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INSTRUCCIONES PARA CONTESTAR Y PRESENTAR EL INFORME

Todas las secciones del informe deben ser contestadas, utilizando caracteres tipo
Avrial, tamano 11.

Sobre la informacion presentada en el informe:

Debe estar basada en la ultima versién del Plan Operativo aprobada por FIA.

Debe ser resumida y precisa. Si bien no se establecen niumeros de caracteres por
seccion, no debe incluirse informacién en exceso, sino solo aquella informacion
que realmente aporte a lo que se solicita informar.

Debe ser totalmente consiste en las distintas secciones y se deben evitar
repeticiones entre ellas.

Debe estar directamente vinculada a la informacion presentada en el informe
financiero y ser totalmente consistente con ella.

Sobre los anexos del informe:

Deben incluir toda la informacién que complemente y/o respalde la informacién
presentada en el informe, especialmente a nivel de los resultados alcanzados.

Se deben incluir materiales de difusién, como diapositivas, publicaciones,
manuales, folletos, fichas técnicas, entre otros.

También se deben incluir cuadros, graficos y fotografias, pero presentando una
descripcion y/o conclusiones de los elementos sefalados, lo cual facilite la
interpretacion de la informacion

Sobre la presentacion a FIA del informe:

Se deben entregar tres copias iguales, dos en papel y una digital en formato Word
(CD o pendrive).

La fecha de presentacion debe ser la establecida en el Plan Operativo del
proyecto, en la seccién detalle administrativo. El retraso en la fecha de
presentacion del informe generara una multa por cada dia habil de atraso
equivalente al 0,2% del ultimo aporte cancelado.

Debe entregarse en las oficinas de FIA, personalmente o por correo. En este
ultimo caso, la fecha valida es la de ingreso a FIA, no la fecha de envio de la
correspondencia.
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1. ANTECEDENTES GENERALES

Nombre Ejecutor:

Universidad Santiago de Chile

Nombre(s) Asociado(s):

B.O. Packaging S.A.

Coordinador del Proyecto:

Paula Andrea Zapata Ramirez

Regiones de ejecucion:

Santiago

Fecha de inicio iniciativa:

Enero 2014

Fecha término Iniciativa:

Diciembre 2016

2. EJECUCION PRESUPUESTARIA DEL PROYECTO

Costo total del proyecto

Aporte total FIA

Pecuniario

Aporte Contraparte

No Pecuniario

Total

Acumulados a la Fecha Monto ($)

Aportes FIA del proyecto

1. Aportes entregados

Primer aporte

Segundo aporte

Tercer aporte

Cuarto Aporte ( En
Marzo de 2017)

n aportes

2. Total de aportes FIA entregados (suma N°1)

3. Total de aportes FIA gastados

4. Saldo real disponible (N°2 — N°3) de aportes FIA

Aportes contraparte del proyecto (Ejecutor y asociados)

1. Aportes Contraparte programado

Pecuniario

No Pecuniario

gastados

2. Total de aportes Contraparte Pecuniario

No Pecuniario

3. Saldo real disponible (N°1 —N°2) | Pecuniario
de aportes Contraparte

No Pecuniario
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2.1 Saldo real de aporte FIA disponible en el proyecto
Indigue si el saldo real disponible, sefialado en el cuadro anterior, es igual al saldo en
el Sistema de Declaracion de Gastos en Linea (SDGL):

Si X
NO

2.2 Diferencia entre el saldo real de aporte FIA disponible y lo ingresado en el SDGL
En el caso de que existan diferencias, explique las razones.

3. RESUMEN DEL PERIODO ANTERIOR

Informar de manera resumida las principales actividades realizadas y los principales
resultados obtenidos en el periodo anterior a éste informe. Entregar valores
cuantitativos y cualitativos.

Avances en la investigacion y desarrollo

Se estudio la liberacion del cinemaldehido desde la pelicula de polietilieno (PE) durante
un periodo de 4 meses y se analizé su liberacion mediante cromatografia liquida.

Se realizd el estudio de la fotodegradacion de las peliculas con el agente degradante o
nanoparticulas de carbonato de calcio en el tiempo mediante irradiacion artificial durante
un periodo de 35 dias, la irradiacién simula la luz solar en forma acelerada. Se observo
un incremento en el indice de carbonilo, Médulo de Young y porcentaje de cristalinidad
después de la degradacion, mayor para las peliculas que contienen las nanoparticulas
en comparacion con el PE puro, concluyendo que las nanoparticulas aceleran la
degradacién del polietileno en el tiempo.

Se realizaron las peliculas para el film inteligente con los mejores parametros obtenidos,
con el fin de minimizar costos se obtuvo una pelicula con 3 % del agente activo y 5 % del
degradante. Actualmente se esta evaluando las propiedades de esta pelicula inteligente.

Se escribié la patente relacionada con la obtencién de la pelicula inteligente y fue
enviada a la INAPI para su evaluacién.
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4. RESUMEN DEL PERIODO INFORMADO

Informar de manera resumida las principales actividades realizadas y los principales
resultados obtenidos en el periodo informado. Entregar valores cuantitativos y

cualitativos.

Se prepard un film inteligente base polietileno (PE) con propiedades antimicrobianos
mediante la incorporacion de principios activos (cinemaldehido y carvacrol). Las
peliculas presentaron propiedades antimicrobianas contra el hongo Botritys cinérea.
Ademas, se incorporaron nanoparticulas de carbonato de calcio, las cuales actuan como
agente degradable. EI PE con incorporacion de nanoparticulas, presentdé un mayor
indice de carbonilo, que esta relacionado con la velocidad de degradacion del polimero.
Con las mejores condiciones obtenidas en el laboratorio ( 3 % de cinemaldehido), se
preparé un prototipo de film de 100 um, mediante procesamiento de masterbatch y
extrusion en la planta de procesamiento de aditivos de la empresa TopColor con la
ayuda de la empresa asociada BO Packaging. El film obtenido presenta propiedades de
translucidez similares al PE sin aditivos. El film exhibe las propiedades mecanicas,
térmicas apropiadas para ser comercializado.

5. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO

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.
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6. OBJETIVOS ESPECIFICOS (OE)

6.1 Porcentaje de Avance
El porcentaje de avance de cada objetivo especifico se calcula luego de determinar el
grado de avance de los resultados asociados a éstos. El cumplimiento de un 100% de un
objetivo especifico se logra cuando el 100% de los resultados asociados son alcanzados.

N° L % de avance
OE Descripcion del OE S
1 Obtener un film biocida con buenas propiedades de barrera con la 100
incorporacion de aceites esenciales.
5 Preparar un film degradable al ambiente con la incorporacién de 100
carbonato de calcio.
3 Obtener un film inteligente con la formulacion necesaria 100
(concentraciones de aceite natural y mineral).
4 Realizar el estudio de patentamiento. 100
5 | Validar el prototipo técnica y comercialmente. 100
5 Realizar el empaquetamiento de la tecnologia y transferirla al 100
asociado
7 | Validar aplicaciones del film inteligente con el asociado 100
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7. RESULTADOS ESPERADOS (RE)

7.1 Cuantificacion del avance de los RE a la fecha

o Indicador de Resultados (IR) P
o o esuitado Estado Meta del
gE I;JE Esperado | Nombredel | Férmulade | actualdel | indicador ll-‘ec,ha a\zaal;aace
(RE) indicador calculo indicador | (situacion a;ae?:e e
final)
Propiedad
biocida
Obtener un | contra la
film biocida | E.Coli y
con la Botrytis Log
adicién de (se evalua [CFU/mL] Log Log P
1 1 | aceites mediante inicial - Log | [CFU/mL] | [CFU/mL] 2901 5 100
esenciales y | el Conteo | [CFU/mL]final | final: 0,0 | final: 0,0
adecuadas | de unidad
propiedades | formadoras
de barrera. | de colonia
(Log
CFU/mL)

Déscripcién y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Peliculas de polietileno fueron preparadas incorporando directamente los aceites esenciales
(orégano y canela) 6 principios activos (cinemaldehido y carvacrol). También, los aceites
esenciales o principios activos fueron previamente microencapsulados en la B-ciclodextrina, y
posteriormente, incorporados al polietileno mediante mezclado en fundido y prensado. Los
mejores resultados se obtuvieron al incorporar un 5 % de carvacrol, y cinemaldehido al
polietileno presentando para ambos principios activos una reducciéon contra la botritys
cinérea, de un 99,99%. Por razones de costo de produccion de la pelicula a nivel industrial se
toman como 6ptimos la incorporacién de 3 % de cinemaldehido 6 carvacrol obteniendo un
procentaje de reduccion de la bacteria de un 90 %. Al incorporar el agente microcapsulado de
B-ciclodextrina para el agente activo el efecto fungicida es menor en comparacién con las
peliculas que contienen solo los principios activos, disminuyendo su efectividad a un 30 %
contra el hongo.

Para peliculas de PE/Carvacrol y PE/Cinemaldehido conteniendo 5% del aceite esencial se
tiene que el Log [CFU/mL] final es cercano a cero (0,0), porque todas las unidades de
colonias fueron muertas después de estar en contacto con la pelicula que contiene carvacrol
6 cinemaldehido.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Anexo 1
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Indicador de Resultados (IR)

Resultado Estado | \iotn del % de
N° N° _ ela ae
i g ESFsgdo Nomre. | Fermuiade | #SMA 1 jniender || F 0008 i
B calculo i (situacion a fecha
indicador indicador final) meta
Obtener un Propiedad Permeabilidad
con la a oxigeno pamr_de la
SeliEin g (P02) Ipaegs:\elzgtg (\j/:t Egi:445 Papddo Agosto
1| 1 |aceites [Polym Int |} idades en bar 2016 100
esenciales y 2011; 60: Barrer =
1600—
adecuadas 1668 10-10 cm?®
propiedades ] (STP) cm cm™
de barrera. s cmHg ™).

Descripcién y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Se estudiaron las propiedades de barrera a oxigeno para las peliculas de polietileno sin

aditivo y las que contienen un 3 % de agente activo de cinemaldehido y carvacrol.

El film de polietileno sin ningun aditivo, presenta valores de permeabilidad de barrera a
oxigeno de 445 bar, similares valores fueron obtenidos al adicionar al film 3% de
cinemaldehido 6 carvacrol, obteniendo valores cercanos a 445 bar contra oxigeno. La
incorporacion del principio activo no cambia las propiedades de barrera de las peliculas de
polietileno ( 445 bar).

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Anexo 1
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Indicador de Resultados (IR)
% de
Resultado Estado | (1ot del 2
N° | N° Férmula S avance
OE | Re | Esperado | Nombre del o atc:jtglal indicador aT::S:e ats
RE indicador ; s situacié
e oed calculo | indicador | ¢ ﬁf:l;)on meta | fecha
Velocidad de
transmision
Obtener un e g
i oot WVTR, se )
film biocida | refiere alos | VIR
WVTR
con la gramos de o
adicion de agua que ,‘“,';'arr‘ WVTR: WVTR: 2.5
1 1 | aceites pasan a VIRma | 5'1'x10%- | x10 fgm3 Agosto 100
. : unidades =2 -1 -1 2016
esenciales y | través de una @ - gm~-d d
adecuadas | seccién e
propiedades determinada
de barrera de material
’ dentro de un
tiempo
determinado.

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Se realizaron las propiedades de barrera de vapor de agua para las peliculas de PE, y PE
que contienen un 3 % de agente activo de cinemaldehido y carvacrol.
Con este fin inicialmente se midié la pelicula de polietileno sin ningun aditivo, obteniendo
valores de permeabilidad de vapor de agua de WVTR: 2.5 x10 ® WVTR. Al incorporar las
agentes activos se encontré una permeablidad de WVTR: 2.1 x10 ® WVTR, por lo que la
incorporaciéon de agentes activos no cambia los valores en las propiedades de
permeabilidad de vapor de agua del PE.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Anexo 1
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Indicador de Resultados (IR)
% de
Resultado Estado | \1oto del
N° | N° For L avance
OE | Re | ESperado | Nombre del ocl;rewla ag:f' indicador af:::‘?’e ia
(RE) indicador : L situacion
caleulo | indicador | ¢ final) meta | fecha
Gbtener un Medicién
film biocida | pedicion del del area | Porcentaje | Porcentaje
con Ia principio activo | inicial por | de de
adicion de (cinemaldehido, | HPLC- liberacion | liberacion | 5 i
1 1 | aceites carvacrol) en el | Medicién | inicial del | del 281 6 100
esenciales y | tiempo desde la | del area prinicipio principio
adecuadas | matriz final del activo activo: 3-
propiedades polimérica pritr)cipio 3% 5%
de barrera. s

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Se midio la liberaciéon en el tiempo o porcentaje de liberaciéon cinemaldehido y carvacrol
desde las peliculas de polietileno por un periodo de 4 meses. Se midid inicialmente
diariamente la liberacion de los principios activos y después semanalmente. La estimacion
se realizé mediante HPLC y UV. Tanto el carvacrol como el cinemaldehido liberan en
forma controlada el principio activo. Las primeras horas la liberacion es rapida debido al
principio activo que se encuentra en la superficie del film, posteriormente la liberacion es
mas controlada. El principio activo ( cinemaldehido y carvacrol) fueron liberados durante
los 4 meses, llegando a un porcentaje de liberacion de un 3 %.

