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Resumen 

Uno de los objetivos en los que se centra las industrias acuicultoras para conseguir una mejoría 

del producto, es la textura. Dicha cualidad se ve alterada por gran cantidad de factores, entre 

ellos se encuentra la concentración de colágeno en el tejido muscular. Dicha proteína se forma a 

partir de aminoácidos, siendo la hidroxiprolina (Hyp) uno de los más abundantes en su 

composición. Se incluyeron distintas concentraciones de dicho aminoácido en piensos, 

comparando una dieta control (C) y otras tres con diferentes porcentajes de Hyp, 0,6 (dieta HL), 

1,2 (dieta HM), y 2 % (dieta HH), con el objetivo de apreciar su efecto en lubinas adultas (609,21 ± 

75,39 g), durante un periodo de 143 días. Se analizaron datos de crecimiento, utilización de 

alimento, textura, composición bioquímica del filete y área del colágeno en cortes de músculo. 

Los peces tratados con Hyp obtuvieron mejores tasas de crecimiento (SGR) (HM: 0,63 y HH: 0,6) 

durante el último período de experimentación, así como un mejor índice de conversión del 

alimento (FCR) (HM: 3,09 y HH: 3,01) durante la fase intermedia del experimento (desde el inicio 

hasta los 99 días). Por otro lado, se obtuvieron valores mayores en el área ocupada por el 

colágeno en las fibras del músculo blanco y rojo (P<0,05) de peces tratados con Hyp, siendo los 

valores en el músculo blanco donde el colágeno IV destaco junto al colágeno I. A pesar de la 

relación que existe entre el colágeno intramuscular y la textura del filete, es destacable el 

aumento de diámetro en las fibras musculares en peces tratados con Hyp, hecho que puede estar 

relacionado con la falta de diferencias en la textura entre los distintos tratamientos. Se puede 

decir que la inclusión de Hyp en dietas de lubina fomenta la formación de colágeno intramuscular.  
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Abstract 

Aquaculture industry has many aims, but it focus in some objectives, texture is one of them. This 

way they can improve the quality. Many factors change the texture, between them there is 

concentration of collagen in muscle tissue. This protein is formed by amino acids, hydroxipoline 

(Hyp) is one of these amino acids and it is one of the most abundant in collagen. Different 

concentrations were included in animal food, being developed a control diet (C) and other three 

diet with different percentage of Hyp, 6 (diet HL), 1,2 (diet HM) and 2% (diet HH), with the aim to 

see their effect in mature sea bass (609,21 ± 75,39 g), over 143 days. Data about growth, feed 

utilization, texture, biochemical composition of fillet and area of collagen in cuts of muscle were 

analyzed. Fish fed with Hyp had better rate of growth (SGR) (HM: 0,63 y HH: 0,6) over the last 

period of the experiment. In addition, these fish had better conversión rate (FCR) (HM: 3,09 y HH: 

3,01) during intermediate phase (from beginnig to 99 days). On the other hand, we obtained 

greater values in area of collagen in white and red muscle (p<0,05) for fish feed with Hyp, collagen 

I and IV were notable in white muscle. Despite a connection between collagen intramuscular and 

texture about fillet, it is also noteworthy that greater increase in fiber muscle diameter in fishes 

fed with Hyp, this may be related to the lack of difference in texture between different 

treatments. It may be said that the inclusion of Hyp in diets from sea bass increases formation of 

collagen intramuscular. 
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1. Introducción 

1.1. Consumo de pescado y beneficios. 

 El pescado, una fuente de ácidos grasos (a.g.) esenciales de origen marino como son el a.g. 

ecoisapentaenoico y el a.g. docosahexaenoico (EPA y DHA), así como un aporte de proteínas, 

vitaminas y minerales, es un componente esencial en una dieta saludable. Entre la gran cantidad 

de estudios que se han publicado, se pueden encontrar un gran número de beneficios que aporta 

el consumo de pescado en el ser humano. Las principales ventajas de este consumo se centran en 

aspectos positivos en el sistema cardiovascular (Baumann et al., 1999; Von Schacky et al., 1999; 

