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Resumen

Como resultado de la creciente demanda de productos marinos frescos de calidad, la tecnologia
de alimentos ha desarrollado una gran diversidad de estrategias novedosas de refrigeracién que
han contribuido al desarrollollo continuado y a la innovacion en el sector. Entre las soluciones
tecnoldgicas propuestas, se encuentra el empleo de algas como potenciales elementos
antimicrobianos y antioxidantes. Algunos trabajos recogen ya resultados esperanzadores a partir
de diversas especies, muy abundantes en las costas gallegas debida a la acciéon de sus
componentes (terpenos, polifenoles, y florotaninos). En este proyecto hemos intentado comprobar
si existen diferencias significativas en la degradacion del musculo de caballa (Scomber scombrus),
una vez conservada en refrigeracion en un biofilm biodegradable incluyendo distintas
concentraciones de F. spiralis liofilizado. Puede abrir nuevos campos de investigacion en la misma
direccion y ser una solucion sostenible para el transporte, conservacion y exposicion de los

productos marinos.
Palabras clave

Investigacion, Fucus spiralis, refrigeracion, pescado, actividad microbiana, antioxidantes, gelatina,

biofilm.

Abstract

As a result of the growing demand for quality fresh marine products, food technology has developed
a great diversity of innovative refrigeration strategies that have contributed to continued
development and innovation in the sector. Among the proposed technological solutions is the use
of algae as potential source of antimicrobial and antioxidant elements. Some works already have
encouraging results from different species, very abundant in the Galician coast due to the action of
their polyphenolic components, etc. In this project we have tried to verify if there are significant
differences in the degradation of mackerel muscle (Scomber scombrus) when preserved in a
biofilm including lyophilized Fucus spiralis with different. The development of such strategy can
open new research fields in the same direction and be a sustainable solution for the transport,

conservation and exposure of marine products.
Keywords

Research, Fucus spiralis, refrigeration, fish, microbial activity, antioxidants, gelatin, biofilm.



Introduccion

En los ultimos afos, ha crecido la demanda de productos marinos frescos de alta calidad. Para
ello, la tecnologia de los alimentos, ha desarrollado una gran diversidad de estrategias novedosas
de refrigeracion, combinada con productos naturales biodegradables, que han contribuido al

desarrollo y a la innovacion en el sector’.

Uno de esos posibles sistemas de conservacion seria mantener el pescado refrigerado rodeado
de un “biofilm”, consistente en un “envoltorio” de glicerina con alginato, que le proporcionaria la
suficiente elasticidad para rodear al pescado fresco y mantenerlo relativamente aislado del
entorno. En esas laminas se ha integrado previamente un liofilizado de F. spiralis en distintas

concentraciones®.

Las algas han sido consideradas, en los ultimos afios, potenciales elementos antimicrobianos y
antioxidantes®. Algunos trabajos recogen ya resultados esperanzadores a partir de diversas
especies, muy abundantes en las costas gallegas. Su actividad se concretaria en su alto contenido
en terpenos, polifenoles, y florotaninos oligoméricos (Miranda et al)'. Se preparé un “biofilm”
impregnado del nombrado liofilizado de “F. spiralis” liofilizado, bien homogeneizado, que le podria
dar las caracteristicas que reducirian su enranciamiento o degradacion, dificultando, ademas el
ataque de microorganismos, fundamentalmente de origen bacteriano. El alga liofilizada se obtuvo
de una empresa gallega dedicada al trabajo y comercializacion de algas marinas y se homogenizé
con gelatina y alginato para obtener unas laminas flexibles® donde “empaquetar” el musculo de

pescado a estudiar y analizar®.

Diversos estudios en Galicia y fuera de Espafia han precedido este trabajo que nos anima a
seguir esa linea, con la finalidad de seguir avanzando en la mejora de la capacidad de
conservacion del pescado con productos naturales biodegradables que eviten la necesidad de
utilizar polimeros no biodegradables, aditivos sintéticos y exceso de tratamientos en frio con los
que el producto pierde, entre otras cualidades, partes de sus atributos organolépticos®® En este
proyecto intentaremos comprobar si existen diferencias significativas en la degradacion, con el

paso del tiempo, en el musculo de caballa, empleando diversas concentraciones de alga liofilizada.

Podria abrir nuevos campos de investigacion en la misma direccion y una solucion sostenible para

el transporte, conservacién y exposicion de los productos marinos.



Objetivos

Objetivo general del proyecto:

Estudiar la mejora de la calidad del pescado refrigerado a 4°C como consecuencia de la adicion

de F. spiralis liofilizado al biofilm.
Objetivos especificos:

1. Elaborar un protocolo lo mas sencillo posible en el laboratorio, para obtener peliculas de
gelatina con inclusién de F. spiralis liofilizado en diversas concentraciones: 0% (control), 5%,
y 20%.

2. Comprobar la inhibicion de la hidrélisis lipidica de origen enzimatico con distintas
concentraciones de F. spiralis liofilizado, incluido en laminas de gelatina, sobre el musculo de
pescado refrigerado.

3. Comprobar la inhibicién de la actividad microbiana con distintas concentraciones de F. spiralis
liofilizado, incluido en laminas de gelatina, sobre el musculo de pescado refrigerado.

