y para {b-CD-Cin). Para el
caso de la b-CD este presentz un pico cercano a los 330°C correspandiente a la
degradacion térmica de esta. Para las microcapsulas b-CD-Cin se aprecia una sefal a
325°C comespondiente a la b-CD, y otra sefal en torno a los 260°C atribuido a la
degradacidn del cinamaldehido, el termograma TGA para el cinamaldehide puro
muestra el comienzo de la degradacitn cercano a los y el punto maximo de
degradacion se aprecia cercano a los 205°C. Con este analisis junto con cormroborar la
incorporacion del agente activo en la b-CD, también se aprecia el efecto protector que la
encapsulacion le otorga al principio activo en condicionas de altas temperaturas. Similar

comportamiento fue encontrado para las peliculas conteniendo carvacrol y b-CD.

Mediante microscopia electrdnica de barrido (SEM), ver Figura 6, se aprecia que las
microcapsulas b-CD-Car y b-CD-Cin Carvacrol, presentan una morfologia diferente a la
b-CD pura, este cambio se atribuye a la modificacion en la estructura cristalina de la b-

CD producto de la incorporacion de los agentes activos.

Las microcapsulas presentan una forma irregular, hay presencia de regiones donde las
microcapsulas se encuentran aglomeradas, pero existen algunas con una buena

dispersién que presentan un tamano promedic de 4 um.

Mediante las técnicas antes mencionadas se confimo que los principios activos

antimicrobianos incorporados dentro de la B-ciclodextrina permite un encapsulamiento

satisfactorio.

Como matriz polimérica se utilizd el polietileno de baja densidad (PEBD),
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El polietilenc en general se caracteriza por ser un polimero semi-cristalino, con buena
resistencia quimica y procesabilidad, buen aislante eléctrico, presenta cierto grado de
flexibilidad. E! PEBD por su parte posee un alto grado de ramificaciones, lo que dificulta
el ordenamiento de las cadenas poliméricas. Es un polimero amorfo con baja densidad
(0,92 a 0,94 glem?), suave y flexible. Es utilizado en distintas aplicaciones, desde

bolsas plasticas hasta aislamisnto eléctrico.

3.2  Caracterizacion de las peliculas del principio activo antimicrobiano

Espectroscopia infrarrojo (IR)

La Figura 6 muestra los espectros IR obtenidos para ¢l polietileno (PE), Cinamaldehido
{Cin), B-ciclodextrina (b-CD}, Polietiteno/b-CD-Cin y Polietieno/Cin. Se observan las
sefales caracteristicas del polietileno también las bandas caracteristicas del
cinamaldehido vy la b-CD. Cabe destacar que en las peliculas que contienen el agente
activo sin encapsulamiento, se aprecia la aparicion de una sefal entre 1500-1700 em™,
gue si bien esta solapada corresponde a una sefal caracteristica del cinamaldehido,
para las peliculas con microcapsulas b-CD-cinamaldehido aparece una sehal en la
regién entre 1000-3000cm”’ caracteristica de la b-CD, Para el caso del carvacrol (figura
7). se aprecia un efecto similar, para el caso de la pelicula con un 5% del agente sin
encapsular aparece una sefal entre los 1550-1580 cm™, caracteristica del carvacrol,
para el caso de la pelicula con microcapsula, se aprecia claramente la sefales
caracteristicas de la b-CD a los 3500 cm™ y entre los 1100-1150 cm™', esto confirma
gue aun después de los procesos, tanto de mezclado en fundido, como de prensado el

agente activo queda ocluido en la matriz.

Analisis y estabilidad térmica de las peliculas de PE con el agente activo

Las Figuras 8 y 9 muestran los termogramas DSC para las peliculas de polietileno sclo
y las peliculas Cinamaldehido, Carvacrol, conteniendo 5% de principios activos

antimicrobianos en la carga y con microcapsulas b-CD-Cinamaldehido, b-CDB-Carvacrol
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{conteniendo 1% del agente en la carga). Se observa una sefal de fusion cristalina
cercana a los 110°C para el caso del polietileno solo, para todas las peliculas
estudiadas ya sea con el principio active antimicrobianc sin encapsular y con la
incorporacion de microcapsulas, se puede apreciar que no existen mayores diferencias
con el polietileno virgen en cuanto al comportamientc térmico que presentan, La senal
de fusion cristalina para todos se mantiene en un rango entre los 110 v 115°C. Luego,
la incorporacién de los principios activos antimicrobianos va sea encapsulados o sin

encapsularse, no afecta las propiedades térmicas del material.

La Figura 10 muesira los termogramas TGA, tanto para el PE, como para las
microcapsulas b-CD-Cin y b-CD-car al 5% en ambiente de nitrogenc. Para el caso del
cinamaldehido, el termograma no presenta diferencias con el polietienc sin
incorporacion del principio activo, por lo que la presencia de agente activo al interior de
la matriz ne genera cambios significativos en la degradacion de la pelicula obtenida. Sin
embargo para el caso del carvacrol, se aprecia una sefial cercana a los 305°C atribuida
a la descomposicidn térmica de la B-ciclodexirina confirmando la presencia de las
microcapsulas al interior de la matriz. Mediante ambos analisis tanto DSC como TGA se
confirma que la incorporacion de las microcapsulas a la matriz, no afecta las

propiedades térmicas de las peliculas en comparacion al polistilenc virgen.
Actividad peliculas obtenidas mediante el método de conteo de colonias:

Las Tablas 2 muestran los resultados obtenidos, para las peliculas de polimero solo con
carvacrol y cinamaldehido y sus respectivos aceites esenciales (orégano, canela),
ademas cada uno de ellos encapsulados en la B-cilcodextrina. Con el incremento de
agente activo (cinemaldehido y carvarcrol) se presentd un aumento en el porcentaje de
reduccion obteniéndose hasta un 99,8%, para ambos agentes activos cuando la carga

fue de un 5%, ambos compuestos muestran una gran actividad fungicida.

Caso contrario para los aceites esenciales por io que puede deberse a que son menos

estables a altas temperaturas, volatizandose en el procesamiento. Cuando se
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incorporan a la pelicula los compuestos encapsulados, el efecto fungicida es menor
Hlegando a un 31.4% para el carvacrol cuando la carga fue 5% en peso. Esto se debe
principalmente a que la cantidad de principio activo que se incorpora al complejo de
inclusion es menor, equivalente a 1%. Por ofra parte se debe considerar que la
liberacion del principio active hacia la superficie de {a pelicula es mas lenta y requiere
mayor cantidad de tiempo. Caso contrario para las peliculas sin complejos, donde los
agentes activos quedan ocluidos en la matriz polimérica y su difusién a la superficie es
mucho mas rapida y en mayor cantidad generando esta diferencia en la actividad

fungicida.

Tabla 2. Porcentaje de reduccion de unidades formadoras de colonia (UFC) de las

peliculas mediante el método de conteo de colonia

Actividad
Relacion
Pelicula fungicida
PE/carga (%)
(%}
89/1 g4
PE + A. Canela 897/3 31.2
95/5 70.5
§9/1 12,6
PE + A. Orégano 97/3 46,8
95/5 38,9
o 99/1 85.3
PE+
97/3 03,7

Cinamaldehido
95/5 99,9
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a9/1 25,4
PE + Carvacrol g7/3 925

95/5 49,9

89/1 24,5
PE + b-CD-A,

g87/3 31.2

Canela

85/5 38,3

99/1 15,7
PE + b-CD-A.

97/3 20,8

Orégano
85/5 41,4
89/1 nd
PE + b-CD-

87/3 n.d
Cinamaldehido

85/5 20

8971 27.9

PE + b-CD-
97/3 nd
Carvacrol
95/5 314

Efecto de la incorporacidn del carbonato de calcio en el polietileno

En la Tabla 3, se presentan las propiedades mecanicas para los nanocompositos de
PE/CaCO;. Se pueden apreciar cambios significativos en los parémetros estudiados,
por una parte se ve un aumento de hasta un 25% en el médulo de Young, lo cual quiere
decir que para deformar el nanocomposito se necesita un esfuerzo mayor con respecto

a la matriz sin adicion de nanoparticulas. Esto se debe a que las nanoparticulas
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generan nuevos centros de nucleacion formando mas esferulitas y de un tamafo
menor, esta cristalinidad u ordenamiente compactc de las cadenas son las

responsables de darle la rigidez al polimero.

La incorporacion de nanoparticulas de carbonato de calcio generé nuevo centros de
fractura con la incorporacion de 5 v 8%, ya que la zona amorfa y las cadenas que
poseen movilidad se ven afectadas por la adicion de estas reduciendo su movilidad,
esto puede ser debido a las aglomeraciones de las nanoparticulas en la matriz

polimérica.

La incorporacion dptima se realiza con la adicion del 5% mejorando en un 20% su
rigidez, los valores al 8% no presentan una gran variacion, debido g la baja dispersion

de las nanoparticulas en la matriz.

Tabla 3. Propiedades mecanicas para los nanocompositos de CaCQO;y utilizando come

matriz polietileno de baja densidad

Particulas ~ Carga  Modulo de Limite Elongacion
CaCQ;y Young Elastico ¢ en ruptura
{E)}Mpa) Punto de {%)
fluencia
{oy) (Mpa)
S/P SIN 202 +7 7,71 +0,03 60+8

Nanoparticulas 3% 2307 8,38+ 0,15 58+10
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Nanoparticulas 5% 250 4 840 = 0,09 42 +3

Nanoparticulas 8% 254 £ 10 8,08 £0,14 39 +1

Se estudié el efecto de la incorporacion de nanoparticulas de carbonato de calcio en la
degradacion del polietileno en una camara que simula el envejecimiento solar, durante
un periodo de tres meses. Peliculas de 5cm x 5cm fueron pusstas en la camara de

degradacion marca Suntest/Atlas XLS 2200 W, ia irradiacion fue realizada usando filtros

solares (borosilicato) el cual provee una irradiacion de 550 W m2 (HSO 4892/DIN
53387). A diferentes tiempos de envejecimiento se estudié el indice de carbonilo de las
peliculas de poligtileno virgen y de poligtilenc con nangparticulas de CaCO; La
degradacion se determiné midiendo el indice de carbonilo (Cl) como la relacion entre la

1

densidad dptica de la banda del grupo carbonilo a 1715 cm' con la vibraciones del

CH2 a 1465 cm |

El infrarrojo del polietieno sin irradiar y después de irradiar durante 28 dias con la
incorporacion de nanoparticulas se observé una banda a 1700 ecm’', debido a la
degradacion gue ha sufrido el polietilenc en e! tiempo, por la incorpeoracién de las
nanoparticulas. Se puede interferir que las nanoparticulas estédn acelerandc la

degradacion del polietileno.

En la Figura 6 se presenta el indice de carbonilo del polietileno y PE/CaCOs a diferentes
tiempos de irradiacion. Se puede observar el incremento de indice de carbonilo es
mucho mayor al incorporar nanoparticulas de CaCOj; &l polietileno, estas nanoparticulas

aceleran la degradabilidad del polistilenc.
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Los mejores resultados fueron ios obtenidos para las peliculas con un 5% de agente
activo (cinemaldehido o carvacrol) y con 5% de nanoparticulas de carbonato de calcio
por lo que éstas condiciones son las idoneas para preparar una pelicula o pelicula
inteligente que tenga propiedades fungicidas pero que a la vez sea degradado en

condiciones ambientales.
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ANEXO 1. RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos del proyecto, con el fin de
cumplir el objetivo general “Producir un film inteligente para empaque de frutas y
hortalizas, en base a poliolefina y productos naturales, el cual por medio de la adicion de
aceites esenciales (orégano, canela y eucalipto) y un mineral (carbonato y nanocarbonato de
calcio), cuente con propiedades antimicrobianas (biocidas o fungicidas) y que una vez

cumplido su ciclo de vida, el film tenga propiedades degradables al medio ambiente” .

1. Resultado esperado 1: “Obtener un film biocida con la adicion de aceites esenciales

y adecuadas propiedades de barrera.”
A continuacion se presentan los resultados obtenidos para las peliculas de polietileno (PE)
con las microcaspulas de aceites esencial y principio activo de carvacrol y cinemaldehido.

Se evaluaron las propiedades mecanicas, térmicas y fungicidas de las peliculas.

