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TITULO: Films de PHBV con &cido ferllico o extracto activo de la paja de
arroz para potenciar la conservacion de carne de cerdo.

AUTORES: M2 Dolores Rodriguez Insua

RESUMEN: Con el objetivo de potenciar el desarrollo de materiales
biodegradables activos para la conservacion de alimentos, se han obtenido films
de Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) mediante mezclado en
fundido y moldeo por compresién del polimero con 6 % de acido ferdlico y un
extracto activo de la paja de arroz obtenido por extraccién en agua subcritica a
180°C (E180), ambos con probada actividad antibacteriana. Con los films se
obtuvieron bolsas termo-selladas con policaprolactona (PCL) que se utilizaron
para el envasado de carne cerdo. Las muestras de carne envasada se
almacenaron a 4°C durante 16 dias y se controlaron en sus pardmetros de
calidad: pérdida de peso, cambio de pH y color, indice de oxidacion (TBARS) y
recuentos microbianos de viables totales, coliformes, bacterias acido lacticas y
coliformes totales. Se envasaron muestras control en bolsas de PHBV sin
compuestos activos y en bolsas de polietileno para la comparacion de resultados.
Los controles se realizaron a diferentes tiempos de almacenamiento. Los
resultados mostraron mejoras en la conservacion de la calidad de la carne en las
bolsas de PHBV con acido ferulico y E180. Los indices de oxidacion de la carne,
reflejados en los valores de TBARS y color de las muestras, fueron mucho
menores en los films con acido ferdlico y el extracto activo, asi como los
recuentos microbianos. El limite de aceptabilidad de los recuentos en viables
totales no se alcanzé durante el periodo controlado en las muestras envasadas
en PHBV con acido ferdlico.

PALABRAS CLAVE: Envasado activo; PHBV; acido ferulico, extracto de paja de
arroz; vida util, carne de cerdo

TITOL: Films de PHBV amb acid ferulic o extracte actiu de la paia d'arros
per a potenciar la conservacio de carn de porc.

RESUM: Amb l'objectiu de potenciar el desenvolupament de materials
biodegradables actius per a la conservacié d'aliments, s'han obtingut films de
Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) mitjancant barrejat en fos i
emotlament per compressié del polimer amb 6% d'acid ferulic i un extracte actiu
de la palla d'arrds obtingut per extraccié en aigua subcritica a 180°C (E180), tots
dos amb provada activitat antibacteriana. Amb els films es van obtindre bosses
termosegellades amb policaprolactona (PCL) que es van utilitzar per a
'envasament de carn porc. Les mostres de carn envasada es van
emmagatzemar a 4°C durant 16 dies i es van controlar en els seus parametres
de qualitat: pérdua de pes, canvi de pH i color, index d'oxidaci6 (TBARS) i
recomptes microbians de viables totals, coliformes, bacteris acid lactics i
coliformes totals. Es van envasar mostres control en bosses de PHBV sense
compostos actius i en bosses de polietilé per a la comparacié de resultats. Els
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controls es van realitzar a diferents temps d'emmagatzematge. Els resultats van
mostrar millores en la conservacio de qualitat de la carn en les bosses de PHBV
amb acid ferulic i E180. Els indexs d'oxidacio de la carn, reflectits en els valors
de TBARS i color de les mostres, van ser molt menors en els films amb acid
ferulic i I'extracte actiu, aixi com els recomptes microbians. El limit d'acceptabilitat
dels recomptes en viables totals no es va aconseguir durant el periode controlat
en les mostres envasades en PHBV amb acid ferulic.

PARAULES CLAU: Envasament actiu; PHBV; acid ferulic, extracte de palla
d'arros; vida util, carn de porc

TITLE: PHBYV films with ferulic acid or active extract of rice straw to promote
pork meat preservation

ABSTRACT: In order to enhance the development of active biodegradable
materials for food preservation, Poly(3-Hydroxybutirate-co-3-hydroxyvalerate)
(PHBYV) films have been obtained by melt blending and compression moulding of
the polymer with 6 % ferulic acid and an active extract of rice straw obtained by
subcritical water extraction at 180°C (E180), both with proven antibacterial
activity. The films were used to obtain heat-sealed bags with polycaprolactone
(PCL), which were used for the packaging of pork meat. The packaged meat
samples were stored at 4°C for 16 days and their quality parameters were
monitored: weight loss, pH and colour change, oxidation index (TBARS) and
microbial counts of total viable, coliforms, lactic acid bacteria and total coliforms.
Control samples were packaged in PHBV bags without active compounds and in
polyethylene bags for comparison of results. The controls were carried out at
different storage times. The results showed improvements in meat quality
preservation in PHBV bags with ferulic acid and E180. The meat oxidation
indices, reflected on the TBARS values and sample colour, were lower in samples
packaged in films containing ferulic acid or active extract, as well as the microbial
counts. The acceptability limit for total viable counts was not reached throughout
the entire storage period in samples packaged in PHBV films with ferulic acid.

