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Abstract: In the aquaculture industry, fish are stunned using a wide range of methods, but all of 

them trigger stress responses and affect the fish flesh quality. Chilled water is considered one of the 

most efficient methods, but even this is not a stress‐free experience for the fish. Anesthetics included 

in the ice slurry or in water could decrease this stress and delay the loss of flesh quality. In this work, 

we analyze the effect of clove oil (CO) nanoencapsulated in β‐cyclodextrins (β‐CD) (CO + β‐CD), 

incorporated in the stunning bath, on the stress response and the organoleptic attributes of fresh 

marine and freshwater fish from four economically important fish species: Atlantic salmon, European 

seabass, Nile tilapia, and Rainbow trout. CO + β‐CD reduces the time required to induce anesthesia, 

independently of water salinity, habitat or water temperature. The plasmatic glucose and cortisol 

levels decreased  in  all  four  species,  although  the  concentrations of CO varied between  species. 

Moreover, plasmatic lactate level differed between the marine and freshwater fish. The use of CO + 

β‐CD extended the shelf life of fish from all the species studied (by 3–7 days). In conclusion, using 

CO  encapsulated  in  β‐CD  for  anesthetizing  fish  can be  regarded  as  an  improved  fish‐stunning 

technique that reduces the anesthesia‐induction time, decreases the stress response, and extends the 

shelf life of fresh fish. 
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1. Introduction 

In aquaculture, it is well‐known that fish are exposed to several levels of stress during handling 

and  transport, and as a  result of  stocking density and pre‐slaughter procedures  [1–4]. The  stress 

response  triggers  the  activation  of  the  hypothalamo–pituitary–interrenal  and  hypothalamus–

sympathetic–chromaffin  axis, which  releases  corticosteroids  (mainly  cortisol)  and  catecholamines 
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into the circulatory system [4]. The release of these hormones drives metabolic and ionic changes that 

help fish to survive under stress conditions, but can cause alteration in the flesh quality [1]. 

Chilled  water  is  frequently  used  for  decreasing  the  stunning  time  and  minimizing  the 

physiological alterations that may occur because of the stress experienced by fish, thus improving 

fish welfare and the quality of the resulting product [1]. However, the immersion of fish in ice slurry 

is not a stress‐free experience [5] and the inclusion of a proper anesthetic is necessary to decrease such 

stress and to minimize the induced misbalance of several biological systems. 

Anesthesia  is a biological  state  involving  the partial or  complete  loss of  sensation or  loss of 

voluntary neuromotor control induced by chemical or non‐chemical means [6]. Anesthesia rapidly 

induces the different stages of unconsciousness in fish, as characterized by the cessation of opercular 

movement and the loss of mobility [7–9]. In that respect, a variety of substances have been used as 

sedative and anesthetic in aquaculture. One of the most widely used being tricaine methanesulfonate 

(MS‐222), which  is  licensed  for  use  in  food  in  the United  States  and  the  European Union  [10]. 

However, MS‐222 also triggers stress responses and in turn, affects fish physiology and the properties 

of their blood [11]. As long ago as 2005, the Canadian Council of Animal Care [12] pointed to the need 

to study the use of natural agents, such as clove oil (CO), as a viable alternative to chemical anesthesia. 

Essential oils derived from plants have been the focus of aquaculture studies because of their 

diverse properties (e.g., anesthetic, antioxidant, and antimicrobial), which have been shown to reduce 

biochemical and endocrine alterations and consequently, improving the welfare status [4]. Among a 

number of natural agents, CO, in which eugenol is the main active compound, is the most common 

and has a reputation for being the most effective fish anesthetic [13,14]. Although CO is an effective, 

natural,  and  safe  anesthetic  [8],  it  has  not  been  recognized  by  the  FDA.  The  advantages  and 

disadvantages of CO as a fish anesthetic have been assessed by a number of authors [8]. However, 

the effect of exposing fish to CO on the resulting fish flesh when consumed has not previously been 

studied [15]. Whatever the case, the ideal anesthetic should produce rapid anesthesia (1–5 min), and 

be cheap, practical to use, water soluble, and leave no residue in fish, humans, or the environment 

[15]. In the case of essential oils, their high volatility means that they are easily decomposed following 

direct  exposure  to  heat,  humidity,  light,  or  oxygen,  which  would  imply  a  decrease  of  their 

effectiveness [16]. In light of this, the use of nanotechnology has been proposed for preserving and 

potentiating the effects of essential oils [4]. 

Beta‐cyclodextrins  (β‐CD) are naturally occurring cyclical oligosaccharides able  to  form solid 

inclusion complexes with a wide variety of hydrophobic guest molecules [17,18], while improving its 

solubility,  increasing  its  stability  in  the  presence  of  light,  heat,  and  oxidizing  conditions,  and 

decreasing  its  volatility  [17].  β‐CDs  are widely used  in  pharmaceuticals, drug delivery  systems, 

cosmetics,  and  in  the  food  and  chemical  industries  [19]. Moreover,  their  low  price  is  a  strong 

motivation to look for new applications. Cyclodextrins may offer a safer and more efficacious option 

for the delivery of local anesthetics [18]. The effectiveness of CO included in β‐CD (CO + β‐CD) for 

stunning fish has been demonstrated in gilthead seabream [20]. In fact, the use of very low doses of 

CO + β‐CD (doses of 5–15 mg/kg ice) embedded in crushed ice or ice slurry lowered several fish stress 

parameters in gilthead seabream compared to immersion in ice slurry alone [20]. 

In  the present study,  the effect of CO +  β‐CD  in pre‐slaughter  stunning was studied  in  four 

commercially important fish species (Atlantic salmon, European seabass, Nile tilapia, and Rainbow trout), 

finding  that  the CO  +  β‐CD  reduced  the  time  needed  to  induce deep  anesthesia  as well  as  the 

plasmatic levels of several fish stress parameters. To gain further insight into its effect on flesh quality, 

five sensory quality parameters were assessed in fresh fish: general aspect, eyes, gills, abdomen, and 

texture of muscle. It was found that a low dose of CO nanoencapsulated in β‐CD improved the quality 

and freshness of all the species studied and extended their shelf life during ice storage. 
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2. Material and Methods 

2.1. CO Inclusion Complex Preparation 

CO  (CAS number 8000‐34‐8) was obtained  from Esencias Lozano S.A. (Esencias Lozano S.A., 

Caravaca de la Cruz, Spain) and β‐CD (CAS number 7585‐39‐9) was provided by Roquette (Roquette 

Frères S.A., Lestrem, France). The encapsulation method used was molecular encapsulation, forming 

an inclusion complex, and applying the kneading method which is an efficient method to encapsulate 

essential oils within β‐CD [21]. Briefly, 1 g of clove oil was mixed with 6.91 g of β‐CD (1:1 molar ratio) 

in a mortar with 3 mL of ethanol, kneaded for 45 min, and finally maintained in a vacuum desiccator 

at room temperature for at least 72 h. This essential oil encapsulation technique in β‐CD has been 

fully characterized with a relatively high encapsulation efficiency of 70–80%  [22]. The crushed  ice 

with CO + β‐CD was manufactured by adding and dissolving the CO + β‐CD powder  in running 

water before passing it to a commercial crushed ice machine (Vogt Ice, Louisville, KY, USA) [22]. The 

different CO + β‐CD concentrations are expressed in mg/kg (mg of CO per kg of ice crystals). Whereas 

the concentration of β‐CD is expressed in mg/L (mg of β‐CD per L of seawater or freshwater). 

2.2. Animals and Experimental Design 

Animals have been divided  in  two groups according  to  the country where were  reared and 

slaughtered, and the guidelines used to carry out the experiments: Norway (2.2.1) or Spain (2.2.2). 

2.2.1. Atlantic Salmon (Salmo salar) and Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) 

The studies performed with Atlantic salmon and Nile  tilapia, both reared at Nord University’s 

research  station  (Bodø, Norway), were  approved by  the  ethics board  of Nord University  (Bodø, 

Norway). All the procedures were performed according to the conditions of the Norwegian Animal 

Research Authority (FOTS ID 18273). 

Seventy‐five specimens of Atlantic salmon were reared on inland tanks of 150 m3 of seawater at 

4.0  to  6.0  °C,  with  a  flow‐through  circuit,  suitable  aeration,  and  filtration  system  and  natural 

photoperiod.  Seventy‐five  specimens  of  Nile  tilapia  were  reared  in  a  freshwater  recirculating 

aquaculture system at a density of 27 fish/m3 and fixed pH (7.6), DO (100%), temperature (28 °C), and 

photoperiod (13:11 LD). Besides, all animals were fed ad libitum with 0.15–0.8 mm Amber Neptun 

pellets (Skretting, Norway). 

Atlantic salmon (15 fish/treatment; 2353.85 ± 85.53 g average body weight, bw) were stunned in 

seawater at 4.0 to 6.0 °C containing CO + β‐CD at 0 (control condition) or at 40, 50, or 60 mg/L of 

seawater (different doses were selected in previous tests), or in seawater containing 240 mg β‐CD/L 

(also control condition). There are two control conditions (seawater without CO + β‐CD and seawater 

with only β‐CD without CO as inclusion complex) in order to check that β‐CD alone has no anesthetic 

effect (Table 1). 

Nile tilapia (15 fish/treatment; 677.14 ± 28.82 g bw) were stunned in freshwater at 28.0 to 29.0 °C 

containing CO + β‐CD  (0, control condition, or 20, 40, or 60 mg/L  freshwater) or β‐CD  (240 mg/L 

freshwater, control condition) (Table 1). 
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Table 1. Summary of the pre‐slaughter stunning procedures applied to farmed Atlantic salmon, Nile 

tilapia, European seabass, and Rainbow trout. 

