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Resumen

El estudio presente se dividio en tres experiencias; la primera fue la busqueda de la
combinacion de concentracion de CO: y temperatura optima para el aturdimiento de

la lubina (Dicentrarchus labrax) sin afectar al bienestar de esta. La segunda se baso

en establecer la observacion visual y la medicion de la hemoglobina residual en el
musculo como métodos para valorar el desangrado eficaz en la lubina. En la tercera
experiencia se compard la calidad del producto de individuos sin desangrar con
desangrados, asi como con individuos previamente aturdidos con ejemplares sin
aturdir. Para ello fueron realizados métodos sensoriales (QIM), métodos fisicos (pH
y textura), métodos quimicos (TBARS) y métodos microbiologicos (determinacion
de la bacteria S. putrefaciens, bacteria especifica del deterioro). En la primera
experiencia se obtuvieron que las mejores condiciones de aturdimiento para la lubina
si que se afectara su bienestar fueron 47 mg CO,/L en combinacion con 4°C de
temperatura. La aplicacion de una metodologia fundamentada en la observacion
visual y medicion del color del filete y del pez entero asi como la medicion de la
hemoglobina fue satisfactoria para la valoracion de la eficacia del desangrado El
desangrado tuvo un efecto positivo en el aspecto visual tanto del filete como del pez
entero, a su vez el aturdimiento con CO, mejoré la textura durante los primeros 11

dias de conservacién en hielo.

X1V



Introduccion

1. Bienestar animal y su legislacion

La consideracion al bienestar animal en los animales producidos con destino al
consumo humano es de creciente importancia en la actualidad. La sociedad en su
conjunto es cada vez mas sensible a estas cuestiones y las administraciones
competentes comienzan a dictar normas de buenas practicas y reglas en este sentido.
En la actualidad existen varios Reglamentos europeos que tratan sobre el bienestar
animal, tanto en cuanto a las condiciones de produccidn, como de transporte, o sobre
su sacrificio. Los animales acuaticos han estado hasta hace muy poco tiempo fuera
de estos debates y normas, que se centraban en las condiciones de produccion de
mamiferos y aves. Pero en la actualidad existe un importante debate en marcha sobre
el bienestar de los peces en la acuicultura. Tanto el Consejo de Europa, como la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria o la Organizacion Mundial de la Salud
Animal, trabajan sobre el bienestar de los peces en la crianza. El principal reto de su
trabajo se encuentra en las dificultades para valorar cientificamente la existencia o no

de sensaciones de temor o de sufrimiento que puedan experimentar los peces.

El bienestar animal fue identificado como una de las prioridades del Plan Estratégico
de la OIE para el periodo 2001-2005. Se ha decidido continuar con esta linea de
trabajo y se han incluido aspectos especificos de bienestar animal en el Cédigo
Sanitario para los Animales Terrestres en los siguientes campos; transporte de
animales por via maritima y por via terrestre, sacrificio de animales destinados al

consumo humano y matanza de animales con fines de control sanitario.

Mediante la elaboracion de Convenios, Acuerdos y Recomendaciones, el Consejo de

Europa contribuye a la creacion de un espacio legal comin europeo. En muchos
1



casos, estos instrumentos sirven de referente en todo el continente y constituyen la
base para la modificacion y armonizacion de las legislaciones de los diferentes paises
en las diferentes areas de trabajo. Espafia entrd a formar parte del Consejo de Europa
en 1977. Actualmente hay cincos convenios basicos referentes al bienestar animal,
siendo importantes, no s6lo por su caracter vinculante, sino también porque con
frecuencia la Union Europea los toma como documento base de trabajo para elaborar
normativa en esta materia. Los Convenios del Consejo de Europa en esta materia

son.

e Convenio para la Proteccion de los Animales en el Transporte Internacional.
Realizado en Paris el 13 de diciembre de 1968. Firmado y ratificado por
Espafia. Entrd en vigor el 3 de febrero de 1975 (BOE n°266 de 6 de julio de

1975).

e Convenio para la Proteccion de los Animales en Explotaciones Ganaderas.
Realizado en Estrasburgo el 10 de marzo de 1976. Firmado vy ratificado por
Espafia. Entro en vigor el 6 de noviembre de 1988 (BOE n°259 de 28 de

octubre de 1988).

e Convenio para la Proteccion de los Animales al Sacrificio. Hecho en
Estrasburgo el 10 de mayo de 1979. No ha sido firmado ni ratificado por

Espana.

e Convenio para la Proteccién de los Animales de Compafiia. Elaborado en

Estrasburgo en octubre de 1987. No ha sido firmado ni ratificado por Espafa.



Convenio para la Proteccion de los Animales de Experimentacion. Realizado
en Estrasburgo el 18 de marzo de 1986. Firmado y ratificado por Espafia.

Entro en vigor el 1 de enero de 1991 (BOE n°256de 25 de octubre de 1990).

El 5 de junio de 2006 entro en vigor la recomendacion relativa a los peces en

explotaciones acuicolas adoptada por el Comité Permanente del Convenio Europeo

de Proteccion de los Animales en Explotaciones Ganaderas (T-AP) del 5 de

diciembre de 2005. En ésta, el articulo 19 trata sobre el sacrificio de urgencia en

peces, los principios de este articulo son;

1.

Si hubiese peces enfermos o heridos hasta el punto de no poder
administrarseles ningan tratamiento ni transporte son causarles un
sufrimiento o dafio, serdn sacrificados de inmediato por una persona con
formacion y experiencia en las técnicas de sacrificio, salvo si, en caso de

emergencia, no se dispusiera de ninguna persona con estas caracteristicas.

La eleccion del método de sacrificio dependera del sistema de explotacién, de
la especie, del tamafio y el nimero de peces que deben ser sacrificados;
debera considerarse también la necesidad de sacrificar rapidamente un gran
nimero de peces para controlar la propagacion de enfermedades. Los
métodos utilizados deberdn causar una muerte inmediata, o insensibilizar
rapidamente a los peces que mueran, o provocar la muerte de un pez ya

eficazmente anestesiado o sin sentido.

Es esencial controlar la eficacia de los procedimientos utilizados para el
sacrificio de emergencia. Deberian realizarse controles mediante indicadores

fiables, como el cese inmediato e irreversible de los movimientos



respiratorios o la pérdida inmediata e irreversible de la actividad ocular

(VERS).

4. Salvo en los casos en que tenga que sacrificarse rapidamente un elevado
namero de peces, y con el fin de proteger sus adecuadas condiciones de vida

o de controlar las enfermedades, no se utilizara el CO..

5. No se permitira seccionar las branquias o los arcos branquiales de los peces

sin anestesiarlos previamente.

La existencia y aplicacion de una normativa sobre proteccion animal diferente en los
distintos Estados miembros de la Union Europea, que podria suponer una distorsion
de la competencia en los mercados comunitarios, ha animado a la Unién Europea al
establecimiento de normas comunes, bajo la forma de Directivas y Reglamentos.
Muchas de las Directivas estan inspiradas en los Convenios del Consejo de Europa.
El control respecto al cumplimiento de las normas corresponde a los organismos
competentes de las Comunidades Auténomas, que deberdn enviar informacion de su
actividad en este ambito al Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente, que actia como enlace entre estas y la Union Europea. A partir del 1 de
enero de 2006, es de aplicacion del Reglamento (CE) N°882/2004, del Parlamento
Europeo y del Consejo de 29 de abril de 2009, sobre los controles oficiales
efectuados para garantizar la verificacion del cumplimiento de la legislacion en
materia de piensos y alimentos y la normativa sobre la salud animal y bienestar

animal.

En Espafia, las primeras normas relativas a la proteccién animal datan de 1883,
cuando una Real Orden establecia que los maestros, entre sus tareas docentes, debian

incluir entre sus alumnos sentimientos de benevolencia hacia los animales. Hasta

4



1978 el Ministerio de la Gobernacién fue el responsable de dictar normas de esta
materia, y vigilar su aplicacion. El Decreto 2715/78 de 27 de octubre traspasa todos
los cometidos en materia de proteccién animal al Ministerio de Agricultura. La
estructura organica bésica del Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y
Marino se desarrolla mediante el Real Decreto 1130/2008 de 4 de julio, (BOE 8 de
julio), que atribuye a la Subdireccion General de Explotaciones y Sistemas de
Trazabilidad de los Recursos Agricolas y Ganaderos las competencias del

departamento en materia de bienestar animal.

Desde el 8 de diciembre de 2007 es de aplicacion la Ley 32/2007, de 7 de noviembre,
para el cuidado de los animales, en su explotacién, transporte, experimentacion y
sacrificio. El objetivo de esta ley es establecer las normas béasicas sobre el cuidado de
los animales en la explotacion, durante su transporte y en el momento de su
sacrificio. También, establece las normas bésicas sobre los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos. Con esta Ley se completa la normativa
nacional ya existente en la materia, incorporando al ordenamiento juridico algunos
aspectos de la legislacion comunitaria en materia de proteccién animal, incluyendo la

tipificacion de infracciones y sanciones.

Asimismo, se modifica la Ley 8/2003, de sanidad animal para prever, en la
imposicion de las sanciones por la comision de infracciones, la posibilidad de una
graduacion mas proporcional, teniendo en cuenta los casos en los que existe una

cualificada disminucion de la culpabilidad del imputado.

En cuanto a la normativa especifica, existe legislacion que regula la proteccion de los
animales de granja, durante su transporte y en el momento del sacrificio. La

normativa vigente en materia de proteccion de los animales durante su sacrificio



tiene por objeto adoptar normas minimas para garantizar que se evite cualquier dolor
o sufrimiento innecesario, y asegurar a su vez el desarrollo racional de la produccion
y la realizacion del mercado interior de animales y productos animales, evitando

posibles distorsiones a la competencia.

La norma basica en la materia es el RD 54/1995 de 20 de enero (BOE 15 de febrero).
En este Real Decreto se fijan las condiciones aplicables a la estabulacién de los
animales en los mataderos, la sujecion de los animales antes de su aturdimiento,
sacrificio o matanza. Se regulan también las condiciones de sacrificio y matanza
fuera de los mataderos. Se contempla asimismo la posibilidad de sacrificios
realizados segln determinados ritos religiosos. Este Real Decreto no es aplicable a
los experimentos cientificos, a los animales a los que se dé muerte en

manifestaciones culturales y deportivas y a la caza silvestre.

Por otra parte, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) tiene un
Panel sobre salud y bienestar animal, que trata las cuestiones relacionadas con el
bienestar animal, fundamentalmente con los animales de produccion, incluidos los

peces.

Recientemente, el Panel Cientifico sobre la Salud de los Animales y el Bienestar de
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha emitido un dictamen
relacionado con el bienestar de los animales durante los procedimientos de
aturdimiento y sacrificio en las granjas, recomendando nuevas investigaciones sobre
los mecanismos y los efectos de diferentes aturdimientos y métodos de sacrificio
(EFSA Journal, 2004). Es importante obtener informacion sobre como los metodos
podrian afectar al bienestar y a la calidad de los peces cultivados y proponer

procedimientos alternativos. Uno de los pasos criticos que afectan tanto a la calidad



como al bienestar es el procedimiento de aturdimiento y sacrificio. Una forma de
minimizar el sufrimiento durante el sacrificio es el uso de métodos de aturdimiento
previos al sacrificio. Opiniones recientes sobre los métodos de sacrificio para los
peces (Robb et al., 2000) abordan cuestiones relativas a la posibilidad de
consideraciones éticas en los procedimientos de la industria para el sacrificio. Segun
Van de Vis et al., (2003), el método de sacrificio idoneo es aquel que deja
inconsciente, sin dolor o sufrimiento, al pez hasta la muerte. Se han ido desarrollando
varios métodos de anestesia para satisfacer el bienestar del animal, ademas de no
afectar negativamente a la calidad final de los peces. Por supuesto, los métodos
basados en el uso de productos quimicos, deben ser rechazados por el riesgo
potencial para el consumo humano. Hoy en dia es importante continuar la
investigacion sobre métodos alternativos de aturdimiento y sacrificio, ya que esto va
a simplificar los procedimientos comerciales. Ademas de las consideraciones éticas,
también hay razones econdémicas y comerciales, ya que la calidad del filete se reduce

en los peces con un mal tratamiento.

2. Lubina

La lubina, Dicentrarchus labrax, es una especie valorada y popular por los

consumidores en el &rea mediterranea, asi como en otras partes de Europa. El interés
de mantener la calidad de este producto ha sido una preocupacion creciente para la
industria de la acuicultura. Ademas, asi como el sector de produccion animal en
general, la industria de la acuicultura también se ocupa de la ética y problemas de

bienestar.



2.1. Distribucion geografica y biologia

La lubina es una especie subtropical, se distribuye desde del Mar del Norte hasta la
costa de Guinea, incluido el archipiélago de Canarias. También, se encuentra en el

Mar Mediterraneo, Mar Baltico, Mar Caspio y el Mar Negro (figura 1).

Figural: Distribucién geogréfica de la lubina (Fuente FAO)

La lubina tiene una alta tolerancia a la salinidad, siendo una especie eurihalina.
Ademas, es una especie altamente euriterma, los individuos adultos viven en rangos
de temperatura entre 2°C y 32°C. El enfriamiento del agua en otofio es la causa de la
migracion de la lubina hacia aguas méas profundas, que generalmente son mas
calidas, por el efecto de la termoclina. También, la lubina tiende a concentrarse en
zonas costeras debido a los efluentes de agua calida de los rios y estuarios. Hay solo
una puesta al afio, que ocurre en el invierno en la poblacion mediterranea (diciembre
a marzo), y hasta junio en poblaciones atlanticas en zonas de estuarios, lagunas o

zonas costeras protegidas. Tras la puesta los adultos vuelven a mar abierto, siendo los



huevos pelagicos de pequefio tamafio (de 1,09 a 1,39 mm). Cuando los huevos
eclosionan las larvas permanecen en las zonas de nacimiento, cuando estas crecen
dejan la zona y migran a zonas profundas (mar abierto). La lubina es una especie
carnivora, los individuos jovenes se alimentan de crustaceos y otras especies, cuando

son adultos son practicamente piscivoros.

2.2. Cultivo y mercado

El primer cultivo de la lubina fue posiblemente hecho por los romanos en estanques.
A lo largo de afios, se han desarrollado sistemas extensivos para la captura y cultivo
de lubinas en zonas del litoral como las lagunas o los estuarios (Vallicultura en Italia)
aprovechando cuando los adultos van a desovar a las costas 0o migran para la
alimentacion. Como especie en la acuicultura, la lubina se empez6 a cultivar en los
afios 60 en embalses y lagunas costeras. Desde entonces las técnicas de cultivo se
han desarrollado para la produccién masiva de juveniles y larvas. Durante finales de
los afios 60, Francia e Italia compitieron para desarrollar técnicas de produccién
fiables para la lubina y, antes de finales de los afios 70, estas técnicas fueron
desarrolladas en la mayoria de los paises. La lubina se cultiva comercialmente en
Europa, Y los principales productores son Grecia, Turquia, Italia, Espafia, Croacia y
Egipto . En los ultimos 20 afios la produccion de lubina se ha desarrollado

rapidamente debido al apoyo gubernamental a la investigacion



PROD. LUBINAACUICULTURAMUNDIAL (t.)

Figura 2: Principales paises productores de lubina (Fuente FAO)
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Figura 3: Produccion global en toneladas de lubina (Fuente Apromar)
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Figura 4: Distribucién porcentual de producciones de lubina por CC.AA. en 2010 ( Fuente Apromar)

Segun FEAP, la produccién acuicola total de lubina (Dicentrarchus labrax) en
Europa y el resto del mundo en 2010 ha sido de 118.931 toneladas, que supone una
reduccion del 0,3% respecto de las 118.931 toneladas de 2009, que ya se habian
reducido el 6,6% respecto de 2008. Los principales paises productores de lubina son
Grecia con 47.000 toneladas (39,6%) Turquia con 35.000 t. (el 29,5% del total de
esta especie) y Espafia con 12.495 t. (10,5%). Pero se produce lubina en un total de
17 paises, incluyendo Italia, Francia, Croacia, Portugal, Chipre, Tunez, Egipto,
Emiratos Arabes Unidos, Libia, Malta, Bosnia, Marruecos, Eslovenia, Alemania y

Argelia (Apromar).

2.3. Taxonomia y morfologia

La lubina pertenece al orden Perciforme, suborden Percoidei, familia Serranidae,

género Dicentrarchus y especie labrax. Dicentrarchus labrax (Linneo, 1758) es el

nombre que tiene en la actualidad la lubina en Europa.
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Figura 5: Dibujo de la morfologia de la lubina (Fuente FAO)

La lubina tiene una longitud de 50 cm de media, con méaximos observados de 103 cm
en machos. Las aletas pélvicas estan situadas en la parte posterior sobre el vientre y
ligeramente detras de las aletas pectorales, que estan situadas justo detrds del
opérculo. El cuerpo de la lubina esta cubierto por escamas cuyo color varia bastante,
dependiendo del origen. Generalmente el color del dorso es gris oscuro, azul o verde,
y el vientre es blanco o amarillo pélido. Los flancos son azul plateado, y algunas
veces dorado o bronce. Los 0jos son relativamente grandes para un pez marino y el
iris es de una coloracién entre plateado y blanco. La boca es grande con la

caracteristica forma de bolsa cuando se abre, tipica del orden Perciforme.

Como la mayoria de las especies depredadoras, el tracto digestivo de la lubina es
relativamente corto y los intestinos estrechos con sus giros en la cavidad corporal. El
resto de los dérganos; corazén, higado y estdbmago estan situados a lo largo de la
cavidad corporal como en el resto de especies. Con la maduracion la cavidad
corporal se va llenando de gdnadas y grasa mesentérica. Como todos los perciformes,
la lubina es un fisoclisto, tiene una vejiga natatoria cerrada, por lo que no tienen un

conducto hasta el es6fago.
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3. Sacrificio y aturdimiento

El sacrificio se define como el proceso de matar a un animal desangrandolo (Anon,
1995), el animal muere por anoxia debido a la falta de sangre en el cerebro. Esta
definicién fue establecida para animales de ganaderia y corral, con el inicio de la
acuicultura se aplicé a los animales sacrificados en este sector. Aln asi hay grandes
diferencias entre el sacrificio de especies terrestres y marinas, la principal el medio
seguida por la fisiologia de las especies cultivadas. Debido a esto durante los Gltimos
afios se ha buscado diferentes métodos de sacrificio que cumplan los requisitos

necesarios con respecto a la calidad y el bienestar del producto.

Los métodos de sacrificio se pueden clasificar en dos tipos; rapidos y lentos. Los
métodos lentos suponen una alta actividad del pez y por tanto son negativos en la
calidad del producto, mientras que los rapidos en principio suponen una muerte
rapida del pez y una mejora de la calidad de la carne. EI método de sacrificio tiene
efecto en el rango de ablandamiento del filete; los valores de fuerza disminuyen
después de la muerte del pez debido a la degradacion del colageno fibrilar. Ademas,
se ha informado en la evolucién post-mortem que el ablandamiento del musculo es
causado por el debilitamiento del tejido conectivo pericelular, que estd constituido

por fibrillas de colageno.

El aturdimiento se define como el método por el cual el animal pierde la consciencia
antes de ser sacrificado. Hay diferentes métodos de aturdimiento y sacrificio de uso
comun en la pesca y la acuicultura en las granjas europeas para alguna de las méas
importantes especies cultivadas, como el corte de enmalle, la narcosis de CO,,
impulsos eléctricos, la asfixia, bafios de sal, hielo... (Poli et al., 2005). Los valores

obtenidos sin ningun tipo de aturdimiento muestran un deterioro mas rapido de la
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calidad y una respuesta mas alta del estrés (de acuerdo a los niveles de cortisol, de
glucosa y de lactato en plasma). El rigor mortis se asocia con la acidificacion
causada por el proceso de produccion de &cido lactico en el tejido muscular durante
la fase de pre-mortem. Se ha demostrado que el ejercicio intenso antes del sacrificio
provoca una mayor protedlisis durante el almacenamiento (Roth et al., 2007; Acerete

et al., 2009) dando lugar a un ablandamiento del filete.