4. Comprobar la inhibicién de la oxidacién lipidica de distintas concentraciones de F. spiralis
liofilizado, incluido en laminas de gelatina, sobre el musculo de pescado refrigerado.

5. Realizar analisis microbiolégicos que nos indiquen la capacidad de inhibir la actividad
microbiana, en el musculo de pescado refrigerado, en diversos periodos de tiempo y
concentraciones de F. spiralis liofilizado.

6. Intentar sugerir el modo de convertir las laminas de gelatina con F. spiralis liofilizado, en
laminas biodegradables comerciales, susceptibles de emplearse como envoltorio del pescado,

reemplazando a los plasticos, para la conservacién, transporte y exposicién del pescado.



Metodologia

Disefio y tipo de estudio: El objetivo primero, como indicamos arriba, es verificar las supuestas
propiedades antidegradantes contra la actividad de los enzimas enddgenos y los microrganismos
(bacterias), utilizando liofilizados del alga, F. spiralis. Para ello, describiremos en primer lugar la
preparacion de las laminas o biofilms, con F. spiralis liofilizado. A continuacién, detallaremos los
procedimientos analiticos realizados en el laboratorio. Lo relativo al estudio microbiolégico lo

hemos dejado reservado a los microbiélogos especialistas de la facultad de veterinaria de Lugo.

1. Preparacion de las laminas definitivas incluyendo el alga

1.1 Preparacion de las laminas contenedoras:

Lo primero que nos planteamos es como preparar el “biofilm” (en adelante /lamina) de origen
bioldgico (gelatina, mas alginato, mas extracto de F. spiralis), y el nimero de ldminas necesario
para envolver todas las muestras. Es una opcion que se plantea en los estudios de nuevos
envoltorios biodegradables para uso comercial” Para ello, en primer lugar, hemos de preparar del

hidrogel de alginato oxidado, gelatina y F. spiralis liofilizado®.
1.2 Preparacion del hidrogel

Preparamos el alginato liofilizado, como se indica en la Figura 1: Seguimos la técnica de
Balakrishnan (2005)°.

A continuacion, preparamos el “envoltorio” de glicerina con alginato, conteniendo diversas
concentraciones de F. spiralis liofilizado, que supusimos proporcionaria a las muestras la suficiente
proteccion y elasticidad para cubrir el masculo del pescado fresco refrigerado y mantenerlo
relativamente aislado del entorno™. Las Iaminas de gelatina con alginato las hemos preparado en
el laboratorio del centro. Se elaboraron incluyendo 50 g de gelatina (al 10%), en 475 ml de NAOH
0,01 M (con el objetivo de darle un ligero caracter basico), La disolucion contiene glicerol y alginato
que proporcionan cierta elasticidad al biofilm, evitando su fragmentacion. Se tomaron muestras los

dias 0, 2, 6 y 9 del musculo de caballa refrigerada.

Otro aspecto a considerar eran las concentraciones de extracto liofilizado de F. spiralis que
impregnarian los biofilms para analizar las muestras. El F. spiralis liofilizado ha sido proporcionado
por una empresa gallega comercializadora de algas. Se aplicé a la gelatina en diversas

concentraciones: 0% (control); 5% (muestras 2) y 20% (muestras 3)."



SINTESIS DE ALGINATO OXIDADO
(Balakrishnan, 2005)
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Figura 1: Procedimiento y técnica de sintesis de alginato oxidado. (Balakrishnan, 2005)



PREPARACION BIOFILM

Observaciones: Cantidades calculadas para preparar una solucién de gelatina de 1000m|
para 4 bandejas de =250ml cada una

CANTIDAD DE LAMINAS
CONTROL GELATINA 6 uds -CONTROL 10%
» 100g Gelatina 6 uds -FUCUS 5%
» 950 ml NaOH 0.01M 6 uds -FUCUS 20%

Disolucién NaOH 0.01M “YA PREPRARADA”
» 400mg Sosa/1l H,0d

FUCUS 5%
2,5g FUCUS LIOFILIZADO
50 ml
FUCUS 20% NaOH 0.01M
20g FUCUS LIOFILIZADO
Agitacién suave y 40°C \L
20min
|
l > Sg/SOmI NaOH 0.01M
\ “Cuando esté casi disuelta la Gelatina”
\ <« Disolucién Alginato oxidado
'*,\ 5% de la cantidad de proteina.
) C——
20 min
» 30g Glicerol

30% de la cantidad de proteina

‘

20 min

48h 45°C comprobar que esté polilmerizado
Bandeja perfectamente nivelada

Figura 2: Preparacién de Laminas de Gelatina + Alginato con Fucus.

1.3. Preparacion de las laminas:

Para hacer los biofilms necesitamos alginato oxidado. Este evitara en la disolucion final que los

biofilms, al evaporarse el agua de las bandejas, queden adheridos al fondo de la bandeja.



Para cada bandeja necesitamos aproximadamente 1,25 g de alginato oxidado.
10 g de alginato de sodio permiten preparar 8 biofilms (8 bandejas):

Disolvemos 10 g de Alginato de sodio en una disolucion de 100ml| de etanol en agua destilada

(1:1). En un vaso de precipitados.
Agitamos (agitador) 30 min a temperatura ambiente.