  

Stunning 

Experime

nts 

Water 

Temperatur

e 

(°C) 

Ice Type 

Sea 

Water:Ice 

Ratio 

(w/w) 

Treatment 

Temperature   

(°C) 

CO + β‐

CD 

(mg/L 

Water) 

β‐CD 

(mg/L 

Water) 

CO + β‐CD 

(mg/kg Ice) 

European 

seabass 

1  27.3–28.0  Crushed    1:1  −0.2    ‐  ‐  0, 5, 10 

2  27.3–28.0  Crushed    1:1  −0.2  ‐  ‐  0, 15, 30 

Rainbow 

trout 
1  16.0–18.0  Crushed    1:1  −0.2  ‐  ‐  0, 5, 15, 35 

Atlantic 

salmon 
1  4.0–6.0   n/a   n/a  4.0–6.0 

0, 40, 50, 

60 
240  ‐ 

Nile tilapia  1  27.0–29.0   n/a   n/a  27.0–29.0 
0, 20, 40, 

60 
240  ‐ 

n/a: not applicable. 

2.2.2. European Seabass (Dicentrarchus labrax) and Rainbow trout (Oncorhynchus mykiis) 

The European seabass and Rainbow trout used were handled in accordance with the guidelines of 

the European Union Council (2010/63/UE), Committee on the Ethics of Animal Experiments of the 

IEO  (REGA:  ES300261040017)  and  the  approval  of  the  Department  of Water,  Agriculture  and 

Environment of the Region of Murcia Autonomous Government (Spain; A13160508). 

European  seabass  specimens were  bred  and  kept  in  150 m3  net‐tanks  in  the  open  sea  of  the 

Servicios Atuneros del Mediterráneo SL Company fish farm (San Pedro del Pinatar, Murcia, Spain). 

Specimens (10 fish/treatment) of 395.62 ± 57.78 g bw were stunned with crushed  ice  (20 mm size) 

mixed with seawater (ratio 1:1) at −0.2 °C, as control condition, or crushed ice containing CO + β‐CD 

(two trials: 5 or 10 mg/kg ice or 15 or 30 mg/kg ice) (Table 1). 

Rainbow  trout  specimens were  kept  in  300 m3  freshwater  terrestrial  tanks  of  Piscifactorías 

Andaluzas S.A. fish farm (Loja, Granada, Spain), with a flow‐through circuit, suitable aeration and 

filtration system, and natural photoperiod. Specimens (10 fish/treatment) of 652.62 ± 31.50 g bw were 

stunned with crushed ice (20 mm size) mixed with freshwater (ratio 1:1) at −0.2 °C, as control group, 

or containing 5, 15, or 35 mg CO + β‐CD/kg ice (Table 1). 

In Spain, the slaughtering method of choice in the aquaculture industry is by hypothermia. To 

achieve the desired temperature, crushed ice at a ratio of 1:1 or 1:2 (weight/weight, w/w) is mixed 

with salted water collected directly from the sea or using freshwater with added salt (in the case of 

trout). In this study, this method was used as control with these two species. 

2.3. Anaesthesia‐Induction Stages 

All specimens used in this study were fasted for 24 h before sampling. All the stunning assays 

developed  in  this  study  were  carried  out  prior  to  killing  (Table  1).  The  determination  of  the 

anesthesia‐induction stages in each condition (see below) have been done according to the work of 

Keene et al. [23]. Briefly, the total loss of equilibrium stage was reached when the fish showed a total 

loss of muscle tone and balance, a slow, regular opercular rate, and a loss of spinal reflexes; the loss 

of reflex activity was defined as the total loss of reactivity, slow and irregular opercular movements 

are, a very slow heart rate, and the loss of all reflexes. 

All the fish to be tested were placed individually in anesthetic baths, which were supplied with 

constant aeration. The time required to reach the desired anesthesia‐induction stages were recorded 

using a chronometer. When the fish showed loss of reflex activity, it was removed from the anesthetic 

bath by a net and taken to the sampling area, where samples were taken. 

For Atlantic salmon and Nile tilapia, five fish were captured from the original rearing tanks, and 

placed individually in the tanks (40 L or 20 L, respectively) with the different treatments used, including 

the control treatment. The anesthesia‐induction times were assessed in the five fish simultaneously for 

4 or 8 min maximum to assess the loss of equilibrium and the loss of reflex activity, respectively. This 

process was repeated 15 times, studying a total of 75 fish (5 fish each time × 15 times). 
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European seabass specimens were extracted directly from the floating cages located in the open 

sea and placed in tanks of 40 L with seawater (SW) and crushed ice (CI) at −0.2 °C containing 0 (control 

condition) or 5, 10, 15, or 30 mg CO + β‐CD/kg ice. 

Rainbow trout were captured from the original tanks and placed in 40‐L tanks with freshwater 

(FW) and crushed ice at −0.2 °C containing 0 (control condition) or 5, 15, or 35 mg CO + β‐CD/kg ice. 

In the last two fish species, the induction times of anesthesia were observed individually (ten 

European seabass and ten Rainbow trout per treatment) and the observer noted the time taken by each 

fish to reach the above stages of anesthesia. 

2.4. Samples Collection 

The blood samples were extracted from the caudal vein, using lithium heparin‐coated syringes 

immediately after death of the individuals. After that, plasma was obtained by centrifugation at 10,000× 

g during 5 min at 4 °C. Then, the samples were immediately frozen and stored at −80 °C until used. 

2.5. Plasmatic Parameters 

The levels of glucose (ng/mL), lactate (mmol/L), pO2 (mmHg), pCO2 (mmHg), HCO3 (mmol/L), 

TCO2 (mmol/L), SO2 (%), base excess (mmol/L), and pH were analyzed in plasma samples taken from 

each sampled fish, using a portable clinical analyzer (i‐STAT, Abbot, Unit City, CA, USA), and the 

specific disposable CG4+ cartridges (Cat. # 03P85‐25). 

The  cortisol  level  in  fish plasma  samples was analyzed by ELISA  (CO103S, CALBIOTECH), 

according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 25 μL of each cortisol standard solution (0, 20, 

50, 100, 200, 400, and 800 ng/mL) or fish plasma sample were added to a 96‐well plate. Then, 200 μL 

of cortisol enzyme‐conjugated buffer diluted with assay diluent buffer (1:21) was added to all  the 

wells, which were then  incubated  for 1 h at room  temperature  (20–25 °C). Finally,  the wells were 

washed and the reaction was revealed with 100 μL of tetramethylbenzidine (TMB) enzyme substrate. 

The enzymatic reaction was visualized by color change and was stopped by adding 50 μL of 2 M of 

sulfuric acid. Absorbance was read  in a spectrophotometer at 450 nm on a SPECTROstar® Omega 

microtiter plate reader within 20 min of adding the stop solution. The absorbance values obtained 

were inversely proportional to the concentrations used. The concentration of cortisol was calculated 

according to the standard curve. All the parameters were analyzed in duplicate for each sample. 

2.6. Sensory Evaluation 

All the fish studied were packed in polystyrene boxes with crushed ice and kept refrigerated at 

2  °C  in  cold  rooms  of  Polytechnic  University  of  Cartagena  and  Nord  University,  for  sensory 

determinations and  to establish  their  shelf  life. The sensory panel consisted of seven assessors  (5 

female/2 males, aged 25–61) trained  in fish quality evaluation following the quality  index method 

(QIM) developed by [24] for Nile tilapia and by [25] for Atlantic salmon, European seabass, and Rainbow 

trout. The panelists first evaluated five quality parameters  in fresh fish: general aspect, eyes, gills, 

abdomen, and texture of muscle, with the following QIM attributes: skin appearance (0: pearl‐shiny, 

1: slightly pearl shiny, yellow; mucus (0: clear, 1: milky and clotted, 2: yellow and clotted); skin odor 

(0: fresh seaweed, 1: neutral, 2: sour, metal, 3: rotten); eye pupils (0: clear and black, metal shiny, 1: 

dark grey, 2: mat, grey); eye shape (0: flat, 2: little sunken, 3: sunken); blood in abdomen (0: light red, 

1: brown); odor in abdomen (0: neutral, 1: corn, 2: sour, 3: rotten); gills color (0: red, 1: light red, brown, 

2: grey‐brown, grey, green); gills mucus (0: transparent, 1: yellow, clotted, 2: brown); gills odor (0: 

fresh,  seaweed, neutral,  1: metal,  2:  sour,  3:  rotten);  texture,  elasticity  (0:  finger mark disappears 

immediately, 1:  finger  leaves mark over 3 s). Accordingly,  the provided QIM score ranges  from 0 

(very fresh fish) to 19 or 22 (spoiled fish) demerit points for Nile tilapia or Atlantic salmon, and European 

seabass  or  Rainbow  trout,  respectively.  Sensory  evaluation  by  each  panelist  was  conducted  in 

individual booths under controlled conditions of light (white lighting 6000 K), temperature (20–22 

°C), and relative humidity (60–70%). The estimation of fish shelf life beyond the used experimentally 

conservation days, was performed by a  linear model,  (Y = aX), where Y  is  the QIM value, and X 
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represents the time of ice storage [26,27], and considering the maximum acceptable QIM value equal 

to 65% of maximum of demerit points (spoiled fish). 

2.7. Statistical Analysis 

The  data  from  the  experiments,  generally  with  three  or  more  experimental  groups,  were 

analyzed  by  one‐way  analysis  of  variance  (ANOVA)  followed  by  a  Bonferroni  post‐hoc  test  to 

determine the differences between groups. In vertical axe of Figures 1–4 and in Tables, each value 

represents  the mean  ± S.E.M. of 10–15  fish per group  in  each  sampling  condition. The  statistical 

significance was established at p ≤ 0.05. All statistical analyses were carried out using the IBM SPSS 

Statistic software. 

 

Figure 1. Anesthesia‐induction time in Atlantic salmon (A), Nile tilapia (B), European seabass (C), and 

Rainbow trout (D) as a function on dose of clove oil (CO) + β‐cyclodextrins (β‐CD) used in stunning 

before slaughtering. The letters indicate statistically significant differences between groups according 

to one‐way ANOVA and a Bonferroni post‐hoc test (p ≤ 0.05). 
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Figure 2. Plasmatic glucose levels in Atlantic salmon (A) and Nile tilapia (B), European seabass (C), and 

Rainbow trout (D) as a function on dose of CO + β‐CD used in stunning before slaughtering. The letters 

indicate  statistically  significant  differences  between  groups  according  to  one‐way  ANOVA  and 

Bonferroni post‐hoc test (p ≤ 0.05). 