3.1. Tipo de sacrificios y aturdimiento

A continuacion se exponen los diferentes métodos de sacrificio y aturdimiento

utilizados actualmente en la acuicultura:

3.1.1. Sacrificio por asfixia

Es el método més antiguo de sacrificio, la muerte por asfixia se basa en el hecho de
que cuando los peces son sacados del agua sus branquias son menos eficientes en el
intercambio gaseoso. El pez finalmente muere de anoxia. La muerte se acelera por el
esfuerzo realizado por los peces intentado escapar, estos utilizan el oxigeno mas
rapidamente, acelerando la muerte cerebral. La temperatura corporal de los peces

también afecta a la tasa de mortalidad.

La asfixia es considerada uno de los métodos méas estresantes, se han obtenido altos
niveles de glucosa (8 veces superior a la media), lactato y cortisol (5 veces mayor
que la media) en diversas especies sacrificadas con este método, incluida la lubina

debido al estrés generado por el método (Acerete et al., 2009).
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3.1.2. Sacrificio con agua mas hielo o shock térmico

Como los peces son poiquilotermos, su metabolismo se reduce rdpidamente
disminuyendo la temperatura. Esto se debe a un decrecimiento de la actividad
muscular, los musculos se paralizan por el frio, con el tiempo de exposicion
suficiente el pez termina muriendo. Se ha demostrado que la temperatura letal para la
lubina esta en torno a 2°C y 3°C. Ademas, es un requerimiento que los peces tras ser
sacrificados se conserven en hielo para evitar y/o ralentizar el crecimiento

bacteriano.

El sacrificio en hielo consiste en la introduccidn de peces en cubas con una mezcla
de agua y hielo (generalmente en un ratio 3:1). En todo el proceso hay que controlar
que la temperatura del agua se mantenga a 0°C, si la temperatura aumenta hasta los
8°C los peces no mueren de hipotermia sino por asfixia, afectando negativamente a la
calidad del producto (apariencia, color y textura). El frio ralentiza el movimiento de
escape de los peces, facilitando la maniobra. Aun asi los peces siguen teniendo
movimientos de lucha y terminan muriendo por asfixia, debido al colapso de las
branquias por anoxia. EI momento de la muerte es mucho mas largo que por asfixia
ya que la tasa metabdlica de los peces es menor a baja temperatura, el oxigeno se
utiliza al menos durante un tiempo (Kestin et al., 1991). Se ha observado que la

pérdida total de las VERS en doradas (Sparus aurata) sacrificadas en hielo mas agua

esta torno a 5-5,5 min, siendo estos valores similares a la muerte por asfixia (Van de
Vis et al., 2003). Sin embargo, la actividad total de los peces desde el inicio del
sacrificio hasta el punto de la muerte puede ser el mismo si se mantiene el nivel de
oxigeno, siendo menos estresante que el sacrificio por asfixia. Se ha observado en
lubina un incremento significativo del rigor en las primeras 24 horas post-mortem

(Acerete et al., 2009). Los valores de lactato y glucosa en plasma son pequefios en
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comparacion a otros métodos de sacrificio como la asfixia (Acerete et al., 2009), lo

que indica que el sacrificio con hielo no es tan estresante como se pensaba.

El agua mas hielo puede ser utilizado tanto para aturdir como para sacrificar por
asfixia, observandose en lubina que el tiempo en que tarda en morir el pez en hielo es

en torno a 34 minutos (Acerete et al., 2009).

3.1.3. Narcosis y aturdimiento con CO,

Se basa en afiadir CO, en el agua, este se disuelve formando acidos, tras esto se
introducen los peces en el agua, estos empiezan a sufrir movimientos bruscos hasta
que quedan narcotizados, lo que facilita su manejo y sacrificio. Esto es debido al
estado de hipercapnia en el que entra el pez, esta induce a que el pH en sangre y
musculo sufre una caida brusca, debido a una baja difusion del CO; en la sangre
Tras esta fase se produce la acidosis que genera un aumento del bicarbonato en
plasma, para equilibrar el pH, en esta fase compensatoria aumenta del Na y una
disminucion en plasma. Como resultado se produce una disrupcién en la actividad
cerebral causando la muerte del pez. Otra explicacion de la muerte del pez puede ser
que la actividad vigorosa durante el aturdimiento genera una sensacion de asfixia
activando el metabolismo anaerébico generando lactato e iones de H* (Olsen et al.,
2006). La saturaciéon del agua con CO, genera reacciones de lucha en los peces,
produciendo un efecto negativo en la calidad del filete. En informes anteriores se ha
observado que la respuesta del salmén (Salmo salar) durante el aturdimiento con
CO2 genera estrés agudo y reaccion de fuga (Robb et al., 2003), dando lugar a la
aparicion temprana del rigor mortis y por tanto del ablandamiento del musculo (Roth

et al., 2006). La narcosis por CO, se produce después de la aparicion de hipercapnia
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y es probablemente causado por la disminucion del pH dentro del cerebro. La tasa de
inicio de la narcosis se determina por la presién parcial del CO;, en el agua
circundante cuanto mayor es la presion parcial, mas rapido serd el inicio de la
narcosis (Bernier y Randall, 1998). Sin embargo, la presion parcial del gas en el agua
no es facil de medir y comercialmente sélo se mide indirectamente mediante el
monitoreo del pH de la agua (Anon, 1995). A un pH de 5 0 mas abajo, la presion
parcial del gas debe ser de al menos 250 mmHg (Anon, 1995), y esto genera un cese
mas rapido del movimiento que a menores presiones parciales del gas (Bernier y

Randall, 1998).

Robb et al. (2000) demostraron con una serie de experiencias con salmon atlantico
basadas en el aturdimiento con CO; utilizando las VERs (respuestas visuales
evocadas) y otros indicadores de la respuesta cerebral, que el tiempo entre el cese de
la actividad fisica del pez y la pérdida de conciencia es alto (460-600 segundos), por
lo que la mayoria de los peces que son sacrificados tras ser narcotizados con CO; son
conscientes durante todo el proceso, sufriendo durante todo el proceso. La tasa de
pérdida de la funcion cerebral en los peces narcotizados con CO, también puede
verse afectada por la temperatura. Se ha demostrado que el grado de la respuesta

hiperactiva de la carpa (Cyprinus carpio) en CO, se pueden reducir enfriando el

pescado (Yokoyama et al., 1989). A altos niveles de CO, los peces parecen que estan
inconscientes, pero a la entrada a los tanques para el sacrificio tienen movimientos
bruscos (Roth et al., 2006). No solo el uso del CO, es estresante sino el posterior

desangrado que aumenta el estrés acelerando el rigor (Roth et al., 2006).

Se ha observado en lubina que el tiempo en que tarda en morir el pez por CO, es en

torno a 16 minutos (Acerete et al., 2009). La concentracion media letal de CO, para
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la lubina esta entre 104, 4 y 115,5 mmHg en periodos de 48 +£120 h (Cecchini et al.,

2001).

3.1.4. Sacrificio por evisceracion

Las visceras de los peces contienen proteasas y otras enzimas requeridas para la
digestion y el metabolismo. Después de la muerte estas enzimas empiezan la autolisis
y pueden generar graves dafios en la carne, debido a esto es necesario extraer las
visceras lo antes posible. En algunas especies la evisceracion es parte del sacrificio,
las visceras son extraidas del pez mientras esta vivo causando la pérdida de la sangre.
Este procedimiento se utiliza para una gran cantidad de especies pescadas, incluidas
los peces planos que pueden tardar mas de 6 horas en morir después de la
evisceracion. Actualmente este método se utiliza en gran parte de las industrias de

acuicultura de Europa, en especial del Norte de Europa.

3.1.5. Sacrificio por “baiio de sal”

En los Paises Bajos, el método de sacrificio més utilizado con la anguila (Anguilla
anguilla) es el llamado “bafio de sal”. Se afiade NaCl o una combinacion de NaCl
con Na,CO3 acuoso en un tanque, tras esto se introducen los peces. La duracion del
proceso es de un promedio de 20 minutos, tras esto los peces son eviscerados. El
método no cumple los requisitos para el bienestar del animal, ya que como se ha
observado el VERs (respuestas visuales evocadas) tardan tiempo en desaparecer, y
los peces intentan escapar del tanque durante los 3 primeros minutos del proceso

(Van de Vis et al., 2003).
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3.1.6. Sacrificio por percusion

Es un método de sacrificio utilizado habitualmente basado en matar al pez con un
golpe en la cabeza con la ayuda de un palo. Los golpes de percusion aplicados a la
cabeza de los animales causan un diferencial de presion dentro del craneo. Si el golpe
es de la suficiente fuerza, se provoca la interrupcion de los procesos en el cerebro
causados por los cambios de presion. Tras el golpe el animal est& inconsciente, pero
es capaz de recuperarse después de un periodo de tiempo. EI aumento de la magnitud
de la fuerza puede causar un dafio irreparable al cerebro, el animal pierde el
conocimiento inmediatamente después del golpe y muere. Una variante de la
percusion es el uso de una pistola, en este caso el momento de la pérdida de
consciencia se ve afectado por la ubicacién exacta y la trayectoria del disparo; en la
parte frontal del cerebro (I6bulo 6ptico) o en la parte anterior del cerebelo, aunque es
posible que otras partes del cerebro continten funcionando. Cuando los disparos dan
en zonas por detras del cerebro, en la parte posterior del cerebelo y en el tronco
cerebral el animal sigue consiente y sufre, generando un aumento del estrés
disminuyendo la calidad del filete (Robb et al., 2000). Duran et al., (2008)

demostraron que la resistencia del filete de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

y de la carpa frente a la fuerza (presion) es mayor con el sacrificio por percusién que

con la asfixia

El principal problema del sacrificio por percusién es que hay que realizarlo de
manera individual, por lo que lo que se necesita un gran nimero de personal y de

tiempo. A su vez la percusion también es utilizada para aturdir a los peces.
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3.1.7. Sacrificio y aturdimiento por electrocucién

La electricidad es ampliamente utilizada para el sacrificio y aturdimiento de los
animales de carne roja y aves de corral. El aturdimiento eléctrico afecta a la
actividad nerviosa; no se puede enviar informacion al cerebro, por lo que la
informacion nerviosa no llega a ser procesada. Ademaés, se produce una electro-
pardlisis de las fibras musculares generando una rapida contraccion de los musculos,
quedando el pez paralizado. La electricidad es una herramienta potencial tanto para
el sacrificio como para el aturdimiento debido a que el agua es un buen conductor de
esta. Para que el pez muera por electrocucion su corazon debe pararse a la vez que es
aturdido, sin embargo, el corazén de las especies de peces hasta ahora investigadas
parece ser muy sélido (Lambooij et al., 2008). Por lo tanto, es necesario utilizar una
mayor corriente para destruir los nervios que controlan el corazon, o para mantener a
los peces en la corriente eléctrica mas tiempo para que mueran de anoxia antes de
que el corazon desfibrile. Diversas investigaciones sobre aturdimiento eléctrico
valoran a la electricidad como un potencial método de sacrificio. Robb et al., (2003)
estudiaron que la duracion de la insensibilidad se incrementa con el aumento de la
corriente y la duracion de la misma, las corrientes con una duracion mayor a 30
segundos pueden matar al pez. Ademas, demostré que la corriente Optima para el
sacrificio en un corto plazo de tiempo de la trucha arcoiris es de 50 Hz. VVan de Vis et
al., (2003) informaron que aplicando el sacrificio por electrocucion en combinacion
con gas de nitrogeno en la anguila se obtiene una mejor calidad del filete en

comparacion con otros metodos de sacrificio.

El aturdimiento con electricidad se basa en aplicar una corriente en los peces, la
intensidad y la duracién de la corriente varian en funcion a la especie y nimero de

individuos, generalmente se utilizan 50 Hz. Actualmente el método de aturdimiento
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eléctrico es el que hace sufrir menos al pez (mayor bienestar). Se ha demostrado en
que los peces aturdidos con electricidad no muestran comportamientos de escape
durante el sacrificio como en otros métodos tradicionales como el hielo, lo que
supone una reduccion del estrés y de sus repercusiones en la calidad del filete
(Knowles, 2007). En comparacién con el método de aturdimiento en hielo no existen
diferencias significativas en la calidad total y la frescura externa en la lubina
(Knowles et al., 2007). No se han mostrado diferencias en la dureza y la fuerza del

corte del filete a los 7 dias post-mortem en el rodaballo (Psetta méxima),

considerandose el método de aturdimiento eléctrico dptimo (Roth et al., 2007). A su
vez, diferentes paneles de cata no han encontrado diferencias entre las caracteristicas

organolépticas de rodaballo (Psetta maxima) y lubina aturdidos con electricidad y

con otros métodos hasta los 10 dias del sacrificio (conservados en hielo),
considerandose de una calidad excelente los filetes de peces aturdidos eléctricamente
(Knowles et al., 2007). Segun Lambooij et al., (2003) la orientacion de los peces con
la corriente puede ser importante, si la corriente fluye a través de la cabeza o a través

de todo el cuerpo.

Pero su principal problema es el costo, ya que se obtiene un producto con
caracteristicas similares a otros métodos tradicionales de aturdimiento y sacrificio
como el hielo. Ademas se han reportado una serie de problemas del uso de este
método: en anguila y otros peces se ha observado que la aplicacién del aturdimiento
eléctrico durante mas de un segundo las VERs (respuestas del movimiento ocular)
no se pierden inmediatamente como se piensa, lo que indica que la aplicacion de un
tiempo de aturdimiento erroneo afecta negativamente al bienestar del pez (Van de
Vis et al., 2003). Se ha observado que los peces aturdidos eléctricamente muestran

un color mas claro en los ojos, pero este se pierde a los 30 minutos del sacrificio.
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Ademas, en lubina se han observado quemaduras en labios y branquias (sobre todo
en branquias) cuando la exposicion a la electricidad es alta, lo que puede repercutir
negativamente en el aspecto externo del producto (Knowles et al., 2007; Roth et al.,
2007). No se han reportado variaciones en la coloracion de la lubina con el método
de aturdimiento eléctrico. Utilizando el valor K, indicador quimico, para la
observacion de la degradacién de los nucledtidos no se ha observado valores
significativos, excepto en a partir del 6 dia de almacenamiento en hielo, en el que se
produce un aumento brusco. También, se ha demostrado un aumento del pH en las
primeras 4 horas post-mortem, el cual no tiene un efecto claro en la calidad del filete
de lubina (Knowles et al., 2007). Se han reportado hemorragias en la carne y rotura
de huesos aplicando el aturdimiento eléctrico previo al sacrificio (Knowles et al.,
2007). Estos fendmenos varian en funcion a la especie y a la potencia. En salmén
Atlantico las hemorragias en los filetes y las lesiones en la médula son muy comunes
con el uso del aturdimiento eléctrico, mientras que en el rodaballo tienen baja
incidencia, siendo la potencia Gptima para estimular el sistema nervioso central y por
tanto aturdir al pez 80 Hz (Roth et al., 2007). El aturdimiento por electricidad tiene
efecto en el tiempo del rigor; durante los 6 primeros dias post-mortem el rigor se
adelante dos dias y entre los dias 6 y 10 post-mortem el rigor se adelanta un dia. Esto
es debido a la estimulacion eléctrica del musculo, este se contrae y se activan
diversos procesos metabolicos que aceleran el rigor. Debido a que el rigor es
utilizado como indicador de frescura, el adelantamiento de este da a la lubina una
apariencia de mayor edad a la correspondiente (Knowles et al., 2007). En el caso en
que se implantara el método de aturdimiento eléctrico como oficial, se deberia

reeducar a los paneles de cata debido a este fendmeno de adelantamiento del rigor.
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3.1.8. Sacrificio por desangrado

El proceso del desangrado se basa en la eliminacion del mayor volumen de sangre
que tenga el pescado. EI método es simple; el pez muere por anoxia debido a la
pérdida de la sangre. El sangrado a raiz de un corte con un cuchillo afilado puede ser
mas rapido que con un cuchillo tajante, debido a que los vasos sanguineos tienden a
ocluirse después de un mal corte disminuyendo la pérdida de sangre, muriendo
lentamente. Durante la muerte, el pez se puede mover vigorosamente utilizando las
reservas de oxigeno mas rapido de lo normal desangrandose con mayor velocidad. El

pez termina muriendo en torno a los 5 minutos (Robb et al., 2000).

3.1.9. Sacrificio y aturdimiento por anestesia

La adiccion de anestésicos en el agua puede facilitar el manejo de los peces durante
el sacrificio, y por tanto el estrés y la actividad muscular generados durante éste. En
Nueva Zelanda y Australia se utiliza el anestésico AQUI-S, después de 10-13
minutos de afadirlo los peces quedan anestesiados. Tras esto, los peces son
trasladados a los tanques donde son sacrificados con percusion. Existen otros
anestésicos mas utilizados en investigacion, pero también pueden ser aplicados en el
sacrificio (Comité de la Convencién Europea para la proteccion de los animales de
las explotaciones ganaderas, 2006) como el MS-222, la benzocaina, el etomidato y
sus metabolitos. EI volumen afiadido de anestésico depende del volumen de agua y
del nimero de peces a aturdir. El nivel de oxigeno es monitorizado durante todo el

aturdimiento, si es necesario se afiade oxigeno para evitar la muerte del pez.

Existen 5 estados que describen el efecto de la anestesia; sedacion ligera (pérdida

parcial de la reaccion a las perturbaciones externas no invasivas), sedacién profunda
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(pérdida parcial del equilibrio, pérdida de la reaccion a las perturbaciones externas no
invasivas), anestesia parcial (pérdida de equilibrio, desequilibrio en la natacion,
responde a las perturbaciones externas invasivas), anestesia ligera (pérdida los
reflejos, no responde a las perturbaciones externas invasivas) y anestesia profunda

(colapso medular que lleva a la muerte) (Robb, 2001).

Este método no es muy utilizado debido a que su uso supone afiadir al medio y a los
peces sustancias quimicas, debido a esto a la hora de afiadir anestésico hay que tener
cuidado con el porcentaje que no se diluye del todo en el agua. Tal procedimiento no
da al pez la oportunidad de eliminar las sustancias de su carne, este hecho se
demuestra por la creciente preocupacion de los consumidores japoneses por los

residuos de sabor en peces anestesiados previamente al sacrificio (Roth et al., 2007).

3.1.10. Combinacién de narcosis con CO2 con bajas temperaturas

como método de aturdimiento

Por si solos, la utilizacion de frio (agua mas hielo) o la narcosis no cumplen los
requisitos para aturdir satisfactoriamente a los peces durante el sacrificio, afectando a
la calidad del producto. Se ha observado que los niveles de lactato en plasma son
mas altos con el método de la asfixia en hielo que con CO2. Para ambos métodos se
producen movimientos de lucha por parte del pez, sin embargo el tiempo hasta la
muerte en el método del hielo es mas largo lo que produce un mayor impacto, dando
lugar a una alta actividad metabodlica en los musculos y por lo tanto la acumulacion
de metabolitos como el lactato en el plasma sanguineo. Esto se expresa en el
incremento significativo del rigor en las primeras 72 horas post-mortem. El

aturdimiento con frio es demasiado largo por lo que los peces sufren durante todo el
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proceso (movimientos bruscos) considerdndose este método inhumano (Van de Vis
et al., 2003). La narcosis con CO2 a altos niveles supone un método muy agresivo
para los peces, el proceso dura pocos minutos, pero durante este tiempo los peces se
mueven bruscamente lo que indica que estan sufriendo, por lo que este método

también es inhumano (Van de Vis et al., 2003)

El principio del aturdimiento de la narcosis con CO2 en combinacion con el frio no
es nuevo, los estudios realizados por Yokoyama et al., (1989) muestran que existe un
efecto de aturdimiento con la combinacion de CO, y frio. Ademas, demostr6 que la
anestesia inicial de CO2 (P CO2 = 80 mm Hg) en combinacién con temperatura baja
del agua (4-8°C) se puede emplear con éxito en un sistema cerrado antes de
transporte (14-8°C, 10 h) de adultos de carpa. La respuesta hiperactiva del CO2 se
reduce en cierta medida por la reduccion de la temperatura de los peces. La
aplicacion de este aturdimiento no tiene efectos adversos sobre la calidad del filete
(Yokoyama et al., 1993). Después del 2000, el método de combinacién de CO2 con
frio se convirti6 gradualmente en el método generalizado a gran escala en el
aturdimiento de salménidos en Noruega. Basandose en los resultados obtenidos en el
trabajo realizado por Erikson et al., (2006) en salm6n Atlantico sobre la combinacion
de narcosis de CO2 combinado con frio, los fabricantes de tanques de enfriamiento
en vivo equiparon en estos sistemas de aporte de CO2 a niveles constantes, aunque
de forma considerable se sigue utilizando la metodologia tradicional para el aporte
de CO2. La mejora de los sistemas de control para el manteniendo constante de los

niveles de oxigeno disuelto (70-100% de saturacién) también se introdujeron.