A continuacion, afadimos a la solucién 3,25 g de periodato potasico (KIO.). Es el que va a
provocar la oxidacion de la disolucion. Se agita en oscuridad (todo el vaso recubierto de papel de
aluminio) entre 4 y 6 horas. A continuacion, se distribuye la disolucion en bolsas de diélisis que
se introducen en agua destilada, en un vaso de 2,5 litros. Las membranas de dialisis de las bolsas
son de 3,5 kDa (kilodalton). Con esto eliminamos el peryodato potasico. Se dejan 48 h con agitador
y con el vaso cubierto de papel de aluminio tapando la boca. Al cabo de 48 h, el dializado que
queda en las bolsitas de dialisis se pasa a tubos de liofilizacion. Se introduce en camara de

congelacion a -70°C.

A las 24 h se llevan los tubos de liofilizacion al liofilizador que debe estar preparado con su.
presion negativa y temperatura de congelacion. El liofilizador después de 48 h deja en los tubos

(al extraer el congelado del tubo) el Alginato oxidado liofilizado (en polvo).

Hemos obtenido en teoria 10 g de Alginato oxidado. En la practica suele quedar reducido a 8 g.

que nos permitira usarlo para obtener unos 6 biofilms (8/6= 1,3 g).

Preparamos primero el control, disolviendo 100 g de gelatina en una disolucién de sosa 0,01 M
(400 mg de sosa en 1 | de H0).

Homogeneizamos.
1.4. Preparacion de disoluciones problema para laminas con F. spiralis

Repartimos en dos matraces de 500 ml NaOH 0,01 M, previamente preparada, afiadiendo en uno
25 g de F. spiralis liofilizado y en otro 100 g, quedandonos las dos disoluciones respectivamente
al 5% y al 20%.

Homogeneizamos a 40°C durante 20 minutos.

Una vez disuelta la gelatina, afhadimos la disolucién de alginato oxidado liofilizado al 10% m/v y

homogeneizamos durante 20 min.



A continuacion, se vierte la solucion en las bandejas (unos 250 ml por bandeja). Se dejan es estufa

48 horas a 45°C hasta comprobar que todo esté polimerizado.

Ya tenemos listas las laminas para envolver las muestras de musculo de pescado en ellas: 3

muestras en cada lamina o biofilm. Para ello, necesitaremos, al menos, preparar 20 laminas.

En la tabla 1 se exponen estos datos:

MUESTREOS FECHAS LAMINAS TOTAL 18
3 muestras estériles Lugo 2 caballas
INICIAL 10/9/19 Martes |
3 muestras estériles Vigo 2 caballas
1 Lugo con 3 muestra|1 Lugo con 3 muestra|1 Lugo con 3 muestras 3 Lugo x3 muestras 9 muestras 6 caballas
DIA 2 (segundd 12/9/19 Jueves 6 LAMINAS
1Vigocon3 muestra41 Vigo con 3 muestra41 Vigo con 3 muestras| 3Vigo x3 muestras 9 muestras 6 caballas
1 Lugo con 3 muestra|1 Lugo con 3 muestra|1 Lugo con 3 muestras 3 Lugo x3 muestras 9 muestras 6 caballas
DIA6 (sexto) | 16/9/19 [Lunes 6 LAMINAS
1Vigocon3 muestrah Vigo con 3 muestr341 Vigo con 3 muestras| 3Vigo x3 muestras 9 muestras 6 caballas
1 Lugo con 3 muestra|1 Lugo con 3 muestra|1 Lugo con 3 muestras 3 Lugo x3 muestras 9 muestras 6 caballas
DIA 9 (noveno] 19/9/19 [Jueves 6 LAMINAS
1Vigocon3 muestra41 Vigo con 3 muestras{l Vigo con 3 muestras| 3Vigo x3 muestras 9 muestras 6 caballas
6 54 TOTAL
|6 iniciales |54 muestras 60 muestras o filetes
2 muest 1 caballa Total:| TOTAL
30 caballas
Tabla1

Tabla 1: Biofilms utilizados y numero de muestras

2. Pescado “problema”:

El pescado elegido fue caballa (Scomber scombrus) capturada en las cercanias de la ria de Vigo.
Fue adquirida el mismo dia de preparacion de las muestras, en la lonja del puerto pesquero.
Necesitabamos utilizar 60 muestras para los distintos analisis a realizar. Cada muestra era un
filete de caballa, tres en cada lamina. El fileteado se hizo a mano el dia 0 (martes 10 de
septiembre), obteniéndose 3 filetes por cada ejemplar de caballa. Como explica la tabla 1, son 6
muestras en la fecha 0, sin tratamiento. De ellas 3 se envian al laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Veterinaria de Lugo, donde se realiza el analisis microbioldgico. Otras 3 se quedan
en nuestro laboratorio para los analisis bioquimicos. Para cada muestreo de los dias 2, 6 y 9 se
necesitan 3 de para Lugo y 3 para Vigo (Control; F. spiralis al 5% y F. spiralis al 20%); en total 18
muestras por dia de muestreo. Al ser 3 dias de muestreo, el total son 54 muestras, que mas las 6

iniciales hacen 60.
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3. Analiticas realizadas

3.1 Humedad:

El contenido de agua del musculo se estimo por diferencia de pesada entre el musculo intacto y
el musculo deshidratado durante 24 h, en una estufa a 97 °C. Este procedimiento esta basado en
el método oficial de la AOAC (7985).

