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RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado la influencia del empleo de agua
electrolizada acida (EAW) sobre la evolucién de la calidad fisico-quimica y
microbioldgica de lubina fresca durante su almacenamiento en refrigeracion.
Para ello se estudid la evolucién de diferentes parametros fisico-quimicos
(humedad, pH, indice de TBA y nitrégeno basico volatil total (NBVT)),
bioguimicos (valor Kj) y microbiolégicos (aerobios mesdfilos, y
Enterobacteriaceae) durante el almacenamiento de lubina fresca tratada con
agua electrolizada acida durante diferentes tiempos de inmersion. En el
estudio preliminar llevado a cabo se observé que la inmersion en EAW con
55 ppm de cloro libre, durante 2,5 y 5 min, consiguié una reduccion de la
carga microbiana total de hasta 2 ciclos logaritmicos, a dia 6 de
almacenamiento. Sin embargo, en el estudio definitivo se concluyé que, ni la
inmersion de lubina fresca durante 2.5 min ni durante 10 min en EAW,
tuvieron efecto en la evolucién de los parametros fisico-quimicos indicadores
del deterioro, como el NBVT o el valor Ky, ni en la calidad microbiologica. La
diferencia encontrada en cuanto al efecto antimicrobiano entre el estudio
preliminar y el definitivo se debido a que el EAW empleada en esta Ultima
parte del trabajo, sufri6 una pérdida de cloro libre. Este hecho pone de
manifiesto que el poder conservante del agua electrolizada acida sobre
lubina fresca, Unica y exclusivamente se debio al alto contenido en cloro libre
y no al alto potencial de oxido-reduccion o al bajo pH del EAW.

RESUM

En aquest treball s'ha estudiat la influencia de I'is d'aigua electrolitzada
acida (EAW) sobre la evolucié de la qualitat fisico-quimica, bioquimica i
microbiologica de llobarro fresc durant el seu emmagatzematge en
refrigeracié. Per a aquest fi es va estudiar la evolucié de diferents
parametres fisico-quimics (humitat, pH, index de TBA i nitrogen basic volatil
total (NBVT)), bioquimics (valor ki) i microbiologics (aerobis mesofils i
Enterobacteriaceae) durant el emmagatzematge de llobarro fresc tractat amb
aigua electrolitzada acida durant diferents temps de immersio (2,5 i 10 min).
A l'estudi preliminar dut a terme es va observar que la immersié6 en EAW
amb 55 ppm de clor lliure, durant 2,5 i 5 minuts, va aconseguir una reduccio
de la carrega microbiana total de fins a 2 cicles logaritmics, a dia 6
d'emmagatzematge. No obstant, a I'estudi definitiu es va concloure que, ni la
immersio de llobarro fresc durant 2,5 min ni durant 10 min en EAW, van tenir
efecte en levoluci6 dels parametres fisico-quimics indicadors del
deteriorament, com el NBVT o el valor K1, ni en la qualitat microbiologica. La
diferéncia trobada respecte a I'efecte antimicrobia entre I'estudi preliminar i el



definitiu va ser deguda al fet que el EAW utilitzada en aquesta ultima part del
treball, va patir una pérdua de clor lliure. Aquest fet posa de manifest que el
poder conservant de l'aigua electrolitica acida sobre llobarro fresc, Unica i
exclusivament es va deure a l'alt contingut en clor lliure i no a l'elevat
potencial de oxido-reduccié o al baix pH del EAW.

ABSTRACT

In this paper we have studied the influence of the use of electrolyzed
acidic water (EWA) in the development of physico-chemical, biochemical and
microbiological characteristics in fresh sea bass during storage under
refrigeration. To do this we studied the evolution of different physical-
chemical parameters (pH and total volatile basic nitrogen (BVT-N))
biochemical (K; value) and microbiological (mesophilic bacteria and
Enterobacteriaceae) during storage of fresh sea bass treated with
electrolyzed acidic water during different immersion times. In the preliminary
study, it was observed that immersion in EAW with 55 ppm of free chlorine,
for 2.5 and 5 min, achieved a reduction of total microbial load of 2 log units at
day 6 of storage. However, in the final study it was concluded that neither the
immersion of fresh sea bass for 2.5 min or for 10 min in EAW, had no effect
on the evolution of the physico-chemical indicators of deterioration, such as
TVB-N, K; value, or microbiological quality. The difference found in the
antimicrobial effect between the preliminary and the final studies was due to
that EAW used in this last part of the work, suffered a loss of free chlorine.
This fact shows that the preservative activity of acidic electrolyzed water on
fresh sea bass, was due only to the high chlorine content and not to the high
oxidation-reduction potential or the low pH of EAW.

