&,

UNIVERSITAT POLITECNICA DE
VALENCIA

EVALUACION DE FILMS MULTICAPA DE
ACIDO POLILACTICO PARA LA
CONSERVACION DE CARNE DE CERDO

TRABAJO FIN DE MASTER UNIVERSITARIO EN GESTION DE LA
SEGURIDAD Y CALIDAD ALIMENTARIA

ALUMNO: Javier Rosell6 Tomas
TUTORA: Maria Vargas Colas

COTUTOR: Sergio Torres Giner

Curso Académico: 2020/2021

VALENCIA, 10 de septiembre de 2021



EVALUACION DE FILMS MULTICAPA DE ACIDO POLILACTICO
PARA LA CONSERVACION DE CARNE DE CERDO

Javier Roselld, Sergio Torres?!, Maria Vargas?.

Resumen. El impacto negativo de los envases plasticos convencionales sobre
el medioambiente hace necesaria la busqueda de alternativas sostenibles
basadas en derivados de recursos naturales. En este sentido, el &cido polilactico
(PLA) es un biopolimero biodegradable obtenido a partir del &cido lactico con
numerosas aplicaciones potenciales para el envasado de alimentos. En el
presente trabajo se han evaluado las propiedades funcionales de un envase
multicapa de PLA, en comparacibn con dos materiales de envase
convencionales: un multicapa de polietileno de baja densidad (LDPE), poli
(etileno-co-alcohol vinilico) (EVOH) y poliamida 6 (PA6) y un bicapa compuesto
por polipropileno (PP) y cloruro de polivinilideno (PVDC). Los materiales de
envase se han caracterizado en sus propiedades mecanicas, y 6pticas y de
barrera a los gases (vapor de agua, oxigeno y aroma). Ademas, los materiales
se han utilizado como envase para carne de cerdo almacenada en refrigeracion
y se han determinado los cambios en pH, color, oxidacién lipidica y recuentos
microbiolégicos a distintos tiempos de almacenamiento. Los resultados
mostraron que el film de PLA no dio lugar a diferencias significativas con respecto
a los films multicapa convencionales en términos de recuentos microbianoa,
cambios de pH y color al final del almacenamiento. Por tanto, el film de PLA
evaluado puede constituir una alternativa a los envases multicapa comerciales
para la conservacion de carne de cerdo.

Palabras clave: acido polilactico, biodegradable, envasado, multicapa,
propiedades mecanicas, propiedades barrera, vida util.

Resum. L'impacte negatiu dels envasos plastics convencionals sobre el medi
ambient fa necessaria la recerca d'alternatives sostenibles basades en derivats
de recursos naturals. En aquest sentit, I'acid polilactic (PLA) és un biopolimer
biodegradable obtingut a partir de l'acid lactic amb nombroses aplicacions
potencials per a I'envasament d'aliments. En el present treball s'’han avaluat les
propietats funcionals d'un envas multicapa de PLA, en comparacié amb dos
materials d'envas convencionals: 1 multicapa de polietilé de baixa densitat
(LDPE), poli (etile-co-alcohol vinilic) (EVOH) i poliamida 6 (PA6) i un de doble
capa compost per polipropile (PP) i clorur de polivinilideno (PVDC). Els materials
d'envas s'han caracteritzat en les seves propietats mecaniques, i optiques i de
barrera als gasos (vapor d'aigua, oxigen i aroma). A més, els materials s‘han
utilitzat com a envas per a carn de porc emmagatzemada en refrigeracié i s'han
determinat els canvis en pH, color, oxidacio lipidica i recomptes microbiologics a
diferents temps d'emmagatzematge. Els resultats van mostrar que el film de PLA
no va donar lloc a diferencies significatives pel que fa als films multicapa
convencionals en termes de recomptes microbians, canvis de pH i color a la fi de
'emmagatzematge. Per tant el film de PLA avaluat pot constituir una alternativa
als envasos multicapa comercials per a la conservacio de carn de porc.



Paraules clau: acid polilactic, biodegradable, envasat, multicapa, propietats
mecaniques, propietats barrera, vida (til.

Abstract. The negative impact of conventional plastic packaging on the
environment makes it necessary to search for sustainable alternatives based on
derivatives of natural resources. In this sense, polylactic acid (PLA) is a
biodegradable biopolymer obtained from lactic acid with numerous potential
applications for food packaging. In the present project, the functional properties
of a multilayer PLA container have been evaluated, in comparison with two
conventional packaging materials: a multilayer of low-density polyethylene
(LDPE), poly (ethylene-co-vinyl alcohol) (EVOH) and polyamide 6 (PA6) and a
bilayer composed of polypropylene (PP) and polyvinylidene chloride (PVDC). The
packaging materials have been characterized in their mechanical, optical and gas
barrier (water vapor, oxygen and aroma) properties. In addition, the materials
have been used as packaging materials for pork meat stored in refrigeration, and
the changes in pH, color, lipid oxidation and microbial counts at different storage
times have been determined. Results showed that PLA films did not lead to
significant differences as compared to conventional multilayer films in terms of
microbial counts, pH and color changes at the end of storage. Therefore, the
evaluated PLA film could constitute an alternative to commercial multilayer
packaging for the preservation of pork meat.