Materiales:

Balanza de precision (0,001 mg),
Estufa de desecacion.
Desecador con silicagel.
Muestra de musculo de pescado
Procedimiento:

Se pesaron capsulas de papel de aluminio libres de humedad, y en cada una de ellas se
incorporaron 0,7-1,0 g de musculo, anotando el peso exacto. Las capsulas se mantuvieron en una
estufa a 97 °C durante al menos 24 h, periodo necesario para que la muestras alcancen peso
constante. Las capsulas se dejaron enfriar en un desecador y posteriormente se pesaron. La
humedad, o contenido de agua, se calcul6 mediante la diferencia de peso del musculo antes y

después de haber sido deshidratado.

El contenido de agua se expresd como los gramos de agua por cada 1000 g de musculo.
Calculo:

Contenido de humedad (tanto por mil) = 1000(((B-A) - (C-A))/(B-A))

Donde:

A = Peso del contenedor (papel de aluminio) g.

B = Peso del contenedor mas muestra humeda.

C = Peso del contenedor mas muestra seca.
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3.2 Analisis de lipidos.
3.2.1 Lipidos totales:

“Extracto de Bligh and Dyer'": Con él, obtuvimos un extracto de lipidos a partir del musculo de
caballa: Asi pudimos determinar los lipidos totales en musculo, ademas de, poder trabajar con
extractos de lipidos, a partir del musculo.

Disolventes y reactivos:

Diclorometano CH.Cl, (Normapur-Analar Prolabo)
Metanol CH3OH (Normapur-Analar Prolabo)

Sulfato sédico anhidro Na;SO. (Normapur-Analar Prolabo): Higroscopico: se utiliza como
desecante.

En la figura 3 se detalla el procedimiento.
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EXTRACTO Bligh and Dyer

DISOLVENTE

» Diclorometano CH2Cl2 (Normapur-Analar Prolabo)
» Metanol CH3OH (Normapur-Analar Prolabo)

» Sulfato Sédico Anhidro Na2SO3 (Normapur-Analar Prolabo)

PROCEDIMIENTO:
. 4g musculo (anotar peso)

8ml Metanol
\y 4ml Diclorometano

30" 8000 rpm
» Limpiar con pinzas

.

4ml Diclorometano
4ml H>0d

307 8000 rpm
» Limpiar desmontando véstago

ir

10 minutos
3250 rppm=2458 g
4°C

-5

V H
- F.Acuosa

" Fluorescencia

F.Organica

\—

v
4ml Metanol
4ml Diclorometano
2ml H20d

v

3

10 minutos
3250 rpm = 2458 g
4°C

F.Acuosa
Desechar

\ 4

4
L4
z

¥

Aiadir Na2SO4 anhidro
(Eneltuboy en el filtro)

v
)

|

Llevar a volumen filtrando
(Normalmente 13ml)

Lavando con CH2Cl2

(2ml x 3veces)

Guardar extracto en
tubos de 25ml que cierre
bien con parafilm

Figura 3: Obtencion del extracto de Bligh and Dyer
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3.2.2 Acidos grasos libres en muasculo

Cuantificar la hidrdlisis de triglicéridos y fosfolipidos en musculo y membranas a partir de las
lipasas y fosfolipasas enddgenas y microbianas. Se midié por la formacién de acidos grasos

libres™. Con estos métodos se empled espectrofotometria visible y ultravioleta.

3.2.3 indice de peréxidos (oxidacién primaria)' '°

Se sigui6 el modelo de Piedrahita Marquez, citado, que actualiza el original (Chapman y Mackay)*®.
El contenido de perdxidos, producto de la reaccion entre las grasas presentes en el aceite y el
oxigeno, define su estado de oxidacion primaria y nos da por tanto un parametro de su tendencia
al enranciamiento. Las causas principales del enranciamiento de una grasa, en condiciones
normales, son la exposicion prolongada al aire (O2), unida a temperaturas elevadas y a la accion
directa de la luz solar.

Cuando se realiza el método oficial, la muestra problema, disuelta en acido acético y cloroformo,
se trata con una disolucién de yoduro potasico saturada. El yodo liberado se valora con una

disolucion de tiosulfato sddico hasta el viraje del almidén.

CH3 CH3; CH3
CH CH CH __ 0o
BRI
cH /
CH ; G, 1O
COOH COOH COOH

Figura 4: Formacién de peroxidos. (Fuente Rodriguez et al., 2010)

3.2.4 indice del acido tiobarbiturico (i-TBA) (oxidacion secundaria por determinacién de

aldehidos)"’,".

Resultado de la descomposicion de los perédxidos en aldehidos (malondialdehido), cetonas,

acidos, etc. resulta la oxidacion secundaria.

Para determinar el dafo oxidativo de los lipidos, el método Vyncke (1970) es el mas comunmente

utilizado. El malondialdehido (MDA) es uno de los productos finales de bajo peso molecular,
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formados por la descomposicion de ciertos productos de peroxidacion lipidica primaria y
secundaria. A bajo pH y temperatura elevada, el MDA participa con facilidad en la reaccion de
adicion nucledfila, con acido 2-tiobarbiturico (TBA), generando un rojo fluorescente aducto 1:2
MDA:TBA de color rosado intenso. Los “aductos” cromégenos de MDA-TBA son muy estables y
se pueden cuantificar por espectrofotometria de absorcién visible, en absorbancia a 532 nm.
Utilizamos un extracto de musculo de 10 g en 50 ml de TCA al 5%. Tomamos una alicuota del
extracto de 5 ml (m/v) + 5 ml de reactivo TBA 0,02 M. (Recta de calibrado patron:
Tetraetoxipropano + 5 ml TCA 5% (m/v)).