Erkkilä et al., 2004; López-García et al., 2004; Kamphuis et al., 2006; He, 2009; He et al., 2009; 

Riediger et al., 2009; Abeywardena y Patten, 2011; Raatz et al., 2013). Además también se han 

demostrado sus efectos saludables en trastornos de alimentación como diabetes u obesidad. Así 

como, la disminución de colesterol en la sangre, de accidentes cerebrovasculares y la de partos 

prematuros o mejora del desarrollo cognitivo (Daviglus et al., 2002; Patterson, 2002; Bouzan et 

al., 2005; Cohen et al., 2005a, b, c; König et al., 2005; McMichael y Butler, 2005; Willett, 2005; 

Rossary et al., 2014).  

 A pesar de estos beneficios, el consumo de pescado no está muy extendido en la población 

mundial. Se han realizado estudios en varios puntos del planeta, descubriendo un gran déficit del 

consumo de este alimento. Sin embargo, regiones como Japón o Groenlandia presentan una gran 

tasa de consumo de pescado y también un menor número de muertes debido a infartos de 

miocardio (Kagawa et al., 1982; Sekikawa et al., 2008; Usydus et al., 2009). Por otro lado, en 

regiones donde el pescado no está en el menú habitual de una familia, como es el caso de 

Australia, donde solo una quinta parte de los hogares consumen la dosis recomendada de 

pescado, existen más casos de infartos de miocardio. Los padres australianos conocen los 

beneficios de consumir pescado y también están informados de la fuente de contaminantes que 

pueden ser estos animales. Las estrategias que tienen como objetivo cambiar el comportamiento 

alimenticio de los niños, deben centrarse en identificar las barreras para consumir alimentos ricos 
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en ácidos grasos omega-3 (n-3), incluyendo el mal gusto de algunas familias por el pescado, 

inconvenientes asociados con la preparación (olor, espinas, textura), la falta de procesos de 

cocinado y limitaciones de coste (Rahmawaty et al., 2013). Se ha constatado que un consumo de 

pescado de 250 mg/d de los ácidos grasos EPA y DHA, mitiga los infartos de miocardio en la 

población y se consigue un máximos de beneficio con unos 500 mg/d de EPA+DHA (Mozaffarian y 

Rimm 2006; Harris et al., 2008; 2009). 

 Es evidente que algo no funciona, ya que se han constatado datos de encuestas en las que más 

del 40% de la población de ciertos países, no consume la cantidad de aceites esenciales n-3 

recomendada. Este hecho se debe principalmente a la información de los peligros de consumir 

pescado, principalmente contaminantes como son metilmercurio, bifenilos policlorados (PCB), 

dioxinas, plaguicidas organoclorados y otros contaminantes del medio ambiente (Verbeke et al, 

2005). Se ha demostrado, que las noticias de peligro, daños o todo aquello que conlleva un mal 

para la población, condicionan a los consumidores (Carson y Hassel, 1994; Robenstein y Thurman, 

1996; Kinnucan et al., 1997). El peso de una noticia, la cual informa que ingerir pescado puede 

reducir considerablemente el número de fallecimientos debido a infartos de miocardio, es de 

cinco a siete veces menos influenciable en las decisiones del consumidor, que la información de 

los dañinos que son los contaminantes para la salud humana (Mizerski, 1982; Verbeke y Ward, 

2001). Por dicho motivo la población tiende a no consumir pescado con el fin de evitar la toma de 

contaminantes, olvidando lo beneficios que les puede aportar el consumo de pescado en su salud 

(Bouzan et al., 2005; Verbeke et al., 2005).  