PALABRAS CLAVE: lubina, agua electrolizada, parametros fisico-quimicos,
microbiologia, conservacion, valor k;.



1. INTRODUCCION

El pescado es uno de los alimentos mas sensibles al deterioro,
principalmente ocasionado por causas quimicas y microbiologicas. Por estas
dos razones alrededor del 25% de la produccion pesquera acaba destruida
en el mundo cada afo (Gram y Dalgaard, 2002).

Las degradaciones quimicas y microbioldgicas que afectan al pescado
pueden limitarse, respetando siempre la cadena de frio, mediante la
utilizacion de aditivos conservantes de origen natural o artificial. La
necesidad de aditivos para frenar el deterioro de los productos alimenticios,
se contrapone con el rechazo, cada vez mayor de los consumidores a la
presencia de conservantes en los alimentos. En este contexto surge la
necesidad de investigar métodos de conservacion alternativos a los aditivos
quimicos que permitan garantizar la seguridad del producto alimenticio,
manteniendo las caracteristicas organolépticas del alimento fresco. Es por
ello que el estudio de la viabilidad del uso del agua electrolizada acida como
método para prolongar la vida Gtil del pescado es especialmente interesante.

El agua electrolizada acida (EAW) es un estado metaestable del agua,
qgue se forma por fenémenos fisico-quimicos basados en una tecnologia de
activacion electroquimica. El EAW se genera cuando una disolucion de
cloruro sédico se somete a un proceso de electrolisis. En los equipos
comerciales disefiados para generar agua electrolizada, una disolucién de
NaCl atraviesa una célula electrolitica, dentro de la cual el anodo y el catodo
se encuentran separados por una membrana de intercambio i6nico (figural).
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FIGURA 1. Esquema de obtencion del agua electrolizada
(Fuente: Hsu, 2003).



Al someter los electrodos a una corriente voltaica directa los iones
cargados negativamente, como el cloruro (CI) y el i6n hidroxi (OH)
presentes en la disolucion de NaCl, se dirigen hacia el anodo cediendo
electrones y formando oxigeno, cloro gaseoso, iones hipoclorito, acido
hipocloroso y acido clorhidrico, mientras que los iones cargados
positivamente, como el hidrégeno y sodio, se dirigen hacia el catodo para
tomar electrones, generandose hidrégeno gas e hidroxido sodico (Huang et
al., 2008).

Existen dos hipotesis acerca del funcionamiento antimicrobiano del agua
electrolizada acida. La primera atribuye el efecto conservante a un elevado
potencial redox que modifica los flujos metabdlicos y la produccion de ATP
(Rionder et al., 2000). Sin embargo, otros autores atribuyen la capacidad
antimicrobiana al efecto desinfectante del acido hipocloroso gracias a su
efecto altamente oxidante (Tsuji et al., 1999).

En la actualidad, el EAW se esta empleando como desinfectante para
material quirdrgico, asi como en la limpieza y desinfecciéon de utensilios y
superficies de cocina, asi como de la industria agroalimentaria (Northcutt et
al., 2007). En los ultimos afios se han realizado varios estudios sobre el
efecto del EAW en distintos alimentos, donde se ha demostrado un
interesante efecto antimicrobiano. La accion conservante del EAW se ha
estudiado en distintos en vegetales frescos como lechuga (Vandekinderen et
al. 2008; Isobe e Itoh, 2004; Koseki et al., 2001), fresa (Isobe e Itoh, 2004),
pepino (Huang et al., 2008) y col (Koide et al., 2009). En huevos se ha
demostrado también la eficacia del EAW sobre la inactivacion de Salmonella
enteritidis y Listeria monocytogenes (Park et al., 2005). En pescado existen
estudios en especies como paparda del Pacifico (Kim et al., 2000), salmén
(Ozer y Demirci, 2006), y tilapia (Huang et al., 2006).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de agua
electrolizada &cida sobre la evolucion de la calidad fisico-quimica y
microbioldgica de lubina fresca durante su almacenamiento en refrigeracion.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materia prima

La materia prima utilizada fue Ilubina fresca (Dicentrachus labrax)
procedente de acuicultura (Dias Aquaculture S.A. Argolis, Grecia). Las
lubinas eran comercializadas enteras en cajas de 6 kg con fecha de
caducidad, dada por el productor, de 10 dias después del sacrificio. El
calibre de los pescados utilizados fue 400-600 g.

En el presente trabajo se realiz6 un estudio preliminar, con el objeto de
establecer las condiciones oOptimas de tratamiento que se aplicarian en el
estudio definitivo.

A su llegada al laboratorio las lubinas frescas fueron descabezadas,
evisceradas y fileteadas obteniendo dos filetes de cada pescado. Los filetes
asi obtenidos se distribuyeron aleatoriamente en diferentes lotes con el
objeto de reducir la variabilidad de la materia prima en el estudio.