(0] N S
(o) (8] 1
n It + 2 |5 2
HC — CH2 — CH 5 4/3N
0
MDA TBA
ACID
(HEAT)
N OH HO N SH
5 D
I + 2H20
OH OH

1:2 MDA:TBA PIGMENT

Figura 5: Malondialdehido + TBA. (Fuente: Researchgate: uploaded by Emilio Gonzdlez-Garcia)
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Extracto con TCA (4cido tricloroacético): Muy utilizado en bioguimica por su propiedad de precipitar
macromoléculas, como proteinas, acido desoxirribonucleico (ADN) y dcido ribonucleico (ARN).

Deriva del 4cido acético al reemplazar los 3 H por 3 dtomos de Cl.

O O
Cl, y:
HC J > oicCon

\ |
OH Cl

DISOLVENTES: 5 g de TCA en 100 ml de agua destilada.
PROCEDIMIENTO:
1. 10 g de musculo picado se afiade a vaso de precipitados con 30 ml de TCA al 5% y se mantiene en hielo.

2. Se homogeiniza en ultraturrax 45” ULTRA-TURRAX:

(Instrumento de dispersion de alto rendimiento para volimenes de 1 a 2.000 ml (H20) con indicador digital de
velocidad. Ofrece un amplio rango de velocidades de 3.000 a 25.000 rpm que permite a los usuarios trabajar a
velocidades circunferenciales elevadas. Su funcion la homogeneizacién de muestras).

3. Se enfria en el congelador a -202C durante 15 min.

4. Se lava el vaso con TCA Frio hasta enrasar a volumen de 50 ml.

Figura 6: Obtencion del extracto de dcido tricloroacético. Fuente: Vyncke, W. 1970
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Induccion

Formacion de

peroxidos
(no se
percibe olor
a rancio)
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(fuerte percepcion
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Oxigeno en el
aceite
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Figura 7: Oxidacion lipidica primaria y secundaria (Badui 2006. Ver nota 29).

3.2.5 Compuestos de interaccion entre productos de oxidacién lipidica y compuestos

nucleéfilos (oxidacion terciaria)'® 2% 2’

Son compuestos de interaccion entre lipidos oxidados y restos proteicos.

El método tiene como fundamento la medida de los compuestos fluorescentes

23,24

resultantes de

la interaccion de los productos de oxidacién lipidica con los compuestos que tienen grupos aminos

libres (Aubourg, 1999). La interaccion de los aldehidos con los grupos aminos de las proteinas

origina complejos de interaccion que son solubles en medios acuosos.

El contenido de los compuestos fluorescentes se midié en la fase acuosa obtenida durante el

proceso de extraccidon de los lipidos totales, descrito anteriormente, siguiendo el procedimiento
indicado antes (Bligh, W. J. Dyer, 1959).

Se midieron con espectrofotometria de fluorescencia®®,?. (Perkin + EiImer LS 3B).
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4. Analisis microbioldgicos:

Se llevaron a cabo en los laboratorios de Microbiologia de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Santiago de Compostela (Campus de Lugo). Las distintas muestras fueron
sometidas a analisis microbioldgicos para dilucidar los efectos de los tratamientos empleados,
sobre la microbiota presente. Se estudiaron:

Aerobios mesofilos.
Psicotrofos.
Proteoliticos.
Lipoliticos.

Anaerobios.
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Resultados

A-Andlisis fisicoquimicos

A-1 Humedad: Determinacion del contenido en agua en musculo de caballa refrigerada y

conservada bajo distintas condiciones de envasado

Agua (g kg musculo)

Tiempo de refrigeracion (dias)

Muestra
0 2 6 9
610.1 556.7 438.7
Control
(9.51) (81.69) (31.97)
742.2 616.0 553.3 501.1
Diluida
(18.1) (11.8) (25.2) (27.5)
645.8 592.98 553.1
Concentrada
(25.4) (12.9) (18.9)

Tabla 2: gramos de agua/Kg de musculo de pescado

800
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(S e)}
o O
o O

30

o

Agua (g K-1 musc)
N P
o o
o o

10

o O

Agua (g kg! muasculo)

0 2 6

m Cont. mDil. mConc.