 

 A pesar de estos datos de ingesta de pescado, cabe destacar que en las últimas cinco décadas la 

producción de peces comestibles se ha incrementado considerablemente, como demuestra el 

último informe de la FAO (FAO, 2014), presentando una tasa media anual del 3,2 %, superando así 

la tasa de crecimiento de la población mundial del 1,6 %. En lo referente al consumo aparente 

mundial de pescado per cápita, aumentó de un promedio de 9,9 kg en 1960 a 19,2 kg en 2012. 
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Este aumento destacado se ha debido a una combinación de crecimiento demográfico, aumento 

de los ingresos y urbanización, la fuerte expansión de la producción pesquera y la mayor eficacia 

de los canales de distribución, también han sido unos potenciadores notables. Por lo que se 

puede apreciar, la producción en términos generales es elevada. Sin embargo, al centrarse en los 

principales productores industrializados regionales, Estados Unidos de América, España, Francia, 

Italia, Japón y la República de Corea, la producción de peces de consumo ha disminuido en los 

últimos años. Una de las causas de estos descensos de producción, se atribuyen al pescado 

importado procedente de otros países, en los cuales los costos de producción son relativamente 

bajos (FAO, 2014). Por lo que se puede argumentar, poco a poco la población está más 

concienciada de la importancia del consumo de pescado para tener una dieta saludable y 

beneficiarse de dicha alimentación, aunque las preferencias del consumidor pueden variar 

dependiendo de la procedencia del producto. Por otro lado, este aumento del consumo de 

pescado también se debe en gran medida al incremento de la población mundial, posicionando a 

la acuicultura como uno de los posibles futuro para abastecer la demanda alimenticia mundial 

(FAO, 2014). 

 

1.2. Gustos del consumidor. 

 Aunque el consumo de pescado se ha incrementado, la polémica del pescado de acuicultura aún 

sigue presente, siendo estos productos menos apreciados por la población. Efectivamente, hay 

estudios que demuestran que a pesar de no contar con una imagen negativa, en general, los 

consumidores de Europa prefieren los productos de pesca extractiva, los cuales perciben como un 

género de mejor calidad (Kole, 2003; Verbeke et al., 2007; Claret et al., 2014). Entre los españoles 

se percibe a los productos de la acuicultura como un género fácil de encontrar, económico y que 

se ha cultivado de una manera controlada. Por otro lado, también se le atribuye un alto contenido 

en grasas y antibióticos, así como un carácter artificial al producto y una mayor manipulación del 

artículo. Por lo que respecta al pescado de origen salvaje, se le atribuyen una gran cantidad de 

aspectos positivos, mejor calidad, mejoras en el sabor y textura de la carne, más saludable y 
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fresco. También cabe destacar que el hecho de que estos peces presenten una alimentación a 

través del ambiente, provoca la creencia de que dichos productos serán más nutritivos y 

saludables, creando unas garantías en el consumidor con respecto a este género. Por otro lado, 

como imagen negativa de la pesca extractiva, argumentan la presencia de metales pesados y 

pesticidas debido a la contaminación marina, así como de parásitos como es el anisakis. Por lo que 

se puede apreciar, si los consumidores tienen información de la especie así como el método de 

obtención del producto, prefieren pescado de pesca extractiva. Sin embargo, se han realizado 

degustaciones de pescado salvaje frente a cultivados, sin el conocimiento de origen de los 

productos por parte de los encuestados, obteniendo preferencias de los participantes por el 

pescado de origen acuícola (Claret, 2014). Es destacable comentar que a pesar de que el 96% de la 

población española consume pescado, no todos los consumidores conocen la existencia de 

pescado de acuicultura (Luna et al., 2004). Estos hechos dan una idea clara de que la imagen de la 

acuicultura necesita mejorar, de esta manera la percepción de los consumidores sobre este 

producto incrementará y consecuentemente fomentará el consumo de pescado de acuicultura.  

 

 No solo estas comparaciones son la causa de la mala imagen de la acuicultura, en España se ha 

registrado un desconocimiento generalizado del origen del pescado por una parte importante de 

la población (García-García et al., 2008). Cabe destacar, como dato impactante, que un 25 % de la 

población española desconoce la existencia del pescado de acuicultura y más de un 40% 

consideran a especies como de crianza, cuando no lo son realmente (Luna et al., 2004). Es 

evidente que existe un desconocimiento importante en lo que se refiere al mundo de la 

acuicultura, sus implicaciones en la población, así como los beneficios de su consumo respecto a 

los productos de la pesca extractiva.  