El agua electrolizada acida utilizada en el estudio fue generada por un
equipo ROX-10WB-E (figura 2) proporcionado por la empresa Hoshizaki
Iberia (El Prat de Llobregat, Barcelona, Espafia). EI agua se dejaba fluir
durante un tiempo de 20 min antes de tomar la cantidad necesaria para
llevar a cabo los tratamientos. EI EAW se mantuvo en refrigeracion
aproximadamente 2 h hasta el momento de su utilizacién con el fin de
asegurar gue su temperatura en el momento del tratamiento eran 4 °C.

FIGURA 2. Equipo de produccion de agua electrolizada acida ROX-10WB-E.
2.2. Preparacion de las muestras

Estudio preliminar

Se realiz6 un estudio previo sobre la efectividad del EAW en la
conservacion de lubina fresca, con el objetivo de seleccionar las condiciones
optimas en el trabajo definitivo (figura 3).
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FIGURA 3. Disefio experimental del estudio preliminar.

En este estudio preliminar los filetes de lubina se sometieron a distintos
tratamientos (figura 3):
- Lavado 5 s con agua electrolizada acida a 4°C (ML).



- Inmersién en agua electrolizada acida a 4°C en una proporcion 1/3
p/v, durante 3 tiempos distintos: 1, 2,5y 5 min.
Se analizaron también 2 tipos de muestra control: muestra sin tratar (C) y
muestra lavada con agua de red durante 5 s (CL).

Estudio definitivo

Los tratamientos empleados en esta parte del trabajo se muestran en la
figura 4. En el estudio definitivo se utilizd una muestra control (lubina fresca
sin tratar) y se ensayaron dos tiempos de inmersion de la lubina en el EW
acida: 2,5 min 'y 10 min.
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FIGURA 4. Disefio experimental del estudio definitivo.

Después de cada tratamiento se elimind el exceso de agua con papel de
filtro. A continuacion los filetes fueron envueltos en film LDPE y almacenados
en refrigeracion a 4°C hasta el momento de los analisis.

2.3. Determinaciones analiticas
2.3.1. Andlisis del agua electrolizada acida

Antes de comenzar el estudio preliminar, se determinaron los valores de
pH, conductividad y solidos disueltos totales (TDS) empleando un multimetro
MM 40 (Crison Instruments S.A., Alella, Barcelona, Espafa). El potencial de
oxido-reduccion (POR) se determind mediante pH-metro con un electrodo
metalico de platino (Crison Instruments S.A).

El contenido en cloro libre se determinod con un fotbmetro PCCHACKIT
CHLORINE (Lovibond® Water Testing, Postmund, Alemania) siguiendo las
especificaciones dadas por el fabricante.

2.3.2. Determinaciones analiticas en las muestras de pescado
Se llevo a cabo la determinacion de la composicion centesimal (contenido

en humedad, lipidos, proteinas y cenizas), asi como el pH y a,, de la materia
prima de partida (lubina fresca).



En el estudio preliminar se determiné el pH y se llevo a cabo el recuento
de aerobios mesofilos, en las muestras inmediatamente después de los
tratamientos (dia 0), y a los 3 y 6 dias de almacenamiento a 4 °C.

Los andlisis llevados a cabo en el estudio definitivo fueron: pH, contenido
en humedad y en nitrégeno basico volatil total (NBVT), test del acido
tiobarbitdrico (TBA), valor K; y determinaciones microbiolégicas (aerobios
mesofilos y enterobacterias). Todos los analisis se llevaron a cabo a dia 0, 3,
6 y 9 de almacenamiento.

La determinacion del contenido en humedad, cenizas, lipidos y proteinas
se realiz6 siguiendo los procedimientos 950.46, 920.153, 991.36 y 928.08,
respectivamente, descritos por la AOAC (1997).

En la determinacién del valor de a,, se emple6 un higrémetro de punto de
rocio (GBX scientific FA-st/lab, Cédex, Francia).

El pH de las muestras de lubina se midi6 directamente sobre los filetes
empleando un pH-metro Crison micropH 2001 (Crison Instruments S.A.,
Alella, Barcelona, Espafia) con electrodo de puncion. De cada filete se
tomaron 6 lecturas en puntos diferentes del mismo, a partir de las cuales se
calculé el valor promedio de pH.

La determinacion del contenido en nitrégeno basico volatil total (NBVT)
se realizé mediante destilacién por arrastre de vapor y valoracién con acido
sulfurico, segun el método descrito por Malle y Tao (1987).