Key words: polylactic acid, biodegradable, packaged, multilayer, mechanical
properties, barrier properties, shelf-life.
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1. INTRODUCCION

La conservacion de alimentos tiene como objetivo extender la vida atil y
proporcionar productos seguros a los consumidores mediante diferentes
materiales y tecnologias. Diversos factores pueden influir en las propiedades de
los alimentos envasados y estos estan determinados por el tipo de alimento y
definen el método de las técnicas de conservacion que se emplean (Robertson,
2016). Los avances en los materiales de envasado han desempefiado un papel
importante en la nueva conservacion de alimentos. De hecho, en los ultimos
afos, los polimeros han sido clave para facilitar la conservacion de alimentos.
Ademas, el envasado de alimentos puede funcionar més alla de las propiedades
de proteccidn convencionales y proporciona muchas funciones para el producto
alimentario, como la conservacion prolongada, la entrega de alimentos
saludables, la conveniencia y la comunicacion (Radusin et al., 2019)

Los materiales plasticos han ganado su actual relevancia en aplicaciones de
envasado de alimentos debido a sus propiedades equilibradas (por ejemplo,
transparencia, flexibilidad, bajo costo, facilidad de procesamiento, bajo peso,
etc.) alta versatilidad basada en la amplia variedad de formulaciones para
requisitos especificos de los productos (Baroni et al., 2007). El envasado sigue
siendo el uso dominante de los plasticos, que representa casi el 40% del
mercado de plasticos (Artés & Allende, 2015) del cual méas del 90% corresponde
a la conservacion de alimentos (Hijnen et al., 2006). Los desarrollos de barreras
en el area de envasado de alimentos han ayudado en gran medida a reducir el
desperdicio de alimentos, ya que la calidad de la mayoria de los productos
alimentarios se deteriora debido a fenomenos de transferencia de masa, como
la absorcién de humedad, la invasién de oxigeno, la pérdida de sabor, la
absorcién de olores indeseables y la migracién de los componentes del envase
al alimento.

Los materiales de envase obtenidos a partir de polimeros puros, en la mayoria
de los casos, no pueden cumplir completamente con los requisitos de barrera
necesarios para diferentes usos de envasado de alimentos, por ejemplo,
envasado de liquidos o cereales secos y snacks (Buntinx et al., 2014). Asi, para
lograr el rendimiento de alta barrera necesario para estas aplicaciones de
envasado de alimentos, asi como conseguir nuevos disefios de envases y
minimizar los costos de material de envasado, la industria del envasado de
alimentos emplea principalmente materiales obtenidos a partir de multiples
capas de polimeros. Estos materiales consisten habitualmente en hasta 12 o
incluso mas capas y / o revestimientos simétricos o asimétricos especialmente
disefiados para ser impermeables a la penetracidbn y migracion de gases y
humedad (Domefio et al.,, 2017). Los films multicapa resultantes utilizan
habitualmente muchos polimeros diferentes con propiedades de barrera
especificas para proporcionar un obstaculo preciso contra una amplia gama de
gases como vapor de agua, oxigeno y didxido de carbono o incluso liquidos. Sin
embargo, al mismo tiempo, los materiales de envase multicapa estan generando
serios problemas relacionados con la eliminacién de plastico al final de su vida
atil (Sempels & Hoffmann, 2013). De hecho, en paises desarrollados, una parte
importante de los residuos solidos urbanos consiste en materiales poliméricos
derivados de estructuras multicapa, ya que resultan extremadamente dificiles de



separar y reciclar (Dixon et al., 2011). Por tanto, la gestion adecuada de estos
plasticos posconsumo representa un desafio social fundamental.

El &cido polilactico (PLA) es un poliéster alifatico lineal. Proviene de fuentes
naturales como el maiz, el trigo o la maicena y también es completamente
biodegradable y compostable con la temperatura y humedad adecuadas bajo
instalaciones de compostaje industrial (Aznar et al., 2019).

El PLA se considera una alternativa a los polimeros convencionales a base
de petréleo, ya que muestra propiedades mecéanicas similares, propiedades de
traccion, alta transparencia 'y degradabilidad (Girler et al., 2021). Actualmente,
se envasan y comercializan varios tipos de alimentos con materiales a base de
PLA, con un alto rango de propiedades fisicas, actividad de agua y pH. Algunos
ejemplos de alimentos envasados con PLA son vegetales y ensaladas frescas
(Gerometta et al., 2019).

Respecto a su estructura quimica, el PLA se obtiene por polimerizacion del
mondmero acido lactico. El acido lactico es una molécula épticamente activa, por
tanto existen como dos estereoisémeros: L(+) y D(-) representados en la Figura
1.
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FIGURA 1. Estructura quimica de los dos estereoisémeros del 4cido lactico (Arrieta,2014)

La produccion de PLA comienza a partir de plantas ricas en carbohidratos,
como es el maiz o el trigo, donde el almidén se separa de los otros componentes
del grano de maiz y se convierte en dextrosa a través de una hidrélisis
enzimatica. Esta es convertida en &cido lactico con la ayuda hongos o por
fermentacién bacteriana llevada a cabo por bacterias del género Lactobacillus
(Arrieta, 2014). El PLA se puede sintetizar mediante polimerizacion por
condensacion directa de mondmero de acido lactico o polimerizacién por
apertura de anillo de dimero de lactida ciclico. En general, la técnica de apertura
de anillo se utiliza comercialmente para producir PLA de alto peso molecular sin
disolventes (Nofar et al., 2019).