 

 A pesar de los claros déficits de conocimiento de los beneficios del consumo de pescado, así 

como de las negativas creencias sobre el pescado de acuicultura, la necesidad de conocer las 

opiniones del consumidor son esenciales para poder crear una imagen positiva de este producto, 
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así como mejorar la calidad del producto atendiendo a los gustos del consumidor. Los 

consumidores perciben y aceptan o rechazan un producto en función de varios factores (Costell et 

al., 2010), dichos factores se pueden agrupar en tres; sensoriales (donde el consumidor se deja 

llevar por lo que sus sentidos perciben; vista, olfato, sabor), psicológicos (en este caso el 

consumidor, para la selección de un producto se basa en ideas preconcebidas, como puede ser el 

no consumo de pescado por los niveles de contaminantes que puede tener dicho producto) y 

marketing (en este factor lo que influye en la selección son etiquetas, marcas, precios, 

información y demás atribuciones que se les da a los productos con el fin de darle un valor 

añadido al producto) (Guerrero, 2001). Dichos factores, relacionados entre ellos (Figura 1), 

condicionan la percepción del producto, así como en el comportamiento alimenticio del 

consumidor, pudiendo crear una imagen positiva del producto en función de las ideas de los 

consumidores. 

 

Figura 1: Interacciones de los factores que condicionan la percepción y comportamiento alimenticio de los 
consumidores (Guerrero, 2001). 

 

1.3. Producción de lubina. 

 La lubina (Dicentrarchus labrax), es una especie pelágica y litoral que se puede encontrar en las 

costas orientales del océano Atlántico, canal de la Mancha y mar Báltico, desde Noruega hasta 

Marruecos, y a lo largo del mar Mediterráneo. Suele frecuentar estuarios y lagunas litorales, 

pudiendo tolerar una extensa variación de temperatura y salinidad de las aguas que habita. Esta 
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especie es apta para la procreación al alcanzar los 2 – 4 años, generalmente. La longevidad de 

estos peces se estima en 30 años (APROMAR, 2015).  

 

 La morfología que presenta dicha especie es la propia para el ciclo de vida del organismo. 

Presentan un cuerpo fusiforme y vigoroso, el cual les facilita la natación, cubierto de grandes 

escamas. Poseen una cabeza puntiaguda, que otorga un carácter hidrodinámico, con aberturas 

nasales y ojos pequeños, así como una boca grande. Loa coloración es de un gris plomizo, siendo 

más oscura en la partes dorsal y cambiando a un tono plateado en los laterales. Una característica 

propia de la especie en la presencia de una mancha negra encima del opérculo. Por lo que se 

refiere a la aleta caudal, presenta una forma ligeramente ahorquillada. Cabe destacar que estos 

organismos pueden alcanzar los 70 cm de longitud (APROMAR, 2015). 

 

 En lo que se refiere al cultivo, su crianza se realiza en casi todos los países de Mediterráneo (un 

total de 19 países). Los criaderos producen huevos a partir de reproductores en condiciones muy 

controladas, cada hembra puede llegar a poner 250000 huevos/kg, siendo los huevos de 1mm de 

diámetro. A lo largo del primer mes de vida las larvas se alimentan con cultivos auxiliares: 

rotíferos y artemia. Tras el cual pasan a ser alimentados con piensos producidos con ingredientes 

de origen natural. Las instalaciones donde tiene lugar la crianza pueden ser en jaulas flotantes en 

el mar, como en tanques de hormigón o estanques en tierra. Estos organismos tras eclosionar del 

huevo tardan unos 20 – 24 meses en alcanzar un peso de 400 g, sin embargo la talla de 

comercialización está comprendida desde los 250 g hasta más de 1500 g (APROMAR, 2015). 

 

 En los últimos años su producción a nivel europeo se ha incrementado considerablemente (Figura 

2), alcanzando en todo el mundo una producción de 157.516 Tm. La lubina de origen pesquero 

sigue siendo extraída en diversos países del Mediterráneo y del Atlántico, aunque su volumen a 

medio plazo permanece relativamente constante, rondando las 758 Tm. Cabe destacar que la 

lubina de crianza supone el 94,4 % del total de lubina comercializada (APROMAR, 2015). Dentro 
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de Europa, España es el tercer productor, superada solamente por Turquía y Grecia (Tabla I), con 

un aumento considerable de la cantidad de toneladas producidas desde el 2005 al 2014, pasando 

de 5.492 Tm a un total de 17.376 Tm respectivamente.  