Para la realizacibn de los analisis microbioldgicos se pesaron
asépticamente 10 g de muestra en una bolsa de stomacher, se afiadieron 90
mL de agua de peptona tamponada y se homogeneizaron en un stomacher
durante 1 min (dilucion 10™). A partir de esta dilucién se prepararon las
diluciones decimales seriadas.

El recuento de microorganismos aerobios mesofilos se hizo mediante
siembra en profundidad en Agar Plate Count (PCA), después de 72 h de
incubacion a 30 °C (ISO 4833:2003).

El recuento de enterobacterias se realizO mediante siembra en doble
capa en Agar Violeta Rojo Bilis Glucosa (VRBG, Scharlau). Las placas se
incubaron a 37 £ 1°C durante 24 h (Pascual y Calderdon, 2000).

Con el objeto de evaluar la oxidacion lipidica se realizo el test del acido
tiobarbiturico (indice del TBA), segun el procedimiento colorimétrico descrito
por Vyncke (1995).

Los compuestos relacionados con la degradacion del ATP, inosina
monofosfato (IMP), inosina (Ino) y la hipoxantina (Hx) fueron determinados
por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en un cromatografo Jasco
(Essek, UK) con detector Diode-Array, siguiendo el método descrito por
Barat et al. (2008). La identificacion de los metabolitos estudiados se realizo
por comparacion de los tiempos de retencion de los analitos en las muestras
con los de patrones analizados en las mismas condiciones. Se confirmé por
el método de adicion de patron. El método de cuantificacion empleado fue el
del estandar externo.

Con las concentraciones de IMP, Ino y Hx se calcul6 el valor del
parametro K;, empleando la ecuacion 1.:



[Ino]+[Hx]
IMP]+[Ino]+ [Hx]

x100. (ec. 1)

Kl(%) = [

2.4. Andlisis estadistico

Se llevé a cabo un andlisis de la varianza simple para comprobar si
existian diferencias significativas entre tratamientos, tomando como
variables los parametros analizados y como factor el tratamiento. En el
estudio definitivo, para cada uno de los parametros se realizé un analisis
multifactor tomando como factores el tiempo y el tratamiento, teniendo en
cuenta la interaccion entre ambos. Los analisis estadisticos se realizaron con
el programa Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics Inc., Rockville, MD, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Caracterizacion del agua electrolizada

En la tabla 1 se muestran los valores de pH, TDS, potencial de oxido-
reduccion (POR), conductividad y cloro libre del agua electrolizada acida y

del agua de red (tabla 1).

TABLA 1. Caracterizacion fisico-quimica del agua electrolizada acida (EAW)
y del agua de red (AR).

pH TDS (g/l) POR Conductividad Cloro libre™
(mV) (MS/cm) (mg/l)
EAW 2,61+0,04 1,829+0,761 1012 2063,6+£721,2 55
AR 7,47+0,20 0,623+0,099 546 980142 1,16

Los valores promedios del agua electrolizada acida producida por el
equipo ROX-10WB-E, coinciden con la bibliografia consultada (Mahmoud et
al. 2006; Koide et al., 2008; Huang et al., 2005; 2008).

3.2. Caracterizacion de la materia prima.

Los valores promedio obtenidos en la caracterizacion fisico-quimica de la
lubina fresca, empleada como materia prima en este estudio se muestran en
la tabla 2.

La composicion centesimal (humedad, cenizas, lipidos y proteinas) de la
lubina empleada como materia prima coincide con la obtenida por otros
autores para esta misma especie de pescado (Erkan y Ozden, 2007;
Fuentes et al., 2010; Kyrana y Lougovois, 2002).

Los valores de actividad de agua (a,) obtenidos en este estudio se
encuentran entre los valores tipicos de pescado fresco (0,980-0,990). Los
valores de a, obtenidos fueron altos, y similares a los dados por otros
autores para esta misma especie de pescado (Cakli et al., 2007; Fuentes et
al., 2010). Los valores de pH en las muestras de lubina fresca fueron



similares a los obtenidos por otros autores para esta misma especie de
pescado (Fuentes et al., 2010), encontrandose dentro de los limites
establecidos por Belitz y Grosch (1997) para el pescado fresco (6,0-6,5).

TABLA 2. Composicion centesimal y parametros fisico-quimicos de lubina.

Composicién centesimal

(9/100g)
Humedad 74,56+0,26
Lipidos 4,38+0,72
Proteina 19,10+0,33
Cenizas 1,21+0,02
Parametros fisico-quimicos
Ay 0,988+0,002
pH 6,25+0,09

3.3. Estudio preliminar

Con el objetivo de seleccionar los tratamientos mas adecuados para
llevar a cabo un estudio completo sobre el posible efecto conservante del
agua electrolizada acida en lubina fresca, se estudiaron 3 tiempos distintos
de inmersién en agua electrolizada, asi como un tratamiento que incluia solo
un lavado durante 5 s. Asimismo, se emplearon dos muestras control, tal y
como se describe en Material y Métodos. En la tabla 3 se muestran los
valores de pH obtenidos.