Procesamiento de las peliculas de PE. PE/agente activo ( Carvacrol, Cinemaldehido):

PE/Aceite esencial ( Orégano, Canela)

Las mezclas se realizaron en un equipo Brabender de doble tornillo. El equipo se calentd
previamente a 120 °C a 12 rpm durante 5 minutos para que el polimero se funda. Luego se
agregan los agentes activos y se mezclan por 2 minutos a 120 rpm hasta que quede bien
homogénea. Se estudiaron diferentes mezclas variando la cantidad de aceite esencial o
agente activo (Tabla 1), asi se prepararon mezclas 99/1, 97/3 y 95/5 % p/p. Las mezclas
formadas fueron PE/A.Canela, PE/A.Oregano, PE/Carv, PE/Cin, PE/ b-CD-Carvacrol y
PE/ b-CD-Cinemaldehido polietileno solo (PE) (100 %).




Tabla N°1. Relacion Polietileno/Agente activo utilizado en las mezclas

Pelicula % Agente activo Mz(izsg b- Masa A.A
1 0 0,35
PE+ A.Canela 3 0 1.05
5 0 1,75
1 0,28 0,07

PE+ b- ’ ’
3 0,85 0,20
CD/A.Canela 5 1.40 0.35
1 0 0,35
PE+ A.Orégano 3 0 1.05
5 0 1,75
1 0,28 0,07
mee oGm0
NS 5 1,40 0,35
PE+ 1 0 0,35
Cinamsldehido 2 0 145
5 0 1,75
o 1 13
CD/Cinamaldehido 5 1.40 0.35
1 0 0,35
PE+ Carvacrol 3 0 1.05
5 0 1,75
1 0,28 0,070
PE+ b-CD-

Carvacrol 3 0.85 0,200
5 1,40 0,350

Masa b-CD: Masa de la B-Ciclodextrina, masa A.A: Masa del agente activo

1.1 Propiedades mecanicas , ensayos traccion-deformacion de las peliculas de
polietileno sin y con microcapsulas

Los agentes activos Cinemaldehido, Carvacrol, Aceites de orégano y canela fueron
incorporados al PE mediante mezclado en fundido con el fin de ver su estabilidad en
condiciones de procesamiento. También los agentes activos y los aceites esenciales fueron
microencapsulados en la B-ciclodextrina, antes de ser incorporados al PE , con el fin de

conservar algunos agentes activos durante el procesamiento  de las peliculas.




Posteriormente, se midieron las propiedades mecéanicas , térmicas y fungicidas de las
peliculas obtenidas como se muestra a continuacion.

Las Tablas 2,3, 4, 5,6,7 y 8 muestran los valores de modulo de Young para las diferentes
peliculas base polietileno, PE/principio-activo, PE/aceite esencial y PE/ b-CD-agente
activo. En ellas se puede observar que los valores obtenidos para la mayoria de las peliculas
presentan una leve disminucion en comparacion al polietileno virgen, estas diferencias se
encuentran dentro del margen de error de la medicion. El limite de fluencia y el porcentaje
de elongacion tampoco difieren mucho, por lo que se puede concluir que la carga agregada

a la matriz no ejerce un efecto en el comportamiento mecéanico del material.

Tabla 2. Propiedades mecanicas peliculas polietileno/ Carvacrol, a diferentes razones en

peso

Razén PE/ALA Mobdulo de Young Limite Eléstico % Elongacion

%p/p (MPa) (MPa)

PE solo 227+ 1 8,90+ 0,5 56,3+75
99/1 202+ 0.4 7,56 £ 0,1 50,8+2,8
9713 179 + 0,66 6,96 + 0,46 31,9£29
95/5 n.d n.d n.d

Tabla 3. Propiedades mecanicas peliculas polietileno/ Cinamaldehido, a diferentes razones

en peso

Razon PE/A.A° Modulo de Young  Limite Elastico % Blongasion

Yop/p (MPa) (MPa)

PE solo 227+ 1 8,90 +0.,5 56,3+ 7,3
99/1 n.d n.d n.d
97/3 185+ 0,97 721 £0.15 32,7+ 7,91

95/5 n.d n.d n.d




Tabla 4. Propiedades mecéanicas peliculas polietileno/ Aceite de orégano, a diferentes

razones €n peso

Razon PE/A.A° Moddulo de Young  Limite Elastico % Blongacién

Yop/p (MPa) (MPa)

PE solo 227+1 8,90+ 0.5 56,3+7,5
99/1 n.d n.d n.d
97/3 n.d n.d n.d
95/5 n.d n.d n.d

Tabla 5. Propiedades mecanicas peliculas polietileno/complejos de inclusiéon b-CD-
Carvacrol, a diferentes razones en peso

Razén PE/A.A Moddulo de Limite Elastico % Hlongacién

%op/p Young (MPa) (MPa)
PE 227=£1 8,90 £ 0,5 56,3+7,5
99,5/0,5 220 £ 20 8,06 £ 0,6 53,6+ 3,6
99/1 177 £ 22 6,75+ 0,5 51,6+ 4,1
97/3 208 + 14 7.53£0,1 49,1+ 19,5
95/5 208 £5 7,60 £ 0,2 454+ 12,9

Tabla 6. Propiedades mecanicas de las peliculas polietileno/complejos de inclusion b-CD-
Cinamaldehido, a diferentes razones en peso

Razdén PE/A.A Modulo de Limite Elastico % Blonasoion

Yop/p Young (MPa) (MPa)
PE 227+ 1 8,90 £ 0.5 56,3£75
99,5/0,5 207+3 7,36 £0,8 54,5+6,9
99/1 213+ 8 7,74 +£ 0,1 51,5+ 3.8
97/3 208 +2 7,41 0.4 43,4+49

95/5 200+ 6 6,82 = 0,1 414+ 1,1




Tabla 7. Propiedades mecanicas peliculas polietileno/complejos de inclusion b-CD-Aceite
de orégano, a diferentes razones en peso

Razon PE/ALA Modulo de Limite Elastico %% Blongscitn

%p/p Young (MPa) (MPa)
PE 227 + 1 8,90+ 0,5 56,3+ 7,5
99,5/0,5 202+9 7,34 £ 0,1 44,6 + 3.4
99/1 196 + 4 6,90 £ 0,3 42,6 10,3
97/3 n.m n.m n.m
95/5 n.m n.m n.m

Tabla 8. Propiedades mecanicas Peliculas polietileno/complejos de inclusién b-CD-Aceite
de canela, a diferentes razones en peso

Razon PE/AA Modulo de Limite Elastico % Hlangacita

%p/p Young (MPa) (MPa)
PE 227 + 1 8,90+ 0,5 56375
99,5/0,5 209+ 11 7.4+0,4 26,6 + 0,41
99/1 198+ 9 7,15+ 04 53,6%+5,7
97/3 210+ 12 7,45+0,2 47,6 £ 1,3
95/5 n.m n.m n.m

n.m= No medido.

1.2 Analisis Térmico mediante Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de las
peliculas de polietileno sin y con microcapsulas

Con el fin de estudiar el efecto de incorporacion del agente activo en las propiedades
finales de las peliculas se midio las propiedades térmicas del polimero como temperatura de
fusion, este analisis se realizo mediante analisis diferencial de barrido (DSC). Las Figuras
1,2,3 y 4 muestran los termogramas DSC para las peliculas de polietileno solo y las
peliculas Cinamaldehido, Carvacrol, A. Canela, A Orégano, con microcapsulas b-CD-
Cinamaldehido, b-CD-Carvacrol, b-CD-A.Canela y b-CD-A.Orégano al 5% y finalmente
con microcapsulas conteniendo un 5% de Agentes activos en la carga. Se observa una
sefial de fusion cristalina cercana a los 110°C para el caso del polietileno solo, para todas

las peliculas estudiadas ya sea con el agente activo sin encapsular y con la incorporacion de




microcapsulas se puede apreciar que no existen mayores diferencias con el polietileno
virgen en cuanto al comportamiento térmico que presentan. La sefial de fusion cristalina
para todos se mantiene en un rango entre los 110 y 115°C. Con esto se puede concluir que
la incorporacion de los agentes activos ya sea encapsulados o sin encapsularse, no afecta las

propiedades térmicas del material.
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1.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

La Figura 5 muestra el termograma de TGA para la pelicula de polietileno (PE) y
una pelicula de polietileno con cinamaldehido, sin la microencapsulacion. Se aprecia que la
temperatura de degradacion del polietileno solo es cercana a las 400 °C y al incorporar el
cinemaldehido no hay un cambio en la temperatura maxima de descomposicion, lo que nos

podria indicar que el agente activo se encuentra incorporado en la cadena polimérica.

- PE
- PE+Cin

Derivada {(%masa®C)

o 100 200 300 400  S00 600
Temperatura (°C)

Figura 5. Analisis Térmico de Polietileno y polietileno con cinemaldehido

1.4 Actividad fungicida de aceites esenciales y sus compuestos activos mediante el

método de screening

La Figura 6, muestra los resultados obtenidos mediante el método de
screening que indica de forma cualitativa la actividad fungicida contra la B. cinérea del
aceite del Aceite de canela, cinamaldehido y el control. Se observa para cada uno de los
compuestos un halo de inhibiciéon en comparacion con la placa control, lo que confirma que
ambos compuestos son inhibidores del crecimiento del hongo. Este efecto se debe en gran

parte a que los compuestos involucrados interaccionan con la pared celular provocando un




dafio en esta lo que lleva a deterioro del hongo. Si bien no existe un mecanismo de accion
detallado para el efecto fungicida de estos compuestos existen distintos estudios que dan
cuenta de diferentes sitios de accion. Un efecto posible de cinamaldehido frente al
decaimiento de hongos, es debido a que el cinamaldehido interactiia con la pared celular
inhibiendo la sintesis de enzimas fundamentales como la quitina sintasa y B-(1,3) glucano
sintasa, responsables de la sintesis de quitina y glucanos que son componentes principales

de la pared, generando dafio irreparable en esta.

(b}

(a)

Figura 6. Actividad fungicida de agentes activos frente a B.cinerea mediante

método de screening, (a) Aceite de canela, (b) cinamaldehido (c) control

La Figura 7 muestra los resultados obtenidos mediante el método de screening la
actividad fungicida contra la B. cinérea del aceite del aceite orégano, carvacrol y el control.
Ambos compuestos presentan halo de inhibicion y se aprecia que el halo es mayor que para
el aceite de canela y cinamaldehido respectivamente. Esta diferencia en la actividad esta
atribuida, principalmente al efecto del grupo hidroxilo (OH) fenolico presente en la

estructura del carvacrol

Figura 7. Actividad fungicida de agentes activos frente a B.cinerea mediante

método de screening, (a) Aceite de orégano, (b) carvacrol (¢) control.




1.5 Propiedades Fungicidas de las Peliculsa de polietileno con y sin microcapuslas

Posterior a la realizacion de las peliculas se estudi6 el efecto de la
incorporacion del agente activo, aceite esencial y estos incorporados en la B-Cilcodextrina
contra el hongo Botritys cinerea. La Tablas 9 muestra los resultados obtenidos, para las
peliculas de polietileno solo con carvacrol y cinamaldehido y peliculas con los respectivos
compuestos encapsulados. Con el incremento de agente activo tanto de carvacrol como de
cinemaldehido se present6 un aumento en el porcentaje de reduccion, obteniéndose hasta
un 99.9 %, cuando la carga fue de un 5%, ambos compuestos muestran una gran actividad
fungicida. Cuando se incorporan a la pelicula los compuestos encapsulados, el efecto
fungicida es menor llegando a un 31.4 % para el carvacrol para una carga fue 5% en peso.
Esto se debe principalmente a que la cantidad de agente activo que se incorpora al complejo
de inclusion es menor. Por otra parte, se debe considerar que la liberacién del agente
activo hacia la superficie de la pelicula es mas lenta y requiere mayor cantidad de tiempo.
Caso contrario para las peliculas sin complejos, donde los agentes activos quedan ocluidos
en la matriz polimérica y su difusion a la superficie es mucho més rapida y en mayor

cantidad generando esta diferencia en la actividad fungicida.