Erikson et al., (2006) aplicaron la combinacion de narcosis de CO2 con frio para
aturdir salmon Atlantico obteniéndose buenos resultados; los peces no sufrieron

movimientos bruscos durante el desangrado ni durante el sacrificio, indicando que la
25



combinacion de CO2 con frio es un buen método de aturdimiento, que cumple los
requisitos del bienestar del animal. Cuando se compara la narcosis de CO2 con otros
métodos de aturdimiento, como el aturdimiento eléctrico o la percusion, se obtienen
valores significativamente altos del rigor en las primeras 72 horas (obteniéndose el
valor méximo a las 12 h) debido a la répida disminucion del pH (Erikson et al.,
2006). Ademas, la reduccion de la temperatura genera el mismo efecto, se obtienen

valores significativos durante las primeras 24 horas (Roth et al., 2006).

La hipotermia es mas eficaz para los peces aclimatados a las aguas por encima de 10-
8°C, actuando como un sedante, por el contrario en los peces de aguas frias, por
debajo del rango anterior, la aplicacion del frio para aturdir no es muy eficaz (Robb,
2001). A su vez, la aplicacién de bajas temperaturas (8-10°C) conjunto a la narcosis
de CO2 para aturdir en especies de aguas templadas como la lubina no genera dafios
en el epitelio branquial, como se ha visto en otras especies de agua frio como el
salmon atlantico (Erikson et al., 2006), lo que evita efectos negativos en el bienestar

del animal durante el aturdimiento y el desangrado.

Actualmente los métodos de sacrificio preferidos en Europa para la lubina son la
asfixia y agua mas hielo. Mientras que los métodos de aturdimiento son la percusion,

anestesia y shock térmico (hielo).

3.2. Meétodos para evaluar la eficacia del sacrificio sobre el bienestar

animal

La cuestién clave en la evaluacién del bienestar en el momento del sacrificio es el
sufrimiento animal, el cual es dificil de medir. Se ha demostrado que, aunque menos

desarrollado que en otros animales de granja, los peces también tienen 6rganos
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sensoriales capaces de detectar los estimulos dolorosos, vias sensoriales para el
procesamiento de dichos estimulos y mecanismos cerebrales que procesan esta
informacion y generan respuestas conductuales. Una evaluacion fiable del bienestar
de los animales y el impacto en la calidad del producto, requiere un enfoque
multidisciplinario. Esto podria realizarse con el estudio de los cambios de los
pardmetros de la funcion cerebral, las respuestas endocrinas, los procesos

bioquimicos y los cambios de la calidad.

Desde el punto de vista del bienestar, el proceso de pérdida del conocimiento o bien
debe ser inmediato, 0 no debe inducir a ningin estrés. Ademas, durante el
desangrado el animal deberd estar totalmente o parcialmente inconsciente, ya que el
desangrado como se ha comprobado es estresante. EI comportamiento puede ser un
buen indicador no invasivo para la determinacion del bienestar de los peces, ya que a
menudo estos responden rapidamente a los cambios ambientales. Durante el
sacrificio, el comportamiento de los peces da indicios de la presencia o ausencia de la
conciencia. Los estudios de comportamiento consisten en una serie de observaciones
llevadas a cabo durante o después del sacrificio y/o aturdimiento. La mayoria de los
observaciones estan relacionadas tanto con la propia conducta, tales como la
resistencia y la persistencia de la motilidad de natacion, y las respuestas a estimulos
tales como la capacidad de mantener la equilibrio cuando el pez esta al reves, el
movimiento de los ojos después de los cambios en las posturas del cuerpo en el eje
longitudinal, la reaccidén a la puncion de la aguja en la cabeza o la cola (pinchazo), el
manejo a lo largo de la linea lateral y la aplicacion de electricidad de baja tension

(Van der Vis et al, 2003).
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Por otro lado, estan los indicadores con respecto a la funcion cerebral, siendo los
principales las VERs (respuestas visuales evocadas), las SERs (respuestas somato-
sensoriales), las EEG (respuestas de electroencefalograma) y las ECG (respuestas de
electrocardiograma). Kestin et al., (2002) desarrollaron un método de puntuacion
usando como factores de control la natacion, las reacciones al contacto, el
movimiento de las branquias y de los ojos. Estas actividades estan relacionadas
directamente con la respuesta cerebral frente a estimulos externos. Kestin et al.,
(1991) y Robb (2000) midieron las VERs frente al estimulo externo de un flash de
luz para determinar la actividad cerebral. Este método es utilizado debido a su
sencillez, ya que la actividad visual es una de las ultimas respuestas que tiene el
cerebro cuando muere o se vuelve disfuncional. El uso de las VERs para determinar
cuando un animal esta inconsciente fue discutido por y Kestin et al., (1991). A su
juicio la pérdida de las VERs indica una disyuncion cerebral profunda, lo que es
sindnimo de una pérdida de la consciencia residual. Si las VERS estan inactivas se
puede suponer que el animal no responde a estimulos visuales y por tanto esta
inconsciente. La ausencia las VERs se considera un indicador fiable de la pérdida de
la conciencia (Robb et al., 2000; Van de Vis et al., 2003). (Robb et al., 2000, 2003;
Kestin et al., 2002; Lambooij et al., 2003, Roth et al., 2003; Van de Vis et al., 2003)
estudiaron la aplicaciones directas de estimulos eléctricos y téctiles sobre el pez para
generar respuestas de dolor en el cerebro (SERS), las cuales eran interpretadas a
través de encefalogramas (EEGs). También observaron los cambios en la forma de
onda de la actividad cerebral en general para detectar el nivel de respuesta. Usando la
transformacion rapida de Fourier de la actividad cerebral detectada, se pueden
determinar e interpretar las frecuencias de los impulsos eléctricos en el cerebro para

mostrar los niveles de conciencia. En la Tabla I aparecen los diferentes tiempos de
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pérdida de las VERs y conocimiento en funcion al método de aturdimiento en salmén

Atlantico (Van de Vis et al., 2003):

Tabla I: Diferentes tiempos de pérdida del VERs y comportamiento en funcién

al método de aturdimiento en salmon atlantico (Van de Vis et al., 2003)

Metodo Tiempo inicial de | Tiempo de pérdida de las
pérdida de conocimiento § VERs
(min)

Corte de branquias 2,2 4,7

CO2 1,6 6,1

Percusion 0 0,3

Electricidad 0 0

(durante 3 sg)

La medida de la actividad cerebral (EGS) es lenta y dificil de medir, ademas de

utilizarse de forma complementaria a otras técnicas como el comportamiento y las

VERs, por lo que en general se utilizan métodos visuales del comportamiento del

pez. La pérdida de la consciencia de un pez se puede clasificar usando las siguientes

observaciones;

e Un pez totalmente consciente tiene una actividad de natacion normal, no se

invierte la posicion cuando nada y muestra una respuesta de escape cuando se
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maneja. Ademas, tiene respuesta ocular a los estimulos, y el movimiento

respiratorio es ritmico.

e Un pez medio consciente muestra una actividad natatoria anormal y lenta, su
respuesta de escape es lenta y torpe. Con respecto a la respuesta ocular, esta

es anormal, y su respiracion lenta.

e Un pez inconsciente no muestra capacidad de natacion y escape. La posicién
de los ojos es fija (no hay movimiento) y las branquias se mueven muy

lentamente.

4. Desangrado

4.1. Incidencia y efecto en la acuicultura

Desde hace mas de 10 afios la presencia de manchas de sangre en los filetes de
salmén, asi como de otros peces como la trucha arcoiris esta siendo un problema en
las industrias de acuicultura en el Norte de Europa (Escocia y Noruega), llegando a
afectar a un 19% de la industria escocesa (Olsen et al., 2006). Estas manchas de
sangre también Ilamadas bloodspots han representado una cuarta parte de las
pérdidas econdmicas asociadas a la produccion de salmén ahumado (Olsen et al.,
2006). La presencia de manchas de sangre tiene diferentes repercusiones en la
produccién de la acuicultura, siendo el principal el aspecto que tienen los filetes para
el consumidor (Robb et al., 2003; Roth et al., 2005; Olsen et al., 2006), debido a que
la sangre residual supone una fuente potencial de la oxidacion lipidica y el
crecimiento microbiano, ambos principales factores que afectan a la vida uatil del

filete, y por tanto a las caracteristicas organolépticas. En los tltimos 10 afios, se han
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publicado evidencias de que la hemoglobina puede actuar como pro-oxidante
causando mal olor durante el almacenamiento (Olsen et al., 2006). La hemina o el Fe
procedente de la hemoglobina y la mioglobina durante la hemdlisis actian como
catalizadores lipidicos en paralelo a la formacién de éxidos, perdxidos de H y

radicales de hidroxilo oxidando los lipidos localizados en el musculo.

4.2. Caracteristicas de las manchas de sangre residual

Las manchas de sangre residual o bloodspots estan localizadas sobre todo en la linea
media y la zona ventral, en gran medida en la zona de las aletas. Se pueden clasificar

en tres tipos (Robb et al, 2003):

e Tipo 1: manchas circulares de 1-2 mm que atraviesan el filete en la region de
la linea media, a lo largo del filete. Son observables tras cortar el filete pero
también en superficie. Este tipo de mancha genera pérdidas econdmicas

importantes (figura 6).

e Tipo 2: manchas pequefias de 1 mm de ancho y 1-4 mm de largo en la zona
abdominal. Se observan cuando se corta el filete. Estas no causan pérdidas
econdmicas ya que se limitan a las aletas ventrales y pueden ser recortadas

(figura 7).

e Tipo 3: manchas ocasionales de hasta 2 cm de largo y 2 mm de ancho, poco

ocasionales (figura 8).
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2001)

Figura 7: Manchas de sangre residual de tipo2 en filete de salmén (Salmo salar) (Robb, 2001)
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Figura 8: Manchas de sangre residual de tipo3 en filete de salmén (Salmo salar) (Robb, 2001)

Las condiciones durante el cultivo; alimento, densidad de cultivo, tipo de cultivo no
tienen efecto en la formacion de manchas de sangre residual. El proceso de sacrificio
si tiene importancia en la formacion de las manchas de sangre residual. Cuando los
peces son expuestos a condiciones de hipoxia, hipercapnia o simplemente una mayor
actividad muscular, los peces son capaces de disminuir la acumulacion de sangre en
los intestinos y cambiar el flujo circulatorio en los musculos (Roth et al., 2009). En
el proceso del sacrificio los peces son expuestos a ambientes hipercapnicos e

hipdxicos, siendo un factor en la formacién de los bloodspots.

Por tanto las condiciones post-mortem de gran importancia (Roth et al., 2009),
siendo el tiempo entre el sacrificio y el desangrado uno de los mas importantes. Esto
es debido a la capacidad de coagulacién de los peces; a lo largo de la evolucién los
peces han desarrollado una serie de mecanismos que les permiten coagular

rapidamente las heridas.
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Otra condicién post-mortem, considerada la mas importante para muchos, es la
posicion (orientacion) y la gravedad ejercida sobre los filetes durante el
almacenamiento; Olsen et al.,(2008) y Roth et al., (2005, 2007) demostraron que la
gravedad es un factor importante en el desangrado, obteniéndose un mayor
desangrado con el vientre hacia abajo. En experimentos de Roth et al., (2009) ni los
estimulos eléctricos en el cadaver ni el estrés agudo por el almacenamiento tuvieron
efecto en el nimero de manchas de sangre residual, pero si la orientacion de los
filetes durante el almacenamiento (prueba de Wilconxon). EI método del tratamiento
del filete es un factor muy importante y estudiado en relacion a la aparicion de
manchas de sangre residual. Se ha comprobado que el lavado de los filetes con agua
entre 8 y 10°C reduce el nimero de éstas (Roth et al., 2009). EI nimero de manchas
es menor aplicando un lavado tras la evisceracion que desangrando al aire libre (Roth
et al., 2009). También, se ha observado que la condicién de almacenamiento es
importante, se reducen el nimero de bloodspots guardando los filetes en cajas de

EPS que en una mezcla de hielo (Roth et al., 2009).

Debido a esto es necesario la aplicacion del desangrado. Los métodos tradicionales
para el desangrado son el corte de branquias y la evisceracion. El corte de las
branquias puede detener el flujo circulatorio hasta cierto punto, pero los peces tienen
la capacidad de reducir la presion arterial en el lado venoso, creando un diferencial
de presion y manteniendo el flujo de sangre. En los peces la mayor parte del volumen
de sangre se encuentra en la parte venosa del sistema circulatorio, esto significa que
por evisceracion la mayor parte de la sangre se elimina con los intestinos. Ademas, la
mayor parte de la sangre en la musculatura posterior esta centrada en la zona de los
tubulos renales, por lo que con la evisceracion se puede romper la resistencia ejercida

por los rifiones sobre la sangre (Roth et al, 2005). En general el volumen de sangre
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en los peces es de aproximadamente el 3 % del peso corporal, al ser eviscerado el pez
se elimina el 80% de la sangre. Por lo tanto, solo el 20% de la sangre esta presente en
el producto final. Con estos datos también se puede indicar que no es necesario que
el corazén del pescado siga latiendo para un buen desangrado (Robb, 2001). A su vez
peces que han sido eviscerados inmediatamente tras el aturdimiento muestran un
menor volumen de hemoglobina en el filete (Olsen et al., 2006). Tejada y Huidobro
(2002) informaron que la evisceracion en dorada (Sparus aurata) redujo la
intensidad del rigor mortis y la carga microbiana, sin afectarse ninguno de los otros
pardmetros de calidad. Por otro lado, los resultados del informe de Papadopoulos et
al., (2003), basados en analisis microbioldgicos y sensoriales, sugieren que la lubina

eviscerada tiene un periodo mas corto de vida util que sin eviscerar.

Se han probado diferentes métodos de desangrado para reducir el volumen de sangre
y por tanto el nmero de manchas de sangre, los mejores resultados se han obtenido
con la evisceracion y con el corte de 4 arcos branquiales del mismo lado de la cabeza
(método tradicional), y los peores resultados con el corte de 8 (los dos lados de la
cabeza) y la extraccion del corazén con el salmén Atlantico (Salmo salar) (Roth,
2005; Erikson et al., 2010). Hay que tener en cuenta que algunos autores (Robb et
al., 2003; Roth et al., 2007) indican que el método de desangrado tiene poca
influencia en la calidad de los filetes, pero si tiene importancia en el aspecto visual
del producto. Cabe destacar, que en especies de peces planos como el rodaballo
(Psetta maxima) el volumen de la sangre es menor que en especies pelagicas,
teniendo un nivel de pH mayor en masculos y sangre tolerando mejor la oxidacién
lipidica, Roth et al., (2003) demostr6 a partir de paneles de cata que no habia
diferencia de sabor entre un rodaballo desangrado y otro sin desangrar, ain asi el
impacto visual si generaba un efecto negativo.
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Aln asi, el desangrado se ve afectado no solo por el propio método de desangrado,
sino por otros factores como la temperatura, el tiempo y el método de sacrificio y/o
aturdimiento; se ha observado que el tiempo de coagulacion de la sangre esta
fuertemente influenciado por la temperatura. A bajas temperaturas el tiempo de
coagulacion es prolongado, mejorando el sangrado. Si se mantienen los pescados
entre 4 + 0,5°C durante 60 min el tiempo de coagulacion es de 33 £ 6 min (Olsen et
al., 2006), por lo que es de interés la aplicacion de métodos de sacrificio y
aturdimiento que supongan la reduccion de la temperatura. Se ha observado que
tanto el corte de branquias como la reduccién de la temperatura genera una reduccion
rapida del pH y la aparicion del rigor (Roth et al., 2006). Erikson et al., (1999)
describieron que los peces que son desangrados sufren una disminucion de la
adenosina 50-trifosfato (ATP) y de la creatina fosfato (CPr) lo que indica una alta
actividad muscular durante el desangrado. Este fendmeno tiene su lado positivo, ya
que si adelanta el rigor el pescado se procesa antes y esta listo para el mercado,
siendo de interés econdmico. Ademas, esta alta actividad muscular demuestra que es
necesario un aturdimiento previo al desangrado y sacrificio. Otro factor que hay que
tener en cuenta a la hora de desangrar es el lavado; se obtienen menores volimenes
de sangre residual cuando tras el fileteado se realiza un lavado (Erikson et al., 2010;
Roth et al., 2009) en comparacion a otros que no han sido lavados o han sido lavados
en otro momento del procesamiento, obteniéndose valores éptimos con lavados del
filete de 12 minutos de duracién. A su vez otra funcion del lavado aparte de la

eliminacién de la sangre es la eliminacion de bacterias.

Recientemente algunos autores han estudiado que el método de desangrado no es un
problema si se realiza un fileteado previo al rigor, se ha observado que se reduce
considerablemente el volumen de sangre residual (Erikson et al., 2010). Se ha
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observado que con el fileteado en pre-rigor se obtienen filetes con mayor firmeza que
con un fileteado en el rigor o en el post-rigor, esto es debido a que se evita la tension
muscular que puede causar una ruptura en las estructuras musculares afectando a la
firmeza. Robb et al., (2008) demostraron que un fileteado inmediato a la muerte no
mejora el desangrado, este fendmeno también ha sido observado en pollos de
engorde Aun asi, el fileteado previo al rigor tiene un importante inconveniente; el
tiempo transcurrido hasta el rigor varia en gran medida segun la especie por lo que en
algunos casos en imposible debido al tiempo y al nimero de individuos a sacrificar.
En los casos expuestos anteriormente se trata con peces como el salmén atlantico o la
trucha arcoiris que tienen un tamafio considerable para su manejo y lo mas

importante su rigor es mas rapido que otras especies como la dorada o la lubina.

4.3. Hemopigmentos

El color rojo de la carne se debe principalmente a los hemopigmentos: la
hemoglobina y la mioglobina. Ambas hemoproteinas son proteinas sarcoplasmicas
con una estructura globular, solubles en agua y en soluciones salinas diluidas (Anay

Francisco, 1998).

4.3.1. Hemoglobina

La hemoglobina (Hb) es un tetramero con un peso molecular de 67.000 Da, integrada
por dos polipéptidos o cadenas a con 141 aminoacidos cada uno, y dos cadenas 3 con
146 aminoacidos; el interior de cada mondmero, al igual que la mioglobina, es

hidrofobo, mientras que el exterior es hidrofilo (figura 9). Cada una de las cuatro
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proteinas de la hemoglobina contiene su correspondiente grupo hemo planar, con una
atomo de hierro en el centro, se unen entre ellas por puentes de hidrogeno y enlaces
hidrofébicos. La hemoglobina se encarga de transportar O, de las zonas de mayor

presion (Grgano respiratorio) a las de menor (capilares de los tejidos).