El presente estudio tiene como objetivo la evaluacion de las propiedades
mecanicas, barrera y Opticas de films multicapa de acido polilactico (PLA), asi
como la factibilidad de su aplicacion para el envasado de carne de cerdo, en
comparacion con dos materiales de envase multicapa convencionales.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

El film multicapa de PP/PVDC/PP con un espesor de 78 um fue
proporcionado por Cryovac Inc., (Sealed Air Spain, Bufol, Espafia), con



referencia comercial VST200P. Se trata de un multicapa basado en PP para
aplicaciones de laminacion en el envasado de alimentos.

El film transparente biorientado de PLA, con un espesor total de 20 uym y
obtenido a partir de recursos naturales y biodegradable segun “OK bio-based”
(S206) y DIN EN 13432 (7H0052) fue proporcionado por Industrias Taghleef
(Jaén, Esparia). Se trata de un multicapa compuesto por tres capas de PLA que
es termosellable por ambos lados. La Figura 2 muestra un esquema de la
estructura tricapa de PLA, la cual presenta una minima temperatura de sellado
(minimum sealing temperature, MST) de 85 °C. El film multicapa de
LDPE/EVOH/PAG con un espesor total de 113 pum, que fue suminstrado por WK
THOMAS (Barcelona, Espafia).

-

Capa termosellable de PLA (MST =85 °C)

Capa central de PLA

Capa termosellable de PLA (MST =85 °C)

FIGURA 2. Tricapa o multicapa de PLA (Industrias Taghleef, Jaén, Espafia)

En los ensayos microbiolégicos se utilizd un film comercial de PVC
convencional para proteger las muestras control no envasadas (Bosque Verde,
Mercadona, Espafia). Etanol absoluto (EtOH) y bp-limoneno, que fueron
suministrados por Sigma-Aldrich SA (Steinhein, Alemania). Nitrato de magnesio-
6-hidrato (Mg(NOs3)2), &cido tricloroacético y reactivo TBA, sumistrados por
Panreac Quimica, SA (Castellar del Vallés, Barcelona, Espafia).

La carne de cerdo se compré en un supermercado local (Consum, Valencia,
Espafia) y se proceso en el laboratorio. Los medios microbiologicos (agua de
peptona tamponada, agar Rojo Bilis Violeta (VRB) y agar Plate Count (PCA),
fueron proporcionados por Scharlab (Barcelona, Espafa) y el Agar Man, Rogosa
y Sharpe (MRS) fue proporcionado por Lankem-Labbox (Barcelona, Espafia).

2.2. Métodos
2.2.1 Espesor y propiedades mecanicas

El espesor de los films se midid, en diez puntos aleatorios, sobre las muestras
después de acondicionarse a 25 °C y 53% de humedad relativa (HR) con un
micrémetro electronico digital con una precisiéon de 0,001 mm (Palmer modelo
Comecta, Barcelona).

Las propiedades mecanicas de los films se evaluaron utilizando una prensa
universal de ensayos mecanicos (Stable Micro System TA-XT plus, Haslemere,
Inglaterra) siguiendo el método estandar ASTM D882 (2001). Se midio el espesor
de doce muestras de film preacondicionadas a 25 °C y 53% de humedad relativa
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(HR) de 25 mm x 100 mm en seis puntos aleatorios mediante un micrometro
digital electronico (Comecta S.A., Barcelona, Espafia). Las muestras se
posicionaron en unas pinzas para ensayo de tension (modelo A/TG, Stable Micro
Systems Haslemere, Reino Unido) y se sometieron a un ensayo de traccion a
una velocidad de 50 mm min? hasta la rotura. Las curvas fuerza-distancia
obtenidas en el ensayo se transformaron en curvas de tension-deformacion de
Henky que permitieron obtener los pardmetros de modulo elastico (ME), tension
a la fractura (TF) y porcentaje de deformacion en el momento de la rotura (%E).

2.2.2 Propiedades o6pticas

Las propiedades 6pticas se determinaron por triplicado midiendo el espectro
de reflexion de los films a una longitud de onda de 400 a 700 nm utilizando un
espectro-colorimetro MINOLTA (modelo CM-5, Minolta Co., Tokio, Japdn),
utilizando un fondo blanco y un fondo negro estandar. La transparencia se midié
mediante la transmitancia interna (Ti), aplicando la teoria de Kubelka-Munk de la
dispersion multiple del espectro de reflexion dados los espectros de reflexion.
Las coordenadas de color CIE L* a* b* (CIELAB) y los parametros cromaticos
(cromay tono) se obtuvieron a partir de la reflectancia de una capa infinitamente
gruesa del material considerando el iluminante D65 y el observador 10°.