Tabla 9. Porcentaje de reduccion de unidades formadoras de colonia (UFC) de las peliculas

mediante el método de conteo de colonia

Relacion PE/carga ACtlch.lad
c (%) fungicida

(%)

99/1 9,4

PE + A. Canela 97/3 31,2

95/5 70,5

99/1 12,6

PE + A. Orégano 97/3 46,8

95/5 38,9

99/1 85.3

PE + Cinamaldehido 97/3 93,7

95/5 99,9

99/1 25,4

PE + Carvacrol 97/3 92,5

95/5 99,9

99/1 24,5

£k E:rﬁg'A' 97/3 31,2

95/5 39,3

99/1 15,7

FE + D ED-5. 973 414

Orégano

95/5 20,8

e D)
Cinamaldehido ’

95/5 7.9

PE + b-CD- 99/1 27.9

Carvacrol 97/5 314

La Tabla 10, resume los mejores resultados obtenidos en las propidades fungicidas contra
el hongo Botritys cinerea, con el fin de disminuir los costos de procesamiento a nivel
industrial se realizara el film inteligente de polietileno con 3 % de Cinemaldehido.Ademas

el principio activo va ser directamente encapsulado en el PE.




Tabla 10. Mejores resultados del Porcentaje de reduccion de unidades formadoras de

colonia (UFC) de las peliculas mediante el método de conteo de colonia

Pelicula Relacién PE/carga (%)  Actividad
fungicida
(%)
PE + Cinamaldehido 97/3 93,7
95/5 99.9
PE + Carvacrol 97/3 92,5
95/5 99.9

1.6 Liberacion del agente activo en el tiempo y propieades de barrera de las peliculas

Se estudio la liberacion del agente activo mediante cromatografia liquida (HLPC) durante
un periodo de 4 meses. La pelicula de polietileno permite que la liberacidon del agente
activo sea controlada en el tiempo haciendo que el empaque para frutas y verduras sera
efectivo durante su transporte. La Figura 8, muestra la liberacion del Cinemaldehido en las
primeras horas la liberacion es alta debido al cinemaldehido que se encuentra en la

superficie. Después de la primera a la octava semana disminuye la liberacién y esta es mas

controlada en el tiempo.
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Figura 8. Liberacion de Cinemaldehido desde el filn PE/Cinlemaldehido en el tiempo




Las Figura 9 , presentan la liberacion del principio activo desde la pelicula de Polietileno
(PE) al contener 5 % del agente activo. Se observa que las primeras 60 horas al igual que en
el cinemaldehido, la liberacion es rapida y lineal en el tiempo. Posteriormente, la liberacion
es mas lenta y controlada, se obtiene una maxima liberacion de 1% de Carvacrol a las 4
semanas de liberacion. La Figura 10, presenta la liberacion de la pelicula PE/b-CD-
Carvacrol 5%, donde el carvacrol fue microencapsulado previamente y se muestra que la

liberacion es en forma mas controlada pero en menor medida, teniendo solo una liberacién
de un 0,25 %.
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La Tabla 11 presenta los valores de propiedades de barrera de oxigeno y vapor de agua de
las peliculas de PE y PE con 3 % de cinemaldehido.

Tabla 11. Propiedades de barrera a oxigeno y vapor de agua para el PE y
PE/cinemaldehido con 3 %.

Barrera a vapor de

Razén PE/A.A Barrera a oxigeno ,
%p/p Bar agua (W;{TR) gm
PE solo 445 25x10°
97/3 445 21x10°

Como se observa en la Tabla 11, las propiedades de barrera contra oxigeno y vapor de
agua no presentan cambios con la incorporacion del agente activo, por lo que lo hace al

film muy atractivo para envases de frutas y hortalizas

La Figura 11, presenta las imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) para
polietileno, polietileno/cinamaldehido 5% y polietileno/b-CD-Cinamaldehido 5% con una
resolucion de 500 um, se aprecia que la superficie del polietileno no se ve afectada con la
incorporacion del cinamaldehido, ni de las microcépsulas. Al realizarle un corte transversal
a la pelicula y observarlas a mayor resolucion 5 um (Figura 12), se observa las

microcapsulas homogéneamente dispersas en la matriz, corroborando que la incorporacion

fue efectiva.

Figura 11. Figuras de SEM para peliculas (a) Polietileno, (B) Polietileno/Cinamaldehido
5%y (c) poletileno/b-CD-Cinamaldehido 5%
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Figura 12. Figura SEM pelicula Polietileno/b-CD-cinamaldehido 5%, corte transversal

2. Resultado esperado 2: “Preparacion de un film degradable con la incorporacion de

carbonato de calcio”

2.1 Sintesis de las nanoparticulas de carbonato de calcio

Inicialmente se sintetizaron nanoparticlas de carbonato de calcio mediante el método de
precipitacion, y fueron caracterizadas mediante microscopia electronica de transmision
(TEM) y difraccion de rayos x mostrados respectivamente en las Figuras 13 y 14
respectivamente. Obteniéndose nanoparticulas con un diametro aproximado de 60 nm de

diametro

Figura 13. Analisis TEM a las particulas de Carbonato de Calcio




El difractograma de difraccion de rayos-x, de las nanoparticulas de carbonato de calcio,
muestra las reflexiones de Bragg en los angulo de 29° y 32° correspondientes a la fase
calcita del carbonato de calcio. Por otro lado marca las reflexiones a 27° y 45 °

correspondiente a la fase aragonita del carbonato de calcio. Por tanto las nanoparticulas

obtenidas son policristalinas.
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Figura 14. Andlisis DRX de las particulas de Carbonato de Calcio

2.2. Propiedades mecanicas de los nanocompositos PE/ CaCO;

En la Tabla 12 se presentan los resultados de las propiedades mecénicas de los

nancompositos de PE/CaCOs.




Tabla 12. Propiedades mecanicas para los nanocompositos de CaCO; utilizando como
matriz PE una velocidad de 110 rpm

Particulas Carga Médulo de Limite Elongacion
CaCoO; Young Elastico o en ruptura
(E)(Mpa) Punto de (%)
fluencia
(oy) (Mpa)

S/P S/N 202+ 7 7.71 £0.03 60+ 8
Nanoparticulas 3% 230+ 7 8.38+ 0.15 59+10
Nanoparticulas 5% 250 +4 8.40 = 0.09 42 +£3
Nanoparticulas 8% 254+ 10 8.08+0.14 39 1

Se pueden apreciar cambios significativos en los parametros estudiados, por una
parte se ve un aumento de hasta un 25 % en el modulo de Young, lo cual quiere decir que
para deformar el nanocomposito se necesita un esfuerzo mayor con respecto a la matriz sin
adicion de nanoparticulas. Esto se debe a que las nanoparticulas generan nuevos centros de
nucleacion formando mas esferulitas y de un tamafio menor, esta cristalinidad u

ordenamiento compacto de las cadenas son las responsables de darle la rigidez al polimero.

La incorporacién de nanoparticulas de carbonato de calcio gener6 nuevo centros de fractura
con la incorporacién de 5 y 8 %, ya que la zona amorfa y las cadenas que poseen movilidad
se ven afectadas por la adicién de estas reduciendo su movilidad, esto puede ser debido a
las aglomeraciones de las nanoparticulas en la matriz polimérica.

La incorporacion Optima se realiza con la adicion del 5 % mejorando en un 20 % su rigidez,
los valores al 8% no presentan una gran variacion, debido a la baja dispersion de las

nanoparticulas en la matriz.




2.3 Propiedades térmicas de los nanocompositos

En la Tabla 13, se presentan las propiedades térmicas para los nanocompositos de
PE/CaCOj3 con incorporacién de un 5% de nanocarbonato de calcio, se puede apreciar que
el porcentaje de cristalindad aumento levemente para el nanocomposito, esto es debido a

que la nanoparticula actiia como agente nucleante.

Tabla 13. Porcentaje de cristalindad de PE y PE/CaCO3 nanocompositos

Particulas Carga Porcentaje de
CaCOj3; cristalinidad
(%)
S/P S/N 25
Nanoparticulas 5% 28

2.4 Determinacion del indice de Carbonilo de las peliculas degradadas

Se realizé6 un andlisis inicial de la degradaciéon de peliculas de polietileno sin y con
incorporacion de un 5 % de nanoparticulas de calcio. La degradacion se estudid en una
estufa Suntest/Atlas XLS 2200 W, usando filtros solares que proveen una irradiacion de
550 W-m™ (Irradiance acc. to ISO 4892/DIN 53387) en el rango 300-800 nm.

Se cortaron las muestras de lcm x lecm , los film tenian un espesor aproximado de 0,04
mm y se irradiaron durante un periodo de 35 dias. Periddicamente, las peliculas fueron
caracterizadas mediante infrarrojo con el fin de calcular el indice de carbonilo que indica el
grado de degradacion de las peliculas. La degradacion de los polimeros puede ser
determinada usando la relacién entre la banda del grupo carbonilo a 1715 ¢cm™ con la

banda de CH, a 1465 cm™ proveniente del polietileno.

En la Figura 15, se presenta el indice de carbonilo del polietileno y PE/CaCOj a diferentes

tiempos de irradiacion durante 35 dias. El indice de carbonilo del polietileno con




nanoparticulas es un 44% mayor al del polietileno virgen al finalizar la degradacion. Esto
confirma que la adicion de nanoparticulas a la matriz polimérica favorece la oxidacion del
polietileno, generando asi mas grupos carbonilos en las muestras, por lo que el PE con

nanoparticulas degrada mas rapidamente que el polietileno virgen.
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Figura 15. indice de carbonilo de PE y PE/CaCOjs a diferentes tiempos de irradiacion

2.5 Estudio de las propiedades térmicas de los polimeros degradados

En la Tabla 14 se presentan los resultados de temperatura de fusién (Tm), temperatura de
cristalizacion (Tc) y porcentaje de cristalinidad (Xc) de los nanocompositos de PE /CaCO;
antes y después de la degradacion. El tiempo inicial (t= 0) corresponde al polimero antes de
la degradacion. El tiempo de degradacion (t=35) se refiere al tiempo que estuvieron

expuestos los polimeros en la camara de degradacion, el cual fue de 35 dias.

Segun el analisis térmico realizado, se observa una disminucion muy leve en la temperatura
de cristalizacion de las muestras con la degradacion. Por otro lado, el porcentaje de

cristalinidad aumenta en un 27% en el caso del polietileno sin adicion de nanoparticulas, y




un 34% para el polietileno con una carga del 5% de nanoparticulas. Este comportamiento
es explicado por el rompimiento de las cadenas que ocurre durante la degradacion, éstas al

ser mas pequeiias podran reordenarse de una mejor forma, aumentando asi el porcentaje de

cristalinidad.

Tabla 14. Temperatura de cristalizacion, Temperatura de fusion y porcentaje de

cristalizacion para nanocompositos de PE y PE/CaCOj sin irradiar (t=0) e irradiados (t=35

dias)

Muestra Te T Xe

O O (%)

PE t=0 108 112 114

PE t=35 105 107 145
PE/CaCO3 5% t=0 107 111 11,8
PE/CaCO3 5% t=35 106 108 159

2.6 Estudio de las propiedades mecanicas de los polimeros degradados
En la Tabla 15 se observan los parametros Modulo de Young, limite elastico y elongacién

en ruptura para el PE y PE/CaCOj sin irradiar t=0 e irradiados durante 35 dias.

Tabla 15. Propiedades mecanicas para PE y PE/CaCOj sin irradiar (t=0) e
irradiados (t=35 dias).

Muestra Moédulo de Limite Elastico Elongacion en
Young (E)(Mpa) (cy) (Mpa) ruptura
(%)
PE t=0 145 3 39
PE =35 201 3 28
PE/CaCO; 5% t=0 203 2 24
PE/CaCOs3; 5% t=35 316 2 16

La degradaciéon provoca un aumento del médulo de Young de un 55% para PE/CaCOs;.

Los resultados obtenidos indican que existe un mayor rompimiento de cadenas del polimero




en el nanocomposito PE/CaCOs. El rompimiento de la cadena permitird que las cadenas se
vuelvan a organizar de una forma mas ordenada, formandose cristales mas pequefios que
aumentaran la rigidez del polimero.