Tiempo de refrigeracién (dias)

Fig. 8.Humedad: Determinacion del contenido en agua en musculo de caballa refrigerada y

conservada bajo distintas condiciones de envasado. (Fuente propia. IIM Vigo)
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A-2 Lipidos totales: Determinacion del contenido en lipidos en musculo de caballa
refrigerada y conservada bajo distintas condiciones de envasado

Lips (g kg-1 musc)

Tiempo (dias)
Muestra
0 2 6 9
93.84 96.50 161.95
Control
(45.4) (65.95) (15.07)
2477 98.27 124 .42 129.13
Dil
(16.80) (16.76) (44.53) (23.75)
74.41 89.37 91.48
Conc
(8.20) (33.17) (55.01)

Tabla 3: Determinacion del contenido en lipidos en musculo de caballa refrigerada y conservada bajo
distintas condiciones de envasado

Lipidos totales g Kg-1 musc

161,95

124,42 29,13
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Fig. 9. Lipidos totales: Determinacion del contenido en lipidos en musculo de caballa refrigerada y

conservada bajo distintas condiciones de envasado. (Fuente: Idem que figura anterior)

20



A-3 Evolucidn del contenido en acidos grasos libres en musculo de caballa refrigerada
y conservada bajo distintas condiciones de envasado

AGL (mg kg musculo)

Tiempo (dias)
Muestra
0 2 6 9
56.28 588.65 77712
Control
(0.45) (231.00) (18.12)
74.4 78.64 472.72 800.42
Dil
(40.32) (6.72) (35.60) (45.03)
52.08 554.28 640.5
Conc
(0.82) (166.00) (165.00)

Tabla 4: Acidos grasos libres en misculo (mg kg-1 musc)

Acidos grasos libres en musculo

900
800
700

600

500
400
300
200
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0
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Figura 10: Evolucién del contenido en acidos grasos libres en musculo de caballa refrigerada y

conservada bajo distintas condiciones de envasado. (Fuente: Idem que figura anterior)



A-4 Evolucion del indice de peréxidos (oxidacion primaria) en musculo de
caballa refrigerada y conservada bajo distintas condiciones de envasado

Tiempo (dias)
Muestra
0 2 6 9
2.34 13.14 13.87
Control
(0.41) (5.40) (3.68)
3.99 1.31 15.26 23.60
Dil
(3.61) (0.63) (7.33) (6.39)
2.44 24.56 39.38
Conc
(0.45) (6.36) (24.13)

Tabla 5: Indice de peréxidos

indice de peréxidos (oxidacién primaria)

5
o NN [ J— III III
0 2 6 9

Dias en biofilm

indice de perdxidos
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Figura 11. Evolucién del indice de peréxidos (oxidacién primaria) en musculo de caballa refrigerada y
conservada bajo distintas condiciones de envasado. (Fuente : Idem que Figura anterior)



A-5 Evolucion del indice del acido tiobarbiturico (oxidacion secundaria) en musculo de
caballa refrigerada y conservada bajo distintas condiciones de envasado

Tiempo (dias)
Muestra
0 2 6 9
0.52 2.59 3.65
Control
(0.38) (0.28) (0.70)
0.03 0.55 3.11 5.76
Dil
(0.03) (0.03) (1.03) (1.12)
0.86 3.81 8.64
Conc
(0.20) (0.47) (1.01)

Tabla 6: Indice del dcido tiobarbitirico

=
o

indice TBA

O P N W & U O N 00 ©

Figura 12. Evolucién del indice del dcido tiobarbiturico (oxidacion secundaria) en musculo de caballa

i-TBA (oxidacion secundaria)

2 6 9

Dias en biofilm

H Cont. mDil. mConc.

refrigerada y conservada bajo distintas condiciones de envasado. (Fuente : Idem que Figura anterior)
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A-6 Compuestos de interaccion entre productos de oxidacion lipidica y compuestos
nucleofilos (oxidacion terciaria), medidos por fluorescencia

Fluo aq
Tiempo (dias)
Muestra
0 2 6 9
9.24 11.46 15.59
Control
(3.50) (5.27) (5.94)
2.34 9.11 13.82 16.45
Dil
(0.90) (4.92) (5.72) (3.27)
11.45 8.60 9.48
Conc
(4.96) (4.01) (1.03)

Tabla 7: Fluorescencia fase acuosa

Fluorescencia-interaccion aldehidos y aminas
(oxidacion terciaria)

0 2 6 9

Dias en biofilm
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Figura 13. Compuestos de interaccion entre productos de oxidacion lipidica y compuestos nucleodfilos
(oxidacioén terciaria), medidos por fluorescencia. (Fuente : Idem que Figura anterior)



B. Analisis microbiolégicos

B-1 Aerobios mesofilos.

Mesof
Tiempo (dias)
Muestra 0 2 6 9
2.74 2.16 3.87
Control
(0.24) (0.28) (0.51)
2.91 2.16 2.46 3.07
Dil
(0.54) (0.28) (0.15) (0.40)
2.36 2.56 2.97
Conc
(0.32) (0.54) (0.35)

Tabla 8: UFC: Aerobios mesofilos

Aerobios mesofilos

2 6

Dias en biofilm

4,5
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N
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P
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Figura14. Aerobios mesofilos. (Fuente Dpto. Microbiologia. Fac. Veterinaria. UDC)
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B-2 Psicotrofos

Psicrotrs
Tiempo (dias)
Muestra 0 2 6 9
2.78 2.00 3.08
Control
(0.16) (0.00) (0.19)
2.56 2.30 2.10 2.71
Dil
(0.24) (0.30) (0.17) (0.13)
2.43 2.16 2.65
Conc
(0.23) (0.28) (0.15)
Tabla 9: UFC: Psicotrofos
Psicrotrofos
3,5
3
2,5
2 2
o
E§ 1,5
1
0,5
0
0 2 6 9

Dias en biofilm

m Cont. mDil. mConc.