Cuando el grupo hemo se une a una molécula de O, la hemoglobina se transforma en
oxihemoglobina (HbO;). Tanto en la hemoglobina como en la oxihemoglobina el
hierro permanece en estado ferroso (Fe.,, estado reducido) Este proceso se llama
oxigenacion, es reversible y depende de la presién parcial del O; PO,: Hb + 40, <--
> Hb (O,). La reaccion de asociacion y disociacion es muy rapida, de forma que, a
pesar de que la Hb estd empaquetada en los hematies, el breve tiempo de paso de la
sangre por los capilares permite que esos procesos cursen hasta la equilibracion de

acuerdo con la PO, correspondiente.

CH
ak
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H,C

H3;C

OH 0]

Figura 9: Estructura de la hemoglobina
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4.3.2. Mioglobina

La mioglobina es responsable de almacenar el O, hasta que se consume por el
metabolismo aerdbico. Forma alrededor del 20% de los pigmentos totales del
masculo; esta constituida por una parte proteinica, la apomioglobina o globina, y un
grupo prostético hemo constituido por un centro de hierro, rodeado por cuatro
pirroles que forman un anillo de porfirina. El hierro al ser un metal de transicion, esta
coordinado con cuatro nitrogenos del anillo de porfirina y a un residuo de histidina
de la globina, queda una sexta posicion disponible para unirse con otro ligando de
acuerdo con el grado de oxidacion del hierro y ,por tanto, de esto depende el color
que se produce. La fraccién proteica, la globina, es incolora, con un peso molecular
de aproximadamente 17800 Da, con 153 aminoéacidos, 70% de los cuales establecen
ocho zonas que tienen una estructura secundaria de hélice o alrededor del grupo

hemo.

Desde el punto de vista de procesamiento de carnes, el pigmento mas importante es
la mioglobina, dado que la hemoglobina se elimina durante el desangrado de los
animales en el proceso de sacrificio. En un musculo promedio, el 10% de hierro esta
en forma de mioglobina, mientras que después del sacrificio, es decir, una vez que ha
sido desangrado el animal y por lo tanto eliminado la mayor parte del hierro en la

hemoglobina, el 95% del hierro esta presente como mioglobina.

Por otra parte, cuando el animal no es desangrado adecuadamente después del
sacrificio o no es desangrado, una fraccion de la hemoglobina de la sangre se difunde
hacia el musculo; en estas condiciones contribuye al color y en ocasiones, puede

representar hasta el 40% del total de los pigmentos de la carne. Ademas, el
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desangrado ineficiente hace que la presion arterial de los vasos aumente, lo que

provoca coagulos en el musculo, petequias.

4.3.3. Color en filetes

La pigmentacion en el masculo varia en intensidad con la cantidad del pigmento y de
tonalidad, segin el grado de oxidacion del grupo hemo dado por el ambiente
gaseoso. La cantidad de mioglobina en el musculo depende del tipo de metabolismo
que se lleva a cabo en un musculo en particular; glucolitico (movimientos lentos) en
el cual son més abundantes las fibras blancas con poca mioglobina, u oxidativo
(movimientos rapidos) con mayor abundancia de fibras rojas con més cantidad de

mioglobina.

4.4, Métodos de cuantificacion de la sangre residual

En este apartado se estudiara los diferentes métodos que han sido utilizados hasta la
actualidad para cuantificar y detectar la sangre residual en los filetes. Hay que tener
en cuenta que la mayoria de los compradores basan sus evaluaciones de la sangre
residual en observaciones externas del producto, estas evaluaciones implican una
mayor inexactitud, debido en parte a la acumulacién de la sangre en el interior del
filete por gravedad cuando se almacenan, siendo imposible su deteccion. Por lo que

es necesario aplicar métodos de cuantificacion de la sangre en el interior del filete.
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4.4.1. Métodos visuales

El primero es la observacion directa de las manchas de sangre residual en el filete,
situadas sobre todo en la linea media y en el vientre. Principalmente se puede realizar
de dos maneras; la primera es una observacion directa del filete, generalmente los
filetes de pescados sin desangrar tienen una coloracion rojiza, mientras que en los
pescados desangrados es blanquecina. El segundo se basa en colocar los filetes
cortados en ldminas de 5 mm sobre una superficie blanca bajo luz blanca de alta
intensidad y se cuentan las manchas. Este procedimiento se puede realizar con la
ayuda de una camara digital, los puntos de observacion son la linea media, el vientre
y otras zonas (Roth et al., 2007). En este método hay que tener en cuenta el
tratamiento que ha tenido el filete, varios autores (Robb 2001; Roth et al., 2009,
2005; Erikson et al., 2010) afirman que en los peces tratados con el proceso
industrial del ahumado se observa mejor las manchas de sangre residual, también, es

aceptado la salazon.

Este método de cuantificacion es el mas aceptable y actualmente el mas utilizado
para el contaje de manchas de sangre (bloospots) en Noruega (Erikson et al., 2010),
pero tiene dos principales problemas, al igual que la observacion a simplemente del

filete:

- Lasangre capilar no puede ser cuantificada.

- En peces con coloracién intensa, como el salmén Atlantico, cuesta identificar

los puntos, siendo este método més eficaz en peces blancos, como la lubina.

Debido a esto se han buscado otros métodos para contar las manchas de sangre
residual. Roth et al., (2007) estimaron el nUmero de manchas de sangre residual en

rodaballo afiadiendo un sistema informatico que con la ayuda de una cdmara digital
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se toman fotos y se realizan varios barridos a la imagen (figura 10). A parte de
detectar la sangre residual, con esta mejora se puede calcular el volumen de sangre
total en el filete y el estado oxidativo de la sangre en funcion a la intensidad de la

coloracion de la sangre (a mayor tonalidad oscura mayor oxidacion).

OQCO

Figura 10: Filete desangrado (arriba y sin desangrar) (Roth, 2007)

A su vez Erikson et al., (2010) cuantificaron y detectaron sangre residual en filetes
de salmén Atlantico con un procedimiento de captacion y segmentacion de iméagenes
de la cavidad corporal abierta con un sistema similar de deteccion. El sistema de
vision por ordenador se basa en la medicion y la cuantificacion del color del filete.

Consiste en un sistema de vision artificial formado por iluminacion controlada, una
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camara para la captura de las imagenes y una computadora. Tras ser capturadas las
imagenes, son enviadas al equipo para el almacenamiento y posterior procesamiento.
En el equipo también se almacena el software necesario para los ajustes de la cAmara
de control, con la cual se toman las imagenes, asi como para el disefio de los
algoritmos de software que permiten el procesamiento y el analisis de iméagenes. El
procesamiento de imagenes se fundamenta en una serie de operaciones que mejoran
la calidad (eliminacién de distorsiones, ruidos o iluminacion desigual). Por lo
general, el andlisis de imagenes es el proceso de distinguir los objetos de interés
desde el fondo, la extraccion de informacion para la cuantificacion de las
propiedades del objeto seleccionado, como el color, o la clasificacion de imagenes y

objetos contenida en estas imagenes.

Otra variante del método de contaje visual es el uso de VIS/NIR, que se basa en la
espectroscopia infrarroja. Este método tiene la capacidad de medir muestras sin
ningun tratamiento previo, pero los resultados obtenidos no son satisfactorios, por lo

gue es un método que se ha dejado actualmente de lado (Olsen et al., 2008).

También se puede utilizar el colorimetro de reflectancia. Este método se fundamenta
en un espacio tridimensional con tres ejes o planos; plano de luminosidad, plano de
rojo-verde y plano de amarillo-azul. EIl colorimetro se pasa por el filete y se obtiene
tres valores, uno por cada plano; cuando tratamos el analisis de sangre residual se
habla de filetes con valores de luminosidad alta (concentracion baja o nula de sangre
residual), valores de amarillo (concentracién media de sangre residual en funcion a
la tonalidad del amarillo) y valores rojos (concentracion alta de sangre residual en

funcién a la tonalidad del rojo).
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Otro método visual es la espectroscopia transflectante. Este método se basa en la
deteccion de manchas de melanina en la superficie de filete a través de la

cuantificacion y deteccion de la sangre residual (Erikson et al., 2010).

4.4.2. Medicion de la Hemoglobina

Para la determinacion del contenido de hemoglobina se utiliza una modificacion del
método de determinacién de hemo-pigmentos totales de Hornsey (1956). Se basa en
la determinacion del hierro hemo. Se extrae con un solvente orgénico (la acetona),
una sal (clorhidrato de hematina) obtenida por la adicion de acido clorhidrico. La
intensidad de la coloracion se mide en el espectrofotdmetro y se compara a una
solucidn estandar de hematina. Hornsey (1956) informd que los picos de absorcion
de la hematina se observan en 512 y 640 nm. La astaxantina tiene su pico a 480 nm y
puede interferir en el pico de 512 nm de la hematina. Cuando se mide la hematina a
640 nm, la absorbancia no se ve afectada por el contenido natural de astaxantina en
el masculo. Se ha observado que el método quimico de la hemoglobina es mas
preciso y sencillo que el contaje visual. También es seguro, repetible y rapido (Olsen
et al., 2008) en comparacion a otras técnicas quimicas cuyos productos quimicos

pueden afectar al filete como el cianuro, éxidos de carbono o nitrégeno.

5. La calidad del producto

El concepto de calidad del producto es bastante variable dependiendo de diferentes
factores. Se puede hablar del precio, la disponibilidad, el valor nutritivo o la

presentacion, ain asi para la mayoria de los mercados la frescura es considerada el
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pardmetro mas importante, debido a esto se han buscado diferentes indicadores y

metodologias para medirla.

5.1. Deterioro de la calidad del producto

El proceso de alteracion del pescado fresco se inicia cuando se sacrifica e incluso
antes de su extraccion del agua. Estos procesos generan la perdida de las
caracteristicas organolépticas de maxima frescura del pescado, y el deterioro finaliza
cuando llega a un estado inadecuado para la alimentacion humana, siendo el
producto rechazado. Los cambios post-mortem que sufre el producto se pueden
clasificar en cuatro; cambios sensoriales, cambios autoliticos, cambios

bacterioldgicos y oxidacion lipidica.

5.2. Cambios sensoriales

Los primeros cambios sensoriales del pescado durante el almacenamiento estan
relacionados con la apariencia y la textura. El sabor caracteristico de las especies

normalmente se desarrolla durante los dos primeros dias de almacenamiento en hielo.

El cambio méas dramatico es la aparicion del rigor mortis. Inmediatamente después de
la muerte del pescado el musculo estd totalmente relajado, la textura flexible y
elastica generalmente persiste durante algunas horas y posteriormente el musculo se
contrae. Cuando se torna duro y rigido, todo el cuerpo se vuelve inflexible y se dice
que el pescado esta en rigor mortis. Esta condicion generalmente se mantiene durante
uno o mas dias y luego se resuelve el rigor. La resolucion del rigor mortis hace que el

mausculo se relaje nuevamente y recupere la flexibilidad, pero no la elasticidad previa
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al rigor. La proporcién entre el comienzo y la resolucion del rigor varia segin la
especie y es afectada por la temperatura, la manipulacion, el tamafio y las
condiciones fisicas del pescado. Esto debe ser evitado, dado que las fuertes tensiones
producidas por el rigor pueden causar "desgajamiento”, es decir, debilitamiento del

tejido conectivo y posterior ruptura del filete (Johansson, 2001).

Generalmente se acepta que el comienzo y la duracion del rigor mortis resultan mas
rdpido a mayor temperatura, pero se ha observado en ciertas especies tropicales el
efecto opuesto de la temperatura, en relacién con el comienzo del rigor. Resulta
evidente que en estas especies el inicio del rigor se acelera a la temperatura de 0 °C
en comparacion con 10 °C, lo cual muestra buena correlacion con la estimulacion de
los cambios bioquimicos a 0 °C (lwamoto et al., 1987). Sin embargo, una
explicacién para esto ha sido sugerida por Abe y Okuma (1991), quienes han
demostrado que el comienzo del rigor mortis en la carpa depende de la diferencia
entre la temperatura del mar y la temperatura de almacenamiento. Cuando esta

diferencia es grande, el rigor se inicia a menor tiempo y viceversa.

El rigor mortis se inicia inmediatamente o poco después de la muerte, en el caso de
peces hambrientos y cuyas reservas de glucogeno estan agotadas, o en peces
exhaustos. EI método empleado para aturdir y sacrificar el pez también influye en el
inicio del rigor. El aturdimiento y sacrificio por hipotermia (el pez es muerto en agua
con hielo) permite obtener el mas rapido inicio del rigor, mientras que un golpe en la

cabeza proporciona una demora de hasta 18 horas.

El significado tecnoldgico del rigor mortis es de mayor importancia cuando el
pescado es fileteado antes o durante el rigor. Durante el rigor el cuerpo del pescado

esta completamente rigido; el rendimiento del fileteado resulta muy bajo y una
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manipulacion tosca puede causar el desgarramiento de los filetes. Si los filetes son
removidos del hueso antes del rigor, el musculo puede contraerse libremente y se
encogera al comenzar el rigor. EI musculo rojo puede encogerse hasta un 52 %y el
masculo blanco hasta un 15 % de su longitud original (Buttkus, 1963). Si el pescado
es cocinado antes del rigor, la textura serd muy suave y pastosa. Por el contrario, la
textura es dura pero no seca cuando el pescado es cocinado durante el rigor. Posterior

al rigor la carne se toma firme, suculenta y eldstica.

5.3. Cambios autoliticos

Autolisis significa "auto-digestion”. Se sabe desde hace muchos afios que existen por
lo menos dos tipos de deterioro en el pescado: bacteriano y enzimatico. En algunas
especies (calamar, arenque), los cambios enzimaticos preceden y por lo tanto
predominan al deterioro del pescado refrigerado. En otros, la aut6lisis sumada al
proceso microbiano, contribuye en diferentes grados a la pérdida general de la
calidad. Los procesos autoliticos abarcan un amplio espectro de reacciones, aun asi
en este apartado trataremos las reacciones basicas que afectaran de manera directa a
la calidad del muasculo, més adelante en la explicacion de las herramientas e
indicadores que se utilizan para la determinacién de la calidad se explicara otras

reacciones autocataliticas.

5.4, Efecto en la actividad muscular

La actividad de los musculos antes del sacrificio puede afectar a la calidad de los

peces de dos formas: fisicamente y bioquimicamente. Durante el hacinamiento los
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peces nadan de forma vigorosa, golpeadndose con otros peces y las paredes del
tanque. Algunos métodos de sacrificio, como el aturdimiento eléctrico con 50 Hz,
afecta de tal manera en la actividad muscular que se generan fuertes contracciones
musculares produciendo rotura de vertebras y vasos capilares (Kestin et al., 1995),

disminuyendo el valor del producto.

Durante un tiempo después de la muerte se detiene la circulacién de la sangre, las
células musculares contintan respirando, primero con el oxigeno restante y después
respiran de manera anaerobica, produciendo &cido lactico, a travées de la glucolisis,
que disminuye el pH. Esto genera una caida del pH post-mortem. Cuando el pH
alcanza un cierto nivel puede interferir con la sintesis de ATP, la fuente de energia
para las células musculares, provocando el cese de estas vias quimicas. Cuando las
células musculares utilizan sus reservas restantes de ATP entran en rigor, lo que
genera que los miofilamentos de actina y miosina no se deslicen una sobre la otra. A
medida que maés células entrar en rigor el cuerpo del pez se vuelve més rigido. Si un
pez muere después de la actividad muscular de las células, las cuales contienen un
cierto nivel de acido lactico a partir de su respiracion anaerébica anterior, el nivel de
pH impide la sintesis de ATP y por lo tanto el rigor se acelera (Korhonen et al.,

1990).

La fuerza del rigor tiene un impacto directo en la calidad del filete, los peces que
tienen un alto grado de actividad previa al sacrificio muestran un alto grado de
desgajamiento. El desgajamiento ocurre cuando los miomeros se separan del
miosepto, esto causa un dafio importante en el filete, volviéndose poco apetecible
para el consumidor, ademas este fendbmeno genera que el procesamiento del filete sea
mas dificil. ElI desgajamiento es un serio problema en el tratamiento de filetes de

salmén Atlantico. Puede ser el resultado de la aplicacion de una gran fuerza de
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contraccion sobre el tejido conectivo en el miosepto de una alta proporcion de fibras
musculares durante el rigor (Johansson, 2001). La fuerza de la fibra muscular esta
directamente afectada por el grado de actividad de los musculos antes del sacrificio.
El desgajamiento se expresa particularmente en una disminucion de la fractura y la
dureza del filete, como indicaron Caballero et al., (2009) la adhesividad en dorada

disminuyd hasta los 14 dias de conservacion en hielo.

El color del filete también se ve afectado por la rapida caida del pH del masculo tras
el sacrificio. Se ha observado en salmdnidos que han sufrido una alta actividad antes
del sacrificio muestran cambios significativos en la coloraciéon del filete (Robb,
2001). La disminucion post mortem en el pH del musculo tiene un efecto en las
propiedades fisicas del musculo. A medida que el pH disminuye, se reduce la carga
neta de la superficie de las proteinas musculares, causando su desnaturalizacion
parcial y disminuyendo su capacidad de enlazar agua. EI mdsculo en estado de rigor
mortis pierde su humedad cuando es cocinado y resulta particularmente inadecuado
para un procesamiento posterior que involucre calentamiento, puesto que la

desnaturalizacion por calor incrementa la pérdida de agua.

5.5. Cambios bacterioldgicos

El mdsculo de un pez saludable o de un pescado recién capturado es estéril, debido a
que el sistema inmunolégico del pez previene el crecimiento de bacterias en el
musculo. Cuando el pez muere, el sistema inmunoldgico se colapsa y las bacterias
proliferan libremente. En la superficie de la piel las bacterias colonizan una amplia
extension la base de las escamas. Durante el almacenamiento, las bacterias invaden

el musculo penetrando entre las fibras musculares. S6lo un nimero muy limitado de
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bacterias invade el musculo durante el almacenamiento en hielo. Las bacterias
pueden ser detectadas en el musculo cuando el nimero de microorganismos en la
superficie de la piel incremente por encima de las 10° ufc/cm® Este resultado fue
observado tanto en el almacenamiento en hielo como en ambiente refrigerado
(Dalgaard, 1995). No se encontrd diferencias entre los patrones invasivos de las
bacterias especificas del deterioro (por ejemplo S. putrefaciens) y las bacterias no
especificas del deterioro. Dado que sélo un numero limitado de microorganismos
realmente invade el musculo y el crecimiento microbiano se lleva a cabo
principalmente en la superficie, el deterioro es probablemente una consecuencia de la
difusion de enzimas bacterianas hacia el interior del musculo y de la difusion externa

de nutrientes (Dalgaard, 1995).