TABLA 3. Valores de pH para las distintas muestras de lubina fresca
almacenadas durante 6 dias. (Cddigos de las muestras dados en la figura 3).

Muesta —C CL ML ml m25 m5
t (dias)
0 6,25+0,09 6,34+0,12 6,05+0,08 6,06+0,08 6,03+0,20 6,14+0,11
3 6,21+0,12 6,36+0,05 6,30+£0,12 6,26+x0,05 6,36+0,15 6,28+0,08
6 6,32+0,15 6,24+0,05 6,23+0,05 6,29+0,08 6,34+0,12 6,25+0,12

La evolucién de pH fue similar en todas las muestras. El ligero aumento
del pH durante el almacenamiento indica la aparicion de bases volatiles que
se forman durante el deterioro del pescado.

La evolucion en los recuentos de microorganismos aerobios mesdfilos
realizados en el estudio preliminar se muestran en la figura 5.
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FIGURA 5. Evolucién de microorganismos aerobios mesoéfilos en lubina
fresca. (Codigos de las muestras dados en la figura 3). La linea horizontal
corresponde al limite legal establecido.

Respecto al recuento de mesodfilos, las diferencias encontradas entre las
distintas muestras a dia 0 no fueron significativas, lo que implica que el
tratamiento no afectd al nivel de mesofilos en los filetes recién tratados. Sin
embargo, la evolucion de este microorganismo fue diferente segun el tiempo
de inmersién en el agua electrolizada. Las dos muestras control y la muestra
lavada con EAW, mostraron recuentos cercanos a 6 ciclos logaritmicos
(limite establecido por la legislacion) (CEE, 2005a) a dia 3 de
almacenamiento. A dia 6 de almacenamiento, estas tres muestras, junto con
la que habia sido tratada durante 1 min en el EAW habian superado
ampliamente este limite. Sin embargo, las muestras m2,5" y m5’, estuvieron
por debajo del limite durante los 6 dias de estudio. La inmersion en EAW
durante 2,5 y 5 min, consiguio una reduccion de la carga microbiana total de
hasta 2 ciclos logaritmicos, al final del periodo de estudio. No se observaron
diferencias significativas entre estos dos tratamientos. Estos resultados
indicarian la efectividad del agua electrolizada &cida en la conservacion del
pescado fresco, para tiempos de inmersion de como minimo 2,5 min.

Teniendo en cuenta estos resultados se seleccion6 el tratamiento de
inmersion en EAW durante 2,5 min, ya que no habia diferencias con el
tratamiento de 5 min. Ademas se decidido someter a las muestras también a
un tratamiento mas largo (inmersion durante 10 min). Asi el estudio definitivo
se llevé a cabo con estos dos tratamientos y una muestra control.
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3.4. Efecto del agua electrolizada en las muestras de lubina recién
tratadas.

Los valores obtenidos en la determinacion fisico-quimica y microbiolégica
de las muestras de lubina a dia 0 de almacenamiento se muestran en la
tabla 4.

TABLA 4. Caracterizacion fisico-quimica y microbiolégica inicial (dia 0 de
almacenamiento) de la muestra de lubina fresca. (Codigos de las muestras
dados en la figura 4).

C M 25 M 10’
pH 6,24+0,07° 6,22+0,06° 6,17+0,05% ns
Humedad (g/100 g) 69,87+1,03° 71,02+2,10° 69,30+1,47° ns
NBVT (mg NBVT/100 g) 16,793+0,906 " 18,402+0,142° 15,883+0,465"  ns
TBA (mg malonaldehido/Kg) 0,060+0,006 * 0° 0° ns
IMP (umol/g) 9,78+0,99% 7,571,272 8,16+1,272 ns
Ino (umol/g) 3,26+0,42°2 2,04+0,712 2,00+0,572 ns
Hx (umol/g) 1,87+0,71° 1,760,332 1,700,282 ns
Valor K; (%) 34,21+2,72° 33,15+2,36° 31,05+1,60° ns
Mesofilos (log ufc/g) 4,57+0,31° 4,97+0,50° 4,56+0,16° ns

Enterobacterias (log ufc/g) 1,90+0,042 2,53+0,672 2,20+0,25% ns

Letras iguales en una misma fila indican la pertenencia a grupos homogéneos. ns:
diferencias no significativas

Los tratamientos con agua electrolizada acida no provocaron cambios
significativos en el pH del pescado respecto a las muestras sin tratar.