KEYWORDS: Active packaging; PHBV; ferulic acid, rice straw extract; shelf life,
pork meat.



1 INTRODUCCION

La industria alimentaria, y en especial en lo que se refiere al envasado de
alimentos, tiene entre los grandes retos a afrontar: aumentar la vida util de los
alimentos, encontrar sustancias naturales que permitan reducir el uso de aditivos
sintéticos y reducir el impacto ambiental que generan los envases
convencionales no biodegradables comunmente utilizados, procedentes
mayoritariamente de fuentes no renovables (Baghi et al., 2022). El uso de estos
plasticos genera graves problemas ambientales, tanto por proceder de fuentes
no renovables como por los elevadisimos tiempos necesarios para su
descomposicion, 450 afios o0 mas dependiendo de su composicidn. Esta es la
principal razon de la busqueda de nuevos materiales de envasado que acorten
el tiempo de descomposicion y reduzcan el impacto ambiental que generan
(Vazquez y Sanchez, 2023).

Entre los materiales biodegradables se encuentra la familia de
polihidroxialcanoatos (PHA) que tiene un comportamiento similar a algunos de
los plasticos procedentes fuentes de fdosiles, pero provienen de recursos
renovables, y sus propiedades dependen de su estructura quimica (Gonzalez et
al.,, 2013). Dentro de esta gran familia esta el poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV), que es uno copolimero con unidades de valerato en la
cadena del poli(3-hidroxibutirato) (PHB). Las unidades de valerato reducen su
cristalinidad y punto de fusion respecto al PHB, adecuando mejor sus
propiedades a los requerimientos de los materiales de envase. La incorporacion
de sustancias activas al polimero puede mejorar sus propiedades, a la vez que
le confieren propiedades activas (antibacterianas o antioxidantes) al material
(Salgado, 2023), mejorando su funcionalidad para el envasado de alimentos. La
mezcla con otros polimeros, como la policaprolactona (PCL), permite también
mejorar las propiedades del PHBV. Este polimero biodegradable tiene un bajo
punto de fusién (60°C) pero con muy buenas caracteristicas mecéanicas, sobre
todo de extensibilidad. (Mufioz, 2015)

La adicibn de sustancias en los envases que aporten 0 mejoren su
funcionalidad, como reducir la oxidacion de grasas o controlar el crecimiento
microbiano, ha dado lugar a envases activos que permiten alargar la vida util del
producto envasado (Yildirim et al., 2018). Entre estas sustancias, los compuestos
fendlicos tienen un gran potencial debido a sus propiedades antioxidantes y
antimicrobianas (Salgado, 2023; Ordofiez et al., 2022a).

Los &cidos fenodlicos son compuestos activos con efectos positivos en la
formulacion de materiales de envase. En algunos casos, mejoran la capacidad
de barrera al vapor de agua y, en mayor medida al oxigeno, del polimero, y
confieren propiedades antioxidantes y antimicrobianas al material (Ordofiez et
al., 2022a), con bajo impacto sensorial sobre los alimentos envasados. Entre los
acidos fendlicos, se encuentra el acido ferulico, que puede ser obtenido de
fuentes naturales o por sintesis quimica. Este compuesto tiene un alto poder
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antioxidante y antimicrobiano (Dedek et al., 2019). Diferentes estudios probaron
que la incorporacion de este acido en distintos materiales biodegradables, como
el &cido polilactico (PLA) o almiddn, confiere mejoras en la flexibilidad de los films
y efecto antioxidante y antimicrobiano, siempre y cuando se produzca la
liberacion adecuada del compuesto en el sustrato alimentario (Ordofiez et al.,
2021; 2022b; 2022c; 2022d; 2023). Moll y Chiralt (2023) y Moll et al. (2023)
desarrollaron films de PHBV con diferentes proporciones de acidos fendlicos
(ferdlico y p-cumérico) en los que se consiguid mejorar la capacidad de barrera
al oxigeno y al vapor de agua (en menor proporcion) de los films, asi como
reducir la cristalinidad del polimero, obteniendo una mayor extensibilidad,
dependiendo de la microestructura de los films. Los films presentaron actividad
frente a Escherichia coli y Listeria innocua, de forma dependiente del grado de
liberacion del compuesto activo, que estuvo muy afectado por la polaridad del
medio de contacto, disminuyendo al aumentar la polaridad del mismo. Estudios
previos con &acidos fendlicos (ferdlico, p-cumarico y protocatecuico),
incorporados en mezclas de PLA: PHBV (75:25) mostraron buenos resultados
en la conservacion de carne de cerdo envasada, alargando su vida util
(Hernandez et al., 2022).