Las bacterias presentes en pescados capturados en aguas templadas, entran en fase
exponencial de crecimiento casi inmediatamente después de la muerte del pez. Esto
también ocurre cuando el pescado es colocado en hielo, probablemente porque la
microflora se encuentra adaptada a las temperaturas de enfriamiento. Durante el
almacenamiento en hielo, la poblacion bacteriana se duplica en aproximadamente 1
dia y después de 2 0 3 semanas alcanza unas 10° - 10° ufc, por gramo de musculo o
cm de piel. Durante el almacenamiento a temperatura ambiente, se alcanza un nivel
ligeramente inferior a las 10 - 108 ufc/g en 24 horas. Las bacterias presentes en
pescados provenientes de aguas tropicales generalmente pasan por una fase de
latencia de 1 a 2 semanas, cuando el pescado se almacena en hielo, y posteriormente
se inicia el crecimiento exponencial. Durante el deterioro, el nivel de bacterias en
pescados de aguas tropicales es similar al nivel encontrado en especies de aguas

templadas (Gram et al., 1990).
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La composicion de la microflora también cambia dramaticamente durante el
almacenamiento. De esta forma, después de 1 - 2 semanas de almacenamiento
aerdbico en hielo, la flora esté constituida casi exclusivamente por Pseudomonas spp.
y S. putrefaciens. A temperatura ambiente (25 °C), la microflora en el punto de
deterioro estd dominada por Vibrionaceas mesofilicas y, particularmente si el
pescado proviene de aguas contaminadas, por Enterobacteridceas (Sankar et al.,

2003; Paleologos et al., 2004; Hozbor, et al., 2006)

5.6. Oxidacién de los lipidos

Otro proceso que se genera durante el procesamiento y el almacenamiento del filete
es la oxidacion de los lipidos, con un impacto importante en la calidad del filete. La
oxidacion lipidica es un proceso autocatalitico en cadena que se divide en cuatro
pasos; iniciacion, propagacion, ramificacion en cadena y terminacion (Hultin, 1992).
En peces la iniciacion se lleva a cabo por enzimas, la formacion de radicales
alcalinos y radicales de perdxidos propagan la reaccion de oxidacion. El primer
producto estable de la oxidacion es el inodoro e insipido hidroperéxido (LOOH), o
producto primario de oxidacion. En la ramificacion en cadena, estos productos se
rompen en radicales y productos secundarios como los aldehidos y las cetonas, estos
productos secundarios son los responsables del sabor a rancio del pescado. Algunos
de estos productos pueden contener grupos aminodcidos libres, los cuales afectan al
color y textura del pescado (Aubourg et al., 1997). En paralelo a estos tres pasos las
reacciones de terminacion van teniendo lugar, estas se basan en la formacion de

especies radicales no libres por la interaccion entre dos radicales libres.
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La oxidacién de los lipidos, generalmente de acidos grasos poliinsaturados, varia
entre las diferentes partes del pez. La inestabilidad en la cola fue atribuida a la alta
proporcion de mausculo rojo. Diferentes estudios (Yamaguchi et al., 1984)
compararon el grado de oxidacién de la piel, el masculo blanco y el rojo, obteniendo
los valores méas bajos en el musculo blanco debido a su bajo contenido de pro-
oxidantes. Los compuestos considerados como factores criticos para la oxidacién en
la piel son el alto contenido de lipidos (Yamaguchi et al., 1984), los metales traza y
la presencia de lipogenasas. En el musculo rojo son la abundancia de hemoproteinas,
metales de bajo peso molecular y enzimas microsomales (Undeland, 2001). En
arenque (Clupea harengus) si se estudiaba los tres tejidos por separado, los
hidroperdxidos se formaban en el orden musculo rojo, piel y musculo blanco, pero si
se estudiaba el conjunto se obtenia el orden piel, masculo rojo y musculo blanco.
Esto es debido a que primero se oxida la piel que esta en contacto con la atmdsfera,
aun siendo mas susceptible a oxidarse el masculo rojo. En la oxidacion lipidica hay
que tener en cuenta el grado de difusién del oxigeno, este también es un factor de
limitacion del efecto de la oxidacién en los diferentes tejidos. El oxigeno se difunde
entre 1 y 4 mm en el tejido muscular, dependiendo del contenido mitocondrial y del

grado de disrupcién del tejido (Undeland, 2001).

Para aumentar la estabilidad en el almacenamiento del pescado graso, diversas
investigaciones han indicado que durante el almacenamiento en hielo hay que
prestar atencion no solo a la proliferacion de bacterias, sino también al desarrollo de
la oxidacion lipidica. Existen tres puntos criticos en el pre-procesamiento de los
periodos de almacenamiento en hielo; entre la cosecha y la evisceracion/fileteado,
entre la evisceracion y el fileteado, y entre el procesado y el congelado. EI primero

debe ser lo suficientemente largo para permitir que la sangre coagule, mientras que el
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segundo no debe exceder dos dias para reducir al minimo los cambios pro-oxidativos
y evitar la aparicion del olor rancio. Para proteger los tejidos sensibles situados
debajo de la piel, la piel se debe mantener el mayor tiempo posible durante el
almacenamiento, o debe ser eliminada junto con los tejidos subyacentes en una etapa

temprana (Undeland, 2001).

5.7. Herramientas para la determinacion de la calidad del filete

Los métodos para determinar la calidad del producto deben ser répidos, fiables,
coincidentes con la apreciacién sensorial y, preferiblemente, aplicables a la totalidad
0 mayoria de los productos de origen marino. Generalmente los métodos para
determinar la frescura, es decir la vida util del producto, se dividen en cuatro;

métodos sensoriales, métodos fisicos, métodos quimicos y métodos microbioldgicos.

5.7.1. Métodos sensoriales

El analisis sensorial es el primer contacto con el producto, el cual se puede valores de
dos formas; en crudo y cocinado. En gran medida el método sensorial se ha basado
en la valoracion del producto cocinado a través de paneles de cata, aun asi la
valoracion del producto en crudo es mas facil y répida de realizar por los

comerciantes.
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57.1.1. Meétodo QIM (Quality Index Method)

Este método es cada vez mas usado en los ultimos 10 afios en el que le hacen
referencia. Es el método para determinar la frescura del pescado crudo que utilizan
los servicios de inspeccidon y la industria pesquera-es el anélisis sensorial en la Union
Europea (Decision del Consejo de la UE no. 103/76, Enero de 1976). La metodologia
es sencilla, se hace una valoracion externa del pescado, puntuando entre 0 y 4 varios
atributos (o0jos, aleta, branquias...), entre mas baja sea la puntuacion mas fresco es el
pescado (Huidobro et al., 2000). Para el andlisis nos podemos ayudar de fotos y
descripciones estandar. Los parametros se seleccionan de manera que la evolucion de
estos se relacionan linealmente con el tiempo de almacenamiento en hielo hasta el
final de la vida util del producto, proporcionando asi un medio para predecir la vida
uatil. Este método tiene una serie de ventajas, entre ellas es que es especifico para
cada especie y describe de forma precisa los cambios durante el almacenamiento,

siendo de gran ayuda para los comerciantes debido a la facilidad de su uso.

Knowles et al., (2007) obtuvieron valores de QIM positivos en la aplicaciéon del
aturdimiento eléctrico en lubina. A su vez comparo este tipo de aturdimiento con el
aturdimiento con hielo obteniendo valores similares hasta el dia 10 post-mortem.
Tejada et al., (2006) aplicaron el método QIM para determinar las caracteristicas
sensoriales de lubinas y doradas almacenadas en hielo. El Unico inconveniente es

que se requiere de un panel de asesores entrenados.

5.7.2. Métodos fisicos

Los métodos fisicos generalmente son sencillos y de facil aplicacion. Aln asi tienen

un gran problema, la informacion obtenida con estos métodos es a menudo limitada,
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por lo que se utilizan como complementos a otras técnicas, y muchas veces son

destructivos. Los principales métodos fisicos son:

5.7.2.1. TPA (Texture Profile Analysis)

Durante las Gltimas décadas se han utilizado diferentes instrumentos para determinar
las propiedades de la textura en animales. Carbonell et al., (2003) revisaron la
aplicacion de diferentes métodos sensoriales alternativos para la determinacion de la

calidad en peces.

Ginés et al. (2002) obtuvieron una diminucién de la dureza en pez entero en torno al
15 % antes de los 11 dias de conservacion en hielo en dorada. Carbonell et al.,
(2003) estudiaron los cambios en la dorada indicando que la dureza y los parametros
derivados, la masticabilidad y la interaccién entre pescado fresco y congelado no
disminuyeron significativamente en el tiempo. El efecto de la temperatura sobre el
rigor no es uniforme. Sigurgisladottir et al., (1999) estudiaron las diferencias en las
propiedades texturales del salmén Atlantico de diferentes origenes; jaulas, tanques y
en granjas oceanicas. Descubrieron que los peces procedentes de granjas oceanicas
tienen una mayor fuerza de corte que los procedentes de tanques y jaulas, entre los

dos altimos no hubo diferencias significativas.

Diferentes métodos de perforaciéon han sido utilizados para medir la fuerza en filetes
de pescado. Ando et al., (1991) evaluaron la perforacion en filete de pescado
simulando la mordida de un molar con un cilindro metalico de 8 mm de didmetro. La
fuerza maxima que se registré después perforar en masculo de pescado en paralelo a
la orientacién de las fibras musculares se registrd como la resistencia a la rotura. La

evaluacion de la resistencia muscular medida mostrdé una buena correlacion con la
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resistencia a la rotura. Periago et al., (2005) estudiaron diferentes parametros
texturales, incluyendo la comprension, para comparar la calidad del filete en lubina
cultivada y salvaje, siendo més altos en individuos cultivados. Segun los trabajos de
la textura desarrollados por Ayala et al. (2010), todos los pardmetros, excepto la
elasticidad, cambiaron con el tiempo de almacenamiento del pescado, disminuyendo

significativamente la mayoria de ellos en el dia 5.

5.7.2.2. pH

Es un método rdpido que se puede aplicar in situ, pero como la mayoria de los
métodos fisicos es destructivo. La medicion del pH debido a la acumulacion del
acido lactico es considerada un buen método para determinar la calidad del filete en
el progreso de la etapa de post-mortem. La reduccion del pH muscular se debe a la
generacion de iones H+ asociados a la produccion de acido lactico y a la caida de las
reservas de ATP (Poli et al., 2005). Esto genera una degradacion de la calidad del
filete. (lIwamoto et al., 1987). El pH del pescado fresco esta alrededor de 6,5 en
diferentes especies y tiende a disminuir tras el sacrificio. La determinacion se realiza
directamente con un pH-metro en el pescado, en caso de que no se logre la
homogeneidad o de tratarse de una muestra excesivamente seca se recomienda hacer
una dilucién con agua destilada. Los peces aturdidos con CO, muestran un descenso
mas brusco del pH que los peces asfixiados con hielo. Acerete et al., (2009)
obtuvieron valores de pH similares comparando el aturdimiento y sacrificio con
narcosis de CO2 y hielo (agua mas hielo) en lubina. Knowles et al., (2007) obtuvo un
incremento del pH en lubina a las 4 horas post-mortem aplicando aturdimiento

eléctrico. Lamboiij et al., (2008) también obtuvo picos altos en las primeras 4 horas
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post-mortem aplicando el aturdimiento eléctrico en lubina. Periago et al., (2005)
estudiaron el pH para comparar la calidad del filete en lubina cultivada y salvaje,
siendo los valores similares entre los dos grupos. Tejada et al., (2006) analizaron el
pH para determinar las caracteristicas sensoriales de lubinas y doradas almacenadas

en hielo.

5.7.3. Métodos quimicos

Los métodos quimicos se caracterizan por ser fiables y seguros frente a otros
métodos como los fisicos. Con estos métodos se puede analizar una sola sustancia o
varias a la vez, el mayor problema es su alto coste y la necesidad en muchos casos de
personal cualificado. Estos métodos pueden ser de aplicacion especifica (una sola
especie) o de general (varias especies). Entre los métodos quimicos, algunos estan
mas ligados al deterioro del filete, como las concentraciones de aminas, amoniaco,

trimetilamina, dimetilamina, y los compuestos de la peroxidacion lipidica.

5.7.3.1. TBARSs

La determinacion de los TBARs (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico) es un
método quimico basado en los cambios que sufre la fraccion lipidica. Este método
tiene dos fases; primero se mide el indice de perdxidos, que es util para seguir la
evolucion del proceso a lo largo del tiempo. Los perdxidos pueden reaccionar
produciendo una gran variedad de compuestos, algunos de los cuales son
responsables de los olores y sabores rancios en los pescados grasos y de olores y
sabores de almacenamiento en el pescado blanco. Connell (1995) indicé que valores
superiores a 10-20 (las unidades son ml de tiosulfato de sodio 0,002 N requeridos

para valorar el iodo liberado por 1 g de grasa extraida del pescado) indican que el
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pescado probablemente huela o tenga gusto a rancio, valores inferiores pueden ser
indicativos tanto de un bajo grado de rancidez como de estados muy avanzados de
deterioro. Uno de estos compuestos, llamado malonaldehido, y una serie de
compuestos relacionados se puede extraer del musculo del pescado ya sea por
destilacion o mediante la preparacién de un extracto libre de proteina. En la segunda
etapa la reaccion de estos compuestos con &cido 2-tiobarbitdrico da lugar a productos
de color que se miden con un espectrofotémetro. EI aumento en el valor TBA es una
medida del grado de deterioro oxidativo en el pescado azul, pero, como en el caso de
los peroxidos, del indice del TBA puede caer de nuevo, en una fase posterior de
deterioro. Valores de TBA superiores a 1-2 (micromoles de malonaldehido presente

en 1 g de grasa) son indicativos de rancidez organoléptica.

5.7.4. Métodos microbioldgicos

Los métodos microbioldgicos se basan en el recuento de microorganismos en el
pescado. La actividad de los microorganismos es el principal factor que limita la
durabilidad del pescado fresco, reduciendo la vida util del producto (Dalgaard et al.,
1993). ElI método mas comun es la medicién de microorganismos especificos del
deterioro (MED); el método es rapido, generalmente se realizan medidas indirectas
de tipo fisicoquimico como la bioluminiscencia, la radiometria, turbidimetria.., el
principal inconveniente es el tiempo, se debe realizar entre 24 horas y 3 dias. Los
microorganismo que son principalmente utilizados son las bacterias Shewanella

putrefaciens y la Photobacterium phosphoreum.

La Shewanella putrefaciens. es una bacteria psicrofila Gram negativa de aguas

templadas, que ha sido identificada como la bacteria especifica del deterioro del

58



pescado de aguas templadas almacenado aerObicamente en hielo, produciendo
sulfhidrico en condiciones anaerdbicas (Dalgaard et al., 1993). Se ha estudiado la
participacién de la S. putrefaciens en la reduccion del 6xido de Trimetilamina
(OTMA); durante el crecimiento aerdbico, la S. putrefaciens emplea el ciclo de
Krebs para producir los electrones que posteriormente son canalizados a través de la
cadena respiratoria. La S. putrefaciens puede emplear una variedad de fuentes de
carbono como sustrato en su respiracion anaerdbica dependiente de OTMA,

incluyendo formato y lactato.

Las bacterias se miden por unidad de colonia formadora (ufc). Se ha observado que
si el pescado en hielo es almacenado en condiciones de anaerobiosis 0 en una
atmosfera de CO,, el numero normal de la S. putrefaciens y Pseudomonas, es
generalmente mucho menor (10° - 10’ ufc/g) que en pescado almacenado en

condiciones de aerobiosis. (Dalgaard et al., 1993).

La Shewanella putrefaciens supone en torno al 1% de la microflora en los primeros
dias de conservacién del pescado, pero al final de su etapa es casi el 90%. En lubina
(Dicentrarchus labrax) se observo que su concentracion es baja, 0,5-1 log10™,
durante los primeros dias aumentando a més de log10™ a partir de los 13 dfas (Poli et
al., 2004; Taliadourou et al., 2003). También, en jurel (Trachurus picturatus) y jurel
mediterraneo (Trachurusmediterraneus) se determino Shewanella putrefaciens a
partir del primer dia (Z. Trikas et al., 2007). Al contrario en otras especies como el
carbonero (Pollachius virens) y el eglefino (Melanogrammus aeglefinus) no se
observo presencia hasta los 13-14 dias de conservacion en hielo (Karl y Meyer,

2007).
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6. Objetivos
A la vista de lo anterior, los objetivos que se buscan en el desarrollo de este trabajo
son los siguientes:

e Obtener un sistema de aturdimiento basado en la combinacion de
concentracion de CO2 y temperatura dptima para la lubina (Dicentrarchus
labrax) sin afectar al bienestar de esta.

e Establecer una metodologia fundamentada en la observacion visual, medicién
del color y de la hemoglobina residual en el masculo como métodos para
valorar el desangrado eficaz en la lubina.

o ldentificar y diferencias los posibles efectos del aturdimiento y el desangrado

en la calidad.
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MATERIAL Y METODOS

1. Experimento n°1: Aturdimiento con combinacion de CO2 y frio

Para obtener un aturdimiento que no afectard al bienestar y a la posterior calidad del
producto se disefiaron y establecieron diversas pruebas con la premisa de la
combinacion de CO2 y agua fria como método de aturdimiento. Los limites
establecidos de los dos pardmetros fueron; temperaturas de 4°C, 7C y 11°C, y
concentraciones de 255 mg CO,/ L, 475 mg CO,/ L, 70£5 mg CO,/ L por cada
temperatura. Estos valores de temperatura y CO; han sido elegidos ya que las
temperaturas letales para esta especie estan entre 2-3°C y 30-32° C (Pickett y
Pawson, 1994), mientras que la dosis letal de CO2 esta entre 115+2,9 y 104,845,1
mg /L (Grottum y Sigholt, 1996). Para ello se acondiciond un acuario con unas
dimensiones 48 cm x 37 cm x 117 cm; se afladid una bomba conectada a un
refrigerador con el cual se control6 la temperatura del agua del acuario a través de un
sistema cerrado, también se colocé una rejilla para separar los sensores y la bomba
de los peces, la zona en la que estuvieron los peces fue tapada con una bolsa negra
para evitar el efecto intenso de la luz, con lo que la lubina se sintiera protegida. Se
colocaron sensores de O, y CO,, asi como un pH-metro para anotar todos los datos

necesarios, ademas de una bombona de CO, como fuente de CO,.

Como material animal se utilizaron lubinas de 301,6 gr de peso medio y 28,5 cm de
longitud media, provenientes de las jaulas de la empresa ADSA y aclimatadas en las
instalaciones del ICCM antes de la realizacidn de los experimentos. Se dividieron en
grupos de 6 lubinas por cada temperatura y concentracion de CO,, siendo las. Para la

determinacion de la eficacia de las diferentes concentraciones y temperaturas como
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método de aturdimiento y su efecto en el bienestar del animal se realizaron
grabaciones de 10 minutos, sobre las cuales se realizd un analisis visual con un
paquete informatico (Corel VideoStudio Pro x4) para establecer los tiempos de
pérdida de consciencia, el cambio en el equilibrio, la frecuencia opercular y el grado
de agresividad. Ademas, se tomaron medidas del pH y O, (mg/L) durante toda la
experiencia. Previo a la introduccion al acuario los peces fueron aclimatados en
tanques auxiliares de 200 L. Los indicadores utilizados para determinar el efecto del

aturdimiento y el bienestar animal fueron;

1.1. VERS
Para la medida de las VERSs se aplico un flash de luz con una linterna de luz blanca
directamente sobre los ojos del pez. En funcion a la respuesta se pudieron clasificar
tres estados o fases;

e Respuesta ocular a la luz — pez consciente

e Respuesta ocular anormal a la luz — pez semiconsciente

e No hay respuesta ocular a la luz — pez inconsciente

1.2. Frecuencia opercular (FO)

Para la medicion de la FO se realizaron medidas en individuos en estado normal (sin
estres) en el tanque auxiliar, y en individuos aturdidos a los 10 minutos de
permanencia en el acuario (tiempo maximo del experimento por grupo). Para la
medicion se contd el movimiento opercular durante 20 seg en cada uno de los 6

peces de cada grupo.
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1.3. Equilibrio y manipulacion

El estudio del equilibrio consistio en anotar en qué tiempo de exposicion (en funcion
a cada temperatura y concentracion de CO2) el pez sufridé un cambio en el equilibrio,
en general este pardmetro se baso en un cambio de natacion normal a lateral (figura
11). Con respecto a la manipulacion, consistié en si existia respuesta al aplicar
presion en el pedunculo caudal una vez el pez quedaba inmovilizado en el fondo del

acuario (figura 12) anotandose el tiempo.

Figura 11. Ejemplo de pérdida de equilibrio (Fuente propia)
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Figura 12: Ejemplo de inmovilizacién previa a la manipulacién (Fuente propia)

1.4, Agresividad

Para la medicion del la agresividad se establecieron 5 grados;
e Grado 0; natacion normal
e Grado 1; choques contra el cristal
e Grado 2; natacién rapida
e Grado 3; natacion invertida y acelerada

e Grado 4; natacién acelerada y brusca, con intentos de salto

2. Experimento n° 2: Medicion de sangre residual en filete

En este experimento se busco la forma establecer la observacion visual y la medicion
de la hemoglobina residual en el musculo como métodos para valorar el desangrado
eficaz en la lubina. Se utilizaron como material animal 54 lubinas del experimento 1
dividas en tres grupos de 18 peces cada uno; grupo control G1 (sin desangrar y sin
aturdir), G2 (aturdidos y sin desangrar) y G3 (aturdidos y desangrados). Los peces
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del G2 y G3 fueron aturdidos de acuerdo al sistema de aturdimiento aplicado en el
experimento 1, exactamente con 4°C de temperatura y 47 mg CO,/ L. Para el
desangrado del grupo 3, se realiz6 un corte de los cuatro arcos branquiales. Se
realizaron fotos tanto del pez entero como del filete en tandas de 6 pescados por cada
grupo durante los dias 0, 4 y 11 de almacenamiento en hielo. Esta observacion visual
se complement6 con la medicion del color tanto del pescado entero como de los

filetes. Por otro lado, se realizé la medicion de la hemoglobina en el dia 0 de cada

grupo.