Documentacioén de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Anexo 1
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Ne°
OE

Ne
RE

Resultado
Esperado
(RE)

Indicador de Resultados (IR)

Nombre del
indicador

Foérmula de
calculo

Estado
actual
del
indicador

Meta del

indicador

(situacién
final)

Fecha
alcance
meta

% de
avance
ala
fecha

Preparacion
de un film
degradable
con la
incorporacién
de carbonato

Medicion de las
propiedades en la
degradacién del
film:

Calculo del indice
de carbonilo (IC)
mediante
caracterizaciéon de
los films por
espectroscopia
infrarrojo (IR) de
los films el cual
sefiala el grado de
degradabilidad del
polimero.

areaf ©

Area metileno

IC=1,8

IC=1,0

Marzo
2016

100

de calcio
' (IC) : Relacién de

la intensidad de las
bandas de
absorcion del pico
del C=0 a 1715
cm” yla
intensidad de la
banda referente a
las vibraciones de
metileno 718 cm™”

Descripcion vy justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Posterior, a la preparacién de las peliculas y la medicién de las propiedades mecanicas y térmicas. Las
peliculas de polietileno sin y con incorporacion de 5 % de nanoparticulas de CaCO3;, fueron irradiadas
durante un periodo de 35 dias, en una estufa de degradacion que simula la irradiacién solar. Las muestras
antes y después de la irradiacién son analizadas mediante infrarrojo con el objetivo de calcular el indice de
carbonilo que esta relacionado con la formaciéon de compuestos como cetonas o aldehidos debido a la
degradacion que ha sufrido el polimero durante la irradiacion. Se han obtenido indices de carbonilo de 1,8
durante la irradiacion para los polimeros con carbonato de calcio y de 1,0 para el polietilieno. Se han
realizado mediciones durante 35 dias de irradiacion, obteniendo un indice de carbonilo mayor a 1,0 debido
a que las nanoparticulas de CaCO; aceleran la degradacién del polietileno.

Documentacién de respaldo (indique en que n°® de anexo se encuentra)

Anexo 1
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Indicador de Resultados (IR)
% de
Resultado Estado | ,, .
N° eta del avance
N°OE | Rg ES(P:EE;C’O Nombre del | Férmula de ac;tzlal indicador a‘l:::::e R
indicador calculo | . dicador (sx;%aac;.;én frieta fecha
Prepargcxon Propiedades | E(MPa)es
de un film mecanicas: | obtenido de )
degradable Médulo de | '@pendiente | Médulo | \\cq Marzo
2 |2 |conla Young (), | §o euv® | 9 YOUNG: | e Young: | 2016 | 100
i isn | indi ' E>250
incorporacién | indica la | s o MPa
de carbonato | figidez  del | deformacion
de calcio polimens

Descripcién y justificacién del avance de los resultados esperados a Ié fecha.

Antes de la irradiacién se midié el Médulo de Young de las peliculas con incorporacion de
nanocarbonato de calcio, obteniendose Mdédulo de Young de 200 MPa, un poco mayor en
comparacion sin incorporacién de nanoparticulas. Al finalizar la irradiacion del polimero una vez
que esté se degradd se midid6 el Modulo de Young del polimero sin y con adicién de
nanoparticulas de CaCQO,, obteniéndose un incremento en el médulo de Young de 233 MPa
para el PE irradiado y de 316 Mpa para el PE/CaCQO; irradiado. Se observa que el polimero se
torna muy rigido por la degradacion que sufre durante el tiempo de irradiacion, por lo que es
quebradizo y dificil de manipular.

Documentacion de respaldo (indique en que n°® de anexo se encuentra)

Anexo 1
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Indicador de Resultados (IR) % de
Ne | N° Resultado Estado Meta del Fecha | avance
OF  RE Esperado Nombre del | Férmula de actual del | indicador e 38
(RE) indicador calculo indicador | (situacion eha
final) i -
e AHm:
PrepargClon s Temperatura de
de un film Propiedades | ¢ gion gel PE,
degradable termicas. AHm: Porcentaje | Porcentaje
Porcentaje | Temperatura de de de Marzo
212 s - s de fusiéFr)1 del PE Cristalinidad | Cristalinidad | 2016 A
INCOTPOracion | cristalinidad | 100% cristalino. %x =16 %x>10
de carbonato | jujr
de calcio Wi = ey 10U

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Se estudiaron las propiedades térmicas de las peliculas de PE/CaCO; antes de ser
degradados, en el que se observé un leve aumento del porcentaje de cristalinidad al incorporar
5 % de nanoparticulas al polietileno. Obteniéndose un porcentaje de cristalinidad de un 11%.
Posterior a la degradacién se obtuvo un incrementando de un 16 %, en el porcentaje de
cristalindad. Esto se debe a que al degradarse las peliculas las cadenas se fragmentan y las
nuevas cadenas que son mas pequefias cristalizan mas rapido incrementando el valor del
porcentaje de cristalinidad. Porcentaje de cristalinidad inicial 11 y despues de la irradiacion 16

%.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Anexo 1
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Indicador de Resultados (IR) % de
N° | N° | Resultado Estado Meta del
O | R | Esperado Nombre | Formulade | actualdel | indicador | [Fe@ it
(RE) i calculo indicador (SI\E::IaaCI:;én ote fecha
| El'film Parametros
Pro@ucw debe ser | oMo elIC | IC=1.8y | IC=1,0y | Septiemb
3| 3 |un film biocida v | Y 109 CFU Log Log re 100
inteligent dis radayb vistos [CFU/mL] | [CFU/mL] 2016
e. e 9 anteriorme =0 =0
nte

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Se prepararon las peliculas con la incorporacién de 3% de agente activo y 5 % de
nanoparticulas de carbonato de calcio, que fueron los mejores resultados de las
propiedades de las pelicuals con el fin de estudiar la degradacién de éstas en el tiempo y
el efecto de las propiedades biocidas en el polimero. Al degradar las peliculas en el
tiempo se obtuvo un IC cercano a 1,8, y las peliculas fueron efectivas contra el hongo
Botritys cinérea, matando al 99 % de las bacterias, obteniéndose un CFU cercano a 0.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se ehcuentra)

Anexo 1.

Indicador de Resultados (IR) %
Estado | Meta de
N° | N° | Resultado : actual del ava
O | R | Esperado | Nombredel | "2 | “gel |indicado | "M@ | nce
Bl E (RE) indicador oo | indicad r e am
celTe or (situacio | M€ | fech
n final) : a
0:
Informe
No-
Estudiode | |nformede | Roaizad
4 | 4 | patentamient | Patentamient | © 0,6 1 Ez?)i? 100
0. o. 1
Informe
Realizad
0
Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.
La patente fue solicitada en diciembre de 2015, se estan esperando los resultados de la
INAPI, se anexa solicitud de patente.
Documentacién de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)
Escrito de patente. Anexo 2
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Indicador de Resultados (IR)
Estado % d
N° | N° | Resultado > actual Meta del i
avanc
O R | Esgeidde | 5T0MDIS || BAURLE Seser | e BRI IE I
E ik (RE) e ; indicado | (situacié fech
indicador calculo 5 n final) meta ecna
0:
. o Informe
Validacié
.. No-
n técnica .
y Informe de | Realizad Diciembr
5 5 . Validacién | o 1 1 100
comercial 1 e 2016
del i
rototipo O
P P Realizad
o

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Con la empresa asociada de BO Packaging se realizd el prototipo de film inteligente,
incorporando 3 % de principio activo al PE,mediante procesamiento industrial,
TOPCOLOR dispuso de la maquinaria para realizar un masterbarch y posterior la
extrusion del film. El film presentd una buena transparencia, siendo aceptado por BO
packaging, una de las dificultades es el olor que presenta el film, pero se quiere reducir a
futuro la cantidad de prinicipio activo con el fin de bajar costos y disminuir el olor
caracteristico del prinicipio activo. El film fue verificado y aceptado por la empresa BO
Packaging.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Anexo 1
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Indicador de Resultados (IR)
i Estado l\geetla % de
N° | N avan
o|R| Resutado | | Formul | ®M@ | ingicad | Fecha | Seq
E | |EporadoRE) | o cedor | 2% | igidsal S e |
calculo or (sit'uaci meta | focha
on
final)
0:
Paquete Informe
Empaquetami . No-
tecnolégico .
ento realizado y Realiza
tecnolégico y . | do Diciemb
648 transferencia GG 1 L re 2016 e
ento de la )
del paquete . 1:
tecnolégico BB o Informe
’ asociado. .
Realiza
do

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Se realizé la transferencia de los mejores resultados obtenidos durante el proyecto. Se
tiene perspectiva que el film aplicado no solo sera para envase de frutas si no también
para envases de salmon, debido a que los desplazamientos de transporte son menores,
es asi que se requiere cantidades menores del principio activo. El film fue procesado en
condiciones industriales satisfactoriamente, con propiedades adecuadas para ser usado
como envase de alimentos.

Documentacion de respaldo (indique en que n® de anexo se encuentra)

Anexo 1
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Indicador de Resultados (IR) % de
o | g i R Estado avan
esultado actual Meta del
. e cea
g Fé ESP:éadO No‘;netl)re Férmula del indicador ;f:::e i
(RE) indicador | g€ célculo mdnc;ado (;S:tfi::;?)é 0 &ch
a
Validacion 'd”fo""e
e
de . o
aplicacione xacljlglaf(i:llrz 1:Informe Biciembire
74 7 |s del film Realizado 1 1 100
i como 2016
inteligente s
empaque
con el
asociado a uva.y
' hortaliza

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

La validacién técnica con el asociado esta dirigida a usar el film para envase de salmon y
frutas como la uva, en la cual esta investigacién fue dirigida. Se esta realizando la
validacién comercial con potenciales clientes en el campo de la industria del salmén y uvas,
en particulas con la empresa Multiexport, Cliente de BO Packaging.

Documentacion de respaldo (indique en que n°® de anexo se encuentra)

Anexo 1
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8. CAMBIOS Y/O PROBLEMAS

Especificar los cambios y/o problemas en el desarrollo del proyecto durante el periodo

informado.

Describir cambios
ylo problemas

Consecuencias
(positivas o negativas), para
el cumplimiento del objetivo

general y/o especificos

Ajustes realizados al proyecto para
abordar los cambios y/o problemas

Al encapsular el
principio activo en
la B-ciclodextrina,
se presentd una
disminucion  en
las propiedades
fungicidas, pero
se observa una
liberacion mayor
en el tiempo del
principio activo.

Por lo tanto, para nivel
industrial se encapsuld el
principio activo directamente
en el polietileno, por lo que
permite bajar los costos del
procesamiento.

Se peletilizé el cinemaldehido en el
PE mediante un proceso
Masterbatch (extrusién en pellets) y
posteriormente se realizd un
procesamiento de extrusion para la
obtencién del film.
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9. ACTIVIDADES REALIZADAS EN EL PERIODO

9.1 Actividades programadas en el plan operativo y realizadas en el periodo del
informe

1) Caracterizar los aceites esenciales orégano (Carvacrol), canela (Cinamaldehido), eucalipto
(Cineol).

2) Realizar el estudio de la peletizacién del aceite esencial.

3) Realizar el estudio de formulacién de cantidad requerida de aceite esencial para la
preparacion del film biocida.