2.2.3 Propiedades barrera

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) se determind gravimétricamente
siguiendo una modificacion del método gravimétrico ASTM E96-95 (1995), a 25
°Cy un gradiente de HR de 53 a 100%, utilizando copas de permeabilidad Payne.
En el caso del multicapa LDPE/ EVOH / PAG, el lado de LDPE se expuso a la
atmosfera con la HR mas baja (53%). Las copas se pesaron periddicamente
utilizando una balanza analitica (ME36S, Sartorius, Alemania, £ 0,00001 g).
Cada una de las copas se pesO periodicamente durante cinco dias. Se
represento graficamente la pendiente de la pérdida de peso frente al tiempo y se
calculo la PVA. Para la permeabilidad al limoneno (PL), el procedimiento fue
similar al descrito anteriormente para PVA con la diferencia de que se colocaron
5 ml de D-limoneno dentro de las copas de permeabilidad Payne y estas se
colocaron en condiciones ambientales controladas de 25 °C y un gradiente de
HR de 53% a 100%.

La permeabilidad al oxigeno (PO) se determiné siguiendo el método estandar
ASTM D3985-05 (2010). Tres muestras de 50 cm? de cada formulaciéon se
midieron utilizando el equipo Ox-Tran (Modelo 1/50, Mocon, Mine&polis, EE.UU.)
a 25 °C y una HR del 53%. La permeabilidad al oxigeno se calcul6 dividiendo la
velocidad de transmision de oxigeno (OTR) por la diferencia de la presion parcial
de oxigeno entre los dos lados del film y multiplicando por el espesor.

2.2.4 Preparacion de las muestras de carne de cerdo

La carne de cerdo fresca se compr6 a un proveedor local (Consum, Valencia,
Espafa). Para evitar la contaminacion cruzada durante la preparacion de las
muestras, todos los utensilios y superficies de trabajo se desinfectaron con etanol
al 96% (Panreac SA, Barcelona, Espafa) y todos los films (PP/PVDC, PLA,
LDPE / EVOH / PA6 y control) se esterilizaron por exposicion a luz ultravioleta



(UV) durante 30 min en una cabina de flujo laminar (Bio Il Advance, Telstar,
Terrassa, Espafia).

La carne de cerdo se cortd en filetes de 10 g utilizando una rebanadora
profesional (Smarty 250 IX, Manconi, Italia) y se colocé inmediatamente dentro
de las bolsas de cada uno de los films de tamafio 10 cm x 9 cm termoselladas
con una maquina de envasado al vacio (SAECO Vacio Press Elite, Barcelona,
Espafa). Se utilizaron como control muestras de carne de cerdo protegidas por
un film de cocina transparente. Todas las muestras se almacenaron en
condiciones de refrigeracion a (5 °C, 48% HR)durante 15 dias.

2.2.5 Evaluacion de la vida util
2.2.5.1 Caracterizacion fisico-quimica

El pH se determiné usando un medidor de pH digital mediante la insercion
directa de la sonda de electrodo (Mettler-Toledo GmbH, Schwerzenbach, Suiza)
en la carne de cerdo. Las mediciones se realizaron a dia 0 (antes del envasado),
y a los dias 3, 7, 11 y 15. Se tomaron cinco medidas, por duplicado, para cada
muestra (10 repeticiones).

La pérdida de peso fue cuantificada por duplicado a partir de la masa inicial
de carne envasada y la medida de la masa a cada tiempo de almacenamiento
con una balanza (Sartorius, Goettingen, Germany). Las coordenadas de color
(CIE L* a* b*) de la carne de cerdo envasada se midieron utilizando el iluminante
D65/observador de 10°, en seis puntos aleatorios de la superficie de la muestra,
utilizando el espectro colorimetro MINOLTA (modelo CM-5, Minolta Co., Tokio,
Japoén). Las propiedades épticas se determinaron por triplicado midiendo el
espectro de reflexidon de los films a una de longitud de onda de 400 a 700 nm.
Se analizaron, por duplicado, tres muestras de carne de cerdo envasadas con
cadafimalos 0, 3,7, 11y 15 dias.

El grado de oxidacion lipidica se evalué mediante la cuantificacion de las
especies reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) de acuerdo con el método
descrito por Siu y Draper (1978). Para ello, al inicio y al final del almacenamiento,
10 g de cada muestra se colocaron en bolsas (Stomacher 440 Classic Strainer
Bags, Worthing, Reino Unido) con 50 ml de agua destilada que se
homogeneizaron durante 2 min utilizando un homogeneizador (IUL Instruments,
Barcelona, Espafia). A continuacion, se afiadieron 50 ml de &cido tricloroacético
(TCA) al 10%. El homogeneizado se filtr6 con una bomba de vacio utilizando
papel de filtro Whatman n°® 1. Se agregaron 8 ml del filtrado transparente a 2 ml
de reactivo TBA 0.06 M y se incubaron durante 90 min a 80 °C antes de leer la
absorbancia a 532 nm. Los resultados se expresaron en mg de malonaldehido
(MDA)/kg de muestra.