2.1. Observacion visual

Se comparo6 el aspecto visual de los tres grupos para valorar la presencia de sangre
residual, y por tanto la eficacia del desangrado. Para ello se realizaron fotografias del
pescado entero y del filete sobre una superficie blanca bajo una lampara de luz
blanca, una vez hechas se realiz6 una descripcion de cada grupo. Para el pescado
entero se describid si existian petequias en la zona opercular y ventral (figura 13).
Con respecto al filete se establecié una escala en funcion al color; muy rojizos y
oscuros (grado 3), ligeramente oscuros (grado 2) y blanquecinos (grado 1).

(figurald).
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Figura 13: Comparacion del color del pescado entero del dia 0 de los tres grupos (Fuente propia)
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. Grado 2
GP1DIA4PEZg

Grado 3

GP2DIAOPEZ4

Grado 1

GP3D|A11PEZ2 ,

Figura 14: Escala en funcién al color; muy rojizos y oscuros, ligeramente oscuros y blanquecinos (Fuente

propia)
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2.2.  Medicion del color
La medicion del color se realiz6 en dos partes, una primera de la piel del pescado y
otra del filete. Se utilizd un colorimetro (Minolta CR-200), determinando el espacio
de color definido por la norma CIE (Commission International d”Eclairage, 1976) en
tres planos; el plano cromético de coordenadas a* (valores positivos corresponden a
tonos rojos y negativos a verdes), el plano cromatico de coordenadas b* (valores
positivos tonos amarillos y negativos azules), y el plano L* (luminosidad). Hay que
tener en cuenta y recordar como se dijo en el apartado 4.4.1 que cuando se trata del
analisis de sangre residual se habla de filetes con valores de luminosidad alto
(concentracion baja o nula de sangre residual), valores de amarillo (concentracion
media de sangre residual en funcion a la tonalidad del amarillo) y valores rojos
(concentracion alta de sangre residual en funcion a la tonalidad del rojo). Se tomaron
mediciones en la zona opercular, entre las aletas ventrales y la zona dorsal del tercio
posterior por duplicado. Con respecto a los filetes se midi6 la zona anterior (cerca

del opérculo) y la zona posterior (pedtnculo).

2.3.  Medicion de hemoglobina

La medicion de la hemoglobina se realiz6 siguiendo la modificacion de Olsen et al.,
(2008) de la técnica de determinacién de hemo-pigmentos totales de Horsney (1956).
Se tomaron dos réplicas de 7,5 g de cada muestra (preferiblemente de la zona
anterior y posterior) y se homogenizaron, colocandose en tubos de centrifuga
dejandose durante 24 h a -80°C. Tras las 24 h las muestras se liofilizaron 24 h, una
vez liofilizadas se volvieron a homogenizar. A continuacién se prepar6 el reactivo de
acetona, el cual estaba formado por 80% de acetona, 18% de agua des ionizada y 2%

de acido clorhidrico (37% HCI), y se afiadié 12,5 ml de reactivo a cada muestra. La
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mezcla se agitd en un vortex durante 1 min, y se mantuvo en el frigorifico durante 3h
a 4°C. Transcurrido este tiempo se centrifugd durante 15 min a 2.500 G (Centrifuge
Eppendorf 5804R). La fase liquida obtenida (aprox. 1,5 ml) se pasé a un eppendorf y
se volvio a centrifugar durante 15 min a 10.000 G (Centrifuge Sigma 4K15). Por
ultimo, se midio la densidad dptica del sobrenadante realizando dos lecturas de cada
muestra en el espectrofotometro (Fotémetro UV-Visible Evolution 300, Termo
Scientific) a 512 nm. El resultado se comparé con una curva de hemoglobina bovina

(Sigma-Aldrich). La concentracion de hemoglobina se calcul6 con la formula:

Hemoglobina mg/ g de muasculo (peso seco) = [(ODmuestra- ODblanco) /
pendiente] / gr muestra

Donde OD es densidad éptica.

Para la obtencidn de la curva de hemoglobina se tomé un mix de musculo de 250 g y
se homogeniz6. Tras la homogenizacion se realizaron 8 muestras por duplicado de
7,5 g del mix inicial, dejandose durante 24 h a -80°C. Tras las 24 h las muestras se
liofilizaron durante 24 h, una vez liofilizadas las muestras se homogenizaron. Se les
inoculé hemoglobina bovina en una serie de 8 diluciones de 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3
mg, y se afiadié 12,5 ml de reactivo de acetona previamente preparado. Se continud

con el mismo procedimiento aplicado a las muestras.
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3. Experimento n°3: Comparacion de la calidad entre individuos

desangrados y aturdidos, aturdidos y no desangrados y no aturdidos

Para el andlisis de la calidad se establecieron los mismos grupos que en el
experimento anterior; grupo control G1 (sin desangrar y sin aturdir), G2 (aturdidos y
sin desangrar) y G3 (aturdidos y desangrados). Los analisis se hicieron los dias 0, 4 y
11 de almacenamiento en hielo. En cada dia se aplicaron métodos sensoriales (QIM),
métodos fisicos (pH y textura), métodos quimicos (TBARs) y métodos
microbioldgicos (determinacion de la bacteria S. putrefaciens, bacteria especifica del
deterioro) para establecer la calidad de los filetes de cada grupo (G1, G2y G3) y la

comparacion entre cada uno.

3.1. QIM (Quality Index Method)

A lo largo de cada dia del muestreo se siguid el protocolo propuesto por Tejada y
Huidobro (2006) modificado para la lubina. Con la ayuda de un panel de 5 jueces del
Grupo de Investigacion en Acuicultura, tanto investigadores como personal laboral
se (figura 15) evaluaron los pescados a partir de 7 pardmetros; apariencia (piel y
mucosidad cutanea), carne (elasticidad), olor, ojos (cornea y forma), branquias (color

y olor) (figura 16).

70



w codigos de cads muestra
PARAMETROS ATRIBUTOS E
=
Apariencia |Piel Muy Brillante [}
Erillarte 1
Apagada 2
Mucgsidad |Clars-transparente i)
cutines Liperamente turbia 1
Carne Elasticidad |Elastica 0
Marcada tras presion 1
Olor Fresco 1]
Neutro 1
A pescado 2
Pasado/Agrio 3
Cjo Cornea Clara-traslicida o
| Ligeramente opaca 1
Opaca [ Con sangre 2
Forma Corrrexo 0
Flang 1
Coneavo 2
Brangquias |Color Brillante [ Fojo oscuro o
Fojo parduzco 1
Olor Fresco 0]
Neutro 1
A pescado 2
Pazado/Agrio 3
Indice de calidad Suma total de
{0-15 puntos) purntos de demérito

Figura 16: Ficha de puntuacion de calidad para un QIM

Figura 15: Realizacion del método QIM por parte de algunos miembros del panel de jurados (Fuente

propia)

Una vez completas se realiz6 una media de la puntuacion de cada pez.
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32. pH

Se realiz6 la medicion del pH de todos los individuos con un pH-metro portatil

(CRISON modelo 507) a nivel del pedinculo caudal tras realizar el corte de la cola.

3.3. TPA (Texture Profile Analysis)

El anélisis de textura se hiz6 tanto sobre filete como sobre el pescado entero con un
texturometro Stable Micro Systems TA.XT2 (Surrey, Inglaterra) a partir de un TPA
(Texture Profile Analysis) (figura 17). Se trabajo siguiendo el protocolo de Ginés et
al., (2004); para el pescado entero, se utiliz6 una probeta de 25 mm de didmetro, a
una velocidad de cruceta de 5 mm/s hasta deformar la pieza un total de 7 mm,
comprimiéndola dos veces en un intervalo de 5 segundos. Para la preparacion de la
muestra se tomo un filete por individuo, al que tras retirar la piel, se dividi6 en dos
piezas cuadradas (2,5 x 2,5 cm) mantenidas en frio hasta el analisis se utiliz6 para la
compresion un plato de aluminio de 100 mm de didmetro, a una velocidad de 0,8
mm/s hasta deformar la pieza un 60%, comprimiéndola dos veces en un intervalo de
30 segundos. Los pardmetros a calcular fueron: fracturabilidad, dureza, elasticidad,

cohesividad, gomosidad, masticabilidad, adhesividad y resistencia.
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Figura 17: Texturometro Stable Micro Systems TA.XT2 (Surrey, Inglaterra) (Fuente propia)

3.4. TBARs

Para la determinacion de los TBARs se sigui6 el protocolo descrito por Alvarez et
al., (1998). En primer lugar se pesaron 2 g de musculo blanco de cada pescado por
duplicado a los que se le afiadieron 4 ml de TCA al 10%. Se llevo al Ultraturrax
hasta alcanzar una buena homogenizacion. Todas las muestras se centrifugaron a
4000 rpm durante 30 min a 4°C (Centrifuge Sigma 4K15). Transcurrido este tiempo
se filtr6 2 ml de cada muestra y se pasaron a un tubo de plastico limpio a través de un
filtro de papel afiadiéndose 2 ml de TBA (éste se preparo pesando 0,5764 g de TBA
para 200 ml, agitdndose durante 1 hora y dejandose enfriar en la nevera), tras la
filtracion se tomaron 2 ml de la mezcla. También se preparé un blanco formado por
2 mlde TBAy 4 ml de TCA. A continuacion se calentaron las muestras, incluido el
blanco, durante 20 min a 90°C, pasado este tiempo se introdujeron rapidamente en
hielo para cortar la reaccion. Por Gltimo, se leyo la absorbancia de las muestras a 532
nm en un espectrofotometro (Fotometro UV-Visible Evolution 300, Termo

Scientific).
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3.5. Determinacion de la bacteria S. Putrefaciens

En cada muestreo tras el fileteado se tomd una pequefia muestra de filete para
realizar la determinacion de la S. putrefaciens. Seleccionamos esta bacteria porque ha
sido identificada como la bacteria especifica del deterioro del pescado de aguas
templadas almacenado aer6bicamente en hielo, produciendo sulfhidrico en
condiciones anaerobicas (Dalgaard et al., 1993). El procedimiento a realizar fue el
siguiente: se prepard el medio de cultivo de agar de hierro con tiosulfato de sodio y
L-cisteina, para ello se tomaron 500 ml de agua miliQ y se le afiadi6 agar de hierro
en polvo y 0,2 g de L-cisteina, agitdndose bien la mezcla. Tras esto se midié el pH
para dejarlo en torno a 7,3 — 7,4. Una vez preparado el medio de cultivo se preparo6
una solucion de peptona salina de 45 ml por muestra. Tras esto todo el material,
incluyendo el medio de cultivo, la peptona y unos 400 ml de agua miliQ se
autoclavaron a 121°C durante 30 min para su desinfeccion. Mientras se tomé 5 g de
musculo de cada muestra y se introdujeron en una bolsa digestiva, afiadiéndole
solucién de peptona (auto-clavada) homogeneizandose la mezcla durante 2 minutos.
Con la dilucion resultante se realizaron diluciones decimales por duplicado con el
mismo diluyente (solucién salina de peptona), todo este procedimiento se realiz6 en
un medio esterilizado. Se tom6 1 ml de cada dilucion y se dispersé en las placas de
petri, y a continuacién se afiadié el medio de cultivo tibio y se esperé unos 15 min.
Por altimo, se dejé incubar a 25 °C durante 3 dias, transcurrido este tiempo se
realizd el contaje de las colonias (puntos negros) pasandose a unidades formadoras

de colonias log (UFC) / g (figura 18).
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w I (1§, by
Figura 18: Colonias de Shewanella putrefaciens (fuente propia)

Todos los resultados fueron tratados con el paquete informatico SPSS con una

diferencia significativa P <0,05.

75



Resultados

1. Experimento n°l: Aturdimiento con combinacion de CO2 vy frio

1.1. Aturdimiento con 4°C de temperatura

En la Tabla Il se presentan los resultados de aturdimiento obtenidos con 4°C de
temperatura. Se pudo observar una disminucion del tiempo de aturdimiento con
respecto al aumento de la concentracion de CO,, exceptuando en el Gltimo rango de
concentracion donde se observo un aumento, debido al factor individual que afectd
considerablemente al establecimiento de los limites de los parametros. Con respecto
a la FO la media inicial estuvo en torno a 20-25 mientras que la final a 10-14. A su
vez, la agresividad permanecio baja, entre 0 y 1, en las dos primeras concentraciones,
pero subio hasta alcanzar el grado 2 en la Gltima concentracion de CO,. El tiempo de

la pérdida del equilibrio también disminuy6 con respecto al aumento de CO,.
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Tabla Il. Tiempos de respuesta de los peces (minimo y maximo para cada valor

de pH, O2y CO2) a la temperatura de 4 °C

Parametros pH, O, y CO, mg/L
(8,6) (9,6) (25) (7.3) (9.,5) (47)  (6,9) (9,3) (70)
Equilibrio 2°40” - 5°03” 3°00” —3°52” 2°087-2°52”
(min)
Manipulacion | 6’- 8’ 4-5 5°-7
(min)
Agresividad 0-1 0-1 0-2
(grado)

1.2. Aturdimiento con 7°C de temperatura

En la Tabla 111 se presentan los resultados de aturdimiento obtenidos con 7°C de
temperatura. Se pudo observar una clara disminucion del tiempo de aturdimiento
con respecto al aumento de la concentracion de CO,, a su vez también un aumento de
la agresividad, de 0 a 2. Con respecto a la FO la media inicial fue de 19-24
reduciéndose hasta 9-12 alcanzandose la inconsciencia. El tiempo de la pérdida del
equilibrio también disminuyé con respecto al aumento de CO,, siendo menor en la

ultima concentracion en comparacion a los 4°C.
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Tabla I11. Tiempos de respuesta de los peces (minimo y maximo para cada valor

de pH, O2y CO2) a la temperatura de 7 °C

Pardmetros pH, O, y CO, mg/L
(8,1) (8,7) (25) (7.7) (8,6) (47)  (7,3) (8,3) (70)
Equilibrio 5°00” — 6°58” 3°40” — 6’307 1°50- 240
(min)
Manipulacion 5-9 4-9 4°-7
(min)
Agresividad 0-1 0-1 0-2
(grado)

1.3.  Aturdimiento con 11°C de temperatura

En la Tabla IV se presentan los resultados de aturdimiento obtenidos con 11°C de
temperatura. La evolucion del comportamiento de los peces a 11°C fue similar que
en los dos casos anteriores; hubo una disminucién del tiempo de aturdimiento con el
progresivo aumento de la concentracion de CO, asi como un aumento de la
agresividad de 0 a 2. Con respecto a la FO la media inicial fue 19-25 reduciéndose
hasta 14-15 alcanzandose la inconsciencia. El tiempo de la pérdida del equilibrio

también disminuyé con respecto al aumento de CO,,
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Tabla V. Tiempos de respuesta de los peces (minimo y maximo para cada valor

de pH, O2y CO2) a la temperatura de 11 °C

Pardmetros pH, O, y CO, mg/L
(7,3) (7,5) (25) (7.7) (7.7) (47)  (7,3) (7,6) (70)
Equilibrio 3°00” -5’00 2°54” —4°40” 2°07-4°00”
(min)
Manipulacion 5-9 4-9 4°-7
(min)
Agresividad 0-1 0-1 0-2
(grado)

Los resultados obtenidos de las VERs para las concentraciones de 25, 47 y 70 mg
CO,/L se muestran respectivamente en las figuras 19, 20 y 21. A los 4°C en las
concentraciones 25 y 47 mg CO,/L todos los peces quedaron inconscientes, no
mostraron respuesta visual evocada, transcurridos 8 y 5 minutos respectivamente.
Mientras, que en la concentracion de 70 mg CO,/L dos peces quedaron
semiconscientes, respuesta anormal a la luz, este fendmeno se repitié en las otras dos
temperaturas. A los 7°C al igual que en el caso de 4°C, en las dos primeras
concentraciones todos los peces no mostraron respuesta frente a la luz, exceptuando
uno en la concentracion de 25 mg CO,/L, mientras que a 70 mg CO,/L la mitad
quedo inconsciente y la otra semiconsciente. Por ultimo, a los 11°C los resultados

fueron totalmente diferentes a 4°C y 7°C, a 25 mg CO,/L 2 peces permanecieron
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conscientes, uno semiconsciente y dos inconscientes. A 47 mg CO,/L el nimero de
inconscientes aumento a cuatro y uno semiconsciente. Por Gltimo, a 70 mg CO,/L el

numero de conscientes se redujo a tres y el de semiconsciente aumento a dos.

25 mg CO2/L
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Figura 19: Resultados de las VERs por pez con 25 mg CO,/L a 4°C, 7°Cy 11°C
47 mg CO2/L
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Figura 20: Resultados de las VERs por pez con 47 mg CO,/L a 4°C, 7°C y 11°C
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70 mg CO2/L
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Figura 21: Resultados de las VERs por pez con70 mg CO,/L a 4°C, 7°Cy 11°C

2. Experimento n° 2: Medicién de sangre residual en filete

2.1.0Observacion visual

A través de un andlisis comparativo de las fotos obtenidas de los pescados de los tres
grupos se obtuvieron los siguientes resultados; en el pescado entero en el dia 0 el
color del vientre en el G1 y G3 eran totalmente blanco, sin enrojecimiento en la zona
opercular, mientras que en el segundo grupo se observo enrojecimiento en la zona
opercular (pescados 3, 5y 6) y en la zona ventral posterior (pescados 1, 3y 6). En el
dia 4, el color era igual que en el dia 0 en el G1, salvo un enrojecimiento en la zona
opercular en el pescado 1, y en el tercer grupo, en el G2 se volvid a observar
enrojecimiento en la zona opercular (pescado 2) y en la zona ventral posterior
(pescados 2,4 y 5). Por altimo, en el dia 11 el patron era el mismo, exceptuando el
G2, en el cual todos los pescados mostraron una coloracion blanquecina en la zona
ventral, salvo el pescado 5. Con respecto a los filetes; en el dia O la coloracién del

primer y segundo grupo era similar, oscura y rojiza (grado 3), siendo bastante fuerte
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en los pescados 6 y 3 del G1, mientras el G3 tuvo una coloracion més clara (grados 1
y 2). En el dia 4, la tendencia es una disminucion del color en todos los grupos,
manteniéndose el tercer grupo con una coloracion mas clara (grados 1 y 2). Al dia
11, los filetes de todos los grupos mostraron un mayor emblanquecimiento (grado 2),

siendo los del G3 los de mayor grado con gran diferencia (grado 1).