4) Preparar los films PE/Carvacrol, PE/Cinamaldehido y PE/Cineol. Optimizando las cantidades
requeridas.

5) Medir las propiedades biocidas y fungicidas de los films.

6) Medir las propiedades de barrera a oxigeno y vapor de agua.

7) Medir liberacion de los principios activos en el tiempo

8) Caracterizar los agentes degradantes carbonato y nanocarbonato de calcio.

9) Realizar estudio de formulacién de cantidad requerida de carbonato de calcio para la
preparacion del film biodegradante.

10) Preparar los films PE/carbonato de calcio y PE/nanocarbonato de calcio. Optimizando las
cantidades requeridas.

11) Medicion del indice de carbonilo en el tiempo de los films degradados PE/carbonato de calcio
(CaCO0s3) y PE/nanocarbonato de calcio

12) Medicién de los propiedades térmicas y mecénicas de los films degradados en el tiempo

13) Obtener en conjunto un film inteligente con propiedades biocidas y degradables PE/aceite
esencial/carbonato de calcio.

14) Elaborar la estrategia de Patentamiento y Proteccion de PI.

15) Validar el prototipo tanto técnica como comercialmente.

16) Realizar el empaquetamiento de la tecnologia.

17) Realizar un estudio de aplicaciones del film, como uso de envase para fruta y hortalizas

9.2 Actividades programadas y no realizadas en el periodo del informe

No Aplica

9.3 Actividades programadas para otros periodos y realizadas en el periodo del
informe

No Aplica

9.4 Actividades no programadas y realizadas en el periodo del informe

No Aplica
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10. HITOS CRITICOS DEL PERIODO

Hitos criticos

Fecha programada
de cumplimiento

Cumplimiento

(SI/NO)

Documentacion de
respaldo
(indique en que n°
de anexo se
encuentra)

Obtencion de vehiculo o
peletizaciéon del aceite
esencial, para poder ser
procesado en la extrusora.

Diciembre 2014

Si

Anexo 1

Optimizar las cantidades
requeridas de
incorporacioén del aceite
esencial y carbonato de
calcio en el polimero para
obtener el film biocida y
degradante: Obtencién de
la formulacién éptima del
film.

Septiembre 2016

Si

Anexo 1

Estudio de la degradacion
de los films.

Marzo 2016

Si

Anexo 1

Estudio de la adicién de la
formulacion al film.
Obtencion del vehiculo de
adicion para produccién
industrial.

Diciembre 2016

Si

Anexo 1

Elaboracién de Prototipo

Diciembre 2016

Si

Anexo 1

Validacién del prototipo

Diciembre 2016

Si

Anexo 1

Estudio de Patentamiento
y Elaboracion de
Estrategia de PI

Enero 2016

Si

Anexo 2

Transferencia del Paquete
Tecnologico

Diciembre 2016

Si

Anexo 1

Validacion de aplicaciones
del film inteligente con el
asociado

Diciembre 2016

Si

Anexo 1
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10.1. En caso de hitos criticos no cumplidos en el periodo, explique las razones y
entregue una propuesta de ajuste y solucion en el corto plazo.

No Aplica
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11. CAMBIOS EN EL ENTORNO

Indique si han existido cambios en el entorno que afecten el proyecto en los ambitos
tecnolégico, de mercado, normativo y otros

No existen cambios en el entorno de relevancia.

12. DIFUSION

12.1 Describa las actividades de difusion programadas durante el periodo:

N° Documenta
Fecha Lugar Tipo de Actividad participant cion
es* Generada*
Entrevista Blog
13 Portal (http://www.veoverde.com/2014/0 Entrevista
Mayo | Veoverde.c 5/cientificos-chilenos-desarrollan- 1 disponible
2014 | om film-biodegradable-para-uso-en- en la web
el-sector-agroalimentario/)
Presentaci
6n en PPT
Octub A . s
Santiago Congreso, “Innovacion en el sector sobre el
re 1- ) nrm 40
2014 de Chile Hortofruticola proyecto.
( Anexo
3).
. a3 Ne° ; i
Fecha Lugar Tipo de Actividad participantes* Documentacion Generada
3-7de Catillo- Coloquio de
diciembre Chile Macromoléculas 50 | Poster. (Anexo 4)
de 2014 (CM-7).
. o Ne ! .
Fecha Lugar Tipo de Actividad participantes* Documentacion Generada’
4-6 de Santiago/ :
Noviembre | Espacio | 1@ Food and 1.000 | Poster. (Anexo 5)
; Process (FIA)
2015 Riesco.

! Si bien no puede cuantificarse la cantidad de participantes, es relevante sefalar que el Blog cuenta con un
total de 347.400 suscriptores.
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- ‘
Fecha Lugar Tipo de Actividad parti cli\:) s Documentacién Generada
27 de Laboratorio : 2 .
. s Laboratorio | Informativo de mercurio
Marzo de Entrevista Mercurio :
de 2016 | Polimeros de Polimeros | (Anexo 6)
- A
Fecha Lugar Tipo de Actividad pa rtici';ant os* Documentaciéon Generada*
Enero 2
EMN congress Presentacion oral. Resumen
38_1165 Hang Kang Polymer 200 (Anexo 7)
o
Fecha Lugar Tipo de Actividad pa rticir;a ntes® Documentaciéon Generada*
l;}iigrenbre Catillo- ﬁgfgl#%%iu!as 3 Presentacion oral. Resumen
2016 Chile (CM-8). (Anexo 8)
0
Fecha Lugar Tipo de Actividad pa rtici';antes* Documentacion Generada*
6 de . . Presentacion oral.
Diciembre =anBage Cisti de Prayecio 40 Diapositivas (Anexo 9)
o
Fecha Lugar Tipo de Actividad pa rtici';an tes* Documentacion Generada*
. Entrevista con la
Sanglago, Radio Universidad de
e Fato Chile, de FIA junto 3
Diciembre | Universidad oo
4 con Rodrigo
de Chile
Gallardo.
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; g5 Ne : ‘.
Fecha Lugar Tipo de Actividad participantes* Documentacién Generada
18 de Cierre de : . Informativo de mercurio
Diciembre | proyecto | Entrevista Mercurio 2 | (Anexo 10)
j e N° : :
Fecha Lugar Tipo de Actividad participantes* Documentacion Generada
) Escritura de paper,
E_n_ero- Revie para ser enviado a Escrito de paper (Anexo
Do | POt s | 2245 Pojmer |
y Carbohydrates

*Debe adjuntar en anexos material de difusion generado y listas de participantes
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13. CONCLUSIONES

13.1 ¢Considera que los resultados obtenidos hasta la fecha permitiran alcanzar
el objetivo general del proyecto?

El objetivo general del proyecto se alcanzé. Se obtuvo un film inteligente en base a
polietileno y productos naturales (Cinemaldehido, Carvacrol, carbonato de calcio) con
propiedades antimicrobianas (biocidas o fungicidas) y sustentable con el medio
ambiente.

13.2 ;Considera que el objetivo general del proyecto se cumplira en los plazos
establecidos en el plan operativo?

Para poder cumplir con el objetivo general se requirié de un periodo mayor de tiempo, y
esto permitié cumplir con todas las actividades programadas del proyecto.

13.3 ¢Ha tenido dificultades o inconvenientes en el desarrollo del proyecto?

Durante el proyecto se presentaron varias dificultades, una de ellas fue la transferencia
tecnoldgica para la preparaciéon del film inteligente, lo que interfiri6 en que el proyecto
tuviera un alargamiento por 6 meses. Pero este tiempo, permitié la obtencion del pototipo
de film inteligente a nivel industrial y la realizacion de la transferencia a la empresa BO
Packaging. Para la realizacion del film se necesit6 de un intermediario como la empresa
TOP COLOR quienes, realizaron el masterbatch de polietileno con el principio activo, el
cual posteriormente fue extruido al prototipo de film que BO Packaging necesitaba como
producto final, para ver su futura aplicacion, no solo en el sector de envase de UVA si no
también en otros sectores como envase para salmon.

13.4 ;Como ha sido el funcionamiento del equipo técnico del proyecto y la
relacion con los asociados, si los hubiere?
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El equipo se desempend satisfactoriamente y dentro de los margenes esperados. Se
tuvieron varias reuniones con los asociados BO Packaging y con intermerdiarios como
TOPCOLOR para la preparacién del prototipo del film inteligente y con clientes finales
durante el evento de cierre donde se presentd e interactué con 5 grandes empresas,

13.5 En relacion a lo trabajado en el periodo informado, ¢tiene alguna
recomendacion para el desarrollo futuro del proyecto?

Como futuro trabajo, se estan realizando ensayos con agentes encapsulantes como
zeolitas de los aceites esenciales que sean mas baratos y disponibles, ademas este
agente econdmico permitira disminuir el olor de los principios activos cuando se usan
altas cargas de éste. Una de las zeolitas es de origen Chileno, que reduce los costos.

13.6 Mencione otros aspectos que considere relevante informar, (si los hubiere).

No existen otros aspectos relevantes de informar.

14. ANEXOS
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Realice y enumere una lista de documentos adjuntados como anexos.

l.

I.
M.
V.
V.
VI
VII.
VIII.
IX.
X.
XI.

Anexo 1. Resultados del Proyecto (Word)
Anexo 2. Patente enviada a la INAPI

Anexo 3. Diapositivas presentadas en el congreso de horticultura (PPT).

Anexo 4. Poster del congreso Coloquio de Macromoleculas. 2014
Anexo 5. Poster de Feria Food and Process (FIA)

Anexo 6.Entrevista del Mercurio

Anexo 7. Resumen de el congreso EMN Polymer congress
Anexo 8. Resumen congreso Coloquio de Macromoleculas. 2016
Anexo 9. Cierre del proyecto. Presentacién oral.

Anexo 10. Entrevista Mercurio 2016

Anexo 11. Manuscrito
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ANEXO 1



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 M?:Sg 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
ek L g o
e 5 1,40 0,35
PE+ 1 0 0,35
Cinamaldehido 3 0 1.05
5 0 1,75
PE+ b- é el 4
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-
Carvaetol 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 mecanicas , 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 mecanico del material.

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

peso

Razon PE/A.A Modulo de Young Limite Elastico % Elongacitn

%op/p (MPa) (MPa)

PE solo 227+1 8,90+ 0,5 56,3 +7,5
99/1 202+ 0.4 7,56 +0,1 50,8 +2.8
97/3 179 + 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 % Blongacitn
()

%p/p (MPa) (MPa)

PE solo 227+1 8,90+ 0,5 563 +7.5
99/1 n.d n.d n.d
97/3 185+ 0,97 7.21:0,15 32,7+ 791

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




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

razones en peso

Razéon PE/A.A° Modulo de Young  Limite Eldstico % Blongaitn

%p/p (MPa) (MPa)

PE solo 2271 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 mecénicas peliculas polietileno/complejos de inclusion b-CD-
Carvacrol, a diferentes razones en peso

Razén PE/ALA Moédulo de Limite Elastico % Blongacibn

%p/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 1,53 +10,1 49,1 £ 19,5
95/5 208 £ 5 7,60 £ 0,2 454+129

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

Razon PE/ALA Moddulo de Limite Elastico % Blonpadiin

%p/p Young (MPa) (MPa)
PE 227+ 1 8,90+ 0,5 56,3+7,5
99,5/0,5 207 +3 7,36+ 0,8 545+6,9
99/1 213+ 8 7,74 +£ 0,1 51,5+£38
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 Moddulo de Limite Elastico % Blonesis
0

%p/p Young (MPa) (MPa)
PE 227+ 1 8,90+ 0,5 56,3+ 7.5
99.5/0,5 202+ 9 7,34 £ 0,1 446+ 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 inclusion b-CD-Aceite
de canela, a diferentes razones en peso

Razén PE/AA Modulo de Limite Elastico % Blongacibn

%op/p Young (MPa) (MPa)
PE 227+ 1 8,90+ 0,5 56,3+7,5
99,5/0,5 209+ 11 7.4+04 26,6 + 0,41
99/1 198 +9 7,15+ 0,4 53,6457
97/3 210+ 12 7,45+ 0,2 476+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 midi¢ las propiedades térmicas del polimero como temperatura de
fusion, este analisis se realizé 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.