2.2.5.2 Andlisis microbiolégico

Las muestras de carne se analizaron para determinar el crecimiento
bacteriano en diferentes tiempos de almacenamiento (0, 3, 7, 11 y 15 dias). Se
tomaron asépticamente un total de 10 g de muestra de carne envasada en cada
uno de los films utilizando pinzas estériles en la cabina de flujo laminar v,
posteriormente, se colocaron en bolsas estériles (Stomacher 440 Classic
Strainer Bags, Worthing, Reino Unido) con 90 ml de agua de peptona (Scharlab,



Barcelona, Espafa). Las bolsas de Stomacher se homogeneizaron durante 3 min
utilizando un homogeneizador (UL Instruments, Barcelona, Espafia).

A continuacién, se realizaron diluciones decimales seriadas que se
sembraron en placa. Para la realizacion de los recuentos de coliformes totales
se utiliz6 Agar Rojo Bilis Violeta (VRB), para los recuentos de aerobios totales
se utilizo Plate Count Agar (PCA) y para los recuentos de bacterias acido lacticas
se utiliz6 agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Las placas utilizadas para los
recuentos de aerobios totales y coliformes totales se incubaron a 37 °C durante
48 h, mientras que las placas sembradas para los recuentos de bacterias acido
lacticas se incubaron a 30 °C durante 72 h. Después de la incubacion, se
contaron las colonias. Los ensayos se realizaron por duplicado.

2.2.6 Andlisis estadistico

Los resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el
software Statgraphics Centurion XVI (Manugistics Corp., Rockville, Maryland).
Para ello, se asumieron diferencias significativas con un nivel de significacion
superior al 95%.
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion de los films

3.1.1 Propiedades mecéanicas

Las propiedades mecanicas de los materiales de envasado utilizados se
muestran en la Tabla 1.

TABLA 1. Propiedades mecanicas (médulo elastico (ME), tensién a la fractura (TF) y porcentaje
de deformacion en el momento de la rotura (%E) de los films. Media *+ desviacién estandar.

Film ME (Mpa) TF (Mpa) E (%)

PLA 2167 £ 2092 89 + 42 5+1°
LDPE/EVOH/PA6 258 + 24¢° 42 + 3¢ 67 + 82
PP/PVDC 529 + 27b 71 + 9P 56 + 82

a-c: Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

Como puede observarse, el multicapa LPDE/EVOH/PAG6 presenté el menor
modulo elastico (ME) y tension a la fractura (TF), seguido por el multicapa de
PP/PVDC. Tanto para el ME como para la TF, el film de PLA obtuvo valores
significativamente mas elevados; sin embargo, también presenté una
deformacion hasta la factura significativamente menor. Por lo tanto, se puede
indicar que, en lo referente a su desempefio mecanico, los films multicapas
comerciales de LPDE/EVOH/PA6 y PP/PVDC presentaron caracteristicas mas
propias de film o peliculas apropiadas para aplicaciones de envasado flexible,
mientras que en el caso del multicapa de PLA, al tratarse de un film mas rigido y
menos deformable, sus usos estarian mas destinados a envases rigidos como
bandejas, tapas o laminas. Los valores obtenidos para los films de PLA son
similares a las propiedades mecéanicas descritas para piezas inyectadas (Quiles-



Carrillo et al., 2018) o films (Rojas-Lema et al., 2020) de PLA, por lo que se puede
considerar que la presencia de varias capas no altera las caracteristicas
originales del PLA y éstas presentarian una buena adhesion.

3.1.2 Espesor y propiedades barrera

En la Tabla 2 se muestran las propiedades de barrera al oxigeno de los
diferentes materiales y en la Tabla 3 las propiedades de barrera a los vapores
de agua y limoneno en términos de velocidad de trasmision y permeanza del
multicapa.

TABLA 2. Espesor, velocidad de transmision (OTR), permeanza y permeabilidad aparente al
oxigeno (OP) de los films. Media + desviacién estandar.

Film Espesor OTR Permeanza OoP
(um) (cm®m=2dia?) 10°(m3*m2atm* dia?) 10*(m3m*pPaldia?)
PLA 20+ 1° 1009,8 + 12 20,2 + 0,022 276 + 0,342
LDPE/EVOH/PAG6 113+ 32 1,9 £0,06° 0,2 £ 0,008¢ 2,78 +0,11°
PP/PVDC 78 £ 2b 85,2+ 0,7° 6,7 + 0,03° 89,1 +0,43°

a-c: Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

TABLA 3. Ratio de transmisién del vapor de agua (WVTR), permeanza al vapor de agua (PERM
VA), permeabilidad al vapor de agua (PVA), ratio de transmision del limoneno (LTR), permeanza
al limoneno (PERM L) y permeabilidad al limoneno (PL) de los films de PLA y multicapas. Media
+ desviacion estandar.