Finalmente en el caso de la elongacion en ruptura, hubo una disminucion de este parametro
que se atribuye a la degradacion del polimero, ya que la degradacion provoca la ruptura de
las cadenas generando centros de fractura en el material, lo que significara un rompimiento
mas temprano de la probeta. La elongacion en ruptura disminuy6 en un 34% en el caso del

polietileno con adicidén de nanoparticulas de carbonato de calcio.

2.7 Estudio de la morfologia de los polimeros degradados

En la Figura 16 se presentan las imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM)
para el polietileno y polietileno con 5% de nanoparticulas antes y después de la

degradacion.

PE/CaCO0, t=0

PE/CaC0,t=35

Figura 16. Figuras de SEM para PE y PE/CaCO; 5% antes de irradiar (t=0 dias) y
después de irradiar durante t=35 dias




Se puede observar, que los polimeros en un tiempo cero no presentan ningun
fraccionamiento aparente; por el contrario, después de la irradiacion aparecen cavidades
correspondientes a las peliculas degradadas, observandose fisuras de mayor grado para la
pelicula de polietileno que contiene las nanoparticulas, presentdndose ademds agujeros en
su superficie. Estos resultados indican que el nanocomposito de PE /CaCOj3 sufri6 mayor

degradacion debido a la presencia de las nanoparticulas.

3. Resultado Esperado 3 “Producir un film inteligente”

Los mejores resultados fueron obtenidos al incorporar 3 % de agente activo
(Cinemaldehido) ademas de 5 % de nanoparticulas de carbonato de calcio. Después de la
preparacion del Film se estudiaron las propiedades finales del polimero. Se observo que la
incorporacion sinérgica del agente activo o biocida y las nanoparticulas de carbonato de
calcio se cumplia con el objetivo. Las peliculas presentaron similar propiedades fungicidas
de un 90 % contra el hongo Botritys cinérea, las propiedades mecéanicas como el modulo de
Young se mantuvo en 245 MPa. Mediante andlisis térmico se observo que la fusion
cristalina o temperatura de fusion fue cercana a los 110°C. Con respecto a las propiedades
de barrera de oxigeno se obtuvo un valor similar al PE sin ningun aditivo de 445 barr y
contra vapor de agua de 2.1 x10 % WVTR. La incorporacién de nanoparticulas al
polietileno disminuye en cierta medida el olor caracteristico del Cinemaldehido.

EL film inteligente también fue irradiado por un tiempo de 35 dias para estudiar el efecto
de las nanoparticulas y el aceite esencial, obteniéndose indice de carbonilos mayores a 1,0,
indicando que las nanoparticulas actiian como agente degradante en la pelicula, después de

cumplir su ciclo de vida para envases de frutas, salmén entre otros.

4. Resultado esperado 4 “Estudio de patentamiento.”

La patente estd en solicitud la INAPI desde diciembre de 2015. Ver anexo 2.




5. Resultado esperado 5,6 y 7 :

La Figura 17, muestra la preparacion de los pelletes de PE/Cinemaldehido mediante el
proceso de Master Bartch realizado en la empresa TOPCOLOR, con la asesoria de la
empresa BO Packaging. Ademas del Film inteligente obtenido de un espesor de 100 um
mediante extrusion a nivel industrial.

El film cumple con la transparencia necesaria para ser usado en envases de alimentos. Este
film presenta las propiedades deseadas de un envase de alimentos, como son propiedades
mecanicas, térmicas , de barrera. Ademds la liberacion del principio activo (
Cinemaldehido) se present6 en forma controlada. Por lo que se cumplieron con lo
resultados de validacion técnica del prototipo, se realizé a la empresa de BO Packaging la
transferencia tecnoldgica para preparar este film inteligente que serd aplicado en el sector

de las frutas como UVA y para envase de Salmon.

Figura 17. Validacion técnica y comercial del prototipo

Se evaluo la actividad antimicrobiana de éste film, siendo efectivo contra la bacteria

Eschericha Coli en un 99.99 %.




CONCLUSIONES

Se cumplieron con todos los objetivos propuestos en éste proyecto, por lo que se
logré producir un film inteligente para empaque de frutas y hortalizas, en base a polietileno
y productos naturales, el cual por medio de la adicion de aceites esenciales (orégano, canela
y eucalipto) y un mineral (carbonato y nanocarbonato de calcio), presentd propiedades
antimicrobianas (biocidas o fungicidas) y que una vez cumplido su ciclo de vida, el film

tenga propiedades degradables al medio ambiente

Los mejores resultados fueron los obtenidos para las peliculas con un 5 % de agente
activo (cinemaldehido o carvacrol), pero con el fin de disminuir costos de produccion a
nivel industrial la pelicula inteligente se prepard con un 3 % del agente. La incorporacion

de un 5 % de nanoparticulas de carbonato de calcio acelera la degradacion del polietileno.
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RESUMEN REALIZADO POR MULTIEXPORT

“Preparacion de un Film inteligente con potencial uso en el sector de alimentos y agricultura”

Esta charla estuvo enmarcada en entregar informacion respecto al desarrollo que se estd llevando
a cabo para poder extender la vida util en distintos tipos de productos (carnes, pollo, frutas y
pescados) por medio de aditivos naturales incorporados al plastico, en especial la presentacién fue

enfocada en la UVA.

Participantes del Proyecto

USACH, quien estd encargada de la investigacion y desarrollo de aditivos.

TOP COLOR, fabricantes de Masterbatches (Materia Prima — Perlas) con aditivos.
BO Packaging, Fabricantes de Film.

Capital Creativo

Qa0 T o

Asistentes a la Charla

a. Watts

b. Colun

c. Soprole

d. Grupo Empresarial
Las dreas a las cuales representaban dentro de sus empresas correspondian a, Produccion,
Calidad, Ingeniero en Desarrollo y Abastecimiento, ademas Gerente General del Grupo
Empresarial.

Desarrollo de la Charla

Este desarrollo lleva mas de 5 afios y estuvo detenido por un buen tiempo y hace mas de 2
afo se retomdé nuevamente.

Han existido cambios desde sus inicios, donde se realizaron estudios como por ejemplo de
aditivos con Plata, Cobre y Titanio, donde se encontré que estos producian, toxicidad al
organismo, cambio de color al producto y en caso del Titanio necesitaba luz solar y
radicacion. Ante esto se trabajé en Aceites Esenciales con los cuales se ha logrado tener
buenos resultados a nivel de Laboratorio y muestras pequefas.

Estos aditivos Inhiben el crecimiento de bacterias (E, Coli) lo cual lleva por efecto que se
extienda la vida util del producto.

Para continuar y ver los resultados en el caso de pescados, necesitan que una empresa
privada pueda formar parte de éste desarrollo para ver resultados reales.

El film ademas tiene una doble actividad, BIOCIDA-FUNGICIDA que corresponde al
principio Activo y BIO-Degradable como mineral natural PRO-degradante.



V.

Conclusion

Multiexport como el resto de las empresas de la Industria de Salmén, tiene una tremenda
oportunidad para poder llegar a competir en mercados lejanos con el Salmén fresco, como
Asia Europa, etc., que por logistica se pierden entre 72 y 96 hrs. El hecho que se extienda
la Vida dtil de nuestro producto nos lleva a que no tengamos esa desventaja frente a sus
competidores que estan mucho mas cerca de esos mercados distantes.

Multiexport tiene ésta oportunidad de poder participar y formar parte de éste desarrollo.
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UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE CHILE Grupo de Polimeros

“Preparacion de un film inteligente con potencial
uso en el sector de alimentos y agricultura”

Laboratorio de Polimeros Universidad Santiago de Chile

D.Canales, L.Montoille, M.Yaiiez, FM Rabagliati, P.A.Zapata
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15-30% de frutas frescas .
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NANOCOMPOSITOS

Nanoparticulas de Ag Polietileno

Palza H, Zapata P. J. Vera, M. Wilhelm, Macromol. Mater. Eng. 296 (2011) 744-751.




Nanoparticulas de Plata o Cobre

Cobre:Laboratorio de Polimeros: Universidad de Chile. Dr-Humberto Palza

P.Zapata, L.Tamayo, E.Cerda, M.Paez, FRabagliati. European polymer jurnal (2011) 1541-1549.



DESVENTAJAS DE LAS NANOPARTICULAS DE COBRE Y PLATA




Nanoparticulas de TiO,

TiO, (h*) + OH" —> TiO, + OH°
TiO, (e”) + O — TiO, + O3
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DESVENTAJA NECESITA IRRACIACION

A.Zapata, H.Palza, F.M. Rabagliati. Journal of polymer science, 50 (2012) 4055-4062.

A.Zapata, H. Palza, L S. Cruz, I Lieberwirth, F. Catalina, T Corralesd, F. M. Rabagliati Polymer ,54 (2013) 2690 - 2698
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Ventajas:

* Presenta poder fungicida e
inhibe el crecimiento del hongo

* Presenta poder antioxidante

* Es preservante, muy utilizado
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Desventajas:

* En ciertas concentraciones es
perjudicial para la salud, provoca
cefalea y trastornos a la memoria

* La tecnologia de implementacion
es relativamente costosa.
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MICROENCAPSULACION

Sustancia Natural es
volatil por lo que debe
de ser encapsulada
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Para procesamiento con el polietileno




La incorporacion de microcapsulas con el principio activo en
matrices de polietileno permitira obtener una pelicula con
potenciales propiedades fungicidas frente a la Bofrytis cinerea
para su eventual aplicacion en el envasado de uva de mesa.

+
Polietileno

S T e

Procesamiento a
temperaturas 190 °C

Estudiante de Maestria Daniel Canales (Poster)
Estudiante de pregrado Lissette Montouille
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IL PROBLEMA Y/U OPORTUNIDAD

1. Deterioro de alimentos
2. Lenta degradacion de plasticos

3. Acumulacion de residuos

z £ : g " i Fuente: Polym Degrad Stabil
Degradacidn poliolefinas: 400 anos o

Residuos sélidos municipales en Chile:  Fuente: Primer Reporte Del
Manejo De Residuos Sélidos En

650.000 ton/ano plasticos Chile, 2010.

Industria de plasticos en Chile: US$3.000 MM (2011)

(Fuente: Diario Financiero,
http://www.sofofainnova.cl/innovaciones-de-compuestos-del-plastico-diversifican-mercados/)




DEGRADABILIDAD DE LAS PELICULAS

ASTM6954-04, la cual esta relacionada, con la regulaciéon del manejo de desechos
de bolsas plasticas y peliculas base polimeros

Estereato, oleato de cobalto y acetato férrico

Permanecen después de la degradacion
generando otro contaminante

\ 4

Incorporar un mineral natural que acelere la
degradacion del polietileno sin contaminantes
remanentes




~ SOLUCION INNOVADORA |
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Mineral natural pro-degradante:
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1. Preparacion de peliculas con prlnCIplo
activo encapsulado con - propiedades
fungicidas/biocidas Loy




1) Micro encapsulacion de agentes activos

a) Co-precipitacion

0.57 nm

(.78 nm
et o

B~ Ciclodextrina complejo de inclusién

G.Stolanovic, N Radulovik. Journal of medicinal plant research, 4, 1382

Microencapsulation of flaxseed ol by 8
{2013}

ader, F. Aggor. Jornal of applied sciences research, 9 (4), 2951-2958,




Mezclado en fundido

Polietileno + Principio Activo (Aceite natural)

&

PELICULA CON PROPIEDADES
biocidas/ fungicidas




Tabla 1: Rendimiento y eficiencia de encapsulacién de fungicida en p-
ciclodextrina mediante el proceso de co-precipitacion.

Carga |n.u:|al b-CD | Carga inicial _ Pes’n final , rEs | EExe
(g} agente (g} | Microcapsulas|[g)
2 os 1,8871 755 | &8
2 05 18871 758 716
masa microcipsulas obtenidas masa de agente obtenida
= P L 100 LE = - +100

masa inicial de reactivos masa inicial del agente




Caracterizacion mediante espectroscopia IR
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Caracterizacion mediante analisis termogravimétrico
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Caracterizacion mediante microscopia electronica de barrido (SEM)

B-CD

B-CD -encap




Obtencion peliculas con la incorporaciéon de microcapsulas a la matriz
polimérica mediante mezclado en fundido.