Respecto a los valores de NBVT, se observaron diferencias entre las
distintas muestras, siendo la lubina tratada durante 10 min la que presenté
un menor valor para este parametro y la tratada durante 2,5 min el valor
mayor. Considerando que la concentracion de NBVT en pescado recién
capturado oscila entre los 5 y los 20 mg/100 g (Huss, 1998), y que niveles de
30 mg/100 g son generalmente considerados como el limite de aceptacion
para pescado almacenado en hielo (CEE, 2005b), todas las muestras
analizadas se encontraban por debajo de este limite, y por tanto aptas para
su consumo en el momento de andlisis.

Los valores del indice de TBA a dia 0 fueron similares a los obtenidos por
diferentes autores para lubina fresca (Cakli et al., 2007; Kyrana y Lougovaois,
2002), que relacionaron dichos valores con una buena calidad del pescado
fresco. El agua electrolizada no tuvo efecto oxidante sobre las muestras
recién tratadas.

Los altos valores de IMP y los bajos valores de Hx, asi como el valor K; a
dia O indicaron una adecuada calidad de la materia prima. Los valores de
IMP fueron mayores en las muestras control, lo que podria indicar la
degradacion de este compuesto por accion del EAW. Sin embargo, el
analisis estadistico mostré que las diferencias encontradas entre las tres
muestras no fueron significativas para ninguno de estos cuatro parametros.

Por tanto, se puede decir que el EAW no tuvo ningun efecto en los
parametros fisico-quimicos estudiados en las muestras recién tratadas, ya
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que las diferencias puntuales encontradas podrian deberse simplemente a la
heterogeneidad en la materia prima.

Respecto a los microorganismos estudiados, cabe destacar que los
recuentos de aerobios mesofilos obtenidos a dia O fueron ligeramente
superiores a los observados para la lubina empleada en el estudio previo.
Los tiempos de inmersion en EAW ensayados no consiguieron reducir la
carga microbiologica inicial del pescado.

3.5. Efecto del agua electrolizada en la evolucion de la calidad fisico-
guimicay microbiolégica de lubina fresca.

Evolucidon de pardmetros fisico-quimicos

La figura 6 muestra la evolucion de humedad y pH durante el
almacenamiento en refrigeraciéon. No se observo ninguna tendencia a lo
largo del periodo de estudio en cuanto a la evolucion de humedad. En
relacion a los valores de pH, se observé un ligero aumento a lo largo del
tiempo de almacenamiento. En general, se considera que los valores de pH
del musculo de pescado aumentan gradualmente durante el
almacenamiento, debido a la produccion de metabolitos alcalinos de origen
bacteriano, por lo que, tal y como han sefialado diferentes autores, existiria
una relacion directa entre los valores de pH y los recuentos de
microorganismos totales (Kyrana y Lougovois, 2002).
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FIGURA 6. Evolucibn de humedad y pH en lubina fresca durante el
almacenamiento en refrigeracion. (Codigos de las muestras dados en la
figura 4).

En la figura 7 se observa la evolucion del indice del TBA. En las tres
muestras estudiadas hubo un aumento progresivo en este parametro,
especialmente a partir del dia 3 de almacenamiento. Aunque no hay limites
legales establecidos para este parametro, algunos autores han
correlacionado los valores del indice de TBA con medidas sensoriales. Asi,
Connell (1995) establecié que a partir de 1-2 mg malonaldehido/kg el
pescado es rechazado debido a sabores y aromas desagradables. Ruiz-
Capillas y Moral (2001) determinaron que el nivel minimo de malonaldehido
en merluza detectable por los catadores correspondia a 1,44 mg/kg. El dia 6
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de almacenamiento, el indice de TBA para todas las muestras oscilaba entre
0,9 y 1,2. El dia 9 todos los tratamientos superaron el valor de 1,5 mg
malonaldehido/kg. El agua electrolizada acida tiene poder oxidante; sin
embargo, en este estudio no hubo diferencias en el enranciamiento lipidico
entre la muestra control y las tratadas con EAW. Por tanto, se puede concluir
gue el agua electrolizada acida no supone un problema de oxidacién en esta
especie de pescado.
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FIGURA 7. Evolucion del indice del TBA en lubina fresca durante el
almacenamiento en refrigeracién. (Codigos de las muestras dados en la
figura 4).