Por otro lado, muchos extractos vegetales son ricos en compuestos fendélicos
y podrian utilizarse como fuentes de compuestos activos para los materiales de
envasado. Los residuos vegetales que se generan en campo o en el procesado
de la industria de alimentos, con la consiguiente problematica ambiental, podrian
valorizarse a través de la obtencion de extractos activos, utilizables para este fin
u otras aplicaciones en la industria alimentaria, cosmética o farmaceéutica (Abril
et al., 2009).

Uno de los residuos vegetales con bajo aprovechamiento y altos contenidos
fendlicos es la paja de arroz. A nivel mundial se producen grandes cantidades
de arroz (512.860, en miles toneladas) y, en concreto en Espafa, 632,5 miles de
toneladas por afio. Un 18% de la produccion espafiola de arroz se localiza en la
Comunitat Valenciana CV (Mercasa, 2023), por lo que, si se tiene en cuenta que
por cada kg de arroz se generan 1,5 kg de paja, esto supondria 170.000
toneladas de paja de arroz anuales, solo en la CV. Estos restos de cosecha
tienen ademas el agravante, en el caso de la CV, de que se concentran en el
parque natural protegido de L’Albufera de Valencia, humedal de alto valor
ambiental. Por tanto, su retirada o quema inmediata son necesarias para evitar
su pudricion y los problemas de anoxia que afectarian a los arrozales y a las
aguas del lago. De ahi, el gran interés en desarrollar procesos de
aprovechamiento y revalorizacion de la paja.

En los procesos de revalorizacion, es fundamental la utilizacion de
tecnologias “verdes”, con bajo consumo energético y disolventes no toxicos que
garanticen la seguridad y sostenibilidad del proceso y los productos (Chemat et
al., 2012). En este sentido, se han realizado estudios previos de obtencion de
extractos activos de la paja de arroz mediante el uso de agua como solvente
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limpio, y la aplicacion de tecnologias que potencien la extraccion, como el
pretratamiento con ultrasonidos o la extraccion en agua subcritica a alta
temperatura y presion, por debajo del punto critico (Freitas et al., 2020; 2022;
2023a; 2023b). Estos extractos han mostrado alta capacidad antioxidante y
antimicrobiana y se han incorporado en polimeros biodegradables para la
obtencién de envases biodegradables activos. Especificamente, se han
incorporado en diferentes polimeros biodegradables, como PLA y almidon
(monocapas y laminados), mejorando sus propiedades de barrera, y con efectos
antioxidantes y antimicrobianos demostrados en el envasado de aceite de girasol
y carne de cerdo (Freitas et al., 2022; 2023a; 2023b; 2023c).

El presente estudio tiene por objetivo analizar la capacidad conservante de la
carne cerdo de envases de PHBV con dos tipos de componentes activos: acido
ferdlico y un extracto activo de la paja de arroz obtenido a 180°C mediante
extraccibn con agua subcritica, ambos con capacidad antioxidante vy
antimicrobiana demostradas. Para ello, se prepararon bolsas para el envasado
la carne con los films de PHBV obtenidos por mezclado en fundido y moldeo por
compresion. La carne envasada en los diferentes materiales se almacené en
refrigeracion para el control de diferentes parametros de calidad a diferentes
tiempos de almacenamiento.

1.1 Objetivos desarrollo sostenible

Este proyecto estd relacionado con 2 objetivos del desarrollo sostenible
(Gamboa, 2015).

ODS 9. Industria innovadora e infraestructura flexible: En este estudio se
pretende buscar alternativas a los envases contaminantes de la industria
alimentaria y sustituirlos por envases biodegradables.

ODS 12. Asegurar patrones de consumo y de productos sostenibles: Se
pretende buscar alternativas para alargar la vida util de la carne de cerdo y
reducir su desperdicio.

2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

Los materiales utilizados para la obtencién de las bolsas de envasado fueron:
Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) en forma de pellets
suministrados por TianAn Biopolymer (Ningbo, China), con 3-hidroxivalerato
(HV) al 2%. La policaprolactona (PCL) de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) se
utilizé para el sellado de las capas de PHBV en la preparacion de las bolsas de
envasado. Los compuestos activos utilizados fueron el acido feralico de Sigma-
Aldrich (Madrid, Espafia) y el extracto de la paja de arroz suministrado por el
grupo de Biopolimeros del Instituto de Ingenieria de Alimentos, donde fue
obtenido y caracterizado en sus propiedades, tal como describen Freitas et al.
(2023a), a partir de paja de arroz (var. J Sendra) del parque natural de I'Albufera
(Valencia, Espana).



Para los ensayos microbiologicos se utilizaron el medio triptona de soja (TSB)
y el preparado de medio de Man, Rogosa y Sharpe (MRS), suministrados por la
empresa Labbox (Barcelona, Espafia), el agar Plate Count (PCA) y agar rojo bilis
violeta (VRB), suministrado por Scharlab (Valencia, Espafia), y el agua
peptonada tamponada, proporcionada por el laboratorio Labkem (Barcelona,
Espafa).