Mezcla
PE/Microcapsulas

Mezcla PE/Agente
activo

Polietileno Polietileno + Microcapsula




Preparacion de peliculas

Peliculas PE-
Microcapsulas

Presentan propiedad
Fungicida

L

Peliculas PE-Agente activo
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packaging
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, e Petroquim Dow
Nacional « Sigdopack
- e TermoPlastic
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 Internacional [Pt

* Las empresas competidoras tienen films
oxodegradables pero Sin propiedades biocidas.

* Los desarrollos actuales han generado soluciones
biodegradables, pero que generan efectos
secundarios al medio ambiente (polucién)

* Chile recientemente se acogi6 a la normativa ASTM.
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Investigadores Principales

* Investigacion en polimeros y compositos

* Publicaciones en revistas ISI (13)

* Investigadora Proyecto Fondecyt 11112307

 Vinculos con importantes grupos de investigacion
(CSIC, Max Planck)

» Vasta experiencia en procesos de transformacion de
biomasa lignocelulésica en combustibles y
materiales.

* Manejo de técnicas analiticas e instrumentales
diversas.

* Publicaciones en revistas ISI




Na2503+ 2 H20 —2NaOH + H20 + SO2

NaS205 + H20 — 2 NaOH + H20 + SO2
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MICROENCAPSULACION DE ACEITES ESENCIALES Y SUS
COMPUESTOS ACTIVOS EN B-CICLODEXTRINA. _

antians  Daniel A. Canales, Lissette A. Montoille, Paula A. Zapata, Franco M. Rabagliatti g e poiimeros
de Chile ' Grupo Polimeros, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, USACH,

, __ Introduccion ,
Los aceites esenciales y sus compuestos activos presentan una marcada actividad antimicrobiana, antioxidante entre otras, que los convierten en sustancias de gran interés para su
aplicacién en diferentes industrias. [1]. Debido a la gran volatilidad que los aceites esenciales presentan, para poder ser procesados a altas temperaturas deben ser microencapsulados. En
el presente trabajo se estudio la microencspsulacién de carvacrol (Car) y cinamaldehido (Cin) respectivamente, en B-ciclodextrina (b-CD) mediante el metodo de co-precipitacién [2]. Las
microcapsulas obtenidas fuero caracterizadas mediante espectroscopia IR, UV visible, andlisis termogravimetrico TGA, y microscopia de barrido electrénico (SEM)

Metodologia experimental Caracterizacion complejos de inclusion

En la Figura 5 se presenta los espectros IR de los agentes activos Cinamaldehido y carvacrol y la
figura 7 de sus respectivos complejos de inclusion. Se puede apreciar que aparecen las sefiales
correspondientes a los agentes activos en los complejos de inclusién confirmando que Ia inclusion

Los complejos de inclusiéon b-CD /Cinamaldehido y
b-CD/Carvacrol se prepararon mediante el método
de co-precipitacion, se uso la relacion 80:20 % p/p

: ; : § fue exitosa
de b-ciclodextrina : agente activo. La figura 1 oy
describe el esquema de inclusién de los agentes Y ﬂ LT T\ g
activos en la cavidad del encapsulante . \{ JIJ l w a M
& “. ! ‘ - "
= Cinamatdanido |§ | = [™ . A 7 i
.E 1eanido |3 § \’ /\1 Ve £ \u. " rw
5 5\ /
E Cawvacrol g L n
Ll VTN Y
\ /\’/ & \ ‘\-r"'h! d
Agente encapsulante Agente activo Complejo de inclusién \// 'p,‘
Figura 2. Proceso de formacidn de complejos de asts | sebs | sebs | wba | swe | iibs | vaos S
Figura 1. Esquema de reaccién formacién de inclusion Longitud de onda {em ™) Longitud de onda (cm )
complejos de inclusién Figura 5. Espectros IR compuestos activos Figura 6. Espectros IR co_mplejos de inclusién a) b-
Cinamaldehido y Carvacrol. CD, b) b.CD-Cin, c) b-CD-Carv

La Figura 7 muestra los termogramas TGA de los agentes activos Cinamaldehido y carvacrol y
la figura 8 los termogramas correspondiente a la b-CD y el complejo de inclusién b-CD/Cin.

Resultados '

La tabla 1 y 2 muestran los resultados obtenidos en la preparacion de los complejos de inclusion

b-CD/Cin y b-CD/Car a diferentes velocidades de agitacién. Se puede apreciar que a medida que
aumenta la velocidad de agitacion , aumenta la incorporacién de agente activo al interior de la b- _ =
ciclodextrina. & g A
| Rendimientode Eficdenciade . Rendimientode | Eficiencia de & — Cinamaldehido £
| encapsulacién | encapsulacién . encapsulacién | encapsulacién F ~—Carvacrol =
%} o {%} ‘ %) ! 3 2
3 TR - < a i
= : = it b-CO
HoBey o LI L 250 RPM 66,8 614 & i
500 RPM 68,4 77,2 v T T T T T
500 RPM 67'5 83’4 100 200 300 400 0 S50 1m 150 MO 250 300 350 00 50 S00 SO GOO
% Temperatura (°C} . Temperatura °C
750 RPM 67,5 - 873 750 RPM 63 93,6 Figura 7. Termograma TGA Agentes Figura 8. Termogramas TGA b-CD y
activos complejo de inclusién
1000 RPM 70,4 90,9 1000 RPM 64,3 87,8 La figura 9. muestra las imenes obtenidas por microscopia de bariido electronico (SEM) donde se
aprecia una morfologia irregular, , estan aglomeradas, existen algunas dispersas, las que
4 1 Tabla 2., Resultados encapsulacién de carvacrol en = .
Til.,',.} ;R cz:l?dof Srcarey .:I:;"::ems b-ciclodextrina, a diferentes velocidades de presentan un tamafo promedl(i de 4 pm
velocidades de agitacion. agitaclén. B
— 95 a5 -,
"-;: %0 e & 90 T
S o5 g € a5 -
“g 80 § ac /-
3 L S ~- Cinamaidehido g i S
S 70 5 70 4 - Canacrol
3 kY /
o 65 - 5 v
g e §ool
25 S ss
w w
S0 5C
200 400 60G 800 100G 00 2CC &0 300 1000 . . . " )
Velocidad de agitacion (RPM) Velocidad de agitacion {RPM) Fig.9. Microscopia de barrido electrénico SEM a las microcapsulas obtenidas (A) B-CD, (B) B-CD-Cin, (C) B-CD-Carv.
Figura 3. Grafico eficiencia encapsulacion (%) Figura 3. Grafico eficiencia encapsulacion (%) . Referencias
con la variacion de la velocidad de agitacién con la variacién de la velocidad de agitacién ;
para b-CD/Cin para b-CD/Car 1. S. Burt. International journal of food Microbiology. 94, 223-253, (2004).
2. G. Petrovic, G.Stojanovic, N.Radulovik. Journal of medicinal plant research, 4, 1382-
onciusiones 1390, (2010).
* Mediante el proceso de co-precipitacion fue posible preparar complejos de inclusion b-CD y los
agentes activos estudiados. 2
« La eficiencia de encapsulacion aumenta al incrementar la velocidad de agitacion, obteniéndose AGRADECIMIENTOS: Se agradece f:?:;’:\‘g&zﬁm
valores cercanos al 90% para 1000 y 750 RPM. el financiamiento de este trabajo al Agraria
= Mediante microscopia SEM se puede apreciar una morfologia bastante irregular de los complejos de Meirisonrio

proyecto FIA PYT-2013-0018.

inclusion.
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“Preparacion de un film inteligente con potencial

LdgSant ajgo Innovacion Agraria

e Chi uso en el sector de alimentos y agricultura” P
, Stgss.

NTIAGO

rupe de Polimeros

Daniel A. Canales, Lissette A. Montoille,Cristian Silva, Paula Galvez , Franco M. Rabagliatti, Paula A. Zapata
1 Grupo Polimeros, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile,

Introduccion
Los envases tradicionales tienen la funcién de proteger, comunicar, contener y dar seguridad durante el traslado, en la actualidad la investigacién en este campo ha buscado desarrollar tecnologias que
brinden un beneficio adicional. Se han desarrollado sistemas de envasado que interactian con los ali os brindando propiedades como antioxidantes, antimicrobianas entre otras que

colaboren a ampliar la vida (til de los alimentos [1]. Algunos compuestos activos, presentan propiedades antimicrobianas frente a un amplio espectro de microorganismos, son inocuos al consumo
humano en bajas concentraciones por lo que resultan una alternativa interesante para el desarrollo de envases antimicrobianos [2]. En el presente trabajo se prepararon y caracterizaron diferentes
peliculas en base a polietileno y los componentes principales de dos agentes activos. Los agentes activos fueron incorporados de manera directa y se compard con los agentes activos previamente
encapsulados en otro polimero. Por otro lado, se estd estudiando la incorporacién de aditivos naturales que incrementan la degradabilidad del polimero en el tiempo.

En la Figura 5 se presenta los termogramas DSC para las peliculas PE, PE/A. Activo y
PE/microcapsulas al 5%, Se puede apreciar que no existe variacién con la incorporacién de los
agentes en cuanto a la temperatura de fusion cristalina (Tm). La figura 6 muestra los termogramas
TGA para las peliculas PE y PE/Microcapsulas al 5%, en ambos casos no existe variacion en la
temperatura de degradacidn de estas. Estos andlisis confirman que la incorporacién de los agentes
no afecta las propiedades térmicas del polimero.

PE solo
~PE - A Activ. 13 5% o
S PE - A Actvo 125 5% o
W = ?‘
T ; 5 —PE solo
] 2 bkt m‘“{;’i} s £ | —PE + b-CD-AAcO (1) 5%
‘ [3 2 38 | —PE + b-CD- AAciivo (2) 5%
s =]
= g
@
{
: “ref E i ° s . e %o ” 20n 288 © 100 200 300 400 500 600 790
. i ; oo i atura (° o
Mersarsuas Mezcha plimeromerscapsidas Peliula son mictocepsidas R e"“”e';sc 'Z; ) & - Temperatura (°C)
gura.>. termograma DoL polimera solo'y peliculas Figura 6. Termograma TGA PE soloy
Figura 1. Esquema preparacién de peliculas PE/Agente activo ‘6 PEPE/Agente /degradante PE/agente activo y PE/microcdpsulas PE/microcapsulas
Resu Itados Tabla 1. Propiedades mecdnicas Tabla 2. Propiedades mecanicas peliculas
peliculas PE soloy PE + A. Activo PE solo y PE-Microcapsulas
|, MbddodeYoung  LimiteEidstico ModubdeYoung  Limite Elistco —
Razn 22/ A ¥pip ) prey SElongacon  Razbn PE/AA %plp s o “%Elongacén
aiie 5 » Afctio 1) 5% PE +b-C0. Adctivo {1)5%
PE sole 2723 830205 563175 P sob 2721 89005 $63=75
%1 200004 756201 508228 991 177222 675:05 518 4.1
92 1792066 634046 319429 /3 08114 53401 912105
%5 nd nd ad o5 2815 16002 4542129
Figura 2. Peliculas polimero /agente la PE+ Adcivo 216% i 0
diferentes relaciones en peso % soio W1 890405 563175 9E sob 0t 890205 563275
: SR 5 a1 ] od ne 99/1 21328 776408 515:38
Caracterizacion de las pellcu las o773 1851097 7214015 27479 a3 20822 741104 434249
%5 104088 7.9610,24 427 7.4 9575 20026 682:01 4:11

4= ceeminace

@ ¥ i Péscio ] 5
¢ gmg TR | §
@ E i | E 3
i | g :
£ § Al &
£ - |3 v gini b F ¥ | =
| 1 R 5 ok e #
if i H
L 3 -
PE+AACHD {13 5% i FE+AAdivo (2} 5% 1.
fumeodeondsem?)  Mumerodeondaem ) Nuero de onda (o}
Figura 3. Espectros IR para PE solo, A.Activo (1) Figura 4. Espectros IR para PE solo, b-CD solo,
v (2), PE/A.Activo (1) y (2) 5% PE/b-CD-A.Activo (1) y (2) 5%

Figura 7. Ensayo fungicida PE/A.Activo (1) 5%

v Conclusiones ' Referencias ' '

+ Mediante la caracterizacion térmica y mecanica de las peliculas, se observé que la

g by A ! : 1. Y. Martinez. Temas selectos de ingenieria de alimentos, 5-2 (2011), 1-12.
incorporacion de estos agentes no afectan las propiedades originales del polimero.