Film WVTR PERM VA PVA LTR PERM L 10° PL
(g m2dia?) 10° (kg m? 10 (kg m m=2 (g m2dia (kg m2Pa?t 103 (kg m m=
Paldia?) Paldia®) 1 dia?l) Paldia?)
PLA 0,2+ 140 + 4,582 19,44 + 0,552 0,05 + 33,8+11,72 4,94+ 1,672
0,006? 0,412
LDPE/EVOH/PAG 0,001 + 0,83 £ 0,42¢ 0,83 £ 0,00¢ 0,002 + 1,67 £0,54> 1,39 +0,28°
0,00°¢ 1,4 10
PP/PVDC 0,004 + 2,92+ 1,67° 2,78 1,18 0,003 + 2,08+0,42> 1,11 +0,55°
0,002° 1,2 10

a-c: Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre

formulaciones (p < 0,05).

3.1.3 Propiedades o6pticas

Las propiedades Opticas de los films se muestran en la TABLA 4.

TABLA 4. Valores promedio y desviaciones estandar de la Claridad (L*), croma (Cab*) y tono
(hav*) de los films. Valores medios + desviacion estandar.

Film L* Cav* hap*
PLA 94,9 + 12 43+12 127 £7°
LDPE/EVOH/PAG 84,6 £ 1° 2,6 £0,4° 132 £ 4P
PP/PVDC 85,6 + 1° 1,9+0,2° 148 + 1,42

a-c: Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre

formulaciones (p < 0,05).

Los multicapa mixtos tuvieron unos valores similares de luminosidad (L*),

mientras que en el multicapa de PLA la luminosidad fue significativamente
mayor. En cuanto al croma (Cab*) el PLA tuvo el valor mas alto, seguido por el
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multicapa de PP/PVDC y el de LDPE/EVOH/PAG6. En cuanto a los valores de
tono (hav*), no hubo diferencias significativas entre el multicapa de PLA y el
multicapa LDPE/EVOH/PA6. ElI multicapa de PP/PVDC presentdé un tono
significativamente mayor (p <0,05).

En la figura 3 se encuentran representados los valores de transmitancia
interna (Ti) para longitudes de onda entre 400 y 700 nm. Podemos observar
valores de transmitancia entre 0,88 y 0,91 para los multicapa mixtos, mientras
que los de PLA puro tuvieron valores mayores, entre 0,92 y 0,93, para todas las
longitudes de onda, lo que es coherente con su espesor significativamente menor
y con su homogeneidad.

0,94
0,93

0,92
0,91

Ti

0,9
0,89

0.88 =— PLA PP/PVDC LDPE/EVOH/PA6

0,87
400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

FIGURA 3. Espectro tipico de transmitancia interna (Ti) entre 400 y 700 nm de los films.
3.2 Evaluacion de la vida util de carne de cerdo
3.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas

La Figura 4 muestra la evolucién del pH de las muestras envasadas durante
el almacenamiento.

8
7.5 :
7 3
6.5
T
6
\—A/
55 6——— &
e —0
5
4.5
0 3 6 9 12 15

Tiempo (dias)

—e—PA/EVOH/PE PP/PVDC —e—PLA CONTROL

FIGURA 4. Evolucioén del pH de las muestras de carne de cerdo envasadas en films multicapa
y muestras control (film transparente de cocina).
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El ANOVA mostré un efecto significativo tanto del tiempo del almacenamiento
como del tipo de envase, asi como la interaccion entre ambos factores en la
evolucion del pH (p <0,05), siendo el factor “tipo de envase” el que tuvo mas
influencia. Durante el almacenamiento, es esperable que los valores de pH de la
carne aumenten debido al aumento del contenido en bases nitrogenadas
resultantes de la protedlisis provocadas por la actividad de los microorganismos
durante el almacenamiento (Athayde et al., 2017). Tal y como se muestra en la
Figura 3, este comportamiento se observo para la carne control (envuelta en film
de cocina) donde el pH aument6 de manera significativa durante todo el
almacenamiento. Sin embargo, la evolucion del pH de la carne envasada con los
tres materiales multicapa fue significativamente distinta a la de la carne control,
observandose valores de pH menores que el de las muestras control a partir de
los 7 dias de almacenamiento. Esto puede ser explicado por la alta barrera al
oxigeno de los materiales de envase que ralentiza la actividad de los
microorganismos causantes del deterioro y promueve la actividad de las
bacterias acido lacticas que producen CO:2 y un descenso de pH provocado por
la reaccion entre el acido lactico y el CO2. Resultados similares fueron obtenido
por Daniloski et al., (2019) en carne de cerdo almacenada al vacio en
refrigeracion.

La pérdida de peso de las muestras durante el almacenamiento se muestra
en la Figura 5. Los films multicapa de LDPE/EVOH/PA6 y PP/PVDC dieron lugar
a una pérdida de peso menor durante el almacenamiento, lo que es coherente
con la alta barrera al vapor de agua y a los aromas de estos materiales (Tabla
3). El envase de PLA no redujo la pérdida de peso con respecto a las muestras
control (envueltas en film de cocina) debido a la pobre barrera al agua del PLA.

PP/PVDE

——PLA

CONTROL

LDPE/EVOH/PAG

Pérdida peso (%)

-+

o 3 3 3 12 15

Tiempo (dias)

FIGURA 5. Evolucién pérdida de peso (g / 100 g) de las muestras durante el almacenamiento.
Valores medios y desviacién estandar.