 

Figure 3. Plasmatic lactate levels in Atlantic salmon (A) and Nile tilapia (B), European seabass (C) and 

Rainbow trout (D) as a function on dose of CO + β‐CD used in stunning before slaughtering. The letters 

indicate  statistically  significant  differences  between  groups  according  to  one‐way  ANOVA  and 

Bonferroni post‐hoc test (p ≤ 0.05). 
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Figure 4. Plasmatic cortisol levels in Atlantic salmon (A) and Nile tilapia (B), European seabass (C) and 

Rainbow trout (D) as a function on dose of CO + β‐CD used in stunning before slaughtering. The letters 

indicate  statistically  significant  differences  between  groups  according  to  one‐way  ANOVA  and 

Bonferroni post‐hoc test (p ≤ 0.05). 

3. Results 

3.1. The Use of CO + β‐CD Inclusion Complex Shortens the Time Needed to Induce Anesthesia 

Atlantic salmon (Figure 1A) and Nile tilapia (Figure 1B) were kept for the maximum observation 

time (4 or 8 min) without loss of equilibrium or reflex activity, respectively, in both control groups (0 

and  240 mg  β‐CD/L).  But when CO  +  β‐CD was  incorporated  in  the water  a  decrease  in  both 

parameters was observed in both species (Figure 1A,B). 

In Atlantic salmon, a decrease of the time to reach  loss of equilibrium was correlated with the 

increase of CO + β‐CD dose (2.39 ± 0.13 min, 1.73 ± 0.12 min, or 1.21 ± 0.12 min with 40, 50, or 60 mg/L, 

respectively) (Figure 1A). Concerning the loss of reflex activity, 40 or 50 mg CO + β‐CD/L promoted 

a similar time decrease (5.53 ± 0.23 and 4.47 ± 0.19 min, respectively), while less time was needed with 

60 mg/L (3.37 ± 0.19 min) (Figure 1A). 

In Nile  tilapia, a decrease of both parameters with  respect  to  the control  conditions was also 

observed with 40 and 60 mg of CO + β‐CD/L (1.89 ± 0.14 min and 1.29 ± 0.12 min, respectively), but 

not when 20 mg CO + β‐CD/L was used (Figure 1B). 

European seabass specimens needed more time to achieve loss of equilibrium and loss of reflex 

activity in control fish (2.49 ± 0.17 and 3.42 ± 0.02 min, respectively) than in fish treated with 30 mg 

CO + β‐CD/kg (1.28 ± 0.08 and 3.01 ± 0.10 min, respectively) (Figure 1C). 

In Rainbow trout, a decrease in the time needed to achieve loss of equilibrium and reflex activity 

was also observed in fish treated with CO + β‐CD (5 mg/kg, 1.92 ± 0.22 and 5.89 ± 0.80 min; 15 mg/kg, 

1.27 ± 0.27 and 3.53 ± 0.17 min; and 35 mg/kg, 0.50 ± 0.10 and 1.79 ± 0.25 min, respectively) compared 

to  the  fish  in  the  control  conditions  (7.95  ±  1.70  and  22.04  ±  3.66 min,  respectively)  (Figure  1D). 

However, no differences  in  the  time needed  to achieve  the same anesthesia stages were observed 

between the different concentrations of CO + β‐CD (Figure 1D). 
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3.2. The Use of CO + β‐CD Inclusion Complex Decreases the Plasmatic Glucose Level 

In all four species, CO + β‐CD decreased the plasmatic glucose level, compared to the level of 

their respective control groups. A decrease was observed with 50 or 60 mg CO + β‐CD/L water in 

Atlantic salmon (Figure 2A) or with 60 mg CO + β‐CD/L in Nile tilapia (Figure 2B). No differences were 

observed for either species between the two control conditions assayed (Figure 2A,B). The decrease 

in plasmatic glucose level was attained with 15 or 30 mg CO + β‐CD/kg ice in the European seabass 

(Figure 2C) or with 35 mg CO + β‐CD/kg ice in Rainbow trout (Figure 2D), while no differences with 

the level of the control groups were observed at the lower concentrations (5 or 10 mg/kg ice; European 

seabass; 5 or 15 mg/kg ice, Rainbow trout, Figure 2D). 

3.3. CO Included in β‐CD Has Different Effects on Plasmatic Lactate Levels 

The plasmatic lactate levels increased over those of their respective control groups in Atlantic 

salmon (at 40 or 50 mg CO + β‐CD/L water) (Figure 3A), European seabass (30 mg CO + β‐CD/kg ice) 

(Figure 3C), and Rainbow trout (15 mg CO + β‐CD/kg ice) (Figure 3D). However, no differences from 

the level of their respective control groups were observed in Atlantic salmon at 60 mg CO + β‐CD/L 

water (Figure 3A), European seabass at 5 or 10 CO mg + β‐CD/L water, or at 15 mg CO + β‐CD/kg ice 

(Figure 3C) or in Rainbow trout (5 and 35 mg CO + β‐CD/kg ice) (Figure 3D). Interestingly, 240 mg β‐

CD/L water promoted a similar increase in the plasmatic levels of lactate compared with the control 

group (seawater at 4.0–6.0 °C) in Atlantic salmon (Figure 3A). By contrast, the plasmatic lactate level 

decreased  in Nile  tilapia  treated with 20, 40, or 60 mg CO +  β‐CD/L water compared  to  the  level 

observed in the two control groups (Figure 3B). 

3.4. CO Included in β‐CD Decreases the Plasmatic Cortisol Level 

The plasmatic level of cortisol varied between the four species used: Atlantic salmon (214 ± 23 

ng/mL) (Figure 4A), Nile tilapia (300 ± 2 ng/mL) (Figure 4B), European seabass (368 ± 20 ng/mL) (Figure 

4C), and Rainbow trout (502 ± 17 ng/mL) (Figure 4D). 

In all four fish species, the plasmatic cortisol levels decreased compared to the levels of their 

respective control groups when CO + β‐CD was used, although the concentration needed varied. 

In Atlantic salmon, European seabass, and Rainbow trout, only the lowest concentrations of CO + β‐

CD/L lowered the plasmatic cortisol levels compared with their respective control groups (40 mg/L 

water, Atlantic salmon, Figure 4A; 5 mg/kg ice, European seabass, Figure 4C; 5 or 15 mg/kg ice, Rainbow 

trout, Figure 4D). However, at the highest concentrations (50 or 60 mg/L water, Atlantic salmon, Figure 

4A; 10, 15 or 30, European seabass, Figure 4C; 35 mg/kg, Rainbow trout, Figure 4D), no differences were 

observed from the respective control group levels. 

However, in Nile tilapia only the highest concentration used (60 mg of CO + β‐CD/L) decreased 

to the plasmatic cortisol level to the level of the control group fish (Figure 4B) or to the levels of the 

groups treated with the other two concentrations assayed (20 or 40 mg of CO + β‐CD/L) (Figure 4B). 

3.5. CO + β‐CD Inclusion Complex Modulates the Level of Several Other Plasmatic Parameters 

As with the plasmatic level of glucose, lactate, and cortisol, there were differences between the 

plasmatic  levels of pO2  (mmHg), pCO2  (mmHg), HCO3  (mmol/L), TCO2  (mmol/L), SO2  (%), base 

excess (mmol/L), and pH of the four fish species analyzed. Moreover modifications of these levels 

were observed in some stunned conditions, mainly in Atlantic salmon and Nile tilapia. 

Atlantic salmon specimens  treated with 50 or 60 mg CO + β‐CD/L water  (Table 2) showed an 

increase in the plasmatic level of pO2. However, the plasmatic level of HCO3, TCO2, base excess, and 

pH decreased in those fish compared to control fish levels (seawater alone or containing 240 mg β‐

CD). Interestingly, the plasmatic level of pCO2 was only altered when seawater containing 240 mg β‐

CD/L was used compared with the level of the fish treated with seawater alone. No variations were 

observed in the level of SO2 in any of the conditions assayed. 

Nile tilapia stunned with different concentrations of CO + β‐CD/L water showed differences in 

the levels of several plasmatic parameters (Table 2). For example, the plasmatic level of pO2 decreased 
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in fish treated with 40 mg of CO + β‐CD/L, while base excess level and pH increased in those fish 

compared,  in  all  cases, with  the  control  group  treated with  freshwater  alone.  Interestingly,  the 

plasmatic  level  of  TCO2  increased  in  fish  treated  with  freshwater  containing  240  mg  β‐CD/L 

compared with the level of the fish from the rest of the groups assayed. In addition, the base excess 

level  in  fish  treated with  60 mg CO  +  β‐CD/L was  also higher  than  in  control  fish  treated with 

freshwater alone. No variations were observed in the levels of pCO2, HCO3, and SO2 in any of the 

conditions assayed. 

Few  alterations were  seen  in  the  above  parameters  in  European  seabass  (Table  3). Only  the 

plasmatic pH was up‐regulated in fish stunned with 5 and 10 mg CO + β‐CD/kg, compared with the 

pH of the control group. 

Moreover,  in Rainbow trout, no differences were observed  in any of the plasmatic parameters 

between fish treated with different concentrations (5, 15, and 35 mg) of CO + β‐CD/kg and control 

fish (Table 3). 
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Table 2. Plasmatic parameters level in Atlantic salmon and Nile tilapia stunned with CO + β‐CD under experimental farm conditions. 