—PE Soo

—PE +Chamaicenido 5%

—PE + b-CD-Chamaiehido 5%

- PE + 3-CO-Chamaidenido 5% (Agente 3otvo}

Flujo de calor (J/g)

s0 100 150 200
Temperatura (°C)
Figura 1. Termogramas DSC para peliculas, PE solo, PE + Cinamaldehido 5%, PE + b-

CD-Cinamaldehido 5% y PE + b-CD-Cinamaldehido 5% (Agente activo)

—PEsoio

e PE + CRIVECTOl 5%

—PE~+ b-LD-Carvacrol §%

~——PE + bLD-Carvacrod 53 (Agente Activol

Flujo de calor (J/g)

s0 100 150 200
Temperatura (°C)
Figura 2. Termogramas DSC para peliculas, PE solo, PE + Carvacrol 5%, PE + b-CD-

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




— PE Scobo
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Figura 3. Termogramas DSC para peliculas, PE solo, PE + A. Orégano 5%, PE+ b-CD-
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Figura 4. Termogramas DSC para peliculas, PE solo, PE + A. Canela 5%, PE+b-CD-
A.Canela 5%, PE+b-CD-A.Canela (5% Agente activo)




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 méxima de descomposicion, lo que nos

podria indicar que el agente activo se encuentra incorporado en la cadena polimérica.
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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 inhibicién en comparacién 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 interactua con la pared celular
inhibiendo la sintesis de enzimas fundamentales como la quitina sintasa y -(1,3) glucano
sintasa, responsables de la sintesis de quitina y glucanos que son componentes principales

de la pared, generando daifio 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) fendlico 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 (c) control.




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

Posterior a la realizacion de las peliculas se estudido 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 presentd 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 mas 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 Actlquad
Cc (%) 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

PE Eb-CD-A. 97/3 312

anela

95/5 39,3

99/1 15,7

i e 97/3 414

Orégano

95/5 20,8

PE ¢ b-CD- e iy
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 Relacion PE/carga (%)  Actividad
fungicida
(Vo)
PE + Cinamaldehido 97/3 957
95/5 99.9
PE + Carvacrol 97/3 925
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 liberacion del agente
activo sea controlada en el tiempo haciendo que el empaque para frutas y verduras serd
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 liberacion y esta es mas

controlada en el tiempo.
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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 liberaciéon 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 liberacion

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 (V\Q{TR) gm
PE solo 445 25x10°
97/3 445 2.1x10°

Como se observa en la Tabla 11, las propiedades de barrera contra oxigeno y vapor de
agua no presentan cambios con la incorporaciéon 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%




.

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 didmetro 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. Analisis DRX de las particulas de Carbonato de Calcio

2.2. Propiedades mecanicas de los nanocompositos PE/ CaCOj3

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

nancompositos de PE/CaCOs.




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

Particulas Carga Moédulo 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+ 7 838+ 0.15 59+ 10
Nanoparticulas 5% 250 +4 8.40 + 0.09 42 +3
Nanoparticulas 8% 254+ 10 8,08+ 0.14 391

Se pueden apreciar cambios significativos en los pardmetros 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
nucleaciéon 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 generd nuevo centros de fractura
con la incorporacion de 5 y 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 optima se realiza con la adicién 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/CaCOs; con incorporacion 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 actia como agente nucleante.

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

Particulas Carga Porcentaje de
CaCO; cristalinidad
(o)
S/P S/N 23
Nanoparticulas 5% 28

2.4 Determinacion del indice de Carbonilo de las peliculas degradadas

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

Se cortaron las muestras de lcm x lem , 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

1

determinada usando la relacion 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 degradacién. 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/CaCOj 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 degradacién (t=35) se refiere al tiempo que estuvieron

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

Segtin el analisis térmico realizado, se observa una disminucién 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 adicidén 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 pequefias 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/CaCOs sin irradiar (t=0) e irradiados (t=35

dias)

Muestra Te L Xe

O (O (%)
PE t=0 108 112 114
PE t=35 105 107 14,5
PE/CaCO; 5% t=0 107 111 11,8
PE/CaCO; 5% t=35 106 108 15,9

2.6 Estudio de las propiedades mecanicas de los polimeros degradados

En la Tabla 15 se observan los parametros Modulo de Young, limite eléstico y elongacion

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

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

Muestra Moédulo de Limite Elastico Elongacion en
Young (E)(Mpa) (cy) (Mpa) ruptura
(o)
PE t=0 145 3 31
PE =35 201 3 28
PE/CaCO; 5% t=0 203 2 24
PE/CaCO; 5% =35 316 - 16

La degradacion 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 permitira que las cadenas se
vuelvan a organizar de una forma mas ordenada, forméandose cristales mas pequefios que
aumentaran la rigidez del polimero.

Finalmente en el caso de la elongacion en ruptura, hubo una disminucién 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 significard un rompimiento
mas temprano de la probeta. La elongacion en ruptura disminuyé en un 34% en el caso del

polietileno con adiciéon 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 electronica de barrido (SEM)
para el polietileno y polietileno con 5% de nanoparticulas antes y después de la

degradacion.

PE/CaC0, t=0

PE/CaC0, t=35

Figura 16. Figuras de SEM para PE y PE/CaCO3 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 ningin
fraccionamiento aparente; por el contrario, después de la irradiaciéon aparecen cavidades
correspondientes a las peliculas degradadas, observandose fisuras de mayor grado para la
pelicula de polietileno que contiene las nanoparticulas, presentandose ademas agujeros en
su superficie. Estos resultados indican que el nanocomposito de PE /CaCOj; 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 observé 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 mecanicas como el modulo de
Young se mantuvo en 245 MPa. Mediante andlisis térmico se observé 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 incorporacion 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 actuan 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 esta 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 pm
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. Ademas 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 sera aplicado en el sector

de las frutas como UVA y para envase de Salmoén.

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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aceite esencial, y método de preparscion de la peficula

{57) Resgmer (Miximo 1600 caracieres]

La presente invancidn se refiere 3 una peliculs degradable para empague de frutas y honalizas que comprends una matrix
solménca en base a polivlefina que incorpora un zgente active antimicrobisne (biocids o fungitida) de aceite esencial
seleccionado del grupo consistente de: carvacrol, cinemaldehido, tineol sabineno, thujaplicin o una mezcia de los mismos: o
incompora dicho aceite esencial seleccinnado del grupo consistente de: aceite de canela, aceite de orégano, acete de eucalipto,
scene de nuex moscada, aceite de honokiiol o una mezcla de los mismos, ¥ ademas dicha matriz polimerica, incorpora
vomprende apentes degradantes; y procadimiento de microencapsulacion de dichos agentes activos andifingicos o
antibactenianas de aceite esencial o dicho acefie esencial, y procedimiento preparacion de i3 pelicula.

Preferentemente, la presente pelicula es una pelicula inteilg: para empaque de frutas y hontalizas, de una matriz poliménca
en base a una poficlefina seleccionada de polistieno (PE). polipropilens (PE), poliestiano (PS; y etilvinilacetato (EVA)} qua
incorpora dicho agente active antimicroblano de aceie esencial o dicho aceite esencial, que puede estar microencapsulado en
un agente microencapstlante que se salecciona del grupo consistente de dicludextring (B- ¢ », arcills o silica; y ademas
comprende un agente degradante selaccionade del grupo consistente de: nanacarbonato de talcio, carbonato de calcio, imidon,
celuloss o una mezcia de los mismos. Dicha pelicuts cuenta con propledades antimicrobianas (biocidas o fungicidas), y una vex
cumplido su ciclo de vida, 8s degradable al medio ambiente

Firma Sofi o Ap
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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 polimérica en base a poliolefina gue incorpora un
agente activo antimicrobiana (biocida o fungicada) de aceite esencial seleccionado del
grupo consistente de carvacrol, cinemaldehido, cineol, sabineno, thujapliicin o una
mezcla de los mismos, o incorpora dicho aceite esencial seleccionado del grupo
consistente de: aceite de cangla, aceite de orégano, aceite de eucaliptus, aceite de
nuez moscada, aceite de honokitiol, 0 un mezcia de los mismos, y ademas comprende
un agente degradante. procedimiento de microencapsulacion dichos agentes activos
antifingicos © antibacterianocs 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),
polipropitenc (PE), poliestireno (PS) y etilvinilacetato (EVA) y agentes antimicrobiano de
aceite esencial o dicho agente esencial, que puede estar microencapsulado en un
agente encapsulante seleccionado del grupo consisiente de: ciclodextrina (- o v-),
arcilla o silica: y ademas incorpora un agente degradante, seleccionado del grupo
consiste de: nanocarbonato de calcio, carbonato de calcio. almidén, celulosa o una
mezcla de los mismos. Dicha pelicula cuenia con propiedades antimicrobianas (biccidas

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 |os plasticos ya que
las poliolefinas actualmente usadas en su manufactura, no pueden ser facimente

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 acumulacion de desechos plasticos. En segundo lugar, la
acumulacion de residuos es también otro problema que en la actualidad genera grandes
darios ambientales. En Chile, en el afo 2008, la generacién de residuos soélidos
municipales alcanzé los 6,5 millones de toneladas anuales en residuos plasticos. Por
tltimo, un gran numero de alimentos, frutas, verduras o farmacos se deterioran por
accion del ambiente. bacterias, hongos entre otros, debido 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 agrondmica 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. Asi, la
industria de empaque de frutas juega un papel importante en el desarrollc 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 mas comunes que
alteran las propiedades de las frutas se encuentran la humedad, luz, oxigenc y
bacterias, hongos y plagas del ambiente. Andlisis economicos indican que los
exportadores pierden hasta el 30% de los productos frescos debido a la maduracion y
descompasicion durante el transporte [RHIM JW,, Ng P.K.W. Criticals Reviews in
Food Science and Nutritions, 47 {4).411-433]. Estos desafios llevan a la busqueda de
alternativas, para mantener la calidad de las frutas. Actualmente, se ha reporiado la
preparacion de peliculas de plasticos con propiedades biocidas, los que contienen
algunos metales como plata, cobre o titanio {Zapata P.A., Tamayo L., Paez M., Cerda
E., Azocar 1., Rabagliati F. M., E. Polym. J. 47(2011) 1541, Palza H., Gutierrez S.,
Salazar O.. Fuenzalida V., AvilaJ., Quijada R., Macromol. Rapid. Commun. 31 {2010)
683]. Es conocida la ventaja de la plata y el cobre debido a que son potentes en un
amplic 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 periode 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 (SO3) como un agente antimicrobianc. El SO, es un antioxidante y presearvative
de productos come vegetales, frutas y vinos. El SO; actia como preservante de
alimentos previniendo el crecimiento microbiano, Sin embargo, el SO; puede causar
diversos problemas de salud como cefalea crénica y trastornos de memoria. En 1988 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 policlefinas.
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 ia liberacion de SO; es costoso ademas puede presentar problemas para la salud,
si se comprende altas concentraciones de SO;. Por lo tanto, es importante buscar un
producto natural que actie como biocida y fungicida para los alimentos, especialmente
frutas. Por otro lado, con respecto a la degradabilidad cde estas peliculas para el
embalaje de alimentos, las empresas deben ir cumpliendo en la mayoria 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 ofras caracteristicas
oxodegradabilidad pero la desventaja de los aditivos usades en su preparacién como
prodegradantes es que requieren la presencia de luz para que el polimero sea
degradable al medio ambiente. Por lo tanto, en &l drea de la degradabilidad de peliculas

en base a polimeros se tiene grandes retos por resolver.
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Por otra parte, la demanda de empagques para alimentos que mantengan la calidad del
mismao, por un largo periodo, 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
consarvacion de lechuga, fue preparado con polipropileno y nanoparticulas de TiO,. El
empaque inhibid el crecimiento de E. Cofi en la lechuga [Chawengkijwanich C., Hayata
Y., IntJ.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 quitosano [Xing K, Chen
X.G.. Kong M., Liu C.8., Cha D.S., Park H.J., Carbohydr.Polym. 76 (2009) 17].

Otros compuestos de gran interés como agentes biocidas y 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
{cineol), tomillo (timol), entre otros. La actividad microbicida de diferentes aceites
esenciales en la incorporacion de polimeros ha sido estudiada [Lopez P., Sanchez C.,
Batlle R., Nerin C., J. Agric. Food Chem., 55, 4348 (2007)]. Peliculas de polietilenc con
arcilla y carvacrol muestran propiedades biccidas conira diferentes bacterias [Persico
P., etal., Polymer Engineering Science, 48 (2009) 1447]. Por tanto, una alternativa de
obtener una pelicula biocida, sera incorporandc un aceite esencial en una matriz

polimérica.