La evolucion del nitrégeno basico volatil total se muestra en la figura 8. El
contenido en NBVT en las muestras de lubina aumento6 significativamente
durante el periodo de almacenamiento, independientemente del tratamiento
utilizado. Este parametro es empleado como indice de calidad en pescado,
ya que se considera que su incremento esta relacionado con el deterioro
microbiano del producto. La Unidon Europea ha establecido el limite de
aceptacion de 35 mg NBVT/100 g de pescado (CEE, 2005b), aunque con
anterioridad, ya se habian establecido limites entre 25 y 35 mg/100 g, por
encima de los cuales se podria considerar que el pescado esta deteriorado.
En este estudio los valores més altos alcanzados al final del almacenamiento
fueron de 30 mg NBVT/100 g, por lo que en ningdn momento se supero el
limite establecido por la Union Europea. Sin embargo, por los resultados
microbiolégicos que mas adelante se comentan, se sabe que las muestras
eran microbiolégicamente inaceptables a partir de aproximadamente los 5
dias de almacenamiento. El hecho de que los limites de este parametro no
hayan sido adecuados para evaluar la vida util de la lubina se debe a que,
segun Dalgaard (2000) estos limites criticos pueden variar de un pescado a
otro, o en funcion de si éste es fresco o procesado. Por ejemplo, en arenque
se midié un contenido en NBVT de 75 mg/100 g, cuando aun el producto
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tenia una calidad sensorial aceptable. Sin embargo, en gambas cocidas
saladas envasadas en atmosfera modificada, a niveles de 10-20 mg
NBVT/100 g, el producto era rechazado sensorialmente. Con respecto a la
efectividad del EAW sobre la formacién de NBVT, cabe destacar que no
ejercio ningun efecto conservante, ya que no hubo diferencias significativas
entre muestras, tal y como sucedia en los pardmetros ya comentados.
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FIGURA 8. Evolucién NBV-T en lubina fresca durante el almacenamiento en
refrigeracion. (Codigos de las muestras dados en la figura 4). La linea
horizontal representa el limite de aceptacion.

La evolucién del contenido en IMP, inosina e hipoxantina, se muestra en
la figura 9. Los metabolitos de nucle6tidos que se acumulan en el masculo
de pescado, asi como la proporcion en la que aumenta o disminuye su
concentracion es determinada por la actividad relativa de diferentes enzimas
involucradas en la secuencia de cambios degradativos (Lougovois et al.,
2002). El contenido en IMP descendi6 a lo largo del almacenamiento en la
muestra control y en las tratadas con EAW, mientras que se observo un
aumento de Hx. Este hecho pone de manifiesto la degradacion que sufrieron
las muestras de lubina fresca almacenadas en refrigeracion. El principal
metabolito del IMP al final del almacenamiento fue la hipoxantina, ya que la
inosina, en general, se mantuvo estable durante el periodo de estudio. Los
cambios en los metabolitos de nucleétidos contribuyen directamente en la
calidad sensorial del pescado, mostrando el IMP un marcado efecto en la
mejora del sabor, particularmente en combinacién con el acido glutamico.
Por el contrario, la Hx contribuye al sabor amargo del pescado almacenado
en refrigeracion que esta cerca del limite de aceptabilidad (Lindsay, 1994).
En este sentido, algunos autores han puesto de manifiesto la correlacion
existente entre la evaluacion sensorial de pescado y la concentracion de IMP
y la de Hx. Sin embargo, debido a las variaciones en la cantidad inicial de
ATP presente en el musculo de diferentes pescados, parece poco probable
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que la determinacion individual del IMP o de la Hx, puedan dar informacion
precisa sobre la vida 0til restante en una especie de pescado determinada.
El valor K1, que mide principalmente la extension de la degradacién del IMP,
reduce esta variabilidad y ha sido establecido como un indicador de calidad y
frescura para un gran namero de especies de pescado (Ehira y Uchiyama,
1987). En la figura 9 se muestra la evolucion del valor K;. En todos los
tratamientos se observdO un importante incremento a lo largo del
almacenamiento, especialmente hasta el dia 6. Ozogul et al. (2006)
establecieron un valor K; de 72% cuando muestras de lubina fresca
alcanzaban el limite de aceptabilidad dado por un panel de catadores. En
este estudio ese valor se alcanz6 aproximadamente a los 6 dias de
almacenamiento, lo que pondria de manifiesto que las muestras ya estaban
fuera del rango de aceptabilidad. Esto concuerda con los analisis
microbioldgicos que se comentan a continuacion.

El analisis estadistico demostré que el agua electrolizada no tuvo efecto
significativo en la degradacion de nucledtidos y de sus metabolitos.

10 -
Ino
8 4 —+—C
o> M25
=6 - --£-M10'
(o]
g
24 - T
2 T-' = T
O T T 1 1
0 3 t(dias) ° 9
100
Ky
80 —=
5360 ’,I—"' - I
« 40 ~ —
20 M25
--k- M10
O T T T 1
3 6 g9
t (dias)

FIGURA 9. Evolucién del contenido en IMP, inosina, hipoxantina y valor Kj,
en lubina fresca durante el almacenamiento en refrigeracion. (Codigos de las
muestras dados en la figura 4).