  
Stunning 

Treatments   

CO + β‐CD 

(mg/L) 

Β‐CD 

(mg/L) 

pO2   

(mmHg) 
pCO2 (mmHg)  HCO3 (mmol/L) 

TCO2 

(mmol/L) 
SO2 (%) 

Base Excess 

(mmol/L) 
pH 

Atlantic 

salmon 
1 

0 

240 

203.40 ± 4.26 a  29.12 ± 0.91 a  9.98 ± 0.27 a  10.73 ± 0.28 a  100 a  −19.07 ± 0.40 a  7.15 ± 0.02 a 

204.21 ± 2.25 a  33.33 ± 0.96 b  10.04 ± 0.25 a  11.02 ± 0.29 a  100 a  −19.73 ± 0.34 a  7.13 ± 0.04 a 

40  204.67 ± 1.81 a  30.52 ± 0.62 a,b  9.86 ± 0.16 a  10.73 ± 0.18 a  100 a  −19.53 ± 0.27 a  7.12 ± 0.01 a 

50  222.11 ± 2.02 b  31.39 ± 0.84 a,b  8.94 ± 0.18 b  9.93 ± 0.18 b  100 a  −21.41 ± 0.29 b  7.06 ± 0.01 b 

60  223.30 ± 3.14 b  29.79 ± 0.74 a,b  8.53 ± 0.18 b  9.46 ± 0.22 b  100 a  −21.60 ± 0.25 b  7.06 ± 0.01 b 

Nile 

tilapia 
1 

0 

240 

200.40 ± 5.07 a  17.41 ± 1.03 a  8.22 ± 0.41 a  8.80 ± 0.45 a  100 a  −18.47 ± 0.95 a  7.29 ± 0.04 a 

187.79 ± 1.93 a,b  15.84 ± 1.68 a  8.68 ± 0.39 a  15.84 ± 1.68 b  100 a  −17.59 ± 0.43 a,b  7.33 ± 0.03 a,b 

20  196.62 ± 2.99 a,b  14.84 ± 0.67 a  8.42 ± 0.28 a  8.84 ± 0.30 a,b  100 a  −16.92 ± 0.58 a,b  7.36 ± 0.21 a,b 

40  181.67 ± 7.05 b  13.91 ± 1.04 a  8.68 ± 0.38 a  9.20 ± 0.43 a,b  100 a  −15.67 ± 0.71 b  7.42 ± 0.03 b 

60  198.43 ± 1.80 a,b  16.21 ± 0.62 a  9.11 ± 0.26 a  9.57 ± 0.22 a,b  100 a  −15.54 ± 0.61 b  7.63 ± 0.24 a,b 

The letters indicate statistically significant differences between groups according to one‐way ANOVA and Bonferroni post‐hoc test (p ≤ 0.05). 

Table 3. Plasmatic parameters level in European seabass and Rainbow trout stunned with CO + β‐CD under industrial farm conditions. 

  
Stunning 

Treatments 

CO + β‐CD 

(mg/kg) 

pO2 

(mmHg) 

pCO2 

(mmHg) 

HCO3 

(mmol/L) 

TCO2 

(mmol/L) 

SO2 

(%) 

Base Excess 

(mmol/L) 
pH 

European 

seabass 

1 

0  234.30 ± 4.73 a  17.75 ± 1.41 a  5.97 ± 0.19 a  6.40 ± 0.22 a  100a  −22.91 ± 0.75 a  7.13 ± 0.04 a 

5  232.75 ± 4.45 a  15.73 ± 1.08 a  6.71 ± 0.24 a  7.25 ± 0.32 a  100a  −20.51 ± 0.45 a  7.24 ± 0.02 b 

10  244.71 ± 3.61 a  14.97 ± 0.59 a  6.51 ± 0.18 a  7.10 ± 0.18 a  100a  −20.80 ± 0.35 a  7.25 ± 0.02 b 

2 

0  252.89 ± 7.60 a  17.69 ± 1.26 a  5.69 ± 0.34 a  6.44 ± 0.28 a  100a  −23.78 ± 0.97 a  7.12 ± 0.05 a 

15  262.75 ± 5.63 a  19.81 ± 1.53 a  6.21 ± 0.31 a  6.75 ± 0.28 a  100a  −23.25 ± 0.32 a  7.11 ± 0.02 a 

30  261.03 ± 4.97 a  19.79 ± 1.08 a  5.40 ± 0.14 a  6.11 ± 0.24 a  100a  −25.11 ± 0.29 a  7.04 ± 0.04 a 

Rainbow 

Trout 
1 

0  271.51 ± 4.25 a  30.59 ± 1.62 a  11.74 ± 0.78 a  12.81 ± 0.85 a  100a  −16.51 ± 1.23 a  7.19 ± 0.03 a 

5  284.13 ± 5.76 a  28.23 ± 2.88 a  12.38 ± 0.56 a  13.25 ± 0.52 a  100a  −14.63 ± 0.96 a  7.26 ± 0.04 a 

15  268.88 ± 8.66 a  30.01 ± 3.01 a  13.41 ± 0.99 a  14.51 ± 1.52 a  100a  −15.38 ± 1.22 a  7.24 ± 0.08 a 

35  286.67 ± 8.69 a  31.05 ± 2.21 a  14.11 ± 0.70 a  15.01 ± 0.73 a  100a  −12.88 ± 1.07 a  7.26 ± 0.04 a 

The letters indicate statistically significant differences between groups according to one‐way ANOVA and Bonferroni post‐hoc test (p ≤ 0.05). 
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3.6. The Use of CO + β‐CD Maintains the Sensory Attributes of Fresh Fish and Extends Shelf Life 

The panelists evaluated  changes  in sensory  scores of  the  four  species  studied during  the  ice 

storage (Figure 5). Zero points reflect the freshest state of the fish, while 19 (in salmon and tilapia) 

and  22  (in  seabass  and  trout) demerit points  indicate  that  the  fish  is  completely  spoiled. At  the 

beginning of the storage period, panelists found typical attributes of the fresh fish in all conditions, 

indicating the maximum quality and freshness in all species. 

 

Figure 5. Sensory evaluation performed on fresh farmed Atlantic salmon (A), Nile tilapia (B), European 

seabass  (C),  and Rainbow  trout  (D)  stunned  using CO  +  β‐CD  or  in  control  conditions,  and  then 

slaughtered and kept in ice at 2 °C during 15 (A), 16 (B), 22 (C), and 19 (D) days. Atlantic salmon treated 

with seawater (SW) alone or containing 240 mg β‐CD/L SW (β‐CD) (control conditions) or 40, 50, or 

60 mg CO + β‐CD/L SW (S40, S50, S60, respectively). Nile tilapia treated with freshwater (FW) alone 

or containing 240 mg β‐CD/L FW (β‐CD) (control conditions) or 20, 40, or 60 mg CO + β‐CD/L FW 

(S20, S40, S60, respectively). European seabass and Rainbow trout stunned with crushed ice mixed with 

SW or FW, respectively (control condition) or containing 15 or 30 or 35 mg CO + β‐CD/kg ice (S15, 

S30, S35, respectively).  It  is represented  the observed demerit points and  the corresponding  linear 

regression fit for each treatment. 

Differences in the sensory characteristics were found on days 7, 9, 10, and 12 in Rainbow trout, 

Atlantic salmon, European seabass, and Nile tilapia, respectively. All species treated with CO + β‐CD 

during  slaughtering,  regardless  of  the  dose  of  CO  applied,  obtained  better  scores  since  they 

maintained the organoleptic qualities of fresh fish throughout the storage period, while the lowest 

scores  for odor were  those referring  to  the control samples. At  the end of  the storage period,  the 

panelists  rejected  the  control  samples  (slaughtered with normal  ice) on days 10–12 because  they 

showed the worst attributes: dull skin, concave eyes, opaque cornea, brown gills, and spoiled fish 

odor,  establishing  the  limit  of  acceptability  for  consumption. Analyzing  the  shelf  life  prediction 

through linear regression of demerit points obtained during ice storage (Table 4), an extension of fish 

shelf life was observed for all species by five, six, six, and eight days for Atlantic salmon, Nile tilapia, 

European seabass, and Rainbow trout, respectively, when CO + β‐CD is used as the anesthetic during 

slaughtering.  The  panelists  detected  no  unpleasant  odors  or  alterations  in  gill  color  and  eye 

characteristics that were due to CO. 
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Table 4. Linear  regression of demerit points and estimated  shelf  life  for Atlantic  salmon, Nile  tilapia, 

European seabass, and Rainbow trout during ice storage (at 2 °C), considering the maximum acceptable QI. 

Fish Species 
Stunning 

Treatment 

Linear Regression 

Model 
r2 

Estimated Shelf Life 

(days) 

Atlantic salmon 

(Salmo salar) 

SW  y = 1.1608x  0.9731  12.3 

β‐CD  y = 1.0690x  0.9347  13.4 

S40  y = 0.9356x  0.9319  15.3 

S50  y = 0.8312x  0.9152  17.2 

S60  y = 0.8065x  0.9065  17.7 

Nile tilapia 

(Oreochromis 

Niloticus) 

FW  y = 1.1834x  0.9897  10.4 

β‐CD  y = 1.1538x  0.9881  10.7 

S20  y = 0.9738x  0.9754  12.7 

S40  y = 0.8123x  0.9634  15.2 

S60  y = 0.7611x  0.9552  16.2 

European seabass 

(Dicentrarchus 

labrax) 

SW  y = 1.0959x  0.9658  13.0 

S15  y = 0.8108x  0.9457  17.6 

S30  y = 0.7711x  0.9387  18.5 

Rainbow trout 

(Oncorhynchus 

mykiss) 

FW  y = 1.1558x  0.9658  12.4 

S15  y = 0.9477x  0.9366  15.1 

S35  y = 0.6984x  0.9297  20.5 

The maximum acceptable QI is 65% of maximum of demerit points (spoiled fish), i.e., 12.35 for Nile 

tilapia and 14.3 for Atlantic salmon, European seabass, and Rainbow trout. y = Demerit points value; x = 

days of fish storage in ice; r2 = coefficient of regression. Atlantic salmon was treated with seawater (SW) 

alone or containing 240 mg β‐CD/L SW (β‐CD) (control conditions) or 40, 50, or 60 mg CO + β‐CD/L 

SW (S40, S50, S60, respectively). Nile tilapia was treated with Freshwater (FW) alone or containing 240 

mg  β‐CD/L  FW  (β‐CD)  (control  conditions)  or  20,  40 or  60 mg CO  +  β‐CD/L  FW  (S20,  S40,  S60, 

respectively). European seabass and Rainbow trout was stunned with crushed ice mixed with SW or FW, 

respectively  (control condition) or containing 15 or 30 or 35 mg CO +  β‐CD/kg  ice  (S15, S30, S35, 

respectively). 