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

Polyolefin compositions and degradable films.Pat US3454510, assigned to Eastman
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Kodak Co.; 1969, Peng C. A degradable polyolefin resin and process for making
same.Pat W02008020752, assigned to Gain Mark Technology Lid.; 2008]. Ctros
prodegradantes son provenientes de oxidos metalicos fotoestables como el TIO; y ZNO
[Ammala A, Hill AJ, Meakin P, Pas SJ, Turney TW. J Nanopart Res 2002:4:167-74]. Se
ha reportado que sclo se requiere un 2% en peso de prodegrandante con respecto a la
policlefina, y esto hace, que el proceso sea amigable por extrusién o por inyeccion. En
la literatura se informa del estudic de carbonaio de calcic, almidén y celulosa para
degradacion de policlefinas como polietileno y polipropileno [Forsberg G.. Moessner
EK., Chapman GM., Packages. Pat W(2006008502, 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 baje condiciones ambientales, el cual es evidenciado
en una disminucion en sus pesos moleculares y un importante incremento en el indice
de carbonilo que da una idea del rompimiento de las cadenas, la formacién de cetonas,
aldehidos entre otros, y por tanto degradacion del polimero [Pablos J. L., Abrusci C.,
Marin 1., Lopez-Marin J., Catalina ., Espl E., Corrales T., Polymer Degradation and
Stability 95 (2010) 2057, Li J, Yang R., Yu J., Liu Y., Polym.Degrad. Stab. , 93 {2008)
84].

US2014242138 divulga formulaciones de aceites esenciales microencapsulados
adecuados para aplicaciones agricolas, donde al menos un aceite esencial se
encuentran en un nucleo solido encapsuiado por carcasa exterior anfipatica que
consiste esencialmente de una forma de sal multivalente de al menos un acido
alcanvico. Tambien, ensefia un proceso de preparacion para la formulacion y su
aplicacion como preservante, desinfectante y producto repelente de insectos para

almacenar productos o alimentos agricolas.
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US2014154428 divulga un procese para la obtencion de una pelicula compuesta de la
incorporacién de agentes antimicrobianos de origen natural en una estructura polimérica
para desarrollar paquetes para aumentar la vida Otil de la carme 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 produccién de
una fase olecsa a través de una sclucion del agente antimicrobianc de origen natural
con una mezcla de timol y carvacrol; a3) preparar una emulsion incorporando la fase
acuosa sobre la fase oleosa; b) la incorporacion de las microcapsulas en polimeros, el
tratamiento anteriormente elios a fin de reducir su tension superficial {tratamiento
corona), las microcapsulas de sedimentacion sobre la pelicuia, y dejando secar en una

estufa a temperatura controlada.

CN103788484 divulga una pelicula de frutas y verduras frescas y un método para su
preparacion, donde la pelicula comprende polietilenc (PE}, polipropileno (PP) y un
material de alta barrera copolimero de etilenofalcohol vinilico (EVOH), los que sirven
materias primas basicas, y esencia de semilla de aceite de romero vy 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 extruscra de doble tornillo, y luego su extrusién y soplado a través de la resina
modificada. La pelicula asi preparada permmite inhibir el crecimiento microbiano, la
evaporacion del agua y la tasa de respiracion de frutas y verduras, obteniéndose un

efecto de resistencia a la oxidacion, el pardeamiento enzimatico de las frutas y

verduras.

CN103158970 se refiere a un método de preparacion de una pelicula comestible con
funcicnes antibacterianas vy antioxidantes, y pertenece al campo técnico de los

materiales de envasado comestibles. El método de preparacion descrito por la
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invencién comprende las siguientes etapas: 1) disolver v gelatinizar el almiddn de maiz;
2) disolver la gelatina; 3) disclucion de quitosano; 4) afiadir glicerina y aceite esencial de
planta o componentes de aceites esenciales: 5) mezclar, homogeneizar y refinar; 8)

desgasificacion; 7) fundicion en cinta; y 8) secado v extraccion de la pelicula.

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

barrera y una gran transparencia.

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

comestible.

CN101965863 describe un microencapsulado para mantener frescor de frutas y
hortalizas que se prepara a partir de quitosano, propdleos y beta-ciclodextrina, que se
usan como materiales de la pared, vy aceite de casia, aceite de romero y aceite de limon,
que se utilizan como materiales de nicleo. El microencapsulado se prepara mediante
las siguientes etapas de: afadir Iz beta-ciclodextrina y agua en una botella de fres
puertos con agitacion eléctrica y calentamiento a 80-70°C para disolver la beta-
ciclodextrina en agua revolviendo continuamente y enfriamiento a 40-45°C. La adicién
de los materiales del nicleo: aceite de cassia, aceite de romero y aceite de limon,
permiten asegurar que la mezcla 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 propdlen, y la adicion de glicerol ¥y Tween-80, se agita

continuamente durante 30 minutos para formar el micrcencapsulado.
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US2008220036 ensefia un material de envasado antimicrobiano para productos
alimenticios que contienen de 0,05% a 1.5% en peso de un aceite esencial natural, El
aceite se puede seieccionar de principalmente linalool yfo metilchavicol, pero también
de uno o mas de citral, geraniol, cinamato de metilo, metil eugenol, 1,8-cinecl, trans-a-
bergamotena, carvacrol y timol mezclade con uno o mas polimeros seleccionados del
copolimero de etileno y alcohol de vinilo, poliacrilatos, incluyendo copolimeros de
metacrilato de etilo, acrilato de metilo lonomers, nylons y otros polimeros hidréfilos o
polimeros que poseen grupes funcionales capaces de anclaje parcial. Un agente de
union tal como el polietilenglicol se anade a la mezcla para mejorar la retencion del
aceite volatil en el polimero durante e} procesamienio. Este material no tiene
limitaciones de regulacion y, a las concentraciones que se hace referencia, no forma

malos sabores detectables.

MX2007008879 ensefia formulaciones que contienen aceites esenciales
microencapsulados y un vehiculo no volatil, las que son (tiles como repelente,

insecticida, pesticida, ovicida ¢ larvicida

El pelicula de la presente invencion es una pelicula inteligente 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
gue le brindara al polimero o pelicula propiedades biocidas y fungicidas (antimicrobiana)
con ei 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 tiempo de vida Gfil,
presenta propiedades degradantes al medio ambiente, en un periodo de 34 afios. El

cual se obtiene mediante la preparacion 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 empague de frutas y hortalizas que
comprende una matriz polimérica en base a poliolefina que incorpora agente activo
antimicrobiano (biccida 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 orégano, aceite de eucalipto, aceite de nuez moscada,
aceite de honokiticl ¢ una mezcla de los mismos, que pueden ademas estar
microencapsulado, y adicionaimente comprende un agente degradante; procedimiento
de microencapsulacién dichos agentes activos antifungicos o antibacterianos bioldgicos
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, y procedimiento de preparacion de la pelicula.

La presente pelicula es una pelicula inteligente para empaque de frutas y hortalizas que
comprende matriz polimérica en base a una policlefina seleccionada de polistileno (PE),
poliprapileno (PE), poliestireno (PS) y etilvinilacetato (EVA), la que incorpora dicho
agente antimicrobiano de aceite esencial o dicho aceite ssencial, que puede estar
opcionalmente microencapsulado y donde dicho agente encapsulante es seleccionado

del grupo consistente de ciclodextrina (- o ), arcilla o silica; y ademas incorpora un
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agente degradante seleccionado del grupe consistente de nanocarbonato de calcio,
carbonato de calcio, almiddn, celulesa o una mezcla de los mismos, y donde ademas el
nanocarbonato de calcic cumple la funcién de un agente de refurzo. Dicha pelicula
cuenta con propiedades antimicrobianas (biocidas o fungicidas), y una vez cumplido su

ciclo de vida, es degradable al medio ambiente,

Como agentes activos antimicrobianos se incluyen los principlos activos de aceites
esenciales incluyendo carvacrol, cinamaldehido. cineol, sabineno, thujaplicin o una
mezcla de los mismos. Estos aceites esenciales provienen del orégano, canela,
eucaliptus, nuez moscada, honokitiol, entre ofras plantas, Los principios activos
presentan la ventajz de tener mayor esiabilidad térmica que los extractos de aceites
esenciales. Los principios activos pueden micreencapsulan con el fin de evitar la
volatilizacion y/o descomposicién de los agentes antimicrobianos debido a las
condiciones del proceso de extrusion. Agentes de microencapsulacion de los principios
activos incluyen: ciclodextrina (- o v-), arcilla o silica. Preferentemente, 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-ciclodextrinafagente antimicrobiano
de aceite esencial {0 principio activo), proceso de encapsulamiento, velocidad de
agitacion, entre otros), Como a modc de comparacion, los aceites (crégano y canela) y
sus principios activos (carvacrol, cinemaldehida) fueron incorporados directamente al
polietilenc mediante mezclado en fundido para la formacion del pelicula o pelicula. A la
vez, se incorpord nanocarbonato de calcio al polietileno con el fin de estudiar la

degradabilidad de éste en el tiempo simulando condiciones ambientales.
BREVE DESCRIPCION DE FIGURAS

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

Cin).

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

precipitacion.

L.a 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 poligtileno, cinamaldehido, b-CD, polietileno/b-CD-

Cin y polietileno/Cin.

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

polietileno/Car.

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

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 polietieno (PE), poligtileno- microcapsulas

cinamaldehido (PE+b-CD-Cin) y carvacrol (PE+b-CD-Car).
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La Figura 10 muestra el indice de carbonilo de PE y PE/CaCO; a diferentes tiempos de

irradiacion
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una pelicula para empaque de frutas y hortalizas, que
comprende una matniz 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, sabineno, thujaplicin 0 una mezcla de
los mismos, o incorpora dicho aceite esencial seleccionado del grupo consistente de:
aceite de canela, aceite de oréganc, aceite de sucalipto, aceite de nuez moscada,
aceite de honokitiol 0 una mezcla de los mismaos, que pueden estar microencapsulados,
y ademas comprende un agente degradante y; procedimiento de microencapsulacion de
dichc agente active antimicrobiano 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 polinlefina, la que incorpora dicho
agente antimicrobiano de aceite esencial ¢ dicho aceite esencial que puede
opcionalmente estar microencapsulado, y ademas incorpora un agente degradante; y
procedimientc de microencapsulacion de dicho agente antimicrobianc de aceite

esencial o dicho aceite esencial; y método de preparacién de Ia pelicula.

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

nanocarbenato de calcio, carbonato de calcio, almidon, celulosa o una mezcla de los
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mismos. Dicha pelicula cuenta con propiedades antimicrobianas (blocidas ©

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

En una modo de realizacion de la presente invencion, se usaron como agentes activos
antimicrobianos o principios actives fungicidas: cinemaldehide, carvacrol, y aceites
esenciales incluyendo aceite de orégano y 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 primera fueron microencapsulacos, con €l fin de preservar
el principio activo. En esle sentido, se establecieron variables de encapsulamiento de
los aceites en oligosacaridos ciclicos como beta-ciclodextrina. Posteriormente, estos
aceites encapsulados fueron caracterizados mediante diferentes  técnicas
especiroscopicas e instrumentales como: espectroscopia inframmoja FT-IR, UV-Vis,
analisis diferencial de barrido (DSC), anélisis 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-ciclodextrina permiti¢ el encapsulamiento satisfactoric de los aceites

esenciales.

Como se puede cbservar en los resultados, los principios actives incluyendo carvacrol y
cinemaldehido, son estables térmicamente, no necesitan ser microencapsulados vy
presentan alto 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 que son compuestos mas volatiles
y en el procesamiento puede haber pérdida de éstos, evidenciandose en sus
propiedades fungicidas mas bajas, al ser microencapsuiados 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 protege de descomposicion a altas temperaturas de
procesamiento.