Los reactivos utilizados en el ensayo TBARS fueron acido tiobarbitdrico
(Acros Organics B.V.B.A., USA) y &cido tricloroacético (PanReac AppliChem,
Espaiia).

La carne de cerdo, (secreto de cerdo), se adquirié en una carniceria local (El
Rebost d'Alboraia, Valencia, Espafia).

2.2 Método
2.2.1 Obtencion de los films y envasado

Para este estudio se utilizaron 4 tipos de materiales de envase: PHBV puro,
PHBV con 6% de acido ferulico (PHBV-AF), PHBV con 6 % de extracto liofilizado
de paja de arroz obtenido a 180°C (PHBV-E180) y bolsas de plastico con cierre
zip de polietileno (PE), como material de referencia.

Para preparar los films, el PHBV, con o sin compuestos activos se sometio a
mezclado en fundido, a 180°C y 50 rpm durante 5 min, usando un mezclador
interno  (Haake PolyLab QC, Thermo Fisher Scientific, Alemania).
Posteriormente, cada mezcla fue molida con nitrégeno liquido, para aumentar la
fragilidad, en un equipo de trituracion (Thermomix®, empresa Vorwerk,
Alemania) y el polvo obtenido se conservo en un desecador con P20s hasta su
uso.

Para obtener los films, se colocaron 3,5 g de cada formulacion (PHBV puro,
PHBV-AF o PHBV-E180) en una prensa hidraulica de platos calientes (Modelo
LP20, Labtech Engineering, Tailandia). El prensado para cada film se realizé con
4 min de precalentamiento a 180°C, 5 min de prensado a 180°C y 100 bares de
presiéon y un enfriamiento durante 3 min hasta 70°C.

En el caso de PHBV-E180, la temperatura de precalentamiento y prensado
fue de 175°C para prevenir la degradacion del extracto. Todos los films fueron
conservados a 0% de humedad relativa (HR) hasta su uso.

Las laminas de policaprolactona (PCL) utilizadas para el sellado de las bolsas
(el PHBV no termosella) se prepararon por termo-prensado de 4 g del producto
granulado bajo las siguientes condiciones: precalentamiento a 120°C durante 2
min, 2 min a 120°C con 100 bares de presion y enfriamiento durante 4 min.

La Figura 1 muestra la disposicion de las tres tiras de PCL entre dos laminas
de PHBV (en tres de sus lados) para su termo-sellado. Este se llevd a cabo en
la prensa de platos calientes, mediante precalentamiento a 120°C durante 30
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segundos, prensado a 120°C y 50 bares durante 30 segundos y enfriamiento
durante 4 min. Todos los envases fueron conservados a 0%HR hasta su uso.

Figura 1. Bolsas de PHBV con las tiras de PCL para el sellado de los laterales,
antes y después del sellado.

2.2.2 Envasado y evaluacion de la vida util

En esta etapa del estudio, tanto la preparacién como el envasado de la carne
se llevaron a cabo en una cabina de flujo laminar (Bio Il Advance, Telstar,
Terrasa, Espafia), para evitar la contaminacion cruzada. Se esterilizaron todos
los utensilios, asi como los envases, utilizando luz ultravioleta durante 30 min.

Se cortd el secreto de cerdo en porciones de 25,95 + 1,8 g, tal y como puede
observarse en la Figura 2, y se colocaron inmediatamente dentro de las bolsas
preparadas con los films, cuyo tamafio fue de 11x11 cm, y se termo-sellaron con
una envasadora a vacio (Thermomix®, empresa Vorwerk, Alemania). Se
utilizaron como control las muestras de carne envasadas en bolsas de polietileno
de baja densidad (PE) con cierre zip. Las muestras de carne envasadas se
almacenaron a 4°C durante 16 dias.

Figura 2 Carne de cerdo

Se realiz6 una evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas
de las muestras en los dias 0 (antes del envasado), 4, 8, 12 y 16 de
almacenamiento. Se analizaron 2 muestras de carne envasada en cada uno de
los materiales para cada tiempo, y cada analisis se realizé por triplicado, excepto
para el pH que se realizaron 4 mediciones por muestra y para el analisis
microbiolégico donde se hicieron 2 repeticiones por muestra.

2.2.2.1 Caracteristicas fisicoquimicas

Se determiné la humedad inicial de la carne, mediante pesada antes y
después del secado en estufa de las muestras (Garcia y Fernandez, 2012). La
pérdida de masa de las muestras durante el almacenamiento se cuantifico
teniendo en cuenta la masa inicial de cada una y su masa medida a un tiempo
dado de almacenamiento, con una balanza (Sartorius, Alemania). El pH se
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determiné con un pH metro (Mettler-Toledo GmbH, Schwerzenbach, Suiza) de
puncién en el interior de la carne.