Figura 15 . Psicotrofos. (Fuente : Idem que Figura anterior)
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B-3 Proteoliticos

Proteols
Tiempo (dias)
Muestra
0 2 6 9
2.16 2.00 3.53
Control
(0.28) (0.00) (0.68)
2.00 2.33 2.00 2.72
Dil
(0.00) (0.58) (0.00) (0.10)
2.10 2.00 3.15
Conc
(0.17) (0.00) (0.83)

Tabla 10: UFC: Proteoliticos

Proteoliticos
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Figura16. UFC: Proteoliticos. (Fuente : Idem que Figura anterior)



B-4 Lipoliticos

Lipolits
Tiempo (dias)
Muestra
0 2 6 9
2.00 2.00 3.13
Control
(0.00) (0.00) (0.31)
2.00 2.00 2.00 2.72
Dil
(0.00) (0.00) (0.00) (0.10)
2.00 2.00 2.74
Conc
(0.00) (0.00) (0.13)

Tabla 11: UFC: Lipoliticos

Lipoliticos
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Figura 17. Lipoliticos. (Fuente: Idem que Figura anterior)
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B-5 Anaerobios

Anaerobs
Tiempo (dias)
Muestra
0 2 6 9
2.42 2.36 2.92
Control
(0.39) (0.39) (0.35)
2.62 2.39 2.30 2.60
Dil
(0.28) (0.35) (0.30) (0.21)
2.30 2.46 2.52
Conc
(0.00) (0.56) (0.24)

Tabla 12: UFC: Anaerobios

Anaerobios

3,5

3

2,5
(%]

S 2
9

c 15
<

1

0,5

0

0 2 6

Dias en biofilm

m Cont. mDil. mConc.

Figura 18: Anaerobios. (Fuente: Idem que Figura anterior)
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Discusion
Para analizar mejor los resultados hemos expresado los resultados, ademas de en tablas, en

graficos que nos permitan ver mejor la evolucion de los distintos parametros:

Agua y Lipidos totales

El porcentaje de grasa y agua constituyen normalmente el 80% del filete, por lo que se acepta
que entre los contenidos de estos constituyentes existe una proporcionalidad que puede ser
utilizada para saber de forma aproximada el porcentaje de lipidos en funcion del contenido de
agua (Garcia Soto, B. 2015,%"). Comprobamos, efectivamente, que sumando ambos valores,

nos aproximamos, en todos los casos, al 80% del total (Figuras 8 y 9).

Los lipidos totales en origen, varian segun la época del aino, alimentacion y las condiciones
fisiologicas del pescado, pero, como vemos en los graficos, manteniendo esa relaciéon con el
contenido de agua (Araneda, M. 2018,%°),(Garcia Soto, B. 2015,%)

Existen dos grupos de lipidos que destacan por su abundancia en los pescados 6seos: Los
fosfoglicéridos, o lipidos estructurales componentes de la membrana celular y los triglicéridos
con la mision de ser almacén de energia en forma de depdsitos de grasa. En el caso de la
caballa, al ser pescado graso, se acumulan, ademas de en el higado, como en los magros, en
células grasas por todo el cuerpo, en especial en el tejido subcutaneo de los musculos del
vientre, aletas y cola (Garcia Soto, B. 2015,%").

Los valores de lipidos totales manifiestan una reduccion notable en las muestras de mayor
contenido en F. spiralis (Figura 9). La causa es la disminucién de su contenido en agua. Las
cantidades en las muestras tras los nueve dias en biofilm mantienen las proporciones lipidicas
encontradas en la bibliografia (Pereda et al. 2019,%).

Los componentes lipidicos son los que sufren una mayor variacion estacional, con acidos
grasos, que, a diferencia de los mamiferos, son de cadena larga con alto grado de insaturacion
(Huss,?®). Son el resultado de la hidrdlisis lipidica (triglicéridos y fosfoglicéridos) causada por las
lipasas y fosfolipasas endégenas y microbianas. Esta hidrdlisis es sintoma claro de
degradacion en el almacenamiento (Aubourg, 1999'%). Cuando se produce la muerte del
organismo, dichas enzimas pasan a realizar su actividad de forma mas facil, pudiendo dividirse
esta actividad en hidrolitica y oxidativa (Garcia Soto et al,?) . La actividad hidrolitica de las
lipasas y fosfolipasas, originan acidos grasos libres, fundamentalmente acidos grasos
poliinsaturados (w-3 y w-6), los denominados (PUFA’s - Poly-Unsaturated Fatty Acids-), que

son facilmente oxidables, y, por tanto susceptibles de ser deteriorados, como luego veremos.
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Ademas se originan otros productos de hidrolisis como diglicéridos, monoglicéridos, bases
aminadas, etc. Estas moléculas son muy reactivas, pudiendo interaccionar con otros
constituyentes del musculo, como por ejemplo proteinas, facilitando su desnaturalizacion y

produciendo incluso un descenso del valor nutricional (Garcia Soto et al,?).

En nuesto caso, se aprecia un incremento importante de los AGL a partir del dia sexto. En
cualquier caso se aprecia la menor incidencia de la actividad lipolitica, en el pescado con

mayor concentracion de F. spiralis (Figura 10).