La Figura 6 muestra la evolucion de los parametros cromaticos (luminosidad,
croma y tono), asi como una imagen de las muestras al inicio y al final del
almacenamiento.
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FIGURA 6. Evolucién de los parametros cromaticos a) luminosidad (L*), b) croma (Cav*), y €)
tono (hav)*, durante el almacenamiento a 5°C y d) aspecto de las muestras de carne de cerdo
al inicio (arriba) y al final del almacenamiento (abajo). Valores medios y desviacion estandar.

EI ANOVA mostré un efecto significativo tanto del tiempo del almacenamiento
como del tipo de envase, asi como la interaccién entre ambos factores en todos
los parametros cromaticos evaluados (p <0,05), siendo el factor “tipo de envase”
el que tuvo mas influencia. Los valores de luminosidad (L*) apenas variaron
durante los 15 dias del almacenamiento en la carne envasada con los films
LDPE/EVOH/PA6 y PP/PVDC, que son los que mostraron una menor
permeabilidad al agua, y a una menor pérdida de peso total al final del
almacenamiento (Figure 4). En las muestras envasadas con los films de PLA se
observd un descenso significativo en los valores del L* a partir del séptimo dia
de almacenamiento, coherente con la mayor pérdida de peso detectada en estas
muestras, siendo el descenso de L* significativamente mayor que el detectado
en las muestras envasadas con los films mixtos al final del almacenamiento. Esto
es coherente con la mayor permeabilidad al vapor de agua del PLA en
comparacion con los materiales multicapa mixtos, tal y como se ha comentado
anteriormente.

Los valores de croma o saturacion (Cav*), descendieron ligeramente en todos
los casos para todas las muestras envasadas con los materiales multicapa,
mientras que el croma para las muestras control ascendid, significativamente a
los 11 dias de almacenamiento. En cuando a las muestras envasadas con PLA,
la diferencia de saturacion con respecto a las envasadas con los materiales
multicapa convencionales no fue significativa (p>0.05).
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Los valores del tono, aumentaron significativamente en las muestras control
durante todo el tiempo de almacenamiento debido al desarrollo de
decoloraciones por efecto de la oxidacion y el deterioro microbiano. Por el
contrario, el tono inicial en las muestras envasadas con los materiales multicapa
sufrié un aumento hasta dia 3 y a partir de este momento se mantuvo constante,
no detectandose diferencias significativas entre las muestras envasadas con
PLAy las envasadas con LDPE/EVOH/PA6 y PP/PVDC. Asi, los tres materiales
de envase evaluados dieron lugar a cambios de tono significativamente menores
gue las muestras control.

Los niveles de oxidacion lipidica fueron evaluados mediante el seguimiento
de la formacion de especies reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS). Las
muestras control mostraron niveles de oxidacion de 1,90 mg MDA/kg al final del
almacenamiento. Valores similares fueron encontrados en otros estudios
realizados con carne de cerdo en refrigeracion a 4°C (Qin et al., 2013). Las
muestras envasadas con los films multicapa presentaron valores medios de
TBARS significativamente menores: 1,19 mg MDA/kg, 0,77 mg MDA/kg y 0,47
mg MDA/kg, para los films PLA, PP/PVDC y LDPE/EVOH/PAG, respectivamente.
Los valores obtenidos son coherentes con las propiedades barrera al oxigeno de
los materiales. Asi, el envase con la menor permeabilidad al oxigeno (film
LDPE/EVOH/PAG) dio lugar al menor nivel de oxidacion lipidica (menor TBARS)
y el de menor barrera al oxigeno (film PLA) dio lugar a los mayores valores de
TBARS.

3.2.2 Andlisis microbiolégico

Los principales factores que determinan la vida util de la carne de cerdo son
la composicion inicial de la flora bacteriana y el método de conservacion. Las
bacterias acido lacticas (BAL) son el grupo dominante de microorganismos
aislados de la carne y los productos carnicos envasados al vacio (Xu et al., 2018)

En la Figura 7 se muestra el crecimiento de BAL a lo largo del tiempo de
almacenamiento.

LDPE/EVOH/PAG

i —e—PP/PVDC

—o—PLA

BAL (Log UFC/g)

CONTROL

0 3 6 9 12 15
Tiempo (dias)

FIGURA 7. Recuentos de bacterias acido-lacticas (BAL) obtenidos para las muestras de carne
de cerdo envasadas o sin envasar (control), durante 15 dias a 5 °C, durante 15 dias a 5 °C.
Valores medios y desviacién estandar.
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El ANOVA mostré un efecto significativo tanto del tiempo del
almacenamiento como del tipo de envase, asi como la interaccion entre ambos
factores en los recuentos de BAL (p <0,05), siendo el factor “tiempo” el que tuvo
una mayor influencia. Las muestras control fueron las que presentaron unos
recuentos de BAL mayores, encontrandose diferencias significativas (p<0.05)
con respecto a las muestras envasadas con los diferentes materiales multicapa
los a partir del dia 11 de almacenamiento. En cuanto a las muestras envasadas
con PLA, los recuentos de BAL se mantuvieron constantes a partir del séptimo
dia de almacenamiento, y no se observaron diferencias significativas con
respecto a las muestras envasadas con los dos multicapas convencionales
durante el almacenamiento.