4. Discussion 

In the aquaculture industry, fish are stunned using a wide range of methods depending on the 

species and culture conditions [28–36]. Among them, chilled water has been adopted as a method for 

decreasing the stunning time and minimizing the physiological alterations due to stress in gilthead 

seabream and European seabass, thus improving the flesh quality [1]. However, immersion of fish in 

ice slurry is not a stress‐free experience [5], and the inclusion of an anesthetic is obligatory to reduce 

the stress and the induced misbalance of several biological systems. Several studies and reviews have 

dealt with  anesthetics  and  fish management  in  aquacultural  facilities  [15,37],  and CO  has  been 

highlighted as being  the most effective natural anesthetic agent  for  several  fish  species.  It  is also 

considered acceptable for direct human consumption [15]. Although the effect of CO is dependent 

on fish species and size [38], the optimal dosage to induce anesthesia ranges between 50 and 100 mg/L 

water [8]. However, these doses are too high and can leave an unacceptable clove oil taste in the fish. 

β‐CD improves the water solubility, chemical stability, dissolution, and release rates of various drug 

molecules,  including  natural  essential  oils  [39,40].  In  addition,  encapsulation  may  limit  the 

degradation/loss  of  some  components  of  the  essential  oils,  but  also  control  their delivery  at  the 

desired time and site [21]. The increase in water solubility together with the controlled delivery time 

stabilizes the CO concentration throughout the anesthetic bath, speeding up the anesthesia of all the 

fish in the bath as they absorb the anesthetic through their gills and skin to rapidly reach the central 

nervous system [41]. For all that reasons, a new method of stunning based on the use of low doses of 

CO + β‐CD inclusion complex was studied in four fish species of high economic interest in marine 

and continental aquaculture: Atlantic salmon, Nile tilapia, European seabass, and Rainbow trout. 
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Our data showed that in Atlantic salmon and Nile tilapia, the use of CO + β‐CD in seawater at 4–

6 °C or freshwater at 28 °C, respectively, allows the dose of CO to be reduced. Thus, Atlantic salmon 

specimens treated with 40, 50, or 60 mg CO + β‐CD/L water lost their equilibrium after 2 to 3 min. 

However, previous studies determined the effective dose of CO for different species of salmonids as 

80–100 mg/L to achieve an anesthesia time of around 3 min [42]. In the case of Nile tilapia, 40 mg CO 

+ β‐CD/L was the minimum dose at which the specimens achieved an anesthesia‐induction time of 

3.77 ± 0.20 min. Previous studies  [43] proposed  that  the most appropriate concentration of CO  to 

induce deep anesthesia in Nile tilapia is 90 mg/L, whereas we observed deep anesthesia with 40 mg 

CO + β‐CD/L, half the dose of CO described in previous reports [43]. 

In fish treated under industrial farm conditions (European seabass and Rainbow trout) the use of 

β‐CD also reduces the amount of CO needed to reach the loss of reflex activity stage in less than 3 

min. Thus, previous studies  fixed  the optimal dose of CO as being between 40 and 100 mg/L  for 

gilthead seabream and European seabass [8,9], while for Rainbow trout the optimal dose was around 50 

mg/L [44,45]. In our study, European seabass and Rainbow trout specimens were anaesthetized with 

lower doses of CO (30 and 5 mg CO + β‐CD/kg ice, respectively) than the doses described in previous 

studies for each specie [8,9,45,46]. But, why, it may be asked, are the changes produced and why do 

they seem to be species dependent. 

In most cases, the effectiveness of anesthetics used in aquaculture depend on how it generates a 

stress response in fish [47]. The increase in plasmatic glucose, lactate, and cortisol has been related to 

such  a  stress  response  [48–52].  Moreover,  the  plasma  concentration  of  pO2  tends  to  increase 

immediately after a stress response, while  the plasma concentrations of pCO2 and HCO3 decrease 

[53]. Interestingly, the increase in glucose, lactate, and cortisol are also indicative of oxidative stress 

and,  subsequently,  tissue damage  [54]. By  contrast,  low  concentrations of HCO3  lead  to a  fall  in 

plasma pH as the anaerobic metabolism is enhanced because of the development of hypoxia during 

anesthesia and it has also been related with branchial lesions [55]. 

In the case of Atlantic salmon our data showed that all the studied doses (40, 50, or 60 mg CO + β‐

CD/L water) decreased glucose, lactate, or cortisol plasma levels. Plasmatic glucose decreased with 50 

or 60 mg CO + β‐CD/L, while cortisol only decreased to control levels when 40 mg CO + β‐CD/L were 

used. Similarly to our findings, a decrease or no effect on the plasmatic cortisol levels of Atlantic salmon 

specimens has been reported after exposure to different doses of CO [56,57]. In addition, the plasmatic 

level of pO2 increased, while HCO3, TCO2, and pH increased when 50 or 60 mg CO + β‐CD/L were used, 

suggesting a strong stress  response  in  these  fish. However, when a 40 mg CO +  β‐CD/L dose was 

applied, none of these plasmatic parameters (pO2, pCO2, HCO3, TCO2, SO2, base excess and pH) was 

altered compared to control. All these data taken together indicate that stunning with 40 mg CO + β‐

CD/L  induced a  low  stress  response  in Atlantic  salmon  specimens. Surprisingly,  the  lactate  level of 

Atlantic salmon specimens increased when fish were exposed to β‐CD alone and remained high even 

when CO was  incorporated at 40 or 50 mg/L. However, salmon stunned with 60 mg CO + β‐CD/L 

showed similar levels to the control and lower levels than fish stunned with β‐CD alone, as also occurs 

with pCO2. In fact, other studies reported that the plasmatic lactate level normally increases to reach 

control levels upon stunning with different anesthetics including CO [58,59]. In light of the above, our 

data  suggest  that  the use of  β‐CD with  the  correct dose of CO might be useful  for  controlling  the 

plasmatic lactate and pCO2 levels during stunning in Atlantic salmon specimens. 

In Nile tilapia, a reduction in the plasmatic glucose, lactate, and cortisol levels was observed when 

60 mg CO + β‐CD/L was used, but only the lactate level decreased to control levels at lower doses (20 

or 40 mg CO + β‐CD/L), as occurred with pCO2 and the base excess, while the pH slightly increased. 

Preview studies [60] also found a low glucose level in Nile tilapia exposed to high concentrations of 

menthol  (75 mg/L)  and  eugenol  (20 mg/L)  compared  to  non‐anaesthetized  fish.  Interestingly,  a 

reduction in glucose in Nile tilapia specimens after exposure with CO (50–60 mg/L) has been described 

[40]. With regard to cortisol, other studies suggested that CO (30 mg/L) induces high stress levels, 

leading to greater mortality as a result of handling Nile  tilapia specimens [61]. However, our data 

showed that 60 mg CO + β‐CD/L reduced cortisol  levels and pH,  thus helping to lower the stress 

response of fish, even when there is a reduction in the plasmatic pCO2 level, which would be related 
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with stress responses [53]. Interestingly, as occurs in Atlantic salmon, β‐CD alone increased the TCO2 

of blood in Nile tilapia, but the incorporation of CO reduced it to the levels seen in control fish. 

Industrial farmed European seabass specimens treated with 15 and 30 mg CO + β‐CD/kg ice showed 

a lower glucose level and slightly higher lactate level than the control while the cortisol level remained 

similar. As  in Rainbow trout, the decrease of glucose and  the  increase  in  lactate might be due  to  the 

slower blood circulation induced by stunning [57]. But, as the cortisol level was not modified compared 

with the control, a stress response might occur altering the fish metabolism. This is supported by the 

fact  that  the  other  plasmatic  parameters  analyzed  had  similar  levels  to  those  of  the  control  fish. 

However, a lower dose (5 mg CO + β‐CD/kg ice) decreased the cortisol level and up‐regulated the pH 

of blood without modifying the other plasmatic parameters, suggesting that this treatment would be 

optimal for European seabass as it reduces the stress response and preserves a normal metabolism, which, 

in turn, might result in improved fish welfare and a better quality of the flesh. 

Also under farmed conditions, the use of 35 mg CO + β‐CD/kg ice at −0.2 °C to stun Rainbow 

trout specimens led to a significant decrease in the glucose level compared to the control, while the 

levels of lactate and cortisol remained similar to those of the control, as did the rest of the parameters 

studied.  In agreement with our data, other  studies  carried out using 30 mg/L of CO and  several 

species of trout also found that the glucose level decreased while the rest of the stress parameters 

remained steady [62,63]. Interestingly, other studies performed in carp and trout with different doses 

of CO also found increased plasmatic glucose levels immediately after stunning [57,63–65]. However, 

when lower doses (5 and 15 mg CO + β‐CD/kg ice) were used, the lactate level increased up to the 

control level, while the cortisol level decreased compared with the control. Taking into account that 

when fish are stunned with an anesthetic the circulation may decrease and the availability of oxygen 

in the tissues may be reduced, resulting in the production of lactate [57], our data suggest that the 

lowest doses of CO + β‐CD applied in Rainbow trout might reduce the stress response of the fish since 

it decreased the cortisol levels, even though the lactate level increased. In fact, pO2, pCO2, HCO3, and 

the pH were not modified upon stunning with 5 mg CO + β‐CD/kg ice, so the metabolic problems 

related to the imbalance of these parameters might be low enough to avoid irreversible lesions. 

Several studies have confirmed that fish slaughter conditions affect their post‐mortem quality 

traits such as appearance, texture, sensory qualities of fresh fish and even those of cooked fish [66–

68]. The QIM is a demerit score system for sensory evaluation of fresh fish that can represent a linear 

relationship between fish freshness status and its shelf life by assessing the most descriptive quality 

attributes  in different  storage period under  refrigeration  conditions  [24,25,27,69,70]. Linear  fit  to 

predict shelf life of fresh fish and seafoods is a method highly accepted by the scientific community 

[26,71–73] and it is considered the most appropriate method in this specific case, especially when we 

want  to  estimate  the  shelf  life  of  fish  beyond  the  used  experimentally  conservation  days. 