En la tabla 5 se muestran los resultados del analisis multifactor realizado. Se
puede observar que el tratamiento no tuvo efecto significativo en la variacion
de los parametros fisicoquimicos evaluados, tal y como se ha descrito
anteriormente. El tiempo de almacenamiento afectdé especialmente al valor
Ki, (F-ratio = 74,36), lo que confirma que este pardmetro es un excelente
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indicador de la pérdida de frescura del pescado. No hubo interaccion entre el
tratamiento empleado y el tiempo de almacenamiento en ningun caso.

TABLA 5. Resultados del analisis multifactor (ANOVA) realizado para los
factores Tratamiento (T) y tiempo de almacenamiento (t).

T t T*t
F-ratio F-ratio F-ratio
pH 0,37 ns 1,33 ns 0,54 ns
Humedad 0,53 ns 0,92 ns 0,77 ns
NBVT 0,79 ns 9,51 ok 0,95 ns
indice del TBA 0,47 ns 3,83 * 0,19 ns
IMP 1,61 ns 38,29 1,68 ns
Ino 1,64 ns 3,34 ns 2,78 ns
Hx 1,31 ns 5,67 * 0,63 ns
Valor K 0,61 ns 74,36  *** 2,74 ns
Mesofilos 3,53 ns 96,73  *** 0,61 ns
Enterobacterias 4,00 * 21,65 ek 0,27 ns

*** n<0.001; ** p<0.01; * p<0.05; ns = no significativas

Evolucién de la calidad microbiolégica

La figura 10 muestra la evoluciéon de microorganismos mesofilos en las
distintas muestras de lubina fresca. Se puede observar un aumento durante
el almacenamiento, tanto en las muestras control como en las tratadas con
el agua electrolizada &cida. Considerando el limite legal de 6 ciclos
logaritmicos (CEE, 2005a), las tres muestras alcanzaron este valor antes de
los 6 dias de almacenamiento. Este hecho demuestra que el EAW no tuvo
ningun efecto en la conservacion de lubina, tal y como se ha demostrado en
la calidad fisico-quimica. Al comparar estos resultados con los obtenidos en
el estudio preliminar se observa que en el estudio previo, la muestra tratada
durante 2,5 min con EAW presentaba recuentos de mesofilos mucho méas
bajos que en el estudio definitivo.

En relacion al crecimiento de enterobacterias, en la figura 11 se observa
la misma tendencia descrita para mesdfilos. El limite de 10° cfu/g establecido
por la legislacion (CEE, 2005a) se super6é antes de los 6 dias de
almacenamiento, excepto para la muestra control. Estos resultados pondrian
de nuevo de manifiesto la incapacidad de los tratamientos realizados con
EAW para prolongar la vida util de lubina fresca almacenada en
refrigeracion.
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FIGURA 10. Evolucion de los recuentos de microorganismos mesofilos en
lubina fresca durante el almacenamiento en refrigeracion. (Cédigos de las
muestras dados en la figura 4). La linea horizontal corresponde al limite legal

establecido.
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FIGURA 11. Evolucion de los recuentos de enterobacterias en lubina fresca
durante el almacenamiento en refrigeracion. (Codigos de las muestras dados
en la figura 4). La linea horizontal corresponde al limite legal establecido.
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Debido a la discrepancia en los resultados obtenidos entre el estudio
preliminar y el estudio definitivo, en relacién al efecto conservante del EAW
sobre las muestras de pescado, se volvio a analizar el agua electrolizada
acida y se observd que todos los parametros evaluados se mantuvieron,
excepto el cloro libre que descendié a 0,14 ppm. Este hecho implica que el
agua electrolizada acida empleada en el estudio definitivo no contenia
practicamente cloro libre y, por tanto, el poder conservante sobre lubina
fresca observado en el estudio preliminar, Gnica y exclusivamente se debid
al alto contenido en cloro libre y no al alto potencial de oxido-reduccion,
como han determinado algunos autores (Rionder et al., 2000).

4. CONCLUSIONES

La evolucidbn de los parametros fisico-quimicos y microbioldgicos,
pusieron de manifiesto que la inmersion de hasta 10 min con agua
electrolizada acida con bajo contenido en cloro libre, no consigue prolongar
la vida util de lubina fresca en refrigeracion.

La inmersion en agua electrolizada &cida con un alto contenido en cloro
libre (55 ppm), durante un minimo de 2,5 min tiene un efecto inhibidor sobre
el crecimiento de microorganismos mesofilos en lubina almacenada en
refrigeracion. Sin embargo, cuando los niveles de cloro libre son similares a
los del agua de red, el EAW no ejerce ningun efecto en la conservaciéon de
esta especie de pescado, a pesar de su alto potencial de 6xido-reduccion y
de su bajo pH.
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