EJEMPLOS

1. Preparacion y resultados de las microcapsulas de B-Ciclodextrina/principio

activo

Para la preparacion de las microcapsulas p-ciclodextrina/aceite esencial o §-
ciclodextrina/principio activo o agente antimicrobiano de aceite esencial, se utilizd ei
método de co-precipitacion. Se procedié a pesar una cantidad de B-ciclodextrina y se
solubilizé en una solucion agualetanol 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-ciclodexirina se solubiliza se agrega el agente activo
lentamente a la solucién, mezclando a 55°C por 30 minutos. Luego, se disminuye la
temperatura 25°C y se deja en agitacion por 4 horas. La solucion final se deja bajo
refrigeracion a 7°C por un lapsc de 12 horas, finalmente el precipitado frio, se recupero

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

Determinacién de rendimiento y eficiencia de encapsulacion.

La eficiencia de encapsulacidn, se cuantificé 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
- masa inicial del agente

100

-

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

(SEM), ver Figuras 1-4 y 6-10.
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2. Preparacion de peliculas base polietileno (PE) y principio activo

antimicrobiano.

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

Las mezclas se realizaron en un equipo Brabender de doble tomillo, El equipo se
calentd previamente a 120°C a 12 mpm durante 5 minutos para que el polimero se
funda. Luego, se agrega un agente antimicrobiano de aceite esencial seleccionado del
grupo consistente de: aceite de canela (A. canela), aceite de orégano (A. orégano),
carvacrol {Carv}, cinemaldehido (Cin), beta-ciclodextrina-cavacrol (b-CD-Car), beta-
ciclodextrina cinemaldehide (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
formadas fusron PE/A. Canela, PE/A. Orégano, PE/Carv, PE/Cin, PE/ b-CD-Car y
PE/b-CD-Cin, polietileno solo (100%). Ademas juntc con el agente activo
{cinemaldehido o carvacrol), se incorporé nanccarbonato de calcio al 6% en peso

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

Tabla N°1. Relacion Polietileno (PE)Principio activo antimicrobiano utilizado en las

mezclas
% Principic
e Masa b-
Pelicula acivo Masa A A
CcD
antimicrobiano

1 0 0,35
PE + A. Canela 3 0 1.05
5 9] 1,75
1 0,28 0,07

PE + b-CD/A.
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Canela 3 0,85 0,20
5 1,40 0,35
1 0 0,35
PE+ A. Orégano 3 0 1.08
5 0 1,75
1 0.28 0,07
PE+ b-CD-A.
3 0.85 0,20
Orégano
5 1.40 0,35
i 0 0,35
PE+
3 Q 1.05
Cinamaldehido
5 0 1,75
. 1 0,28 0,07
PE+ b-
3 0,85 0,20
CD/Cinamaldehido
8 1,40 0,35
1 0] 0,35
PE+ Carvacrol 3 0 1.05
5 0 178
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 v 344 KPa (50 psij de presion,
en un equipo Scientific, LabTech Engineering. Una vez obtenidas las mezclas
polimerc/agente antimicrobiano, estas se colccaron en un molde de 12 cm x12 ecm vy
imm de espesor, luego se realizo 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 mecéanicas mediante ensayos de traccion deformacion y

sus propiedades antimicrobianas frente al crecimiento de boirytis 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 em’.

3.2. Calorimetria diferencial de barrido {DSC): Las medidas se realizaron en un
equipo Metler DSC823, con una velocidad de calentamiento de 10°C min™ en atmdsfera

de N3z, las muestras fueron caientadas desde 25 hasta los 180°C.

3.3. Analisis temogravimetrico {TGA): Las medidas se realizaron en un equipo
Netzsch-TG208 F1 Libra con una velocidad de calentamiento de 10°C min ™ en

atmosfera inerte, las muestras fueron calentadas desde 25 hasta los 600°C.

3.4. Ensayo Traccidon-Deformacion: Las propiedades mecanicas de los materiales
se determinaron medianie ensayos de traccion-deformacién, en un dinamdmetro 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, utilizando 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 ios controles fueron cortados en
cuadrados de 2,5 x 2,5 om y esterilizados. Posteriormente, se inoculan en suero
fisiclogico estéril (SF) entre 1x10%y 5x10° esporas del hongo B. cinerea, se toman 500
uL v se depositan en la superficie de las peliculas durarte 8 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, las peliculas se depositan en 10 mbL de SF utilizando tubos
falcon de 50 mL, se toran 500 pl de la suspension recuperada vy son diluidos en 4,5
mL de SF. Luege, se toman 200 ulL 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) y se obtiene el porcentaje de reduccion mediante la

siguiente ecuacion

% Reduccién = ({C-MYC)*100
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 |a incorporacion de nanoparticulas ce carbonate de calcio en la
degradacion del polietieno en una cdmara que simula el envejecimiento solar, durante
un periodo de tres meses. Peliculas de 5 x 5 cm fueron puestas en lz 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 2 {(HISO 4892/DIN
53387). A diferentes tiempos de envejecimiente se estudio el indice de carbonilo de las
peliculas de polietilieno virgen y de polietileno con nancparticulas de CaCQ; La

degradacion se determind midiendo el indice de carbonilo (Cl) como la relacién entre la
densidad optica de la banda del grupo carbonilo a2 1715 em™? con la vibraciones dei

CH2 a 1465 cm 1

3. Resultados

3.1 Microencapsulacion de los aceites esenciales o principios activos en la §-

ciclodextrina

Espectroscopia IR

En la Figura 1, se muestran los espectros FT-IR para los principios activos
{Cinemaldehido, carvacrol), B-ciclodextrina y para las microcapsulas B-
ciclodextrinalprincipio activo. La denominacion con la  B-ciclodextrina v principios

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

La Figura 2, presenia el especiro para los principios activos encapsulados en la B-
ciclodexirina. 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 em™ correspondientes principalmente a interacciones
C-OH del anillc aromatico, lo mismo se aprecia para el cinamaldehido (b-CD-Car) que

tiene una sefal cercana z los 1670 cm™ correspondiente 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.


Marcela Gonzalez E
Rectángulo


20

Todas estas senales confirman que el procesc de encapsulacion de los diferentes
principios activos antimicrobianos estudiados en la cavidad de la $-ciclodextrina fue

satisfactorio.

Mediante espectrofotometria UV-Visible se determind la eficiencia de encapsulacién
(E.E} a diferentes velocidades de agitacién para todos los agentes activos mediante fa

siguiente ecuacion:

masa de agente obtenida

EE. == e * 100 (Ecuacién 1}
masa inicial dei agente

De los resultados obtenidos, se puede apreciar que los valores de la E.E aumenian 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 los aceites esenciales y
sus principios activos antimicrobianos mayoritarios, 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 sefal menos intensa y con un pequefio
desplazamiento para ambos principios activos antimicrobianos, atribuido z las
interacciones de los principios activos con la b-CD. El cambia en la sefial endotérmica y
el desplazamiento de esta, indica gue la inclusién del principio active antimicrabiano

maodifica 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 presenta un pico cercano a los 330°C correspondiente a la
degradacién térmica de esta. Para las microcapsulas b-CD-Cin se aprecia una sefal a
325°C correspondiente a la b-CD, y otra sefial en torno a los 260°C atribuido a la
degradacidon del cinamaldehido, el termograma TGA para el cinamaldehido puro
muestra el comienzo de la degradacion cercano a los y el punto maximo de
degradacion se aprecia cercano a los 205°C. Con este analisis junto con comroborar la
incorporacion del agente active en la b-CD, también se aprecia el efecto protector que la
encapsulacion le otorga al principio activo en condiciones de altas temperaturas. Similar

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

Mediante microscopia elecirénica de barrido (SEM), ver Figura 8, 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 ia modificacion en la estructura cristalina de la b-

CD producto de la incorporacidn de los agentes activos.

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

dispersidn que presentan un tamano promedio de 4 um.

Mediante las técnicas antes merncionadas se confirmd que los principios activos
antimicrobianos incorporados dentro de la B-ciclodextrina permite un encapsulamiento

satisfactorio.

Como matriz polimérica se utilizo el polietileno de baja densidad {PEBD),
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El polietileno en general se caracteriza por ser un polimero semi-cristalino, con buena
resistencia quimica y procesabilidad, buen aislante eléctrico, presenta clerto grado de
flexibilidad. El 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 gicmz), suave y flexible. Es utilizado en distintas aplicaciones, desde

bolsas plasticas hasta aislamiento sléctrico.

3.2 Caracterizacion de las peliculas del principio activo antimicrobiano

Espectroscopia infrarrojo (IR)

La Figura 6 muestra los espectros IR obtenidos para el polietileno (PE), Cinamaldehido
{Cin}, B-ciclodextrina (b-CD), Polietileno/b-CD-Cin y Polietiieno/Cin. Se observan las
sefales caracterigsticas del polistilenc también las bandas caracteristicas del
cinamaldehido y la b-CD. Cabe destacar que en las peliculas gue contienen el agente
activo sin encapsulamiento, sg aprecia la aparicion de una sefal entre 1500-1700 cm™,
que si bien esta solapada corresponde a una senal caracteristica del cinamaldehido,
para las peliculas con microcapsulas b-CD-cinamaldehido aparece una sehal en la
region 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 sefial 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™ vy entre los 1100-1150 om™, esto confirma
que aun después de los procesos, tanto de mezclado en fundide, como de prensado &l

agente activo queda ocluido en la matriz.

Analisis v 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 solo
v las peliculas Cinamaldehido, Carvacrol, conteniendo 5% de principios activos

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

encapsularse, no afecta las propiedades térmicas del material.

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

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

lL.as Tablas 2 muestran los resultades obtenidos, para las peliculas de polimero solo con
carvacrol v cinamaldehido y sus respectives 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 $9.8%, 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 lo 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, €l efecto fungicida es menor
llegando 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 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 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 97/3 31.2
95/5 70.5
89/1 12,6
PE + A. Orégano 87/3 46,8
95/5 38.9
99/1 86.3
PE +
97/3 93,7
Cinamaldehido

95/5 . 99,9
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99/1 25,4
PE + Carvacrol g97/3 92,5
95/8 99,8
99/1 24,5

PE + b-CD-A.
97/3 N2

Canela

85/5 38,3
99/1 15,7

PE + b-CD-A.
97/3 20,8

Orégano
95/8 41,4
89/1 nd
PE + b-CD-

§7/3 n.d

Cinamaldehido
95/5 20
99/1 27.9

PE + b-CD-
8713 n.d
Carvacrol

95/5 314

Efecto de la incorporacion del carbonato de calcio en el polietileno

En la Tabla 3, se presentan las propiedades mecanicas para los nanocompaositos de
PE/CaCOs;. Se pueden apreciar cambios significativos en ios parémetros estudiados,
por una parte se ve un aumente 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 tamafio
menor, esta cristalinidad u ordenamiento compactc de las cadenas son las

responsables de darle la rigidez al polimero.

La incorporacion de nanoparticulas de carbonatc de calcio generd nuevo centros de
fractura con la incorporacion de 5 yv 8%, ya que la zona amorfa vy las cadenas que
poseen movilidad se ven afectadas por la adicion de esias reduciendo su movilidad,

esto puede ser debido 2 las aglomeraciones de las nanoparticulas en la matriz

polimerica.

La incorporacion optima se realiza con la adicién del 5% mejorandc 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.

Tabla 3. Propiedades mecanicas para los nanocompositos de CaCO: utilizando como

matriz polietileno de baja densidad

Particulas ~ Carga “Médulode  Limite Elongacion
CaCQOz Young Elastico ¢ en ruptura
{(E)XMpa) Punto de (%)
fluencia
{oy) (Mpa)
SiP SIN 202 %7 7,71 £003 60+8

Nanoparticulas 3% 2307 838 % 0,15 58110
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Nanoparticulas 5% 250 + 4 840 % 0,09 42 +£3

Nanoparticulas 8% 254 + 10 8,08+0,14 38 +1

Se estudio 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 perindo de tres meses. Peliculas de 5cm x 5cm fueron puestas en la camara de

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

solares (borosilicato) el cual provee una iradizcion de 550 W m 2 (lIISO 4892/DIN
53387). A diferentes tiempos de envejecimiento se estudio el indice de carbonilo de las
peliculas de polietileno virgen y de polietilenc con nanoparticulas de CaCO;. La
degradacion se determiné midiendo el indice de carborilo (Cl) como la relacion entre la

1

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

CH2 a 1465 cm™!

El infrarrojo del polietileno sin irradiar y después de irradiar durante 28 dias con la
incorporacion de nanoparticulas se observe una banda a 1700 cm’, debido a la
degradacién que ha sufrido el polietilenc en el tiempo, por la incorporacién de las
nancparticulas. Se puede interferir gue las nanoparticulas estan acelerando la

degradacién del polietileno.