Furthermore, the use of QIM is recommended by several European research institutes [74–77]. Based 

on  the  sensory analysis  results obtained  in  the present  study  following  traditional  slaughter and 

preservation  treatments, a maximum shelf  life of 12.3, 10.4, 13, and 12.4 days can be achieved  for 

Atlantic salmon, Nile tilapia, European seabass, and Rainbow trout, respectively. [69] found a shelf life of 

13 days  for  aquacultured  seabass  treated with  slurry  ice during  transportation  and  flake  ice  for 

storage at 4 °C. Pacheco‐Rodrigues et al. (2016) reported a shelf life of 15 days for Nile tilapia, [78] 16 

days  in  Lake Malawi  tilapia,  and  [79]  13  days  in  whole  gutted  salmon  stored  in  ice.  In  our 

experiments, all  the  fish species  treated with CO + β‐CD received better scores  from the panelists 

compared with those given to the fish of the control treatment. The shelf life was extended to 15–17 

days for Atlantic salmon, 12–16 days for Nile tilapia, 17–18 days for European seabass, and 15–20 days 

for Rainbow trout. Daniel et al. (2014) reported an improvement in the quality and extension of the 

useful life of silver catfish of up to 7 days when fish were treated with 40 μL/L of the essential oil of 

Aloysia triphylla during transport prior to slaughter. Navarro‐Segura et al. [22] also reported a shelf 

life that increased by 4 days in the case of farmed sea bream stunned with crushed ice and using clove 

essential oil encapsulated in β‐CD, finding a fresh odor and typical characteristics of raw fish, unlike 

in non‐treated samples. 
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5. Conclusions 

Our results showed that the use of CO + β‐CD inclusion complex allows a reduction in the dose 

of CO necessary to induce a loss of reflex activity in several fish species treated under experimental 

or industrial farm conditions at different temperatures and independently of the type of water used, 

since it was effective in both seawater and freshwater. In addition, these lower doses of CO + β‐CD 

allow the metabolic alteration induced by stress responses to be controlled or reduced sufficiently to 

confirm that the flesh quality of fish stunned/slaughtered with CO + β‐CD will not be altered, the 

optimal dose depending on the species. In fact, our data demonstrated that the application of CO + 

β‐CD on crushed  ice  (or  in SW and FW) during stunning/slaughtering  improved  the quality and 

freshness of all species studied extending their shelf‐life during ice storage. 

Author Contributions: Conceptualization, A.L.‐G. and A.G.‐A.; formal analysis, A.E.L.‐C., I.C., E.C.‐P., M.R.‐C., 

and L.N.‐S.; funding acquisition, A.L.‐G., J.G.‐V., and A.G.‐A.; investigation, A.E.L.‐C., I.C., M.R.‐C., and L.N.‐

S.; methodology, A.L.‐G. and A.G.‐A.; project administration, A.L.‐G. and A.G.‐A.; resources, A.L.‐G., J.M.O.F., 

J.G.‐V., and A.G.‐A.; supervision, A.L.‐G. and A.G.‐A.; validation, A.L.‐G. and A.G.‐A.; visualization, A.E.L.‐C., 

A.L.‐G., and A.G.‐A.; writing—original draft, A.E.L.‐C., E.C.‐P., A.L.‐G., J.G.‐V., and A.G.‐A.; writing—review 

and editing, A.E.L.‐C., E.C.‐P., A.L.‐G., and A.G.‐A. All authors have read and agreed to the published version 

of the manuscript. 

Funding: This research was  funded by European Program H2020‐SMEInst‐08‐2016‐2017  (Project  ICE2LAST), 

grant number 804493, and by Fundación Séneca (CARM), grant number 19883/GERM/15. Moreover, European 

Union’s Horizon 2020 research and innovation programme, grant number 683210 and 812986, provided partial 

funding. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. 

References 

1. Bagni, M.; Civitareale, C.; Priori, A.; Ballerini, A.; Finoia, M.G.; Brambilla, G.; Marino, G. Pre‐slaughter 

crowding stress and killing procedures affecting quality and welfare in sea bass (Dicentrarchus labrax) and 

sea bream (Sparus aurata). Aquaculture 2007, 263, 52–60, doi:10.1016/j.aquaculture.2006.07.049. 

2. Broom, D.M. Cognitive ability and sentience: Which aquatic animals should be protected? Dis. Aquat. Organ. 

2007, 75, 99–108, doi:10.3354/dao075099. 

3. Stevens, C.H.; Croft, D.P.; Paull, G.C.; Tyler, C.R. Stress and welfare  in ornamental  fishes: What can be 

learned from aquaculture? J. Fish Biol. 2017, 91, 409–428, doi:10.1111/jfb.13377. 

4. Souza, C.dF.;  Baldissera, M.D.;  Baldisserotto,  B.; Heinzmann,  B.M.; Martos‐Sitcha,  J.A.; Mancera,  J.M. 

Essential  oils  asstress‐reducing  agents  for  fish  aquaculture:  A  review.  Front.  Physiol.  2019,  10,  785, 

doi:10.3389/fphys.2019.00785. 

5. Lines, J.A.; Spence, J. Humane harvesting and slaughter of farmed fish. Rev. Sci. Tech. 2014, 33, 255–264, 

doi:10.20506/rst.33.1.2284. 

6. Summerfelt, R.C.;  Smith,  L.S. Methods  for  fish  biology.  In Anaesthesia,  Surgery  and Related  Techniques; 

Schreck, C.B., Moyle, P.B., Eds.; American Fisheries Society: Bethesda, MD, USA, 1990; pp. 213–272. 

7. Bodur, T.; Afonso, J.M.; Montero, D.; Navarro, A. Assessment of effective dose of new herbal anesthetics in 

two marine aquaculture species: Dicentrarchus labrax and Argyrosomus regius. Aquaculture 2018, 482, 78–82, 

doi:10.1016/j.aquaculture.2017.09.029. 

8. Javahery, S.; Nekoubin, H.; Moradlu, A.H. Effect of anaesthesia with clove oil in fish (review). Fish Physiol. 

Biochem. 2012, 38, 1545–1552, doi:10.1007/s10695‐012‐9682‐5. 

9. Mylonas, C.C.; Cardinaletti, G.;  Sigelaki,  I.;  Polzonetti‐Magni, A. Comparative  efficacy  of  clove  oil  and  2‐

phenoxyethanol as anesthetics in the aquaculture of European sea bass (Dicentrarchus labrax) and gilthead sea 

bream  (Sparus  aurata)  at  different  temperatures.  Aquaculture  2005,  246,  467–481, 

doi:10.1016/j.aquaculture.2005.02.046. 

10. Teles, M.; Oliveira, M.;  Jerez‐Cepa,  I.; Franco‐Martínez, L.; Tvarijonaviciute, A.; Tort, L.; Mancera,  J.M. 

Transport and recovery of gilthead sea bream (Sparus aurata L.) sedated with clove oil and MS222: Effects 

on oxidative stress status. Front. Physiol. 2019, 10, 523, doi:10.3389/fphys.2019.00523. 



Foods 2020, 9, 1750  17  of  20 

 

11. Popovic, N.T.; Strunjak‐Perovic, I.; Coz‐Rakovac, R.; Barisic, J.; Jadan, M.; Persin Berakovic, A.; Sauerborn 

Klobucar, R. Tricaine methane‐sulfonate (MS‐222) application in fish anaesthesia. J. Appl. Ichthyol. 2012, 28, 

553–564, doi:10.1111/j.1439‐0426.2012.01950.x. 

12. Canadian Council on Animal Care. Guidelines on: The Care and Use of Fish in Research, Teaching and Testing; 

CCAC CCPA: Ottawa, ON, Canada, 2005. 

13. Kamble, A.D.; Saini, V.P.; Ojha, M.L. The efficacy of clove oil as anesthetic in common carp (Cyprinus carpio) 

and its potential metabolism reducing capacity. Int. J. Fauna Biol. Stud. 2014, 1, 1–6. 

14. Sutili, F.J.; Gressler, L.T.; Baldisserotto, B. Clove Oil, Eugenol Effective Anesthetics  for Silver Catfish, Other 

Brazilian Species; Global Aquaculture Alliance: Portsmouth, NH, USA, 2014; pp. 71–72. 

15. Purbosari, N.; Warsiki, E.; Syamsu, K.; Santoso, J. Natural versus synthetic anesthetic for transport of live 

fish: A review. Aquacult. Fish 2019, 4, 129–133, doi:10.1016/j.aaf.2019.03.002. 

16. Turek, C.; Stintzing, F.C. Stability of essential oils: A review. Compr. Rev. Food Sci. Food Saf. 2013, 12, 40–53, 

doi:10.1111/1541‐4337.12006.   

17. Martín Del  Valle,  E.M.  Cyclodextrins  and  their  uses: A  review.  Process  Biochem.  2004,  39,  1033–1046, 

doi:10.1016/S0032‐9592(03)00258‐9. 

18. Welliver, M.; McDonough, J. Anesthetic related advances with cyclodextrins. Sci. World J. 2007, 7, 364–71, 

doi:10.1100/tsw.2007.83. 

19. Braga Carneiro, S.; Costa Duarte, F.I.; Heimfarth, L.; de Souza Siqueira Quintans, J.; Quintans‐Júnior, L.J.; 

da Veiga Júnior, V.F.; Neves de Lima, A.A. Cyclodextrin–drug inclusion complexes: In vivo and In vitro 

approaches: A review. Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 642, doi:10.3390/ijms20030642. 

20. López‐Cánovas, A.E.; Cabas, I.; Ros‐Chumillas, M.; Navarro‐Segura, L.; López‐Gómez, A.; García‐Ayala, 

A. Nanoencapsulated clove essential oil applied in low dose decreases stress in farmed gilthead seabream 

(Sparus  aurata  L.)  during  slaughter  by  hypothermia  in  ice  slurry.  Aquaculture  2019,  504,  437–445, 

doi:10.1016/j.aquaculture.2019.02.003. 