Para evaluar el color se utilizd el espectrocolorimetro (CM-5, Konica Minolta,
sede Madrid, Espafia), con una ventana de 8 mm, obteniendo los parametros L*,
a*y b*. Las coordenadas CIEL*a*b* se utilizaron para obtener los valores de tono
(hav*) y croma (Cav*) (ecuaciones 1y 2), y también se determino la diferencia del
color a cada tiempo respecto a la muestra inicial (ao*, bo*, Lo*)) utilizando la
ecuacion (3).

hay = arctg(b*/a”) €Y)
w=Vb?+a? (2
AE* = \/(Ab*)? + (Aa*)? + (AL")? (3)
Donde: Ab*=(b* bo*); Aa*=(a*- ac*); AL*=(L* Lo*)

El grado de oxidacion de lipidos en la carne envasada se determind mediante
el test de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), descrito por Siu 'y
Draper (1978). Para ello, se obtuvo la recta de calibrado, con distintas
concentraciones conocidas de malonaldehido (MDA) y las respectivas medidas
de absorbancia a 532 nm. La recta de calibrado obtenida, para la absorbancia
(y) en funcion de la concentracién de malonaldehido (x), fue la ecuacion (4).

y = 0,184 * x (Tz = 0,99) (4)

Para determinar la oxidacién de las grasas en cada muestra, se pesaron 10
gramos carne en un vaso de precipitado y se afiadieron 50 ml de agua destilada
y 50 ml de una disolucién al 10% de acido tricloroacético. Se homogeneizé el
contenido durante 3 minutos con un Ultra-turrax (modelo T-25-D, IKA, Alemania).
La dispersion obtenida se filtrdé y se tomaron 8 ml del filtrado que se mezclaron
con 2 ml de acido tiobarbitarico (TBA 0,06 mol/L) en un tubo de ensayo. Esto se
llevé a una placa calefactora a 80°C durante 90 min. Tras enfriar a temperatura
ambiente, se midié la absorbancia a 532 nm en espectrofotometro (Thermo
Scientific™ 840-210600, Fisher Scientific International, Estados Unidos). Los
resultados se expresaron como mg de MDA por kg de carne, utilizando la curva
de calibrado y teniendo en cuenta las diluciones realizadas.

2.2.3.2 Andlisis microbiolégico

Todas las muestras de carne se analizaron en cuanto a los recuentos
microbianos de viables totales (TV), bacterias psicrotroficas (PT), coliformes
totales (TC) y bacterias acido lacticas (BAL), a los distintos tiempos de
almacenamiento (0, 4, 8, 12 y 16 dias). Para ello, en cabina de flujo laminar, las
muestras de carne (10 g) se homogeneizaron (Masticador IUL, Barcelona,
Espafia) con 100 ml de agua peptonada en una bolsa de Stomacher, durante 3
min. A continuacion, se realizaron disoluciones decimales seriadas. Para, el
recuento de colonias viables totales (TV) se incubo a 37°C durante 48 horas en
un medio PCA, y para las bacterias psicrotréficas (PT) se utilizé el mismo medio,
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a 4°C durante 7 dias. En el caso del recuento de coliformes totales (TC) se usé
un medio de cultivo especifico para coliformes (VRB) que se incub6 a 37°C
durante 48 h. Y, por ultimo, para las bacterias acido lacticas (BAL) se utiliz6 como
medio de cultivo MRS incubandolo a 30°C durante 72 h. Después de la
incubacion, se contaron las colonias. Todos los ensayos se realizaron por
duplicado.

2.2.3.3 Analisis estadisticos

Se utiliz6 el andlisis de la varianza multifactorial (ANOVA) del programa
Statgraphics Centurion XVI, con un intervalo de confianza del 95% de Fisher’s
(LSD), para determinar si se encontraban diferencias significativas.

3 RESULTADOS
3.1 Caracteristicas fisicoquimicas

La carne de cerdo inicial presentd una humedad del 63.6% (g agua/100 g
carne) y un pH de 6, encontrandose este dentro del rango de valores que el
consumidor aprecia como aceptables, comprendido entre 5,7 y 6,1 (Kim et al.,
2016). En la Figura 3 se muestra la evolucién a lo largo del tiempo del pH (a) y
de la pérdida de peso (b) de la carne de cerdo en los diferentes materiales de
envasado.
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Figura 3. Evolucion del pH (a) y de la pérdida de peso (b) de las muestras de
carne envasadas en los diferentes materiales (PE, PHBV, PHBV-AF y PHBV-
E180) durante el almacenamiento en refrigeracion.