2.2. Medicion del color
Los resultados obtenidos en pescado entero se muestran en la Tabla V; con respecto
a la medicion de la zona opercular hubo una alta significancia en relacion al dia,
grupo y en la interaccion del grupo y dia, los valores de la luminosidad fueron
disminuyendo a lo largo del tiempo de conservacién en hielo, pasando de valores de
84,9+2,8 (G1) y 81,0+3,5 (G2) hasta llegar a 79,3+4,9 y 62,6+12,7 respectivamente,
mientras que en el tercer grupo se observé un aumento de 59,6+8,1 a 67,3+8,2. Los
valores de a permanecieron practicamente constantes en los dos primeros grupos,
mientras que en el tercero se produjo una disminucion desde 3,1+0,9 hasta -0,6£0,5.
La evolucion del valor b fue similar a a, a lo largo del tiempo desde el dia 0 hasta el
dia 11 el valor se mantuvo constante, exceptuando el dia 4 del primer grupo
(2,0£1,7) y el dia 0 del segundo (4,9+1,1). En la zona ventral, también se dio una alta
significancia en relacion al dia, grupo e interaccion del grupo y dia, exceptuando el
factor grupo en L; este permanecié constante durante todo el tiempo de
conservacién, a aumento en los primeros grupos desde -3,0+0,2 hasta -1,4+0,3 y
desde -2,2+0,7 hasta -0,9+0,2 respectivamente, mientras que en el tercero a bajé de
2,4+0,9 a -0,9+0,3. El valor b permaneci6 constante en el G3, mientras que el G2
aumento desde 3,5+0,6 hasta 6,3+0,7, y en el G1 de 3,4+0,7 a 4,0+0,8. Por ultimo, en

la zona dorsal del tercio posterior hubo una alta significancia en relacion al dia,
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grupo y la interaccion del grupo y dia en la luminosidad y a, exceptuando la
interaccion del grupo y dia en este caso, mientras que en b hubo significancia en el
grupo y dia. L aumento6 de 53,0+3,3 a 56,8+9,4 en el primer grupo y de 41,0+1,6 a
49,3124 en el tercero, al contrario disminuyé en el segundo desde 47,4+4,6 hasta
44,3+3,9, a permanecid constante en el G1, mientras en el G2 aumentd bruscamente
desde -7,2+14,8 hasta -0,8+0,3, y en el G3 disminuy6 de 0,8+0,5 a -1,4+0,1. b
disminuyé en los tres grupos, siendo esta disminucion mas acusada en el primer

grupo, de 1,6+0,6 a 0,9+1,4.
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Tabla V. Valores de color de los tres grupos en la zona de opérculo, vientre y

lomo, asi como la diferencia significativa (P<0,05) de los factores dia, grupo y

dia*grupo
Grupo Gl G2 G3 P <0,05
Dia 0 4 11 0 4 11 0 4 11 Dia  Gru D*

Opércul 84,9+ 57,3+ 793+ 81,0+£3 66,3*x1 62,61 59,6+ 725+ 673+ 0,0 001 00

oL 2,8 6,9 4.9 5 0,5 2,7 8,1 33 8,2 01 9 00

Opércul - - - - - 02+19 3,1+0, - - 0,0 0,00 0,0

oa 14+1, 1,7¢1, 1,720, 0,441, 0,7+0,3 9 1,1+0, 0,620, 00 0 00
0 0 5 9 3 5

Opércul 56+1, 2,041, 5441, 4941 6,1+19 6,317 6,71, 54+1, 6,71, 0,0 0,00 0,0

ob 3 7 4 1 7 8 8 13 2 12

Vientre 93,7+ 952+ 944+  954+1 88,742, 90,9+0, 86,2+ 89,0+ 889+ 0,0 - 0,0

L 2,3 0,8 1,3 5 0 7 52 15 1,6 00 00

Vientrea [ - - - - - - 2,440, - - 0,0 0,00 0,0
3,0+0, 2,30, 1,440, 2,20, 0,906 09+02 9 1,3+0, 0,90, 05 0 00
2 5 3 7 6 3

Vientre 3,4+0, 3,7¢1, 4,0£0, 3,520, 74+11 6,3%0,7 6,61, 6,1x1, 6,60, 0,0 0,00 0,0

b 7 0 8 6 2 4 7 00 0 00

Lomo L 53,0+ 484+ 56,8+ 47,4+4 40,4+2, 443+3, 410+ 466+ 493+ 0,0 0,00 0,0

33 51 9,4 6 8 9 16 52 24 12 0 09
Lomo a - - - - - - 0,840, - - - - -
1540, 15+0, 1,30, 7,2+#14 0,8+03 11+04 5 1,1+0, 1,4+0,
3 3 3 8 2 1
Lomo b 1,640, - 0,9+1, 15+1, 11+0,7 11+08 2,6+0, 11+0, 24+1, 00 0,00 -
6 0,1+0, 4 8 6 7 4 08 4
8
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Con respecto a la medicién de color de los filetes, los resultados se muestran en la
Tabla VI; en la zona anterior hubo una alta significancia en relacién al dia, grupo e
interaccion del grupo y dia, exceptuando esta ultima en L y a. El valor L mostré un
crecimiento constante con respecto al tiempo de conservacion en hielo, dandose los
mayores valores en el tercer grupo, que se paso de 44,6+1,7 (dia 0) a 55,3+3,9 (dia
11). a sufrié una disminucion a lo largo de los 11 dias, siendo mas fuerte en el
segundo grupo, que pasé de 2,1+0,9 (dia 0) a 0,1+0,8 (dia 11). Al contrario que el
valor a, b aumento siendo el grupo con mayor diferencia el segundo, que pasé de -
3,0+0,6 (dia 0) a 0,6+0,7 (dia 11). La evolucion en la zona posterior fue similar; se
dio una alta significancia en dia y grupo (exceptuando L), solo hubo un caso en la
interaccion entre grupo y dia (valor b). L aument6 progresivamente de valores en
torno al 50 hasta el 60, siendo el crecimiento mas acusado el del primer grupo, desde
50,1+1,5 (dia 0) hasta 63,6+3,5 (dia 11), el valor a disminuyd en todos los grupos
dandose la mayor disminucién en el G2, desde 2,3+1,1 (dia 0) hasta -0,6+0,6 (dia
11). Por dltimo, b tuvo una evolucién creciente, siendo el segundo grupo el que

mayor crecimiento registro, desde -1,5+0,6 (dia 0) hasta 3,1+1,1 (dia 11).
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Tabla VI. Valores de color de los tres grupos en la zona anterior y posterior del
filete, asi como la diferencia significativa (P<0,05) de los factores dia (D), grupo

(G) y dia*grupo (D*G)

Grupo Gl G2 G3 P <0,05

Dia 0 4 11 0 4 11 0 4 11 D G D*G
Anterior L J 43,0£2,2 48,3+25 53,0+31 43,121 450+24 504+25 44,6+1,7 46,3%3,7 553439 0,000 0,02
Anteriora J 1,5¢16 0,3#11 04+13  2,1+0,9 -0,4+0,9  0,1+0,8 -1,0£09 -1,7#0,3 -1,8#0,3 0,000 0,000
Anteriorb J -2,9+04 -3,2+0,7 -2,0:08 -3,0+06 -0,2+0,6 0,6%0,7 -0,5¢1,3 -1,0+#13 0,3+0,9 0,000 0,000 0,000
Posterior L § 50,1+1,5 58,4+4,0 63,6+3,5 50,5#2,8 54,1#3,7 60,9+2,1 53,1#2,7 552+3,0 60,350 0,000

Posteriora § 15+1,0  0,2+0,7 02+0,9  2,3+11 -06+1,1 -0,6#06 03+0,6 -1,4+0,3 -1,5+0,3 0,000 0,000
Posteriorb § -2,1+0,6 -1,7¢12 -06+1,2 -15+06 1,3#16 3,1+1,1 1,6+0,7 03+14  21+15 0,000 0,000 0,000

2.3. Medicion de la hemoglobina

Con respecto a la aplicacién de la medicidn de la hemoglobina a través de la técnica
modificada de Olsen (2008) los datos obtenidos se muestran en la figura 22. Se
observo una clara diferencia entre el G3 y los otros dos, siendo la diferencia
significativa (P= 0,004); la media del G1 y G2 fue respectivamente 0,56+0,15 y
0,50+0,07 mg Hemoglobina/g musculo, mientras que la del G3 fue 0,32+0,08 mg

Hemoglobina/g masculo.
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Figura 22: Concentracion de mg Hemoglobina/g de muasculo por pescado de los tres grupos al dia 0

3. Experimento n°3: Comparacion de la calidad entre individuos

desangrados y aturdidos, aturdidos y no desangrados y no aturdidos

3.1. QIM (Quality Index Method)
Los datos obtenidos con respecto a los puntos de demérito de cada grupo a lo largo
del tiempo de conservacion en hielo se muestran en la figura 23. En el dia O los
valores fueron similares en los tres grupos, siendo exactamente 1,00+0,00 (G1),
0,80+0,34%(G2) y 0,80+0,31 (G3), al dia 4 aumentd alcanzando 2,80+0,4 (G1),
4,23+0,78 (G2) y 1,44+0,33 (G3). En el dia 11, los valores alcanzados fueron

7,23+0,63 (G1), 7,34+0,45 (G2) y 7,47+0,33 (G3).
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Figura 23: Evolucion de los puntos de demérito de los tres grupos a lo largo de los 11 dias de conservacion

en hielo

3.2. pH

Como se observa en la figura24 el valor del pH fue aumentando progresivamente
durante los dias de conservacion en hielo. El valor inicial de los tres grupos fue
5,99+0,69, 5,93+0,68 y 5,94+0,56 respectivamente, a partir de aqui el pH alcanz6
valores de 6,02+0,87, 5,98+0,53, y 5,99+0,30 en el dia 4, y por ultimo en el dia 11 se
lleg6 a valores de 6,29+0,10, 6,11+0,98 y 6,09+0,98. El pH més bajo se dio en el
tercer grupo en todos los dias de conservaciéon en hielo, seguido por el segundo

grupo.

88



6,2 A

6,1 -
- mGl1

mG2
59 A

G3

5,7 T T T

Dia

Figura 24: Evolucion del pH de los tres grupos durante los dias 0, 4y 11

3.3.TPA (Texture Profile Analysis)

La Tabla VII muestra los resultados obtenidos con el analisis de textura del pescado
entero, como se observa hubo diferencia significativa en muy pocos parametros. La
cohesividad aument6 en los dos primeros grupos a lo largo de los dias de
conservacion en hielo, mientras que en el tercero disminuy6 de 0,8+0,10 (dia 0) a
0,7£0,1 (dia 11), ademas hubo diferencia significativa con respecto al grupo. La
gomosidad disminuy6 en todos los grupos, siendo ésta pequefia en el primero de
17,9+9,3 (dia 0) a 17,0+4,2 (dia 11). Las masticabilidad disminuyo en el G2 y G3,
mientras que el G1 permanecié practicamente constante, de 15,2+8,2 (dia 0) a
15,1+4,3 (dia 11). La resistencia permanecid constante en todos los grupos a lo largo
de los 11 dias, con un valor medio de 0,5+0,0, también hubo diferencia significativa
con respecto al dia y a la interaccion entre dia y grupo. La dureza disminuy6 en los
dos primeros grupos, mientras que en el tercero aumentd de 24,9+7,4 (dia 0) a

25,445,6 (dia 11), hubo diferencia significativa con respecto al dia y al grupo. Con
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respecto a la elasticidad aument6 en el G1 de 0,7+0,3 (dia 0) a 0,9+0,0 (dia 11),
disminuyé en el G2 de 0,9+0,1 (dia 0) a 0,8+0,0 (dia 11) y permanecid constante en
el G3 en 0,9£0,1. Se puede observar que existe un efecto del aturdimiento en la
textura del pescado entero, asi lo muestra la diferencia de la evolucion de algunos
pardmetros (gomosidad y masticabilidad) del segundo y tercer grupo con respecto al

primero.
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Tabla VII. Evolucién de los pardmetros del TPA del pescado entero, asi como la

diferencia significativa (P<0,05) de los factores dia (D), grupo (G) y dia*grupo

(D*G)
Grupo Gl G2 G3 P<0,05
Dia 0 4 11 0 4 11 0 4 11 D G D*G

Cohesividad J 0,3+,01 0,202 0,2+,03 0,2%0, 02+0 02+03 02+0 02+0 02+01 0001 -

Gomosidad 18,443, 14,0+2, 12943, 2336 15742 11,545 18,62 159+5 13,0#4, 0,003 -

Masticabilid § 6,5+1,1 4,309 4,0£00 7,4+2, 4,810, 3,616 6,4+1, 501+1 39+¥19 O -

ad 5 0 6 9

Resistencia 0,200 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1%0, 0,10, 0,1+0,0 0,1%0, 0,10, 0,1+0,0 0,004 -

0 0 0 0
Adhesividad [ - - - - - - - - - - -
01#01 01:00 01:00 010, 010, 01#00 01#0, 0,1#0,  0,1#0,0
1 0 0 0
Fractura 67414, 144%1 200+l 99+21 11,8+1 75#11, 161+2 112+¢1 103+l - -
5 08 14 7 20 3 6.9 15 02
Dureza 714+1  655:9, 602+l 887+l 704+7 544x1 779:7 7052 5388, 002 -
21 6 12 55 9 85 0 06 4

Elasticidad 0,4+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0 0,340, 0,3+0, 0,3+0,0 0,3+0, 0,30, 0,300 0,012 -

La Tabla VIII muestra los resultados obtenidos con el analisis de textura del filete;
en primer se observo una diferencia significativa con respecto al dia en la mayoria de
los parametros. La evolucion de los parametros fue practicamente igual en todos los

grupos, la gomosidad y dureza disminuyeron durante el tiempo de conservacion,
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dandose los cambios mas bruscos en el tercer grupo, exceptuando la dureza en la cual
el G2 pas6 de 88,7+15,5 (dia0) a 54,4+18,5 (dia 11). A su vez, la adhesividad
permanecio constante en todos los grupos con un valor medio de -0,1+0,0. Los
pardmetros de cohesividad, resistencia y elasticidad disminuyeron del dia 0 al 11 en
el G1, mientras que en el resto de grupos permanecieron constantes, siendo los
respectivos valores 0,2+0,3, 0,1+0,0 y 0,3+0,0. A partir de los resultados se puede

observar que el aturdimiento tuvo efecto en la textura del filete.
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Tabla VIII. Evolucién de los parametros del TPA del filete, asi como la

diferencia significativa (P<0,05) de los factores dia (D), grupo (G) y dia*grupo

(D*G)
Grupo Gl G2 G3 P<0,05
Dia 0 4 11 0 4 11 0 4 11 D G D*G
Cohesividad J 0,3+,01 0,2+,02 0,2+,03 0,2£0,3 0,2+,02 0,2+,03 0,2+,02 0,2+,02 0,2+0,1 0,00 -
1
Gomosidad 18,443, 14,02, 12,943, 23,36, 157+2, 11,5#5 18,62, 15,945,  13,0+4, 0,00 -
5 8 4 1 5 1 2 3 5 3
Masticabilid j 6,5t1,1 4,3+0,9 4,0+00 74+25 48+0,0 3,6+16 6416 5011, 39+19 O -
ad 9
Resistencia 0,2+¢0,0 0,100 0,100 0,1+0,0 0,1#0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,00 -
4
Adhesividad - -
0,1+0,1 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,1 0,100 0,100 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
Fractura 6,714, 14,411 20,0+1 9,9+21, 11,8+1 7,511, 16,1+2 11,241 10,3+1 - -
5 0,8 1,4 7 2,0 3 6,9 15 0,2
Dureza 71,4+1 65,549, 60,2+1 88,7+1 70,417, 54,4+1 77,917, 70,5%2 53,848, 0,02 -
21 6 1,2 55 9 8,5 0 0,6 4
Elasticidad 0,4+0,0 0,300 0,3+0,0 0,3+00 0,3+0,0 0,30,0 0,3+0,1 0,3+0,0 0,3+0,0 0,01 -
2
3.4. TBARS

Como se observa en la figura 25 en el dia 0 los valores de absorbancia fueron

constantes en los tres grupos, 0,07+£0,05 (G1), 0,07+0,02 (G2) y 0,07+0,01 (G3). Al

dia 4 el G1 y el G2 aumentaron hasta 0,08+0,01, mientras que el G3 se mantuvo
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constante con un valor similar que el dia 0, 0,07+£0,02. Por ultimo, en el dia 11
aumentd en el G1 (0,10+0,03) y G2 (0,11+0,01), nuevamente el valor del G3 se

mantuvo constante, 0,07+0,00.

TBARs
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Dia

Figura 25: Desarrollo de los TBARSs de los tres grupos durante los dias 0, 4 y 11, donde a es (P<0,05) con

respecto al grupo

3.5.Determinacion de la bacteria S. putrefaciens
Los resultados con respecto a la determinacion de la S. putrefaciens fueron
negativos, no se encontr6 presencia de la bacteria en ninguno de los cultivos
realizados, exceptuando un caso, el dia 11 del G2, en el cual se detectd en pequefio

porcentaje, entre 1-15 log10™.
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Discusion

1. Experimento n°l: Aturdimiento con combinacion de CO2 vy frio

Por si solos, la utilizacién de frio (agua mas hielo) o la narcosis de CO2 no cumplen
los requisitos para aturdir satisfactoriamente a los peces durante el sacrificio, ambos
métodos producen movimientos de lucha por parte del pez afectando a la calidad del
producto como se explico en capitulos anteriores. Como se observa en las en los
resultados obtenidos existen patrones claros de la evolucion del comportamiento de
los peces; el aumento progresivo de la concentracion de CO2 supone un ligero
aumento de la agresividad. Como informaron Robb et al.,(2002), Roth et al., (2002,
2006); Olsen et al., (2006) la saturacion del agua con CO, genera un estado de
hipercapnia en el que entra el pez, esta induce a que el pH en sangre y musculo sufra
una caida brusca, debido a una baja difusion del CO, en la sangre, como resultado
visible se observan movimientos de lucha y fuga constante del pez, indicando que el
pez esta sufriendo en todo momento aumentando su estrés y por tanto la calidad del
filete. Debido a esto, en nuestra experiencia se utilizaron concentraciones bajas de

CO.,.

Aln asi, el estado de agresividad fue mucho menor que en experimentos anteriores
debido a la aplicacion de temperaturas frias, como indicaron Yokoyama et al., (1989)
la respuesta hiperactiva del CO, se reduce en cierta medida por la reduccion de la
temperatura, Erikson et al., (2006) aplicaron la combinacion de narcosis de CO, con
frio para aturdir salmon Atlantico obteniéndose buenos resultados; los peces no
sufrieron movimientos bruscos durante el desangrado ni durante el sacrificio,
indicando que la combinacion de CO, con frio es un buen método de aturdimiento,

que cumple los requisitos del bienestar del animal. Los resultados obtenidos
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corresponden a los obtenidos por los autores anteriores, la aplicacion del frio redujo
la agresividad generada por la saturacion de CO2. A su vez también se observo que a
70 mg CO,/L el tiempo de inmovilizacion es rapido, entre 4 y 7 minutos, pero casi la
mitad de los peces en todas las temperaturas no alcanzaron la inconsciencia,
mostrando respuesta al estimulo de la luz blanca, por lo que en el supuesto caso en
que los peces fueran sacrificados con esta concentracion un alto porcentaje estaria
sufriendo durante todo el proceso, afectando al bienestar y a la calidad del producto.
Este suceso también fue observado por Kestin et al., (1995) y Robb et al., (2000) a
través de una serie de experiencias con salmon Atlantico basadas en el aturdimiento
con CO, utilizando las VERs (respuestas visuales evocadas) y otros indicadores de la
respuesta cerebral, obteniendo que el tiempo entre el cese de la actividad fisica del
pez y la pérdida de conciencia era alto (460-600 segundos), por lo que la mayoria de
los peces que eran sacrificados tras ser narcotizados con CO, eran conscientes

durante todo el proceso.

Tras lo explicado anteriormente, la concentracion de 47 mg CO,/L en combinacion
con el frio fue la concentracion de CO, iddnea para el aturdimiento, ya que ni es baja
como la de 25 mg CO,/L que supone un aturdimiento muy lento, ni es excesivamente
alta como la de 70 mg CO,/L que no llego a alcanzar la inconsciencia en un alto

porcentaje de los individuos.

Con respecto a la temperatura, las lubinas utilizadas en la experiencia estaban
aclimatadas a temperaturas entre 16°C y 20°C, por lo que el aumento progresivo del
tiempo de aturdimiento a 4°C, 7°C y 11°C respectivamente corresponden a lo
indicado Robb (2001); la hipotermia es mas eficaz para los peces aclimatados a las
aguas por encima de 8-10°C, actuando como un sedante, por el contrario en los peces

de aguas frias, por debajo del rango anterior, la aplicacion del frio para aturdir no es
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muy eficaz. Se observo que a 4°C el tiempo en que los peces tardan en pasar a la
inconsciencia es menor que a 7°C y 11°C, quedando totalmente inconsciente el total
de individuos, teniendo estas dos ultimas temperaturas un efecto sedante similar, por
lo que dentro del rango temperaturas seleccionadas la temperatura de 4°C fue la
idénea para aturdir a la lubina ya que el tiempo de aturdimiento es menor, todos los
peces llegan a la inconsciencia y el grado de agresividad es ligeramente menor que

en las otras dos temperaturas.