21. Cabral Marques, H.M. A review on cyclodextrin encapsulation of essential oils and volatiles. Flavour Fragr. 

J. 2010, 25, 313–326, doi:10.1002/ffj.2019. 

22. Navarro‐Segura,  L.;  Ros‐Chumillas,  M.;  López‐Cánovas,  A.E.;  García‐Ayala,  A.;  López‐Gómez,  A. 

Nanoencapsulated essential oils embedded in ice improve the quality and shelf life of fresh whole seabream 

stored on ice. Heliyon 2019, 5, e01804, doi:10.1016/j.heliyon.2019.e01804. 

23. Keene, J.L.; Noakes, D.L.G.; Moccia, R.D.; Soto, C.G. The efficacy of clove oil as an anaesthetic for Rainbow 

trout, Oncorhynchus mykiss (Walbaum). Aquac. Res. 1998, 29, 89–101, doi:10.1046/j.1365‐2109.1998.00927.x. 

24. Pacheco Rodrigues, T.; Teixeira Mársico, E.; Maia Franco, R.; Mello, S.C.R.P.; Costa Soares, I.; Aavalcanti 

Zúniga, N.O.C.; Queiroz    de Freitas, M. Quality index method (QIM) and quantitative descriptive analysis 

(QDA)  of  Nile  tilapia  (Oreochromis  niloticus)  quality  indices.  Afr.  J.  Agric.  Res.  2016,  11,  209–216, 

doi:10.5897/AJAR2015.9565. 

25. Sveinsdottir, K.; Hyldig, G.; Martinsdottir, E.; Jørgensen, B.; Kristbergsson, K. Quality index method (QIM) 

scheme  developed  for  farmed  Atlantic  salmon  (Salmo  salar).  Food  Qual.  Prefer.  2003,  14,  237–245, 

doi:10.1016/S0950‐3293(02)00081‐2. 

26. Lanzarin, M., Ritter, D.O., Novaes, S.F., Monteiro, M.L.G., Almeida Filho, E.S., Mársico, E.T., Franco, R.M., 

Conte,  C.A.,  Freitas,  M.Q.  Quality  index  method  (QIM)  for  ice  stored  gutted  Amazonian  Pintado 

(Pseudoplatystoma fasciatum × Leiarius marmoratus) and estimation of shelf life. LWT Food Sci. Technol. 2016, 

65, 363–370, doi:10.1016/j.lwt.2015.08.019. 

27. Gonçalves, A.A., Lira Santos, T.C. Improving quality and shelf‐life of whole chilled Pacific white shrimp 

(Litopenaeus vannamei) by ozone technology combined with modified atmosphere packaging. LWT Food Sci. 

Technol. 2019, 99, 568–575, doi:10.1016/j.lwt.2018.09.083. 

28. Lines, J.A.; Robb, D.H.; Kestin, S.C.; Crook, S.C.; Benson, T. Electric stunning: A humane slaughter method 

for trout. Aquac. Eng. 2003, 28, 141–154, doi:10.1016/S0144‐8609(03)00021‐9. 

29. Oliveira Filho, P.R.C.; Oliveira, C.A.F.; Sobral, P.J.A.; Balieiro, J.C.C.; Natori, M.M.; Viegas, E.M.M. How stunning 

methods affect the quality of Nile tilapia meat. CYTA J. Food 2015, 13, 56–62, doi:10.1080/19476337.2014.911211. 

30. Readman, G.D.; Owen, S.F.; Knowles, T.G.; Murrell, J.C. Species specific anaesthetics for fish anaesthesia 

and eutanasia. Sci. Rep. 2017, 7, 7102. 

31. Robb, D.; Roth, B. Brain activity of Atlantic salmon (Salmo salar) following electrical stunning using various 

field strengths and pulse durations. Aquaculture 2003, 216, 363–369, doi:10.1016/S0044‐8486(02)00494‐5. 



Foods 2020, 9, 1750  18  of  20 

 

32. Robb, D.H.F.; O’Callaghan, M.; Lines,  J.A.; Kestin, S.C. Electrical stunning of Rainbow  trout  (Oncorhynchus 

mykiss): Factors that affect stun duration. Aquaculture 2002, 205, 359–371, doi:10.1016/S0044‐8486(01)00677‐9. 

33. Tejada, M.; Huidobro, A. Quality of farmed gilthead seabream (Sparus aurata) during ice storage related to 

the slaughter method and gutting. Eur. Food Res. Technol. 2002, 215, 1–7, doi:10.1007/s00217‐002‐0494‐1. 

34. Van De  Vis, H.;  Kestin,  S.;  Robb, D.; Oehlenschläger,  J.;  Lambooij,  B.; Münkner, W.;  Kuhlmann, H.; 

Kloosterboer, K.; Tejada, M.; Huidobro, A.; et al. Is humane slaughter of fish possible for industry? Aquac. 

Res. 2003, 34, 211–220, doi:10.1046/j.1365‐2109.2003.00804.x. 

35. Wills, C.C.; Zampacavallo, G.; Poli, B.M.; Proctor, M.R.M.; Henehan, G.T.M. Nitrogen stunning of Rainbow 

trout. Int. J. Food Sci. Technol. 2006, 41, 395–398, doi:10.1111/j.1365‐2621.2005.01082.x. 

36. Zampacavallo, G.; Parisi, G.; Mecatti, M.; Lupi, P.; Giorgi, G.; Poli, B.M. Evaluation of different methods of 

stunning/killing sea bass (Dicentrarchus labrax) by tissue stress/quality indicators. J. Food Sci. Technol. 2015, 

52, 2585–2597, doi:10.1007/s13197‐014‐1324‐8. 

37. Coyle,  S.D.;  Durborow,  R.M.;  Tidwell,  J.H.  Anesthetics  in  Aquaculture  No.  3900;  Southern  Regional 

Aquaculture Center: Stoneville, MS, USA, 2004. 

38. Ross, L.G.; Ross, B. Anaesthetic and Sedative Techniques for Aquatic Animals; Blackwell Publishing Ltd.: Oxford, 

UK, 2008. 

39. Cabral Marques, H.M. Applications of cyclodextrins. Thermodynamic aspects of cyclodextrin complexes. 

Rev. Port. Farm. 1994, 44, 85–96. 

40. Saenger, W. Cyclodextrin inclusion compounds in research and industry. Angew. Chemie Int. Ed. Engl. 1980, 

19, 344–362, doi:10.1002/anie.198003441. 

41. Ferreira, J.T.; Schoonbee, H.J.; Smit, G.L. The use of benzocaine‐hydrochloride as an aid in the transport of 

fish. Aquaculture 1984, 42, 169–174, doi:10.1016/0044‐8486(84)90364‐8. 

42. Woody, C.A.; Nelson, J.; Ramstad, K. Clove oil as an anaesthetic for adult sockeye salmon: Field trials. J. 

Fish Biol. 2002, 60, 340–347, doi:10.1111/j.1095‐8649.2002.tb00284.x. 

43. Simões, L.N.; Lombardi, D.C.; Gomide, A.T.M.; Gomes, L.C. Efficacy of clove oil as anesthetic in handling 

and transportation of Nile tilapia, Oreochromis niloticus (Actinopterygii: Cichlidae) juveniles. Zoologia 2011, 

28, 285–290, doi:10.1590/S1984‐46702011000300001. 

44. Ghanawi, J.; Monzer, S.; Saoud, I.P. Anaesthetic efficacy of clove oil, benzocaine, 2‐phenoxyethanol and 

tricaine methanesulfonate in juvenile marbled spinefoot (Siganus rivulatus). Aquac. Res. 2013, 44, 359–366, 

doi:10.1111/j.1365‐2109.2011.03039.x. 

45. Takatsuka, V.; Costa, D.G.C.; Oliveira, N.Y.; Sanches, E.G.; Azevedo, V.G. Use of eugenol for anesthesia of lesser 

guitarfish Zapteryx brevirostris (Rhinobatidae). Braz. J Biol. 2019, 79, 516–520, doi:10.1590/1519‐6984.186755. 

46. Santos, S.; Ghanawi, J.K.; Saoud, I.P. Effects of water temperature and body weight on anaesthetic efficiency in 

marbled rabbitfish (Siganus rivulatus). Aquac. Res. 2015, 46, 928–936, doi:10.1111/ARE.12249. 

47. Thomas, P.; Robertson, L. Plasma  cortisol  and glucose  stress  responses of  red drum  (Sciaenops  ocellatus)  to 

handling and  shallow water  stressors and anesthesia with MS‐222, quinaldine. Aquaculture 1991, 96, 69–86, 

doi:10.1016/0044‐8486(91)90140‐3. 

48. Barry, T.P.; Lapp, A.F.; Kayes, T.B.; Malison,  J.A. Validation of a microtitre plate ELISA  for measuring 

cortisol in fish and comparison of stress responses of Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and lake trout. 

Aquaculture 1993, 117, 351–363, doi:10.1016/0044‐8486(93)90331‐R. 

49. Begg, K.; Pankhurst, N.W. 2004. Endocrine and metabolic responses to stress in a laboratory population of the 

tropical  damselfish  Acanthochromis  polyacanthus.  J.  Fish  Biol.  2004,  64,  133–145,  doi:10.1111/j.1095‐

8649.2004.00290.x. 

50. Biron, M.; Benfey, T.J. Cortisol, glucose and hematocrit changes during acute stress, cohort sampling, and 

the diel cycle in diploid and triploid brook trout (Salvelinus fontinalis Mitchill). Fish Physiol. Biochem. 1994, 

13, 153–160, doi:10.1007/BF00004340. 

51. Dabrowska, H.; Dabrowski, K.; Meyer‐Burgdorff, K.; Hanke, W.; Gunther, K.D. The effect of large doses of 

vitamin C and magnesium on stress responses in common carp, Cyprinus carpio. Comp. Biochem. Physiol. A 

Comp. Physiol. 1991, 99, 681–685, doi:10.1016/0300‐9629(91)90150‐b. 

52. Wells, A.; Grierson, C.E.; MacKenzie, M.; Russon, I.J.; Reinardy, H.; Middlemiss, C.; Björn, P.A.; Finstad, B.; 

Wendelaar Bonga, S.E.; Todd, C.D.; et al. Physiological effects of simultaneous, abrupt seawater entry and 

sea lice (Lepeophtheirus salmonis) infestation of wild, sea‐run brown trout (Salmo trutta) smolts. Can. J. Fish. 