En la Figura 6 se presenta el indice de carbonilo del poligtileno y PE/CaCO; a diferentes
tiempos de irradiacion. Se puede cbservar el incremento de indice de carbonilo es
mucho mayor al incorporar nanoparticulas de CaC0Os; al polietileno, estas nanoparticulas

aceleran la degradabilidad del polietilenc,
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Los mejores resultados fueron los obtenidos para las peliculas con un 5% de agente
activo (cinemaldehido ¢ 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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CHILE UN GRAN EXPORTADOR DE FRUTAS

Amaricat o
Central

Antartida

Uvas de mesa 33%
1 63%
Manzanas 30%
Paltas \
Kiwi 37%

Citricos

Peras )
Fuente: ASOEX periodo 2012-2013




Chile : Registra pérdidas de
15-30% de frutas frescas .

Evitar la maduracién de la fruta
durante su transporte; entre los
factores mas comunes que alteran
las propiedades de la frutas se
encuentra la humedad, luz,
oxigeno y bacterias, hongos y
plagas del ambiente

¥

ALTERNATIVAS PARA
MATENER LA CALIDAD

-

lumbre gris




ENVASES DE FRUTAS =mmms)  PLASTICOS COMO POLIETILENO

* Polimero semicristalino

: CHs *Transparente
i o - EEEEET
’:Hg N *Es flexible
Folietileno « Utilizado en bolsas y peliculas

*Bajo Costo




NANOCOMPOSITOS

100 nm

10 nm

Nanoparticulas de Ag Polietileno

Fig 9. Dictures of sorvivel Bctenis alior 24 b comtait: (o) Nt V1, wnd PEAAGRDS with 1) 1wt () 2 wEs, and i) 5wes Agips

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

e




Nanoparticulas de TiO,

TiOy (h*) + OH ——>TiO2 + OH°®
TiO, (e”) + O — = TiO; + O3

Onttr vaambrane
\, Patideglycan .
% Owtioplzsinic membrane =

H20
2 Peptidoghvcon [ g

i it s}

DESVENTAJA NECESITA IRRACIACION

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

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




El SO, es ampliamente utilizado en
el envasado de uvas.

S0,
Peliculz de polietileno multicapa /
[

Capaexlema SO

Bisulfiio de sodin MaHSO H* A 2
3
¥ /
Capa interna
Acido ctnea CH O
ayy SO,

>
s

SO,
D Poder Fungicida

Ventajas:

* Presenta poder fungicida e
inhibe el crecimiento del hongo

 Presenta poder antioxidante

* Es preservante, muy utilizado
en vinos y vegetales

Desventajas:

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

* La tecnologia de implementacion
es relativamente costosa.




Son sustancias que se
obtienen de las
plantas, son liquidos,
presentan fuertes
propiedades
aromaticas volatiles,
solubles en solventes
organicos

Compuestos naturales

- flor
fruto
= semilla
- hoja
Las propiedades |
. tallo
son atribuidas a
los componentes b i
en mayor e Yy . a2
cantidad (40 - A AN
80%)



Sustancia Natural es
volatil por lo que debe
de ser encapsulada

¢

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 Botrytis cinerea
para su eventual aplicacion en el envasado de uva de mesa.

+
Polietileno

Procesamiento a
temperaturas 190 °C

Estudiante de Maestria Daniel Canales (Poster)
Estudiante de pregrado Lissette Montouille




PROBLEMA Y/U OPORTUNIDAD

1. Deterioro de alimentos

2. Lenta degradacion de plasticos

3. Acumulacion de residuos

. . . \ % Fuente: Polym Degrad Stabil
Degradacion poliolefinas: 400 anos AL e

Residuos solidos 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 regulacién del manejo de desechos
de bolsas plasticas y peliculas base polimeros

Estereato, oleato de cobalto y acetato férrico

Permanecen después de 1la degradacion
generando otro contaminante

\ 4

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




SOLUCION INNOVADORA

a) Alimentos
b) Invernaderos




' RESULTADOS PRELIMINARES |
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1. Preparacion de peliculas con principio
activo encapsulado con propiedades
fungicidas/biocidas




1) Micro encapsulacion de agentes activos

a) Co-precipitacion

0.57 nm 078 nm 0.85 nm

B-ciclodextrina es anfifilica

Encapsulation of cinnamon oil in B-.cyclodextrin. G. Petrovic, G.Stojanovic, N.Radulovik. Journal of medicinal plant research, 4, 1382-
1390, (2010).

Microencapsulation of flaxseed oil by f-cyclodextrin. A. Abd-Kader, F. Aggor. Jornal of applied sciences research, 9 (4), 2951-2958,
(2013).




Polietileno + Principio Activo (Aceite natural)

PELICULA CON PROPIEDADES
biocidas/ fungicidas

e e T e e e T o




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

Carga in '{:;,Ial b-CC | Carga ll'!H.‘.l?l ) Pesigﬁnal | RE | EES
= agente [g) | Microcapsulas(g)
2 a5 138871 755 &3
2 a5 18871 758 | 716
E masa microcipsulas obtenidas i i P de agente obtenida
= Y N

masa inicial de reactivos masa inicial del agente
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Caracterizacion mediante analisis termogravimétrico
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Caracterizacion mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

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

=

Peliculas PE-Agente activo
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MICROENCAPSULACION DE ACEITES ESENCIALES Y SUS
COMPUESTOS ACTIVOS EN B-CICLODEXTRINA.

.« Daniel A. Canales, Lissette A. Montoille, Paula A. Zapata, Franco M. Rabagliatti srugo e poiimeros
" 1Grupo 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 microencspsulacion 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)

. 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 la inclusién
fue exitosa

~ Metodologia experimental

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

de b-ciclodextrina : agente activo. La figura 1 =
describe el esquema de inclusion de los agentes "‘"'\;"" (“1 ALY "‘, T e
activos en la cavidad del encapsulante . k" l t ’ I a \m‘\}
= 5 mnn.nl/mmdnh 1 = ™ J—— vy
g = H / b ¥4
-7 N = A N/ d
(Seoof) /"‘"/L{,f\\"* E ] \ v
{(ﬁ‘.\" "( J\s AN { \;'-’Aa ’i'\/')i © "_E Carvacrot g Nt LY
Ui | i wania WAL & = g P
VRt /I ) e Vi f
~\\\' i \’/ F t
Agente encapsulante Agente activo Complejo de inclusién ./
Figura 2. Proceso de formacion de complejos de [ S S S s S U S . e e n

Longitud de onda {cm ) Longitud de onda (em ')

inclusion

Figura 1. Esquema de reaccién formacion de
complejos de inclusion

Figura 6. Espectros IR complejos de inclusién a) b-

Figura 5. Espectros IR compuestos activos
CD, b) b.CD-Cin, c) b-CD-Carv

Cinamaldehido y Carvacrol.

Resultados

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.

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 agitacion. Se puede apreciar que a medida que
aumenta la velocidad de agitacion , aumenta la incorporacién de agente activo al interior de la b- = l
ciclodextrina. o g A
& 8 ;
| Rendimientode  Efidencia de . Rendimientode |  Eficlencia de % —Cinamaldehido £
| encapsulacién | encapsufacion . encapsulacidn | encapsulacién 2 ~—Carvacrol s
{%) ] (%} %} i {26} g g
<= o >y
250 RPM 64,5 75,6 250 RPM 66,3 61,4 3 i3 30
— w3
500 RPM 68,4 77,2 v T , =
500:RPM 67,5 834 100 20 a0 0 NP S A o s A g
i = Temperatura (*C}) Temperatura °C
750 RPM 67,5 87,3 750 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, , estdn aglomeradas, existen algunas dispersas, las que
Tabla 2., Resultados encapsulacién de carvacrol en presentan un tamafio promedio de4 um

Tabla 1. Resultados encapsulacién de
odea o Jos b-ciclodextrina, a diferentes velocidades de

Idehido en b- "
velocidades de agitacion. agitacién,
— 95 as X
< %0 - o T
- =
g s § o 2
2 S e
k=] 2 /
F s 8 /
= v Cinamaidehida g /
§ 0 2 701 ' —— Caracrol
S o5 Bl /
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Fig.9. Microscopia de barrido electrénico SEM a las microcapsulas obtenidas (A) B-CD, (B) B-CD-Cin, (C) B-CD-Carv.

Velocidad de agitacion (RPM) Velocidad ce agitacion {(RPM})

Figura 3. Grafico eficiencia encapsulacion (%)
con la variacion de la velocidad de agitacién

Figura 3. Grafico eficiencia encapsulacion (%)
con la variacion de la velocidad de agitacion

para b-CD/Cin para b-CD/Car

Conclusiones

Mediante el proceso de co-precipitacion fue posible preparar complejos de inclusion b-CD y los
agentes activos estudiados.

La eficiencia de encapsulacién aumenta al incrementar la velocidad de agitacion, obteniéndose
valores cercanos al 90% para 1000 y 750 RPM.

Mediante microscopia SEM se puede apreciar una morfologia bastante irregular de los complejos de
inclusion.
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“Preparacion de un film inteligente con potencial
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SANTIAGO

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, USACH,

Los envases tradicionales tienen la funcion de proteger, comunicar, contener y dar seguridad durante el traslado, en la actualidad la investigacion en este campo ha buscado desarrollar tecnologias que
brinden un beneficio adicional. Se han desarrollado sistemas de envasado que interactian con los alimentos brindando nuevas propiedades como antioxidantes, antimicrobianas entre otras que
colaboren a ampliar la vida util 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.

Merocazsulas Mazcla limero-mcrocapsidas Pelicula con riziocapsulas

Figura 1. Esquema preparacién de peliculas PE/Agente activo "6 PEPE/Agente /degradante

Resultados

Figura 2. Peliculas polimero /ageme natural a
diferentes relaciones en peso

Caracterizacion de las pehculas

/0 lransineancia
% Transmitancia

% Transmitancia

% Transmitancia

‘SR
i

1 ! 28
AL whl
BEezato PEvAAGID 2}5% PEYD-CO-AACING (1 5% i
s M e Wk b ue e RN T S ol R
Numero de onds (em™) Humero de onda e ) Numero de anda ) Numero de onda (e}

Figura 4. Espectros IR para PE solo, b-CD solo,
PE/b-CD-A.Activo (1) y (2) 5%

Figura 3. Espectros IR para PE solo, A.Activo (1)
y (2), PE/A.Activo (1) y (2) 5%

" Conclusiones

' Mediante la caracterizacién térmica y mecanica de las peliculas, se observé que la
incorporacion de estos agentes no afectan las propiedades originales del polimero.

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
velocidad de difusion.

Se obtiene una pelicula con propiedades fungicidas y a la vez con cardcteristicas
degradables con el medio ambiente

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 variacion con la incorporacién de los
agentes en cuanto a la temperatura de fusién 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 degradacion de estas. Estos analisis confirman que la incorporacion de los agentes
no afecta las propiedades térmicas del polimero.

PE solo
Py
s g
= PE - 5-CD-A Astivd (1) 5% &
5 & | —PE soto
b g ~PE + b-CD-AActive (1) 5%
Y 3R | —PE + b-CD- AAdlive (2) 5%
=
-
=
<
o
s 58 19¢ 150 200 250 y

100 280 300 400 508 603 700

@

Temperatura (°C)

L ) Temperatura (°C)
Figura 5. Termograma DSC polimero solo y peliculas Figura 6. Termograma TGA PE soloy
PE/agente activo y PE/microcépsulas PE/microcépsulas

Tabla 1. Propiedades mecdnicas
peliculas PE soloy PE + A. Activo

Tabla 2. Propiedades mecanicas peliculas
PE solo y PE-Microcapsulas

Mbdso de Young Limite Eléstico Mdduio de Young Limite Eldstico

Raain 2L/A A ¥ % Eioagack /AN %l %E <
A Xl fre {MPa) Hopals  Rialn PERANpp {wPa) iwPal fongicitn
PE » A (5% PE +b.C0- Adctvo (1)5%

PE sl Wit 890105 %3175 % wb 271 590205 %3575
%71 202404 756101 508428 9971 1772 675:05 1.6t 41
9 1792066 5%2046 319129 773 28414 753201 911105
9575 g o nd o5 20845 750202 545129
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9 solo 2741 850405 563175 PE solo 27:1 850205 563:75
o1 g nd ne 991 2138 778101 515¢38
73 1854097 2214015 27479 3 20842 741404 44s49
0575 104: 088 7964024 274746 955 200£6 682101 Az

4= No derermmado

Figura 7. Ensayo fungicida PE/A.Activo (1) 5%
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Influence of nanoparticle incorporation on polyethylene properties.