Oxidacion lipidica

El desarrollo de la oxidacion lipidica se midié a través de tres parametros: indice de peroxidos,
acido tiobarbiturico, y fluorescencia de interaccion aldehidos-aminas, correspondientes a la
oxidacion primaria, secundaria, y terciaria, respectivamente. Los tres indices reflejan un
incremento progresivo como resultado del avance del tiempo de conservacion en todas las
muestras (Figuras 11, 12 y 13). Es notable el incremento de la oxidacion primaria y secundaria
a partir del dia sexto (Fig. 11-12) en correspondencia con el aumento comentado de AGL (Fig.
7).

En los dos primeros casos, oxidacion primaria y secundaria, los resultados no coinciden con lo
esperado, dado que es, precisamente, en las laminas de mayor concentracion de F. spiralis
donde se refleja un mayor indice de oxidacion (Fig. 11 y 12). Sin embargo esto contrasta con
los resultados de la oxidacion terciaria, en los que se manifiesta una clara disminucién de la
misma en los biofilms de F. spiralis concentrado (Figura 13). Segun Badui, (Badui, 2006%°), la
prueba del indice de peréxidos solo es representativa en las primeras etapas de la oxidacién de
grasas, sin que se manifieste el enranciamiento. Por ello podriamos considerar excluido este
parametro en una primera aproximacion. Dado que el grado de oxidacion terciaria deberia ser
mayor, consecuencia de la oxidacién primaria y secundaria, y la bibliografia sostiene que es el
elemeto mas eficaz para determinar la oxidacion (Garcia-Soto, B. et al. 2015)?, podemos
interpretar que este resultado de fluorescencia acuosa son los resultados de oxidacion mas
fiables, (oxidacion terciaria), que reflejan la disminucién en la oxidacion de las muestras con F.

spiralis.

Asimismo, los resultados obtenidos inducen a pensar que la presencia del alga en el biofilm ha
favorecido la no descomposicion de los productos de oxidacion primaria y secundaria, con lo
que sus contenidos han sido mayores y por tanto la presencia del alga ha favorecido una
menor formacién de compuestos de interaccion (compuestos fluorescentes). Este resultado es

muy interesante ya que se evitara parcialmente la alteracion de compuestos con funciones
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nucledfilas de tipo aminico o sulfhidrica, como la lisina y la metionina, que son importantes

aminoacidos esenciales.

Microbiologia
Los recuentos de bacterias mesofilas son de escaso valor a la hora de predecir la vida util de
un alimento conservado en refrigeracion, ya que muchos microorganismos mesofilos no crecen

a temperaturas por debajo de los 5°C.

A pesar de eso, se incrementan con el paso del tiempo. Sin embargo, en las laminas con F.
spiralis (en ambas concentraciones) se mantienen igual que el dia cero. En el caso de laminas
control se incrementan notablemente, a pesar de estar almacenadas a la misma temperatura.

Queda de manifiesto la eficacia de la acciéon antimicrobiana del F. spiralis.

En los psicrétrofos, cuya temperatura de crecimiento es posible entre 0 y 5°C, como en
nuestras muestras, se percibe igualmente la actividad antimicrobiana del F. spiralis. Las UFC
en el dia 9 sdlo crecen con notoriedad en las muestras control sin F. spiralis. En las muestras
con F. spiralis, y especialmente en las de mas concentracion, se mantienen casi constantes. En
este caso si que volvemos a valorar la eficacia del alga en la inhibicion del crecimiento

microbiano.

Las bacterias proteoliticas Gram negativas suelen provocar un metabolismo desequilibrado de
las proteinas resultando sustancias potencialmente téxicas (aminas, amoniaco, escatol, etc.).
Hasta el dia sexto permanecen en niveles controlados en nuestras condiciones de
conservacion. En el dia noveno el crecimiento de UFC es ya mayor, pero siempre en menor

cantidad en bacterias conservadas en F. spiralis (Figura 16).

Como en los casos anteriores, y de acuerdo con la bibliografia (Miranda, J, et al)' se observa la
mejoran la conservacion de aquellas muestras conservadas en F. spiralis, tanto de lipoliticos

como de anaerobios.
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Conclusiones

Como conclusiones podemos destacar los siguiente:

1. En el caso de agua, lipidos totales y acidos grasos libres los resultados manifiestan los
mejores resultados en la conservacion el biofilms con F. spiralis. Se mantiene mejor la
humedad, y la concentracion de lipidos totales y acidos grasos libres es menor.

2. Enrelacién a la oxidacion lipidica la prueba mas determinante citada por la bibliografia
es la de fluorescencia acuosa, que en nuestro caso coincide con ser la que manifiesta
menor crecimiento en los biofilms con F. spiralis.

3. En relacion con la actividad microbiana, en todos los casos, los resultados de los
analisis de la actividad antimicrobiana manifiestan mejores resultados con las laminas
con F. spiralis.

4. Quiza podemos destacar la necesidad de mejorar la “calidad” de los biofilms, en
relacion con su consistencia y elasticidad para mejorar su futuro manejo en el transporte
y almacenamiento del pescado.

5. En conclusién, podemos afirmar, como deciamos en la introduccion, que las
investigaciones realizadas en estudios anteriores, pueden confirmarse con nuestro
trabajo. Seria importante seguir estas lineas de investigacion, para que, mejorando las

técnicas progresivamente, se vayan confirmando y mejorando los resultados.
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