El ANOVA realizado para la variable pH mostré un efecto significativo tanto
del tiempo como del tipo de envase (p<0.05). En general, el pH disminuy6 en
todas las muestras a los 4 dias de almacenamiento, con independencia del tipo
de envase. Esto puede atribuirse a la acumulacién de acido lactico generado
durante la glicolisis del musculo en respuesta al crecimiento de bacterias acido
lacticas y otras fermentativas como las coliformes (Han et al., 2014). A partir de
este momento, el pH aumentd, dependiendo del tipo de envase, tal como es
habitual durante el almacenamiento, debido a la actividad enzimatica y
microbiana que degrada las proteinas, generando compuestos nitrogenados y
un aumento en la alcalinidad (Karabagias et al., 2011; Athayde et al., 2017). Este
comportamiento se observo claramente en la muestra control (PE) a partir del
dia 4 hasta el dia 16, donde se produjo un aumento significativo del pH respecto
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a las muestras envasadas con PHBV. En los envases con PHBV, los valores de
pH fueron en general menores durante el almacenamiento, y en especial en
aquellos que contenian &cido ferulico como compuesto activo. Esto puede ser
explicado por la mayor barrera al oxigeno de los materiales de PHBV, con y sin
compuestos activos, segun han demostrado estudios previos (Moll y Chiralt,
2023) que dan valores de permeabilidad al oxigeno del orden de 3-3,70 x 10*3
cm3¥msPa. La alta barrera al oxigeno ralentiza la actividad de los
microorganismos causantes del deterioro, y promueve la actividad de las
bacterias acido lacticas que producen COz, provocando un descenso de pH por
la accion del acido lactico y el COz, tal como describen Daniloski et al. (2019),
para carne de cerdo almacenada al vacio en refrigeracion. Los menores valores
de pH de las muestras envasadas en PHBV-AF, pueden también atribuirse a la
liberacion progresiva del acido feralico del envase y su difusién a la carne, tal
como han observado otros autores (Andrade et al., 2022).

Las pérdidas de peso de la carne envasada (Figura 3(b)) oscilaron entre un
minimo de un 2 % a los 4 dias en la muestra control envasada en PE, y un
méaximo de un 8,5 % a los 16 dias para las muestras en PHBV-6F. Las pérdidas
de peso de las muestras de carne se producen por exudado de fase liquida o
deshidratacion durante el almacenamiento, en el espacio de cabeza del envase.
La permeabilidad al vapor de agua puede afectar a la pérdida de peso, pero
también los cambios estructurales que conllevan el exudado de fase liquida,
normalmente asociados a la disminucion del pH y su efecto sobre la matriz
proteica (Bendall y Swatland, 1988). En este sentido, la liberacién de &cido
ferulico del envase, y su impacto en un menor valor del pH de las muestras
envasadas en PHBV-AF, podria promover un mayor exudado de las muestras
durante el almacenamiento.

Las muestras envasadas en PE presentaron menores valores de pérdida de
peso que las muestras envasadas en los tres tipos de films de PHBV, alcanzando
al final del almacenamiento un valor promedio de 3,16%, lo que es coherente
con el mayor efecto barrera al vapor de agua del PE en comparacion con el
PHBYV, y al mayor pH de la carne. Estudios previos han demostrado que el PHBV
puro tiene valores de permeabilidad al vapor de agua en torno al 5,4 x 10%?
g/msPa, con un ligero aumento de la misma al incorporar los compuestos activos
(Moll y Chiralt, 2023). Esta incorporacion conllevé un ligero aumento de las
pérdidas de peso de las muestras, lo que también podria estar relacionado con
el menor efecto barrera de estos materiales.

En cuanto a la evolucion de la oxidacion de las grasas, evaluada mediante el
indice TBARS, la Figura 4 muestra los valores (mg de malonaldehido por Kg de
carne de cerdo) en funcién del tiempo, para las diferentes carnes envasadas. El
malonaldehido es uno de los principales productos formados durante la oxidacién
de las carnes, y en esto se basa la metodologia descrita para seguir la evolucién
del proceso oxidativo.
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Figura 4 Evolucién del indice de oxidacion (TBARS) de las muestras de carne
envasadas en los diferentes materiales (PE, PHBV, PHBV-AF y PHBV-E180)
durante el almacenamiento en refrigeracion.