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

Y 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 Matemdticas, Universidad de
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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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE PELiCU-LAAS»“BASE POLIETILENO
DE BAJA DENSIDAD (PEBD) Y AGENTES ACTIVOS

D.A.Canales', L.A.Montoille, FM Rabagliati', M.T.Ulloa?, E.Alvarez?, L M.Rivas’, P.A.Zapata'

;. l(:.}rupo de polim_eros,.Facultad de Quimica y Biclogia, Universidad de Santiago de Chile
. Programa de Microbiologia y Micologia, ICBM-Facultad de Medicina Universidad de Chile

Los envases de alimento
traslado: Se han desarrollado
propiedades como antioxidantes,

s tienen la funcién de proteger, comunicar, contener y dar seguridad durante el
sistemas para envases que interactiian con los alimentos brindando nucvas

; antimicrobianas entre otras que permitan prolongar la vida til de los alimentos
[1]. Aigunos compuestos activos, presentan propiedades antimicrobianas frente a un amplio espectro de
Mmicroorganismos, 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
dlferent;s peliculas en base a polietileno y los componentes principales de dos agentes activos. Los agentes activos
fueron incorporados de manera directa y se compar6 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 reduccion de colonias de las peliculas estudisdas, mediante el método de conteo dé = -

colonias
Actividad
Pelicula Relacién PE/carga (%) tungicida (%)
939/1 85,3
PE + principlo activo 1 8773 93,7
9s/s 99,9
99/12 ng.
PE + principio active 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 0 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 ¢ Innovacion,
Universidad de Santiago de Chile.
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PROBLEMA: Alimentos afectados por microogranismos, entre la produccion y el
consumidor.

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




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

Propiedades biocidas

Nanoparticulas de Ag Polyethylene

Palza H, Zapata P.A ,Vera J, M. Wilhelm, Macromol. Mater. Eng. 296 (2011) 744-751.
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Nanoparticulas de Plata o Cobre

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

_ Efecto de toxicidad en bacterias, virus, algasy
‘ hongos T

Los iones de plata o cobre forman complejos

con azufre, nitrégeno u oxigeno

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

http://www.revista.unam.mx




Liberacion y Formacién de iones de plata o cobre .

()Ztgq i + :FHXOW + 4%&?{&1 - .gAgiM + {"Hfo

1 Difusion del agua dentro del .Muerte 'HCWbIO
‘nanocomposito -

2 La reaccién entre la plata y L hierde
‘moléculas de agua para formar el habilidad de replicarse
 ion de plata. | '



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 Azécar , M Paez, Material
Science an Engineering C, 69, 1282-1289.2016
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Nanoparticulas de TiO,

TiO, bajo costo, disponible, presentan actividad fotocatalitica
En la presencia de luz solar o UV
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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.
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(CFU virgen polimer — CFU nanocomposite)
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Inactivacién de E. coli en in vitro test después de 60 y 120 min de irradiacién.
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incluyendo varios ModTiO, nanoparticle contents.
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ACEITES ESENCIALES
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COMPUESTO CON PROPIEADES BIOCIDAS CONTRA UN AMPLIO ESPECTRO
DE MICROORGANISMOS




1. Deterioro de alimentos

2. Lenta degradacién de plasticos

3. Acumulacion de residuos

. . : . ) Fuente: Polym Degrad Stabil
Degradacion poliolefinas: 400 anos ety S

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

650.000 ton/ano plasticos Chile, 2010

[ndustria 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, 1a cual esta relacionada, con la regulaciéon 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

<

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




Film inteligente de doble funcidn
T el
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Principio Activo

Aplicacién en multiples industrias

a) Alimentos
b) Invernaderos
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PROCESAMIENTO DE
LAS PELICULAS

e




Peliculas de Polietileno

Peliculas PE-
Microcapsulas

Peliculas
PE-Agente
activo
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Propiedades mecanicas , Determinacion modulo de Young

Tabla. Resultado de propiedades mecanicas de las peliculas con

agente activo

Razon PE/AA Limite Elastico % Elongacion
%p/p Young (MPa) (MPa)
PE solo 2271 8,90+0,5 56,3+ 7,5
99,5/0,5 220+ 20 8,06+0,6 53,6136
93/7 208 + 14 7,53+0,1 49,1+19,5
95/5 20845 7,60+ 0,2 454+129

mpmE e




Calorimetria diferencial del barrido (DSC)

s PE
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PERMEABILIDAD CONTRA VAPOR DE AGUA

Polietileno : 2.5 x10 - *WVTR

Polietileno + Agente Activo: 2.1 x10 -* WTR

WTR: Velocidad de transmisién de agua




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

peliculas mediante el método de conteo de colonia

Actividad

Pelicula Relacion PE/carga (%) 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 UFC/mL de [a muestra

C-M
% Reduccion T 100







Realizacion de masterbatch y
pelicula de Polietileno y Agente

activo

'TOPCOLOR

MASTERBATCHES DE COLORES

EMPRESAS MARZULLO




Preparacion de una Pelicula Degradante

s



Nanoparticulas no téxicas como agente degradante

Nanoparticulas




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

o —— Carfga S Y R T Eiongacion”
Nanopartlaﬂas Young Elastico o en ruptura
(E)(Mpa) Punto de (%)
fluencia
S/P SIN 2027 7.71+£003 60+8
Nanoparticulas 3% 2307 838+ 0.15 59 +10
Nanoparticulas 5% 250 + 4 8.40 = 0.09 42 3

Nanoparticulas 8% 254 + 10 808+0.14 39+1




1 — PE

PE/nanoparticula
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1,8 =

1,6 =

—a— | DPE
—o— LDPE/Nanoparticula

1,4

CI= (Absorbance 1715
cm ! /absorbance 1465
cm 1)

Indice de Carbonilo

Time (Days)

Indice de Carbonilo, degradacién en el tiempo.




CONCLUSION

AGENTE

ACTIVO
PROPIEDADES

BIOCIDAS

NANOPARTICULAS

INCREMENTA
DEGRADACION
DE PELICULA

FILM INTELIGENTE
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Fungicide compound based on inclusion complexes of carvacrol, cinnamaldehyde,
oregano and cinnamon with §-CD

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

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

Chile, USACH, Santiago, Chile.
b 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 B—cylcodextrin-cinnamaldehyde
complex had a greater effect against Botrytis cinerea than f—cylcodextrin-carvacrol.

Keywords

Essential oil ( Oregano and Cinnamon), Active compound ( Cinnamaldehyde and
Carvacrol), p—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 [1].
It 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 [2,3]. These 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 mm tall, 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 [4].
The compound of the cinnamon is related with the origin, for example the cinnamon from
Brazil has two variety, could content (E)-cinnamaldehyde (67.78), (Z)-cinnamaldehyde
(7.15) and eugenol (7.47%) [4]. From cinnamon extract, trans-cinnamaldehyde has been
found to be one of the most effective antioxidant and antimicrobial agent against foodborne
pathogens [5]. The essential oil of oregano consists mainly of carvacrol and thymol, whose
amounts vary according to its origin [6]. Carvacrol, a monoterpene phenol, can be found from
traces up to 80% in various species [7]. It has excellent antioxidant and antimicrobial
properties; the antibacterial activity of carvacrol has been attributed to its considerable effects

on the structural and functional properties of cytoplasm membranes [8]. 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 [9].

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 [2].
Molecular encapsulation of essential oils upgrades their chemical and thermal stability and
facilitates their handling [4]. 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 [10].
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 [11]. The CDs 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 CDs, expelling at the same time the few high energy water
molecules from the inside [12], allowing the essential oil to remain as an effective
antimicrobial agent under a wide variety of environmental conditions and for longer time
periods [5]. Among the CDs, B-cyclodextrin (3-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 [13]. B-CD has been applied to protect oil volatiles against oxidation,
heat and light degradation, evaporation, and moisture, mainly terpene and phenylpropane
derivatives. 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 [4] . 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 B-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-
c: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 [5 ].

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

attacks grapes.



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 [3-
CD and the active agents (cinnamaldehyde and carvacrol) and essential oils (cinnamon and
oregano) [14]. 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



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 [5].

amount of active compound entrapped
E.E.= —— - x100
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

E.Y.= —— 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 was carried out in Perkin EImer BX-FTIR
spectrometer. The IR spectra were collected in the 4000 to 500 cm™ range, with a 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.

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 puL of spore suspension. In the center of the culture media a drop of 20
uL of inclusion complex was added (100, 50, 25, 12.5% v/v in ethanol), using B-CD alone
as control. The Petri dishes were incubated at 27 °C for 10 days. Three replicates were setup

for all concentrations and controls.



3. RESULTS

3.1 Complex inclusion and characterization
All powders produced were of yellow color, while the B-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 more 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 Hill et al. [5S] 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 -CD.
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Figure 1. Scanning electron microscopy (SEM ) of a) B-CD, b) B-CD-carvacrol, C) B-CD-

cinnamaldehyd , d) B—CD, e) B -CD-oregano oil, and f) B-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: [-
CD/cinnamaldehyde and B-CD/carvacrol, B-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 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
cm™! (C-O-C stretching vibration) [10]. The p-CD/cinnamaldehyde inclusion complex shows
the typical signals for B-CD, and the carbonyl bands (C=O) appear after the inclusion of

cinnamaldehyde in f-CD.
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Figure 2 . FTIR spectra of the active compounds (carvacrol and cinnamaldehyde), B-CD, B

-CD/carvacrol, and B-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=0 and B-CD. The 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), -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 3-CD. Another study [5] reported the entrapment
efficiency of trans-cinnamaldehyde at 84.70% in the 3-CD inclusion complex, similar to that

reported in the present study.



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 (3-

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 E.Y. E.E E.Y- E.E
speed (rpm)

EY.(%) EE(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

250 65 76 67 61 57 64 63 64
500 68 7 68 83 61 74 58 85
750 68 87 63 94 54 77 55 91

1000 70 91 64 90 X ] 80 61 93
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Figure 4. Encapsulation efficiency vs. stirring speed.

3.1.4. Differential scanning calorimetry (DSC)

Figure 5 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
°C related to the removal of the water molecules that bind to 3-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 B-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 p—CD, in
contrast with the behavior observed by Wang et al. [10], who studied the preparation of the

inclusion complex of garlic and cyclodextrin, reporting that the endothermic peak of



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 3-CD.
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Figure 5. DSC thermograms of B-CD and B-CD/carvacrol, -CD/cinnamaldehyde, B-CD-

oregano oil, and f—CD/cinnamon oil inclusion complexes.



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. 3-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 $-CD

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

Wang et al. [10] and Menezes et al. [15].
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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, -CD/cinnamon oil, B-CD/oregano oil,
and - CD/carvacrol against B. cinerea. The results show an inhibition compared to the f—

CD control, confirming that these compounds inhibited fungal growth.

Only B-CD B-CD-Cinnamon oil B-CD-Cinnamaldehyd

Figure 7. Fungicidal activity against B. cinerea by the screening method: a) -CD, b) 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. Lawtrakul et al. [16] showed that compounds having aromatic
rings and OH groups in their structure form strong interactions with -CD more favorably,
indicating that interactions between B-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. Saad et
al. [17], explained that the carvacrol actions result from an ion gradient modification and
assigned such effect due to the compound ability of bonding, as deprotonated, to cations and
transfer them through the cell membrane Lima et al. [18] observed that carvacrol had a toxic
action against fungi do not involve cations chelation, but cell permeability increase through
cell membrane interactions. 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) [19].



For cinnamaldehyde, Cheng S.S 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 [20, 21].

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 [22].

Conclusions

The coprecipitation method was used successfully to complex the active compounds
(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 compounds into the cavity of
the B-CD, achieving ca. 90% of E.E. at 750 rpm. When the essential oils and active
compounds 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 $-CD,

allowing cinnamaldehyde to reach the bacteria more easily than carvacrol.
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