2. S. Burt. International journal of food Microbiology. 94, 223-253, (2004).

* La peliculas con A. Activo y microcapsulas respectivamente mostraron actividad
fungicida, la eficiencia de estas depende de la carga de agente en la matriz y de la AGRADECIMIENTOS: Se agradece el financiamiento de este

¥eladdan dedinusion. trabajo al proyecto FIA PYT-2013-0018.

* Se obtiene una pelicula con propiedades fungicidas y a la vez con caracteristicas
degradables con el medio ambiente
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Influence of nanoparticle incorporation on polyethylene properties.

Paula A.Zapata', Boris Diaz !, Cristian Silva ', , Nicolas Amig¢ ', Daniel Canales ', Paula Galvez',
Franco M. Rabagliati ',Humberto Palza’.

L Grupo Polimeros, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, USACH,
Santiago, Chile ,

2 Departamento de Ingenieria Quimica y Biotecnologia, Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas, Universidad de
Chile, Santiago, Chile

Polyolefin composites, such as polyethylene (PE)/nanoparticles, are of particular interest as they
allow inexpensive and commodity polymers (plastics) to be used across a wide range of
applications [1]. In particular, the addition of small amounts (1-10 wt%) of nanoparticles [2] can
modify the polyolefin behavior allowing the development of novel materials. Compared with
polymer/microparticle composites, nanocomposite materials have improved properties, including:
crystallization, mechanical strength, melt processing, thermal degradation stability and
viscoelasticity, among other, [1,2]. The goal of the present is to study the influence of the
nanoparticles incorporations in the final properties of the polymer and the degradation in the time.
Nanoparticles as degradant were included into polyethylene in order to study its influence on the
final properties such as mechanical, thermal and accelerating the degradation with time of the
nanocomposite obtained. Oxodegradation can be caused by additives referred to as prodegradants
that accelerate the polyolefin degradation process and promote biodegradation [3]. Nanoparticles
incorporated into the polymer as TiO>, promoted and accelerate its photodegradation due to
reactive species generated during irradiation. The photodegradation of the nanocomposites was
confirmed by chemiluminescence (CL), carbonyl index (CI), degree of crystallinity (%y), and
microhardness (MH), which increased with photoaging time. After photoaging, the viscosity
molecular weight of nanocomposites, decreased markedly. The nanoparticles increased the
mechanical and slight thermal properties in comparison with neat PE. The Young modulus
increased ca. 20 % with 5 wt.% of the nanoparticles incorporation. The Figure 1, display the TEM
image of the 3 nanoparticles incorporated into PE matrix.

Figl. TEM image of the nanoparticles embedded in a PE matrix.

Acknowledgment :Financial support from “Proyecto FIA- PYT-2013-0018 to Dr. P.A. Zapata. Thanks are also due
to Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas. Universidad de Santiago de Chile. DICYT-USACH
and to Project FONDECYT 1150130.
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[3] P.A.Zapata*. F. M. Rabagliati. I Lieberwirth. F. Catalina. T Corrales. Polymer Degradation and Stability 109. 106-
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Rl

ION DE PELICULAS BA
DE BAJA DENSIDAD (PEBD) Y AGENTES ACTIVOS

D.A.Canales’, L.A.Monto
1. Grupo de polimeros,
2. Programa de Microb

ille', FM.Rabagliati!, M.T.Ulloa?, E.Alvarez?, L. M.Rivas®, P.A.Zapata'
.Facultad de Quimica y Biclogia, Universidad de Santiago de Chile
1ologia y Micologia, ICBM-Facultad de Medicina Universidad de Chile

Los envases de alimentos ti i i seguri te el
waslado: Se han dessrrofiug. s tienen la funcién de proteger, comunicar, contener y dar seguridad durante ¢

. A sistemas para envases que interactian con los alimentos brindando nucvas
PTOPIeQadcs €omo antioxidantes, antimicrobianas entre otras que permitan prolongar la vida util de los alimentos
(1. Algunos compuestos activos, presentan propiedades antimicrobianas frente a un amplio espectro de
TMCroorganismos, son inocuos al consumo humano en bajas concentraciones por lo que resultan una alternativa
interesante para el desarrollo de envases antimicrobianos {2]. En el presente trabajo se prepararon y caracterizaron
dlfemntgs peliculas en base a polietileno y los componentes principales de dos agentes activos. Los agentes activos
fueron incorporados de manera directa y se compard con los agentes activos previamente encapsulados en otro
polimero. En la Tabla 1 se presentan las propiedades fungicidas de las peliculas contra la botritis cinerea.

Tabla 1. Porcentaje de reduccién de colonias de las peliculas estudiadas, mediante el método de conteo de e

colonias
Actividad
] P
Pelicula Relacién PEfcarga (%6} tungicida (%)
89/1 85,3
PE + principlo activo 1 S7/3 93,7
9s8/s 99,9
99/1 nd.
PE + principlo activo 2 97/3 92,5
95/5 99,9
PE + b-CD- principio
activo 1 99/1 25,5
PE + b-CD- principio
activo 2 o 99/1 33,4

Agradecimientos: Se agradece el financiamiento de este trabajo al proyecto FIA PYT-2013-0018 y al proyecto
DICYT ASOCIATIVO, cédigo 051641ZR_DAS, Vicerrectoria de Investigacién, Desarrollo ¢ Innovacién,
Universidad de Santiago de Chile.
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1. Y. Martinez. Temas selectos de ingenieria de alimentos, 5-2 (2011), 1-12.

2. S. Burt. International journal of food Microbiology.94, (2004), 223-253.

$canned by CamScanner


Marcela Gonzalez E
Rectángulo


Anexo 10



UNIVERSIDAD
DE SANTIAGO
DE CHILE

Grupo de Polimeros

“Preparacion de un film inteligente con potencial
uso en el sector de alimentos y agricultura”

Grupo de Polimeros, Facultad de Quimicay
Biologia. Universidad Santiago de Chile.

29N

BE H\S&OVQOO’%
AGRARIA

Chile




PROBLEMA: Alimentos afectados por microogranismos, entre la produccién y el
consumidor.

OPORTUNIDAD: Producir envases funcionalizados con aceites esenciales y/o
nanoparticulas fungicidas y bactericidas de amplio espectro.




Nanocompuestos

Adicion de nanoparticulas de 1 a 5 % para modificar propiedades del
polimero

Propiedades biocidas

Nanoparticulas de Ag

Palza H, Zapata P.A ,Vera J, M. Wilhelm, Macromol. Mater. Eng. 296 (2011) 744-751. . e e e 345 . 6. R S 101 5




Nanoparticulas de Plata o Cobre

Plata o Cobre : presenta gran estabilidad térmica,
largo periodos de actividad antimicrobiana

Efecto de toxicidad en bacterias, virus, algas y
hongos

Los iones de plata o cobre forman complejos
| con azufre, nitrogeno u oxigeno

con los compuestos presentes en el M., inactivando las
| proteinas celulares. Bloqueo de la membrana celular

http://www.revista.unam.mx




Liberacion y Formacién de iones de plata o cobre

Oyaq) +4H30" +4Agg — 4Ag" g +6H,0

Nanocomposito

1. Difusion del agua dentro del

‘nanocomposito ’ ‘

' 2. La reacci6on entre la plata y DNA pierde la
fmoléculas de agua para formar el habilidad de replicarse
| 6n de plaa, sl

Muerte del microbio




DESVENTAJAS DE LAS NANOPARTICULAS DE COBRE Y PLATA

1. Toxicidad al ser humano

No esta Completamente establecido

2. DURACION DE LOS IONES

P.Zapata, L.Tamayo, E.Cerda, M.Paez, F.Rabagliati. European polymer jurnal ,47,
1541-1549, 2011.

P.A Zapata, M Larrea, L Tamayo, FM Rabagliati, MI Az6car , M Paez, Material
Science an Engineering C, 69, 1282-1289.2016




Nanoparticulas de TiO,

TiO, bajo costo, disponible, presentan actividad fotocatalitica
En la presencia de luz solar o UV

TiO, (h*) + OH ——TiO2 + OH°
TiO, (e”) + Oy —— TiO2 + O3

$
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DESVENTAJA NECESITA IRRADIACION
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A.Zenteno, S.Gurrero, I Lieberwirth, M-T.Ulloa, H.Palza, P.A.Zapata*, Polymer
International, 64,1442-450 2015.

Yanez D, F.M. Rabagliati, S.Guerrero, I.Lieberwirth,M.T. Ulloa, T.Gomez P.A.Zapata*,
Applied Catalysis A: General, 489, 255-261, 2015.




(CFU virgen polimer — CFU nanocomposite)
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P.Zapata, H.Palza, F.M. Rabagliati. Journal of Polymer Science Part A: Polymer
Chemistry. 50,4055-4062,2012.




ACEITES ESENCIALES
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* ALCOHOLES

« CETONAS

- ALDEHIDOS

« ESTERES

*« FENOLES

fruto

semilla

hoja

talio

- RRZ

COMPUESTO CON PROPIEADES BIOCIDAS CONTRA UN AMPLIO ESPECTRO
DE MICROORGANISMOS




1. Deterioro de alimentos

2. Lenta degradacidén de plasticos

3. Acumulacion de residuos

T i : ; 1 Fuente: Polym Degrad Stabil
Degradacion poliolefinas: 400 anos e

Residuos sé6lidos municipales en Chile:  Fuente: Primer Reporte Del
Manejo De Residuos Sélidos En

650.000 ton/afio plasticos Chile, 2010,

Industria de plasticos en Chile: US$3.000 MM (2011)

(Fuente: Diario Financiero,
http://www.sofofainnova.cl/innovaciones-de-compuestos-del-plastico-diversifican-mercados/)




DEGRADABILIDAD DE LAS PELICULAS

ASTM6954-04, la cual esta relacionada, con la regulacién del manejo de desechos
de bolsas plasticas y films base polimeros

Estereato, oleato de cobalto y acetato férrico

Permanecen después de la degradacion
generando otro contaminante

\ 4

Incorporar un mineral natural que acelere la
degradacion del polietileno sin contaminantes
remanentes




Principio Activo Mineral natural pro-degradante:

Aplicacion en multiples industrias
a) Alimentos
b) Invernaderos




PROCESAMIENTO DE
LAS PELICULAS

Mezclado en fundido Proceso de prensado




Peliculas de Polietileno

Peliculas PE-
Microcapsulas

Peliculas
PE-Agente
activo







Propiedades mecanicas , Determinacion modulo de Young

Tabla. Resultado de propiedades mecanicas de las peliculas con
agente activo

Razon PE/AA Modulo de Limite Elastico % Elongacidn
%p/p Young (MPa) (MPa)
PE solo 227¢1 8,90+0,5 56,3+ 7,5
99,5/0,5 220+ 20 8,06+0,6 53,6+ 36
93/7 208 + 14 753401 49,1+195
95/5 20815 7,60+0,2 454+129




Calorimetria diferencial del barrido (DSC)

s PE

- PE +A.A 1%

—_ PE+AA3%
PE +A.A 5%

Flujo de calor (J/qg)

sp 100 150 200
Temperatura (°C)




PERMEABILIDAD CONTRA VAPOR DE AGUA

Polietileno : 2.5 x10 *WVTR

Polietileno + Agente Activo: 2.1 x10 *WTR

WTR: Velocidad de transmision de agua




Tabla 2. Porcentaje de reduccién de unidades formadoras de colonia (UFC) de las

peliculas mediante el método de conteo de colonia

. . Actividad
Pelicula Relacién PE/carga (%) i
fungicida (%)
99/1 85,3
PE + principio activo 1 97/3 93,7
95/5 99,9
99/1 25,4
PE + principio activo 2 97/3 92,5
95/5 99,9
PE + b-CD- principio

activo 1 99/1 25,5
PE + principio activo 2 99/1 33,4

PROPIEDADES
FUNGICIDAS DE LAS
PELICULAS

(= Recuento UFCImL del control
M= Recuento UFCImL de la muestra

b Reduccién:-c'-—xm(}




PE/A.A




Realizacion de masterbatch y
pelicula de Polietileno y Agente
activo

9910pCOLOR

" MASTERBATCHES DE COLORES

ENPRESAS MARZULLO




Preparacion de una Pelicula Degradante




Nanoparticulas no téxicas como agente degradante

Nanoparticulas




Propiedades mecanicas , Médulo de Young, Limite Elastico, Elongacion a
la rotura de PE/nanoparticulas

Carga Modulo de Limite Elongacion

Nanoparticulas Young  Elasticoo  en ruptura
(E)}(Mpa) Punto de (%)
fluencia
(oy) (Mpa)
S/P SIN 202+7 7.71£0.03 60+8
Nanoparticulas 3% 2307 838+ 0.15 59+ 10
Nanoparticulas 5% 250 +4 8.40 = 0.09 42 +3

Nanoparticulas 8% 254+ 10 8.08+0.14 39¢1
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1,8 - 7

1,6

—=— LDPE
—e— LDPE /Nanoparticula //

1,4
1,2+

1,04

CI= (Absorbance 1715
cm -1 /absorbance 1465

cm 1)

0,8

0,6 -

0,4

Indice de Carbonilo

0,2 =

0,0 oy

Time (Days)

Indice de Carbonilo, degradacién en el tiempo.