En la Figura 4 se puede observar que la oxidacion de las grasas aumenté con
el tiempo de conservacion de la carne para todas las muestras, encontrandose
los mayores valores al final del almacenamiento, a los 16 dias. A partir del dia 8
de almacenamiento, las muestras envasadas en PHBV que contenian acido
ferdlico y extracto activo de la paja, presentaron menores valores de oxidacion
(p<0.05), en comparacion con las muestras control (envasadas con PE o PHBV).
Esto refleja el poder antioxidante del acido ferdlico o el extracto de paja incluidos
en el material de envase. La menor permeabilidad al oxigeno de estos
materiales, asi como su opacidad a la luz UV (Moll y Chiralt, 2023), contribuira
también al efecto protector de estos materiales frente a la oxidacién. Este efecto
también ha sido observado en estudios previos en films biodegradables activos
por la funcion antioxidante de los fenoles presentes, tanto para el acido ferdlico
(Hernandez et al., 2022), como para los componentes del extracto de la paja de
arroz (Freitas et al., 2023b). Por tanto, ambos componentes activos fueron
efectivos para retrasar la oxidacion de las grasas en la carne cuando se
incorporaron en films de PHBV.

La evolucion del color de las diferentes muestras envasadas también esta
relacionada con los efectos oxidativos y se muestra en la Figura 5, a traves las
diferentes coordenadas de color (L*, Cap*, hav*), asi como de la diferencia total
de color respecto al valor inicial de cada muestra (AE*). EI ANOVA mostré
diferencias significativas entre los valores de cada coordenada debidas al tiempo
y al tipo de envase utilizado (p<0.05), con tendencias diferentes dependiendo de
cada coordenada.
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Figura 5 Evolucién de los parametros de color (Luminosidad: L* (a), croma Cap*
(b) y tono hav* (€)) y la diferencia total de color respecto a la muestra inicial (AE
(d)) de las muestras de carne envasadas en los diferentes materiales (PE, PHBV,
PHBV-AF y PHBV-E180) durante el almacenamiento en refrigeracion.

En la Figura 5(a), se puede observar que los valores de L*, variable que se
asocia a la retencion de agua en la carne, y también a su oscurecimiento,
sufrieron pocos cambios con el tiempo o tipo de envase, pero se observan
diferencias en su evolucion. Al final del almacenamiento las muestras envasadas
en PHBV y PHB-AF tuvieron valores de luminosidad ligeramente mayores
(p<0.05) a los de las muestras envasadas en PE y PHBV-E180. Esto puede
atribuirse a diferentes motivos: un mayor oscurecimiento en las muestras
envasadas en PE debido a su mayor oxidacién (Figura 4) y una migracion de
compuestos coloreados del extracto (E180) a la superficie de la carne, en las
muestras envasadas en PHBV-E180. En relacion con la saturacion o croma
(Cav*), solo se observaron diferencias significativas por efecto del tiempo de
almacenamiento (p<0.05), descendiendo este parametro a los 4 dias en las
diferentes muestras, probablemente debido al bajo valor de la presion de oxigeno
gue afecta al equilibrio mioglobina-oxi-mioglobina (Tomasevic et al., 2021). Asi
mismo, los valores de tono (hav*), también relacionados con el estado de los
pigmentos de la carne (oxi-mioglobina y meta-mioglobina), aumentaron con el
almacenamiento de las muestras (viraje a tonos menos rojos), mostrando
diferencias significativas (p<0.05) con el tiempo de almacenamiento y el material
de envasado. Los envases activos de PHBV (con E180 o acido ferdlico)
mantuvieron mejor los tonos rojos a lo largo del almacenamiento, lo que se
explica por el efecto antioxidante de los fenoles. La mioglobina es la proteina
hemo de la carne responsable de su color rojo. La oxidacion del ion hierro central
del grupo hemo da lugar al cambio de color: de rojo en la oxi-mioglobina a pardo
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en la meta-mioglobina. La oxidacion de lipidos y de la mioglobina estan
relacionadas y la oxidacion de uno de ellos lleva a la formacién de compuestos
gue exacerban la oxidacion de los otros. Asi, diferentes estudios han demostrado
la preservacion del color de la carne por incorporacion de compuestos
antioxidantes (Faustman et al., 2010; Andrade et al., 2022).

Las diferencias de color (AE*) estimadas, mostraron valores notables (AE*>5) en
todas las muestras y tiempos, destacando la carne control envasada en PE, que
mostré una mayor diferencia de color respecto a las demas a partir de los 8 dias
de almacenamiento (p<0.05). Una parte del cambio de color es atribuible al
envasado con la consecuente disminucion de la presion de oxigeno disponible y
otra parte a los procesos oxidativos de las grasas junto con los pigmentos
carnicos que modifican su color (Faustman et al., 2010). Los menores cambios
de color de las muestras envasadas en films activos de PHBV (con AF o E180),
reflejan el efecto protector de estos compuestos en la preservacion del estado
oxidativo de la carne. En la Figura 6, se puede comprobar visualmente el cambio
de color, a los 12 dias de almacenamiento, en las muestras de carne envasadas
en PE.