2. Experimento n° 2: Medicion de sangre residual en filete

2.1. Observacion visual

En la observacion visual del pez entero no se ha detectado diferencia entre el G1 y el
G3, cuando deberia haberla, ya que en pruebas anteriores al experimento realizado
los pescados analizados mostraban una importante cantidad de petequias en la zona
ventral y opercular, correspondiéndose con lo expuesto por Erikson et al., (2010);
Roth et al., (2009); Olsen et al., (2008), los cuales indicaron que el proceso de
sacrificio si tiene importancia en la formacion de las manchas de sangre residual,
siendo un gran factor los ambientes hipercapnicos e hipoxicos. Al contrario en los
resultados obtenidos no se observaron estas petequias en el G1, esto se debe al
volumen de peces sacrificados, en todos los trabajos estudiados asi como a nivel
industrial los peces estan hacinados durante el sacrificio en tanques en gran cantidad,
lo que produce movimiento de lucha, golpes y aplastamiento de unos peces contra
otros, aumentando el movimiento muscular y por tanto la hipoxia en los peces. En
nuestro caso solo se sacrificaron 18 peces en un volumen suficiente de agua mas

hielo, observandose la ausencia de movimientos bruscos de lucha. En el G2, se
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observo enrojecimiento en las zonas ventrales y algo en las zonas operculares, esto s
debido a la exposicion a condiciones de hipoxia, hipercapnia o simplemente una
mayor actividad muscular son capaces de disminuir la acumulacion de sangre en los
intestinos y cambiar el flujo circulatorio en los mdsculos. En nuestro caso la
aplicacion de CO, como medio de aturdimiento supuso para los peces un aumento de
la hipercapnia generando un aumento de la presion arterial de los vasos,
especialmente en la zona del vientre, dando lugar a petequias. Al contario en el G3
aunque los peces fueron aturdidos con CO2, el efecto del desangrado supuso la
eliminacion de la presion arterial eliminando buena parte del volumen de sangre,
evitando por tanto la aparicién de las petequias. Con respecto a los resultados
obtenidos en los filetes, podemos afirmar que la observacion visual es un método
aceptable para determinar la diferencia entre peces desangrados y no desangrados;
los filetes del G1 y G2 fueron mas rojizos y oscuros, mientras que los del G3 fueron
mas blanquecinos, manteniéndose esta tendencia a lo largo de los 11 dias de
conservacion en hielo. Esto concuerda con lo explicado por Erikson et al., (2010);
Roth et al., (2009); Olsen et al.,(2008); generalmente los filetes de pescados sin
desangrar tienen una coloracion rojiza, mientras que en los pescados desangrados es

blanguecina.

2.2. Medicion del color

La mayoria de las mediciones realizadas en los trabajos anteriores se basan en el
filete, ya que las especies estudiadas se comercializan en este formato, mientras la
lubina se comercializa entera. La medicion del color en el pescado entero tuvo

grandes diferencias significativas con respecto al grupo y al dia, el grado de
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luminosidad (L) en la zona opercular disminuyé a lo largo de los 11 dias de
almacenamiento, exceptuando el G3, esto fue debido al corte de branquias, en el dia
0 todavia habia sangrado del pescado, al pasar de una temperatura fria a temperatura
ambiente el tiempo de coagulacion disminuye, acumulédndose algo de sangre en la
zona. Esto a su vez se complementa con los valores de a, el cual en el dia O fue
positivo, lo que corresponde a tonalidades rojas y paso a negativo en el dia 11,
tonalidades verdes, este fendbmeno ocurrié en las tres zonas medidas, al contrario el
valor a aumento en el G1 y G2, es decir, las tonalidades rojizas aumentaron en el G1
y G2, mientras que en el G3 disminuyeron. Con respecto a la zona del vientre la
luminosidad también disminuyd, dandose los valores méas bajos en el G3, lo cual se
contrarresta con lo explicado en el apartado anterior; el G3 carece de petequias, pero
mostro valores mas bajos de L, mientras que el G2 si tiene petequias y valores mas
altos de L. Esto es debido a la zona de medicion del color, exactamente se midid
entre las aletas ventrales, y en el G2 las petequias aparecian en la zona ventral
posterior y algo en la anterior, pero encima de las aletas ventrales. Por Gltimo, en la
zona dorsal del tercio posterior, en el G1 y G3 se produjo un oscurecimiento de la

piel, mientras que en el G2, se redujo.

Con respecto al color del filete los resultados obtenidos se corresponden en gran
medida a los obtenidos con la observacion visual, se observd una diferencia
significativa con respecto al dia y también al grupo (zona anterior) en los tres grupos.
Aln asi los valores de mayor interés fueron el a y b, segin Erikson et al., (2010);
Roth et al., (2009); Olsen et al., (2008) cuando se trata del andlisis de sangre residual
se habla de filetes con valores de luminosidad alto (concentracion baja o nula de
sangre residual), valores de amarillo (concentracién media de sangre residual en
funcién a la tonalidad del amarillo) y valores rojos (concentracion alta de sangre
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residual en funcién a la tonalidad del rojo). En nuestro caso los valores de a fueron
mas altos en el G1 y G2, lo que indica una alta concentracion de sangre residual en el
musculo, mientras que en el G3 fue baja, a su vez los valores de b fueron contrarios,
mayores en el G3 y menores en G1 y G2, lo que indica que el G3 tiene una
concentracion media de sangre residual menor que los otros dos grupos. Con
respecto al valor L, su tendencia fue un aumento en todos los grupos debido a la
oxidacion de las hemoproteinas, hemoglobina y mioglobina. En resumen, la

concentracion de sangre residual fue alta en el G1 y G2, e intermedia-baja en el G3.

2.3. Medicion de la hemoglobina
A partir de los resultados obtenidos, la concentracion de hemoglobina del G1 fue
ligeramente mas alta que la del G2, aun asi fueron similares, sin diferencias
significativas. En el caso del G3, la concentracién de la hemoglobina fue casi la
mitad que en los otros dos grupos, esto coincide con lo expuesto en otro trabajos en
los cuales se indica que el corte de los arcos branquiales es un buen método de
desangrado (Roth et al., 2005; Erikson et al., 2010). Aunque el volumen de sangre
que se elimina es mucho menor que con el método de evisceracion, ya que los peces
tienen la capacidad de reducir la presion arterial en el lado venoso, creando un
diferencial de presion y manteniendo el flujo de sangre, y aplicando la evisceracién
la mayor parte de la sangre en la musculatura posterior esta centrada en la zona de
los tubulos renales, rompiendo la resistencia ejercida por los rifiones sobre la sangre.
Se descarto la evisceracion ya que segun los resultados del informe de Taliadourou et
al., (2003), basados en analisis microbioldgicos y sensoriales, sugieren que la lubina
eviscerada tiene un periodo mas corto de vida util que sin eviscerar, debido a un

aumento de la actividad microbiana. Con respecto a la técnica aplicada para la
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medicion de la hemoglobina residual podemos constatar que es una técnica con una
mayor eficacia y precision que el contaje visual, como indicaron (Clark et al., 1995:
Olsen et al., 2008). También es segura, repetible y rapida en comparacién a otras
técnicas quimicas cuyos productos pueden afectar al filete como el cianuro,

monoxocido de carbono o nitrégeno.

3. Experimento n°3: Comparacion de la calidad entre individuos desangrados y

aturdidos, aturdidos y no desangrados y no aturdidos

3.1. QIM
Existe una alta correlacion entre el tiempo de conservacion y la puntuacion del
método, lo que indica una degradacion de la calidad a lo largo del tiempo. Knowles
et al., (2007) obtuvo valores de positivos en la aplicacion del aturdimiento eléctrico
en lubina. A su vez comparo este tipo de aturdimiento con el aturdimiento con hielo
obteniendo valores similares hasta el dia 10 post-mortem. Tejada et al., (2006)
aplicaron el método QIM para determinar las caracteristicas sensoriales de lubinas y
doradas almacenadas en hielo. El Gnico inconveniente es que se requiere de un panel
de asesores entrenados. Por otro lado, se observo una diferencia significativa entre
los tres grupos, obteniéndose resultados contrarios a los obtenidos por Huidobro et
al., (2001) en dorada, donde contrastaron lotes de peces sin lavar comparados con
lotes lavados con agua de grifo y almacenados en las mismas condiciones para su
posterior evaluacion sensorial hasta los 11 dias de almacenamiento, no encontraron
diferencias significativas dependientes del tiempo para cualquiera de los parametros
considerados. Los mejores resultados (menor puntuacion) fueron en el G3 durante

los primeros 4 dias. Lo que indica que el desangrado no solo mejora el aspecto visual
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sino la calidad en los primeros 4 dias de conservacion en hielo obteniéndose ademas
una calidad similar al G1 y G2, esta conclusion se puede complementar con los
resultados obtenidos en los TBARSs, en los cuales se produjo una reduccion del efecto
de la oxidacion lipidica en el G3, en comparacién a los otros dos grupos. Estos
resultados son contarios a los obtenidos por Robb et al., (2003) y Roth et al., (2007),
los cuales exponen que el método de desangrado tiene poca influencia en la calidad

de los filetes, pero si tiene importancia en el aspecto visual del producto.

3.2. pH

La medicion del pH debido a la acumulacion del 4cido lactico es considerada un
buen método para determinar la calidad del filete en el progreso de la etapa de post-
mortem. El pH del pescado fresco esta alrededor de 6,5 en diferentes especies y
tiende a disminuir tras el sacrificio. Segun varios autores los peces aturdidos con CO,
muestran un descenso mas brusco del pH que los peces asfixiados con hielo. Acerete
et al., (2009) obtuvieron valores de pH similares comparando el aturdimiento y
sacrificio con narcosis de CO; y hielo (agua mas hielo) en lubina. Por otro lado, se ha
observado que tanto el corte de branquias como la reduccién de la temperatura
genera una reduccién rapida del pH y la aparicién del rigor (Roth et al., 2006). En
nuestra experiencia la utilizacion del pH como herramienta para diferenciar la
calidad entre grupos de peces aturdidos con CO; y agua fria, asi como desangrados
con otros grupos de sacrificio clasico (con agua y hielo, sin aturdimiento ni
desangrado) unicamente solo tuvo diferencias significativas en el Gltimo dia. Esto se

debe a que la produccion de componentes basicos de la degradacién de compuestos
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nitrogenados derivados por el crecimiento de bacterias fue baja, debido a las dptimas

condiciones de almacenamiento.

3.3. TPA

Los cambios registrados en la textura del pez entero mostraron una evolucion
decreciente en la mayoria de los parametros (gomosidad, masticabilidad y dureza).
La cohesividad aumento en el G1, mientras que en los otros dos grupos disminuyo, y
la elasticidad tuvo una evolucién constante en los G2 y G3, y creciente en el G1. La
resistencia permanecio constante a lo largo del tiempo de conservacion en los tres
grupos. Los resultados obtenidos no concuerdan con los de Carbonell et al., (2003)
donde se estudiaron los cambios en la dorada indicando que la dureza y los
pardmetros derivados, la masticabilidad y la interaccion entre pescado fresco y
congelado no disminuyeron significativamente en el tiempo. Mientras que con los
resultados de Ginés et al,. (2002) si, en estos se obtuvo una diminucion de la dureza
en pez entero en torno al 15 % antes de los 11 dias de conservacion en hielo en

dorada.

Después del estado de post-rigor, el musculo pierde firmeza en proporcion directa al
tiempo de conservacion en hielo. Segun los trabajos de la textura desarrollados por
Ayala et al., (2010), todos los pardmetros, excepto la elasticidad, cambiaron con el
tiempo de almacenamiento del pescado, disminuyendo significativamente la mayoria
de ellos en el dia 5. En nuestro caso ésta tendencia se cumple en la mayoria de los
parametros de todos los grupos. La elasticidad permanecid constante en los grupos 2
y 3 siguiendo un comportamiento similar al de Ayala et al., (2010), mientras en el

primer grupo disminuy6. La adhesividad fue constante mientras que en los trabajos

103



de Ayala et al., (2010) aumentd significativamente como resultado del tiempo de
almacenamiento mostrando el valor mas alto al final del estudio. En informes
anteriores se ha observado que la respuesta del salmon Atlantico durante el
aturdimiento con CO2 genera estrés agudo y reaccion de fuga (Robb, 2001), dando
lugar a la aparicion temprana del rigor mortis y por tanto del ablandamiento del
musculo (Roth et al., 2006). En nuestro trabajo este proceso se expresa en una brusca

disminucion de la dureza en los grupos aturdidos con CO, segundo y tercer grupo.

La fuerza del rigor tiene un impacto directo en la calidad del filete, los peces que
tienen un alto grado de actividad previa al sacrificio muestran un alto grado de
desgajamiento. El desgajamiento ocurre cuando los miotomos se separan del
miosepto, esto causa un dafio importante en el filete, volviéndose poco apetecible
para el consumidor, ademas este fendmeno genera que el procesamiento del filete sea
mas dificil. El desgajamiento es un serio problema en el tratamiento de filetes de
salmon Atlantico. Puede ser el resultado de la aplicacién de una gran fuerza de
contraccion sobre el tejido conectivo en el miosepto de una alta proporcién de fibras
musculares durante el rigor. La fuerza de la fibra muscular estéa directamente afectada
por el grado de actividad de los mdsculos antes del sacrificio (Johansson, 2001). El
desgajamiento se expresa particularmente en una disminucion de la fractura y la
dureza del filete, como indicaron Caballero et al., (2009) la adhesividad en dorada

(Sparus aurata) disminuy6 hasta los 14 dias de conservacion en hielo.Varios autores

(Mochizuki y Sato, 1994; Jerret et al., 1996; Sigholt et al., 1997; Robb, 1998)
destacaron la gran fuerza generada sobre las fibras musculares durante el sacrificio,
obteniéndose filetes mas duros en peces aturdidos previamente que otros sacrificados

sin aturdir.
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3.4. TBARs

La evolucion de los TBARs concuerda con lo explicado en apartados anteriores, la
oxidacion lipidica empieza a iniciarse desde el primer dia de conservacion en hielo
aumentando progresivamente, ain asi las diferencias no son notables hasta el dia 11
de conservacion, por lo que los valores entre el dia 0 y 4 son practicamente similares
en los tres grupos. Cabe destacar que en el G3 se produjo una reduccién del valor de
los TBARs en el dia 11 con respecto a los otros dos grupos, este resultado es l6gico
ya que al desangrarse el pez se pierde un importante volumen de sangre por lo que la
concentracion de hemina o Fe procedente de la hemoglobina se reduce limitando el
efecto de la oxidacion lipidica. La hemina o el Fe procedente de la hemoglobina y la
mioglobina durante la hemdlisis actian como catalizadores lipidicos en paralelo a la
formacion de 6xidos, perdéxidos de H y radicales de hidroxilo oxidando los lipidos
localizados en el musculo. Estos catalizadores tienen una gran importancia en la fase
de iniciacién de la oxidacién lipidica, ya que los iones metélicos, como el Fe, acttan
como sustrato para enzimas como la lipoxigenasas, principal enzima en la oxidacion
de lipidos cuyo efecto es la formacion de hidroperdxidos, iniciando y acelerando el
proceso de oxidacion (Undeland, 2001). También, indicar que como muestras para la
medicién de los TBARs se tom6 musculo blanco, este tiene una baja concentracién
de pro-oxidantes, entre los que cabe destacar la hemoglobina, por lo que los niveles
de oxidacion lipidica son menores con respecto a otras zonas del pescado como la
piel y el masculo rojo. Aun asi los filetes obtenidos en los tres grupos tenian una baja
concentracion de musculo rojo en relacion al blanco, por lo que la seleccion del
musculo blanco es correcta en la medicion de TBARs para nuestra experiencia.
Ademas, hay que afiadir que al mantener los pescados en hielo prolonga el tiempo de
coagulacién mejorando el desangrado, reduciéndose ain mas el volumen de sangre,
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como indico Olsen et al., (2006). En conclusion, podemos indicar que el desangrado
tiene un efecto positivo en la calidad del filete, ya que reduce el efecto de la
oxidacion lipidica, el cual junto a la degradacion microbioldgica es una de las

principales causas del deterioro.

3.5. Determinacion de la bacteria S. putrefaciens
Con respecto a la determinacion de la S. putrefaciens no fue detectada su presencia
durante los primeros 11 dia de almacenamiento en hielo en condiciones aerdbicas.
Estos resultados se contradicen con los obtenidos por Poli et al.; (2004); Paleologos
et al.; (2003); Taliadourou et al., (2003), en los cuales se detectaba la presencia de la
S. putrefaciens en lubina en los primeros 13 dia de almacenamiento, en
concentraciones bajas (0,5 y 1 logl0™). Esto puede deberse a varios factores, el
primero es el tiempo de almacenamiento, como se ha observado en los trabajos
nombrados anteriormente, la S. putrefaciens alcanza el 90% de la microflora a partir
del dia 14. También, las condiciones ambientales son diferentes, la temperatura
media en Canarias oscila entre 18 y 23° C, mientras que en la zona del mediterraneo
se producen altas variaciones, en verano (21-27° C) y en invierno (10-15° C), lo que
puede llegar ha condicionar un aumento de la presencia de la S. putrefaciens.
Ademas, se ha observado que en otras especies de aguas templadas como el
carbonero (Pollachius virens) y el eglefino (Melanogrammus aeglefinus) no se ha
detectado la presencia de la S. putrefaciens hasta los 13-14 dias de conservacion en
hielo (Karl y Meyer, 2007). Cabe destacar que no hemos detectado la presencia de S.
putrefaciens en lubina cuando se ha conservado sin eviscerar en hielo, pero en
pruebas anteriores realizadas se detecto en altas concentraciones en filetes de lubina
conservados durante varios dias en hielo, siendo légico ya que el filete esta expuesto
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a un medio aerdbico en todo momento acelerdndose el proceso de difusion de
enzimas bacterianas hacia el interior del musculo y de la difusion externa de
nutrientes, aumentando exponencialmente la S. putrefaciens. Como resultado de lo
expuesto anteriormente, podemos llegar a la conclusion de que la presencia de la
bacteria S.putrefaciens en lubina entera es practicamente nula durante los primeros
11 dias de conservacién en hielo, mientras que si es fileteado su concentracién es

alta. A su vez no se ha observado efecto del desangrado.
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Conclusion

La concentracion de 47 mg CO,/L en combinacion con el frio es la
concentracion de CO, idonea para el aturdimiento, ya que es una
concentracion intermedia, ni es baja como la de 25 mg CO,/L que supone un
aturdimiento muy lento, ni es excesivamente alta como la de 70 mg CO,/L
que no llego a alcanzar la inconsciencia en un alto porcentaje de los

individuos.

La temperatura de 4°C es la idonea para aturdir a la lubina ya que el tiempo
de aturdimiento es menor, todos los peces llegan a la inconsciencia y el grado

de agresividad es ligeramente menor que en las otras dos temperaturas.

El desangrado no solo mejora el aspecto visual sino la calidad en los primeros
11 dias de conservacion en hielo. A su vez para la medicion de la sangre
residual en filete se debe realizar un estudio conjunto de la observacién
visual, la medicion del color y la hemoglobina, para obtener resultados

competentes y debatibles.

El aturdimiento con 4°C de temperatura y 47 mg CO,/L mejora la textura y
por tanto la calidad del producto durante los primeros 11 dias de

conservacion en hielo.
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La bacteria S. putrefaciens no fue detectada durante los primeros 11 dia de
almacenamiento en hielo en condiciones aerdbicas en lubina (Dicentrarchus

labrax).
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