CONCLUSION

AGENTE

ACTIVO
PROPIEDADES

BIOCIDAS

NANOPARTICULAS

INCREMENTA
DEGRADACION
DE PELICULA
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Lista de Asistentes en el Cierre de Proyecto realizado el 6 de Diciembre

Empresa Nombre Cargo

Multiexport Claudio Vera Gerente de Plantas y Operaciones
Soprole Yamilett Mufioz Ingeniero Desarrollo
Soprole Alejandro Campos. Jefe Desarrollo

Watts Fernando Olguin Jefe de Desarrollo
Watts Cesar Giacosa Gerente Desarrollo
Watts Juan Puentes Gerente de Ingenieria
Grupo

Empresarial José Contreras Gerente General

Grupo

Empresarial Mirella Concha Innovacion & Desarrollo
Grupo

Empresarial Cecilia Alcayaga Innovacion & Desarrollo
BO Packaging Rigoberto Toro Gerente Desarrollo

BO Packaging Carlos Martinez Jefe Area Técnica

BO Packaging Juan Carvajal Ingeniero de Desarrollo
BO Packaging Loreto Yamal Gerente Comercial

BO Packaging Constanza Zuiiga Ejecutiva Comercial

BO Packaging Fernando Bustamante Ejecutivo Comercial Zona Sur
BO Packaging Roberto Villanueva Ejecutivo Comercial

BO Packaging Patricia Zamorano Ejecutiva Comercial

BO Packaging Felipe Alvarez Ejecutivo Comercial
TOPCOLOR Loreto Contreras Ejecutiva Técnica

DGT Saul Carrillo USACH

DGT Carlos Abello USACH

DGT Rodrigo Morgado USACH

DGT Osvaldo Quiroz USACH

USACH Paula Zapata Investigadora principal
USACH Lissette Montoille Administradora de Proyecto
USACH Jaime Gonzdlez Gestor Comercial
USACH Daniel Canales Investigador
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two essential oils (oregano and cinnamon) and their corresponding active components
(carvacrol and cinnamaldehyde). The inclusion complex studied by scanning electron
microscopy (SEM) found particles of different sizes around 4 pum. The encapsulation
efficiency increased with stirring speed and it was slight higher for oregano and carvacrol
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HIGHLIGHTS

An inclusion complex of B—cylcodextrin with essential oils (oregano and cinnamon)
and their corresponding active components (carvacrol and cinnamaldehyde) were prepared
by the coprecipitation method.

The inclusion complex enhanced the thermal stability of the essential oil and the
active compound.

The B—cylcodextrin-cinnamaldehyde complex had a greater effect against Botrytis
cinerea than p—cylcodextrin-carvacrol
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Fungicide compound based on inclusion complexes of carvacrol, cinnamaldehyde,
oregano and cinnamon with g-CD

Daniel Canales ?, Lina M. Rivas °, Montoille L%, Franco M. Rabagliati ®, Maria Teresa
Ulloa b, Eduardo Alvarez b, Paula A. Zapata * *,

Grupo Polimeros, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de

Chile, USACH, Santiago, Chile
Programa de Microbiologia y Micologia. ICBM Facultad de Medicina Universidad
de Chile, Independencia, Santiago, Chile

Abstract

An inclusion complex of P—cylcodextrin with two essential oils (oregano and
cinnamon) and their corresponding active components (carvacrol and cinnamaldehyde)
were prepared by the coprecipitation method. The inclusion complex studied by scanning
electron microscopy (SEM) found particles of different sizes around 4 um. The interaction
between the essential oils or the active compounds with the f—cylcodextrin was confirmed
by infrared spectroscopy (IR) and differential scanning calorimetry (DSC). The
encapsulation efficiency increased with stirring speed and it was slight higher for oregano
and carvacrol (ca. 90%) than for cinnamon and cinnamaldehyde. The inclusion complex
enhanced the thermal stability of the essential oil and the active compound. The (-
cyclodextrin-cinnamaldehyde complex had a greater effect against Botrytis cinerea than p—
cyclodextrin-carvacrol.

Keywords

Essential oil ( oregano and cinnamon), Active compound ( cinnamaldehyde and carvacrol),
—Cylcodextrin, inclusion complex, Botrytis cinerea
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1. Introduction

Food industry challenges are focused on diverse requirements driven by consumers or
by the industry itself, and one of the most important is the growing interest in preserving
food quality from the sensory and nutritional standpoints without increasing production
cost [KEIEEISRISISEMIENEEN [« is important to search for antimicrobial agents like essential
oils that can protect food from foreign agents.

Essential oils (EOs) are among the most important raw materials in the food and
pharmaceutical industry [EiEICEEENERIE. EOs can be extracted from various aromatic
plants including that synthesize them [GNEICEIMMIEIIRN hese essential oils possess
various biological activities, mainly antibacterial, antifungal, and antioxidant properties.

Cinnamon and oregano are two essential oils whose main active principles are
cinnamaldehyde and carvacrol, respectively. Cinnamon is a small, 10-15 mtall, evergreen
tree belonging to the family Lauraceae. It is used mainly in cooking as a condiment and
flavoring material. In medicine it has been used to treat diarrhea and other digestive system
problems. Cinnamon is high in antioxidant activity and also has antimicrobial properties

. The cinnamon compositions is related with the origin, for example

the cinnamon from Brazil is composed of (E)-cinnamaldehyde (67.78), (2)-
cinnamaldehyde (7.15) and eugenol (7.47%) [EEIROICHCERMMIEII. From cinnamon
extract, trans-cinnamaldehyde has been found to be one of the most effective antioxidant
and antimicrobial agent against foodborne pathogens [l SEMIIEIEE. The essential oil

of oregano consists mainly of carvacrol and thymol, whose amounts vary according to its

origin [ GINEREEENE. Carvacrol, a monoterpene phenol, can be found from traces

up to 80% in various species [NEIGNMDMIIEEIE. [t has excellent antioxidant and

antimicrobial properties; the antibacterial activity of carvacrol has been attributed to its

2
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considerable effects on the structural and functional properties of cytoplasm membranes
. A study applied to wine spoilage yeasts shows that the antifungal activity of
carvacrol is associated with membrane damage, causing the cytoplam’s content to pour out
(Prednya, Santoch, 2014).

However, the essential oil decomposes or is evaporated when exposed to air, light,
or heat. One way to stabilize the essential oil is by its inclusion in carrier molecules NS
BRI Miolccular encapsulation of essential oils upgrades their chemical and thermal
stability and facilitates their handling [EEIROTICHSIEEIIEEIE. Encapsulation can be
achieved by complexation with cyclodextrins (CD). The inclusion complex guest
compound with CD can enhance stability, improve water solubility, protect against
oxidation and heat, and reduce volatility [N RGN0
Cyclodextrins are enzymatically modified starch and macrocyclic oligosaccharides,
consisting of (a-1,4)-linked a-D-glucopyranose units, with a hydrophilic outer surface and
a hollow hydrophobic interior [SECRICISECIRIEONE. The CD have the ability to form
inclusion complexes with hydrophobic molecules such as essential oils, which go partly or
entirely into the relative hydrophobic cavity of the CD, expelling at the same time the few

high energy water molecules from the inside [ GTINSEUINSINE. 2/lowing the essential

oil to remain as an effective antimicrobial agent under a wide variety of environmental

conditions and for longer time periods — Among the CD, B-cyclodextrin

(B-CD) is widely used as suitable for common guests with molecular weights between 200
and 800 g mol” and also due to its availability and reasonable price [NiEIEEICIIRIIE
-. B-CD has been applied to protect oil volatiles against oxidation, heat and light

degradation, evaporation, and moisture, mainly terpene and phenylpropane derivatives.
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This protection is due to the fact that the flavor molecules (guest) may involve total
inclusion or association only with the hydrophobic part of the molecule.

Petrovic et al. prepared the inclusion complex of cinnamon with B-CD using the
coprecipitacion method [INONICHEINMIENENE. The authors showed that the main
components studied chromatographically were (E)-cinnamaldehyde, (Z)-cinnamaldehyde,
and eugenol. The essential oil was complexed with B-CD with 93.77% yield at a 20:80 (-
CD ratio. The composition of the oil extracted from the complex was similar qualitatively
and quantitatively to that of the initial oil. The authors did not show the biocidal effect the
complex.

Cinnamon bark extract, trans-cinnamaldehyde, clove bud extract, eugenol, and a 2:1
trans-eugenol mixture were microencapsulated by the freeze-drying method in B-CD. The
cinnamon bark and clove extract B-CD inclusion complex was the most effective
antimicrobial system against representative Gram positive (Listeria innocua) and Gram
negative (Salmonella enterica) microorganisms [INNSHAIIEUIS-

There are no studies on the preparation of the 3-CD/carvacrol, B-CD /cinnamaldehyde, -
CD/cinnamon, and B-CD/oregano complexes and their use againts Botritys cinerea, which

attacks grapes.
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2. Experimental
2.1 Materials
The cinnamon and oregano essential oils (cinnamon, oregano) were purchased from
a natural products store; B-CD (98%), cinnamaldehyde (99%), and carvacrol (98%) were

purchased from Sigma-Aldrich, and dichloromethane (99.9%) from Merck Darmastadt.

2.2 Preparation of the B-CD inclusion complex

The co-precipitation method was used to prepare the inclusion complexes between
B-CD and the active agents (cinnamaldehyde and carvacrol) and essential oils (cinnamon
and oregano) SIS Five grams of B-CD and 50 mL of a 2:1 water/ethanol
mixture were placed in a reactor, with stirring, and warmed to 55 °C. Ten percent v/v
solutions in ethanol of the active agents (essential oil, cinnamaldehyde, or carvacrol) were
prepared. The w/w ratio of B-CD to the active agents was 80:20. The solution of the active
agents was added dropwise to the B-CD solution, mixing at 55 °C for 30 min. The solution
was stirred during 4 h until its temperature decreased to 25 °C. The final solution was
cooled to 7 °C during 12 h, and the precipitate was recovered by vacuum filtration and

dried in an oven for 24 hours.

2.3 Encapsulation yield and efficiency

The encapsulation yield (E.Y.) and encapsulation efficiency (E.E.) in B-CD were
studied for cinnamon, oregano, cinnamaldehyde, and carvacrol. The inclusion complexes
were quantified in UV-visible spectrophotometer Weisser SPECORD 100 at 280 nm. The

inclusion complex (0.5 g) was dissolved in 20 mL of distilled water and 10 mL of

5
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dichloromethane, the solution was placed in an ultrasonic bath for 30 minutes, and the
organic phase was recovered and quantitated by UV-visible spectroscopy. Previously a
calibration curve was made to extrapolate the amount of oil present in the inclusion
complexes. The E.E. was calculated by the following equation (Hill et al., 2013).

EE amount of active compound entrapped 100
LE.= e 5 X
initial amount of active compound

Where “amount of active compound entrapped” is the amount of compound present in the
inclusion complex particles and “initial amount of active compound” indicates the amount
of compound initially used to manufacture the inclusion complex particles.