Figura 6 Muestra de carne el dia 0 y muestra en PE a los 12 dias

3.2 Anaélisis microbiano

En la Figura 7 se muestran los recuentos de los principales grupos de
bacterias que afectan al deterioro de la carne, en funcion del tiempo de
almacenamiento y los diferentes materiales de envase.
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Figura 7 Evolucion de los recuentos microbianos (viables totales (VT (a)),
bacterias acido-lacticas (BAL (b)), bacterias coliformes totales (TC (c)) vy
psicrotréficas (PT (d))) de las muestras de carne envasadas en los diferentes
materiales (PE, PHBV, PHBV-AF y PHBV-E180) durante el almacenamiento en
refrigeracion.

Segun el ANOVA, en todos los recuentos de bacterias realizados, el efecto
del tipo de material de envasado y el tiempo de almacenamiento fue significativo
(p<0.05). Como es esperable, hubo un aumento en todos los recuentos a lo largo
del tiempo, pero con efectos diferentes segun el tipo de envasado.

Para las bacterias viables totales (Figura 7(a)), el limite de crecimiento
aceptable de 10 UFC para la carne refrigerada (Hernandez y Schneck, 2016),
se alcanzé a partir del dia 4, en las muestras envasadas en PE y PHBV. Los
envases de PHBV con E180 mostraron un control efectivo hasta los 8 dias de
almacenamiento, mientras que los que contenian &cido ferudlico resultaron
aceptables durante todo el periodo ensayado de 16 dias. Esto implica que los
compuestos activos alargaron la vida atil microbiolégica de la carne, en especial
con acido ferulico.

Las bacterias acido lacticas (Figura 7(b)) son el grupo dominante de
microorganismos aislados de la carne y los productos carnicos envasados al
vacio (Xu et al., 2018). En general, se observaron menores recuentos de
bacterias acido lacticas en las muestras envasadas en PHBV-AF, en
comparacion con las muestras control PE. A los 4 y 8 dias de almacenamiento
también se observaron menores niveles en las muestras PHBV-E180. Por tanto,
las muestras de carne envasadas en PHBV con compuestos activos tuvieron
mejores resultados microbiol6gicos que las muestras envasadas en PHBV puro
o PE, lo que confirma la efectividad de los fenoles del envase en el control del
crecimiento de las bacterias acido lacticas. Esto indica también la liberacién de
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los compuestos activos de la matriz de PHBV, tal como predicen Moll et al.
(2023).

En el crecimiento de las bacterias coliformes (Figura 7(c)), se observan
también diferencias entre los cuatro tipos de envases. A los 4 dias de
almacenamiento, todas las muestras envasadas en PHBV tuvieron niveles mas
bajos de coliformes totales que las muestras control en PE, pero a partir del dia
8, esto solo ocurrid para los envases con componentes activos, indicando su
efecto inhibidor en el crecimiento de coliformes, principalmente para el acido
ferdlico. Al final del almacenamiento, no se apreciaron diferencias entre los
envases de PHBV, con valores siempre por debajo de las muestras control
envasadas en PE.

En la Figura 7(d) se puede observar la evolucibn de las bacterias
psicrotréficas. Los envases de PHBV-AF provocaron una mayor inhibicion en el
crecimiento de estas bacterias, en comparacion con el resto de materiales
durante todo el periodo estudiado. Esta inhibicion se observé también para los
envases con E180, pero en menor proporcion.

Por lo tanto, los envases activos de PHBV con AF o E180 resultaron efectivos
para el control del crecimiento microbiano en carne de cerdo, especialmente con
acido ferdlico que dio lugar a los mayores niveles de inhibicion y al
mantenimiento de los viables totales por debajo del limite admitido durante todo
el periodo de almacenamiento de 16 dias.

4 CONCLUSION

Se pudieron obtenerse films activos de PHBV mediante mezclado en fundido
y moldeo por compresion con acido ferulico y con un extracto activo de la paja
de arroz obtenido por extraccién en agua subcritica a 180°C. Estos films pudieron
termo-sellarse mediante tiras de PCL para la obtencion de bolsas, que se
utilizaron para el envasado de carne de cerdo.

La conservacion a 4°C durante 16 dias de la carne de cerdo envasada en los
films activos, en comparacién con la envasada con films de PHBV sin activos y
en PE, reflej6 mejores parametros de calidad de la carne y mayor extension de
su vida util. La oxidacion de la carne reflejada en el indice TBARS y en el color,
estuvo muy inhibida cuando los materiales contenian acido ferulico o extracto
activo, demostrando la efectividad de los antioxidantes en la conservacion de la
carne. Los recuentos bacterianos fueron también menores en las muestras
envasadas en PHBV con compuestos activos. El acido ferulico permiti6 mantener
los recuentos de viables totales por debajo del limite establecido durante todo el
tiempo del ensayo (16 dias). El extracto activo de la paja fue algo menos efectivo,
pero también redujo los recuentos microbianos por debajo de los obtenidos para
las muestras envasadas en materiales sin compuestos activos.
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