Aquat. Sci. 2006, 63, 2809–2821, doi:10.1139/f06‐160. 



Foods 2020, 9, 1750  19  of  20 

 

53. Cech,  J.J.;  Bartholow,  S.D.;  Young,  P.S.;  Hopkins,  T.E.  Striped  bass  exercise  and  handling  stress  in 

freshwater: Physiological  responses  to  recovery  environment. Trans. Am.  Fish.  Soc.  1996,  125,  308–320, 

doi:10.1577/1548‐8659(1996)125<0308:SBEAHS>2.3.CO;2. 

54. Saccol, E.M.H.; Toni, C.; Pês, T.S.; Ourique, G.M.; Gressler, L.T.; Silva, L.V.F.; Mourão, R.H.V.; Oliveira, 

R.B.; Baldisserotto, B.; Pavanato, M.A. Anaesthetic and antioxidant effects of Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. 

and Curcuma longa L. essential oils on tambaqui (Colossoma macropomum). Aquac. Res. 2017, 48, 2012–2031, 

doi:10.1111/are.13034. 

55. Gabriel, U.U.; Jack, I.R.; Edori, O.S.; Egobueze, E. Electrolytes in selected tissues of Heterobranchus bidorsalis 

treated  with  sub  lethal  levels  of  cypermethrin.  Ethiop.  J.  Environ.  Stud.  Manag.  2009,  2,  83–87, 

doi:10.4314/ejesm.v2i3.48269. 

56. Hur, J.W.; Gil, H.W.; Choi, S.H.; Jung, H.J.; Kang, Y.J. Anesthetic efficacy of clove oil and the associated 

physiological  responses  in  olive  flounder  (Paralichthys  olivaceus).  Aquac.  Rep.  2019,  15,  100227, 

doi:10.1016/j.aqrep.2019.100227. 

57. Iversen, M.; Finstad, B.; McKinley, R.S.; Eliassen, R.A. The efficacy of metomidate, clove oil, Aqui‐STM and 

Benzoak® as anaesthetics  in Atlantic  salmon  (Salmo  salar L.)  smolts, and  their potential  stress‐reducing 

capacity. Aquaculture 2003, 221, 549–566, doi:10.1016/S0044‐8486(03)00111‐X. 

58. Iversen, M.; Finstad, B.; Nilssen, K.J. Recovery from loading and transport stress in Atlantic salmon (Salmo 

salar L.) smolts. Aquaculture 1998, 168, 387–394, doi:10.1016/s0044‐8486(98)00364‐0. 

59. Skjervold, P.O.; Fjæra, S.O.; Østby, P.B.; Einen, O. Live‐chilling and crowding stress before slaughter of 

Atlantic salmon (Salmo salar). Aquaculture 2001, 192, 265–280, doi:10.1016/s0044‐8486(00)00447‐6. 

60. Navarro, R.D.; Paiva De França, R.P.; Paludo, G.; Saldanha Bizarro, Y.W.; Fortes‐Silva, R.; Pereira Navarro, 

F.K.S.  Physiological  and  hematological  responses  of  Nile  tilapia  (Oreochromis  niloticus)  to  different 

anesthetics  during  simulated  transport  conditions.  Acta  Sci.  Technol.  2016,  38,  301–306, 

doi:10.4025/actascitechnol.v38i3.28377. 

61. Sink, T.D.; Strange, R.J.; Sawyers, R.E. Clove oil used at lower concentrations is less effective than MS‐222 

at reducing cortisol stress responses in anesthetized Rainbow trout. N. Am. J. Fish Manag. 2007, 27, 156–161, 

doi:10.1577/M05‐103.1. 

62.   Bahrekazemi, M.; Yousefi, N. Plasma  enzymatic, biochemical and hormonal  responses  to  clove oil, 2‐

phenoxy ethanol, and MS‐222 exposed to Caspian brown trout (Salmo trutta caspius, kessleri). I. J. Aqua. 

Anim. Health 2017, 3, 47–60, doi:10.18869/acadpub.ijaah.3.1.47. 

63. Velisek,  J.; Svobodova, Z.; Piackova, V. Effects of clove oil anaesthesia on Rainbow  trout  (Oncorhynchus 

mykiss). Acta Vet. Brno 2005, 74, 139–146, doi:10.2754/avb200574010139. 

64. Holloway, A.C.; Keene,  J.L.; Noakes, D.G.; Moccia, R.D. Effects of clove oil and MS‐222 on blood hormone 

profiles  in Rainbow  trout Oncorhynchus mykiss, Walbaum. Aquac. Res. 2004, 35, 1025–1030, doi:10.1111/j.1365‐

2109.2004.01108.x. 

65. Velisek,  J.; Svobodova, Z.; Piackova, V.; Groch, L.; Nepejchalova, L. Effects of  clove oil anaesthesia on 

common carp (Cyprinus carpio L.). Vet. Med. Czech 2005b, 50, 269–275. 

66. Cakli,  S.;  Kilinc,  B.;  Dincer,  T.;  Tolasa,  S.  Effects  of  using  slurry  ice  during  transportation  on  the 

microbiological, chemical, and sensory assessments of aquacultured sea bass (Dicentrarchus labrax) stored 

at 4 °C. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 2006, 46, 453–458, doi:10.1080/10408390500295425. 

67. Kilinc, B.; Cakli, S.; Cadun, A.; Dincer, T.; Tolasa,  S. Comparison of  effects of  slurry  ice  and  flake  ice 

pretreatments on the quality of aquacultured sea bream (Sparus aurata) and sea bass (Dicentrarchus labrax) 

stored at 4 °C. Food Chem. 2007, 104, 1611–1617, doi:10.1016/j.foodchem.2007.03.002. 

68. Poli, B.M.; Parisi, G.; Scappini, F.; Zampacavallo, G. Fish welfare and quality as affected by pre‐slaughter 

and slaughter management. Aquacult. Int. 2005, 13, 29–49, doi:10.1007/s10499‐004‐9035‐1. 

69. Cakli, S., Kilinc, B., Cadun, A., Dincer, T., Tolasa, S. Quality differences of whole ungutted  sea bream 

(Sparus  aurata)  and  sea  bass  (Dicentrarchus  labrax) while  stored  in  ice.  Food  Control  2007,  18,  391–397, 

doi:10.1016/j.foodcont.2005.11.005. 

70. Daniel, A.P.; Veeck, A.P.L.; Klein, B.; Ferreira, L.F.; da Cunha, M.A.; Parodi, T.V.; Zeppenfeld, C.C.; Schmidt, 

D.; Caron, B.O.; Heinzmann, B.M.; et al. Using the essential oil of Aloysia triphylla (L’Her.) britton to sedate 

silver catfish (Rhamdia quelen) during transport improved the chemical and sensory qualities of the fish during 

storage in ice. J. Food Sci. 2014, 79, 1205–1211, doi:10.1111/1750‐3841.12463. 



Foods 2020, 9, 1750  20  of  20 

 

71. Don, S.; Xavier, K.A.M.; Devi, S.T.; Nayak, B.B.; Kannuchamy, N. Identification of potential spoilage bacteria 

in  farmed  shrimp  (Litopenaeus  vannamei):  Application  of  eelative  rate  of  spoilage models  in  shelf  life‐

prediction. LWT Food Sci. Technol. 2018, 97, 295–301, doi:10.1016/j.lwt.2018.07.006. 

72. Freitas, J.; Vaz‐Pires, P.; Câmara, J.S. Freshness assessment and shelf‐life prediction for Seriola dumerili from 

aquaculture based on the quality index method. Molecules 2019, 24, 3530, doi:10.3390/molecules24193530. 

73. Jørgensen, B.R., Gibson, D.M.; Huss, H.H. Microbiological quality and shelf life prediction of chilled fish. 

Int. J. Food Microbiol. 1988, 6, 295–307, doi:10.1016/0168‐1605(88)90023‐2. 

74. Erikson, U.;  Truong, H.T.M.; Le, D.V.;  Pham,  P.D.;  Svennevig, N.;  Phan, V.T. Harvesting  procedures, 

welfare  and  shelf  life  of  ungutted  and  gutted  shortfin  pompano  (Trachinotus  falcatus)  stored  in  ice. 

Aquaculture 2019, 498, 236–245, doi:10.1016/j.aquaculture.2018.06.085. 

75. Kuvei,  F.G.;  Khodanazary,  A.;  Zamani,  I.  Quality  index  method  (QIM)  sensory  scheme  for  gutted 

greenback grey mullet Chelon subviridis and its shelf life determination. Int. J. Food Prop. 2019, 22, 618–629, 

doi:10.1080/10942912.2019.1599388. 

76. Martinsdottir, E.; Luten, J.; Schelvis, R.; Hyldig, G. Scientific developments of QIM: Past and future. In Quality of 

Fish from Catch to Consumer: Labelling, Monitoring and Traceability; Luten, J.B., Oehlenschlager, J., Olafsdottir, G., 

Eds.; Academic Publishers: Wageningen, the Netherlands, 2003, pp. 265–272. 

77. Sant’Ana, L.S.; Soares, S.; Vaz‐Pires, P. Development of a quality index method (QIM) sensory scheme and 

study of shelf‐life of  ice‐stored blackspot seabream  (Pagellus bogaraveo). LWT Food Sci. Technol. 2011, 44, 

2253–2259, doi:10.1016/j.lwt.2011.07.004. 

78. Kapute,  F.;  Likongwe,  J.;  Kang´ombe,  J.;  Kiiyukia,  C.  Shelflife  of  whole  fresh  lake  malawi  tilapia 

(Oreochromis species—Chambo) stored in ice. Afr. J. Food Agric. Nutr. Dev. 2013, 13, 7138–7156. 

79. Sivertsvik, M.; Rosnes, J.T.; Vorre, A.; Randell, K.; Ahvenainen, R.; Bergslien, H. Quality of whole gutted 

salmon in various bulk packages. J. Food Qual. 1999, 22, 387–401, doi:10.1111/j.1745‐4557.1999.tb00172.x. 

Publisher’s Note: MDPI stays neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and institutional 

affiliations. 

 

© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access 

article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution 

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 

 