The encapsulation yield (E.Y.) is a ratio of the mass of inclusion complex obtained and the
amount of reagents used. The E.Y. serves to quantify the efficiency of the encapsulation of

the active agents. The determination is shown in the following equation:

amount of inclusion complex obtained
EY.= —— x100
initial amount of reagents used

2.4 Characterizations of inclusion complexes, essential oils, and active compounds

The samples were analyzed by scanning electronic microscopy (SEM) in a Zeiss
EVO-MA10 apparatus, with a resolution of 3000 X in a nitrogen atmosphere.

Infrared (IR) spectroscopic analysis was carried out in Perkin Elmer BX-FTIR

. range, with a

spectrometer. The IR spectra were collected in the 4000 to 500 cm
resolution of 4 cm™" at room temperature.
Differential scanning calorimetry (DSC) (Mettler DSC823) was used in order to

study the thermal behavior of the samples, which were heated from 25 to 180 °C at a rate of

10 °C/min, and were then cooled to 25 °C in a nitrogen atmosphere.
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The thermal stability of the inclusion complex was evaluated by thermogravimetric
analysis (TGA) using a Netzsch TG Libra 209 in an inert atmosphere (nitrogen), heating

the samples form 25 to 600 °C at a rate of 20 °C/min.

Antifungal activity

The antifungal activity of the essential oils was studied by agar well diffusion tests.
Botrytis cinerea strain ChFC12 was used. To evaluate the biocidal properties of the
inclusion complex, spore suspensions containing 4x10° to 5x10° spores/mL by microscopic
counting with a cell-counting hematocytometer. Sabouraud dextrose agar BBL® was
inoculated aseptically with 200 uL of spore suspension. In the center of the culture media a
drop of 20 pL of inclusion complex was added (100, 50, 25, 12.5% v/v in ethanol), using -
CD alone as control. The Petri dishes were incubated at 27 °C for 10 days. Three replicates

were setup for all concentrations and controls.
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3. RESULTS

3.1 Complex inclusion and characterization
All powders produced were of yellow color, while the 3-CD powder is white. The
color is due to the interaction of the active compound with the B-CD as an inclusion of oil

pigments into the B-CD cavity or adsorption on the powder surface.

3.1.1 Morphological analysis of the inclusion complexes

Figure 1 shows the inclusion complex of the active compounds (cinnamaldehyde,
carvacrol) and essential oils (cinnamon, oregano) incorporated into B-CD. The inclusion of
cinnamaldehyde into B-CD gave different microencapsulated particle sizes. The inclusion
of carvacrol presented smaller size encapsulation particles, ca. 4 pm, than cinnamaldehyde.
For the essential oils, the microencapsulations were more homogenous and the particles
were larger than those of the active compounds. There was some particle agglomeration. A
similar behavior was found by — who explained that large particles appear
to attract smaller particles. Small clusters of particles were identified in the beginning
stages of particle agglomeration. The irregular shape was a consequence of the self—

assembly of B-CD.
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Figure 1. Scanning electron microscopy (SEM ) of a) B-CD, b) p-CD-carvacrol, C) B-CD-

cinnamaldehyde , d) B—CD, e) p -CD-oregano oil, and f) f-CD-cinammon oil

3.1.2 Fourier transform infrared (FIIR) spectroscopy of the inclusion complexes
FT-IR was used to confirm the formation of the inclusion complexes. Figures 2 and
3 show the IR spectra of the active compounds (cinnamaldehyde or carvacrol ) and the
essential oils: cinnamon and oregano, B-CD, and the inclusion complexes: f-
CD/cinnamaldehyde and B-CD/carvacrol, f-CD/cinnamon and B-CD/oregano.
For carvacrol encapsulation, the carvacrol did not cause a significant shift of the
FTIR bands compared with B-CD. This means that there is no strong interaction between

carvacrol and the B-CD groups. After encapsulation small signals appear around 1300-1400
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cm™ for the B-CD/carvacrol complex which correspond to interactions of C-OH from the
aromatic ring.

Cinnamaldehyde has a signal at 1670 cm™ due to the carbonyl C=0 band vibration.
The B-CD has prominent bands at 3300 cm™ (O-H stretching vibration), 2929 cm™ (C-H
stretching vibration), 1648 cm™ (H-O-H), 1150 cm™ (C-O stretching vibration), and 1030
em” (C-O-C stretching vibration) RS 1hc B-CD/cinnamaldehyde
inclusion complex shows the typical signals for B-CD, and the carbonyl bands (C=0)

appear after the inclusion of cinnamaldehyde in 3-CD.
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Figure 2 . FTIR spectra of the active compounds (carvacrol and cinnamaldehyde), 3-CD, f

-CD/carvacrol, and f-CD/cinnamaldehyde.

Figure 3 shows the spectra of microencapsulated oregano and cinnamon oils.
Oregano oil shows a band at 1250 cm’ attributed to C-OH interactions, and cinnamon oil

has a strong signal at 1512 cm™', probably due to the interaction of C=O and B-CD. The
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analysis of the essential oil is difficult because of the diverse compounds and band overlap

of the essential oils.
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Figure 3 . FTIR spectra of the active compounds (oregano and cinnamon oil), B-CD, and

the inclusion complexes (B-CD/oregano oil and B-CD/cinamon oil).

3.1.3 Encapsulation yield (E.Y.) and encapsulation efficiency (E.E.)

Table 1 and Figure 4 show the encapsulation yield (E.Y.) and encapsulation
efficiency (E.E.) at different stirring speeds. The E.E. is a quantitative parameter used to
calculate the amount of active compound entrapped in the inclusion complex, and it
increases with stirring speed. This indicates that the stirring is very important to facilitate

the inclusion of the active compounds in the cavities of B-CD. Another study reported the

entrapment efficiency of trans-cinnamaldehyde at 84.70% in the B-CD inclusion complex,

similar to that reported in the present study [ENCRARIEII.
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The encapsulation yield and efficiency of carvacrol and oregano were slight higher than
those of cinnamaldehyde and cinnamon at stirring speeds of 500-750 rpm. This may be due
to the hydroxyl group of the active compound (carvacrol or oregano) interacting through
hydrogen bridges with the inside of 3-CD.

The entrapment efficiency of the active compound for the extracts should be lower than that
of the purified compounds since there are other compounds competing for inclusion in

B-CD.

Table 1. Encapsulation yield (E.Y.) and encapsulation efficiency (E.E) of B-CD

inclusion complexes at 280 nm at different stirring speeds.

B-CD- B-CD- B-CD- B-CD-
Stirring Cinnamaldehyde Carvacrol Cinnamon Oregano
E.Y. E.E EY. EE EY. EE EY. EE

speed (rpm)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

250 65 76 67 61 57 64 63 64
500 68 77 68 83 61 74 58 85
750 68 87 63 94 54 [i4 556 91
1000 70 91 64 90 53 80 61 93

12
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Figure 4. Encapsulation efficiency vs. stirring speed.

3.1.4. Differential scanning calorimetry (DSC)

Figure S displays the thermograms obtained for B-CD and the inclusion complexes
with cinnamaldehyde and carvacrol. For B-CD there is a broad endothermic peak near 130
°Cs related to the removal of the water molecules that bind to -CD. The characteristic peak
of the cyclodextrin turned broader after the inclusion of carvacrol, cinnamaldehyde,
oregano oil and cinnamon oil. It may be due to the interaction of the active agents with [3-
CD. The change in the peak indicates the inclusion of the active compound in the complex.
For carvacrol and cinnamaldehyde the peak decreases at lower temperature than B—CD, in

contrast with the behavior observed by SN REICIMEENEN ho studied the preparation of

the inclusion complex of garlic and cyclodextrin, reporting that the endothermic peak of
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cyclodextrin is shifted to a higher temperature for the inclusion complex system, which can

be explained on the basis of an interaction between garlic oil and B-CD.
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Figure 5. DSC thermograms of B-CD and B-CD/carvacrol, -CD/cinnamaldehyde, B-CD-

oregano oil, and p—CD/cinnamon oil inclusion complexes.
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3.1.5. Thermogravimetric analysis

Figure 6 shows the TGA thermogram of B-CD, the active compounds (carvacrol
and cinnamaldehyde), the essential oils (oregano and cinnamon), and their corresponding
inclusion complexes. B-CD has two peaks, one in the range of 50-82 °C that is attributed to
the release of water molecules, and another one close to 330 °C corresponding to the
decomposition of B-CD. The active compounds (cinnamaldehyde and carvacrol) and the
essential oils start decomposing between 120 and 150 °C, and the maximum signal appears
at 200-205 °C. The inclusion complex has one signal at ca. 330 °C, therefore the B-CD

enhances the thermal stability of the essential oils and the active compounds as described

by Wang etal. (2011); Menezes et al. (2016)
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Figure 6. TGA analysis of the active compounds (carvacrol and cinnamon), the essential

oils (oregano and cinnamon), 3 -CD, and the inclusion complexes: p-CD/carvacrol and B-
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3.1.6 Fungicidal properties of the essential oils and active compounds against B.

cinerea

Figures 7 and 8 show the results of the screening method used to study the
qualitative fungicidal activity of B-CD, B-CD/cinnamaldehyde, B-CD/cinnamon oil, B-
CD/oregano oil, and B- CD/carvacrol against B. cinerea. The results show an inhibition

compared to the B—CD control, confirming that these compounds inhibited fungal growth.

iy - - "an of B-CD-Cinnamaldehy

Figure 7. Fungicidal activity against B. cinerea by the screening method: a) $-CD, b) -
CD/cinnamon oil, and ¢) B-CD/cinnamaldehyde.
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Figure 8 . Fungicidal activity against B. cinerea by the screening method: a) carvacrol, b)

oregano oil, ¢) control, d) B-CD, e) B-CD/oregano oil, and f) B-CD/carvacrol.

The essential oil complex did not show an inhibition zone compared to the active
substances (cinnamaldehyde and carvacrol). Cinnamaldehyde presented an inhibition halo
larger than that of carvacrol [EENITEENEIREENEE. showed that compounds having
aromatic rings and OH groups in their structure form strong interactions with -CD more
favorably, indicating that interactions between -CD and carvacrol are stronger compared
to cinnamaldehyde, which makes carvacrol release lower than cinnamaldehyde.

There are some reported about of postulated of fungicide actions active compound [N
B -xplained that the carvacrol actions result from an ion gradient modification and
the effect is due to ability of bonding of active compound, as deprotonated, to cations and
transfer them through the cell membrane. Phenolic compound may inhibit decay fungi due

to their ability to react with the free radical and oxidant and also because of available

hydroxyl groups (-OH) able to interact with metals (Chelator effect) [ RNITHEIRUSEIE
For cinnamaldehyde, Cheng et al. reported that the activity increases when there are
conjugated bonds and aldehyde groups, since electron delocalization and therefore the free

radical scavenger potential are increased —
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Chan S-T studied the effect of cinnamaldehyde on the fungus, finding that the
cinnamaldehyde interacts with the cell wall and inhibits enzymes such as chitin synthase

and B-(1,3) glucan synthase, responsible for the synthesis of chitin and glucan, the main

components of the wall, causing irreparable damage to the cell (R ETEIIE-

Conclusions

The coprecipitation method was used successfully to complex the active substances
(carvacrol or cinnamaldehyde), the essential oil (oregano or cinnamon) with B-CD. The
encapsulation efficiency (E.E.) increased with stirring speed. This indicates that stirring is
very important because it facilitates the inclusion of the active substances into the cavity of
the B-CD, achieving ca. 90% of E.E. at 750 rpm. When the essential oils and active
substances were incorporated into B-CD, the inclusion complex led to enhanced thermal
stability, with the maximum temperature of the inclusion complex higher (320 °C) than that
of the pure compound (200 °C). Cinnamaldehyde presents a higher effect against B. cinerea
than carvacrol, which could be due to the strong interactions between carvacrol and B-CD,

allowing cinnamaldehyde to reach the bacteria more easily than carvacrol.

Acknowledgements

The authors acknowledge the financial support of FIA “Fundacién para la Innovacién
Agraria ” under FIA project “ nombre” (http://www.fia.cl/). And "Gobierno Regional
Metropolitano de Santiago" (GORE-RM). The authors are grateful to Professor Sergio
Moya for providing the UV equipment.

19



383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429

[\
(—]



430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462

21