Los recuentos microbianos de coliformes totales a lo largo del tiempo de
almacenamiento se muestran en la Figura 8. El ANOVA mostré un efecto
significativo tanto del tiempo del almacenamiento como del tipo de envase, asi
como la interaccion entre ambos factores en los recuentos de coliformes totales
(p <0,05).

LDPE/EVOH/PA6
—e—PP/PVDC
——PLA

CONTROL

Coliformes totales (Log UFC/g)

0 3 6 9 12 15
Tiempo (dias)

FIGURA 8. recuentos de coliformes totales obtenidos para las muestras de carne de cerdo
envasadas o sin envasar (control), durante 15 dias a 5 °C. Valores medios y desviacion
estandar.

Las muestras control presentaron los mayores recuentos de coliformes
totales durante el almacenamiento, siendo las diferencias con respecto a las
muestras envasadas con los films multicapa significativas a partir de los 11 dias
de almacenamiento. A tiempos 3,7 y 11 se observan diferencias significativas
entre las muestras envasadas con el material multicapa LDPE/EVOH/PAG, que
presentaron los menores recuentos de coliformes totales. Al final del
almacenamiento (t=15 dias), no hubo diferencias significativas entre las
muestras envasadas con los materiales multicapa.

El recuento de aerobios totales se muestra en la Figura 9. El recuento de
aerobios totales es un indicador microbiol6gico importante para la evaluaciéon de
la calidad sanitaria e inocuidad de la carne y es la norma sanitaria cuantitativa
para identificar las condiciones y el grado de contaminacién de la carne (Huang
et al., 2013). En la normativa europea REGLAMENTO (CE) no 2073/2005 DE LA
COMISION, relativo a los criterios microbiolégicos aplicables a los productos
alimenticios, se establece que el nivel maximo aceptable de para el recuento de
colonias aerobias totales en carne fresca de cerdo separada mecanicamente es
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de 5,0 log ufc/g. Tal y como se observa en la Figura 9, dicho nivel se sobrepasé
el séptimo dia de almacenamiento en las muestras control, mientras que las
envasadas con los diferentes envases multicapas mostraron valores ligeramente
inferiores a 5,0 log ufc/g a los 15 dias de almacenamiento en refrigeracion.

L
5 6 .
e
= 5
= LDPE/EVOH/PA6
e, 1 —e—PP/PVDC
2 z —e—PLA
0 ps b4
o 3@
g 3¢ CONTROL
o
[0}
g 2

1

0 3 6 9 12 15

Tiempo (dias)

FIGURA 9. Valores medios (e intervalos de 95% de LSD) de los recuentos de aerobios totales
obtenidos para las muestras de carne de cerdo envasadas en cada uno de los films o sin
envasar (control), durante 15 dias a 5 °C.

EI ANOVA mostré un efecto significativo tanto del tiempo del almacenamiento
como del tipo de envase, asi como la interaccion entre ambos factores en los
recuentos de aerobios totales (p <0,05), siendo el factor “tipo de envase” el que
tuvo una mayor influencia. Las muestras control presentaron recuentos de
aerobios totales significativamente mayores que las envasadas con los
materiales multicapa a todos los tiempos de almacenamiento (p < 0,05). Las
muestras envasadas con los multicapas presentaron recuentos de aerobios
totales que se mantuvieron constantes a partir de los 7 dias de almacenamiento,
no siendo significativas las diferencias por efecto de la naturaleza del envase
utilizado.

Las muestras de carne envasadas con PLA se mostraron efectivas en cuanto
a la evolucion de la calidad microbiologica de la carne de cerdo durante el
almacenamiento en refrigeracion ya que no hubo diferencias significativas con
respecto a las muestras envasadas con los materiales multicapa
convencionales.

4. CONCLUSIONES

Los films de PLA presentaron propiedades mecanicas tipicas de materiales
empleados en el envasado rigido de alimentos, mientras que los multicapa
comerciales de LDPE/EVOH/PA6 y PP/PVDC mostraron valores mas adecuados
para su uso en envases flexibles. En términos de propiedades barrera, los
multicapa LDPE/EVOH/PA6 ofrecieron los mejores resultados tanto para los
vapores de agua y aroma, como oxigeno, mientras que la barrera del film
multicapa de PLA fue entre 100 y 200 veces inferior, por su menor permeabilidad
y espesor. Sin embargo, durante el andlisis de conservacion de la carne de
cerdo, se pudo observar que el envase de PLA dio lugar a cambios de color y pH
similares a los observados en los envases multicapa comerciales. Ademas, no
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hubo diferencias significativas entre envases en cuanto al crecimiento
microbiano al final del almacenamiento. ElI PLA se ha mostrado como un material
de envase alternativo a los plasticos convencionales de dificil degradacion y
reutilizacion para la conservacion de carne fresca de cerdo. No obstante, la pobre
barrera al agua de este material limita su aplicacién a productos en los que la
pérdida de humedad durante el almacenamiento no sea factor limitante.
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