 

Tabla I: Producción de lubina de crianza en los principales países europeos (FEAP, 2015). 

 

 

 

Figura 2: Progresión de la producción de lubina en los distintos países europeos (FEAP, 2015). 

 

 Visto el incremento de la producción, con el fin de potenciar el consumo de productos de 

acuicultura, se debería mejorar las características sensoriales de los productos (Luna et al., 2004). 

Las diferencias sensoriales entre las lubinas de origen salvaje y de crianza son evidentes. Dichas 

diferencias se crean principalmente por el tipo de alimentación de los individuos, encontrando 

diferencias en el contenido total de lípidos, en la proporción de varios ácidos grasos, así como de 



Introducción 

8 
 

algunos minerales en los análisis realizados en los filetes de origen salvaje y de crianza (Alasalvar 

et al., 2002). Por otro lado también se han apreciado diferencias entre cultivados y de pesca 

extractiva en la celularidad del músculo, en el contenido de colágeno, así como en el pH. Estas 

variaciones afectaron a la textura del filete, siendo los animales de origen salvaje los que 

presentaron mayores valores de textura. Es destacable que los procesos de cocinado empleados 

pueden alterar las cualidades de los filetes por lo que el estudio de la textura y la composición del 

filete tras el cocinado también es una característica a tener en cuenta (Periago et al., 2005). 

Precisamente el cocinado a partir de filetes de lubina previamente congelados, provocó una 

masiva coagulación de la proteína, desintegración de la uniones en las fibras musculares y 

espacios entre las fibras musculares ocupados por material amorfo, cambios estructurales que 

afectan a la textura y las propiedades organolépticas relacionados con la degradación del 

colágeno (Ayala et al., 2005). 

 

1.4. Estructura del músculo en los peces. 

 A diferencia de los animales terrestres, los peces no disponen de un sistema tendinoso que 

conecte los músculos al esqueleto. Para paliar esta carencia, entre las piezas musculares 

(miotoma) que recorren en paralelo los laterales del organismo (Figura 3), existen unas láminas de 

colágeno que realizan la función de los tendones. Dichas láminas reciben el nombre de 

miocomata (miosepto) (Nurshall, 1956 en Suárez et al., 2007) y actúan como unión entre la piel y 

el esqueleto, otorgando de esta forma la cohesión necesaria en el cuerpo. Se puede decir que el 

músculo de los peces está constituido por una secuencia repetida de miotoma y miocomata. 
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Figura 3: Secuencia de piezas musculares en peces teleósteos.  

 

 La unión mencionada entre la piel y el esqueleto divide el cuerpo en dos partes, región epiaxial e 

hipoaxial, mediante un septum medio horizontal (Figura 4). Entre cada dos miocomatas se 

dispone un segmento muscular, miotoma (miómero), el cual recorre toda su extensión de forma 

paralela, entre dichos septos, a lo largo del plano longitudinal del pez (Suárez et al., 2007). Entre 

miómero y miocomata existe una cohesión facilitada por el colágeno, el cual nace en la 

miocomata y envuelve las fibras musculares (Love et al., 1969; Love et al., 1972). Esta disposición 

de miocomatas y miotomas en el cuerpo de los peces está diseñada con el objetivo de facilitar la 

natación (Nurshall, 1956 en Suárez et al., 2007). De hecho, las fibras musculares (miómeros), 

ubicadas dentro de los miótomos de forma paralela, son los responsables de favorecer la 

natación, gracias a su disposición angular. 
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Figura 4: Anatomía básica del músculo. (Fuente: http://aqfi.uaex.edu/people/faculty/akelly/z-agoodwin-and-files/Web-
Files/Delete/BIOF%20Web%20page%202011/Text/3%20Skin,%20scale,%20muscle/Text3lnk.html). 

 

  

1.5. Colágeno, funciones, tipos y composición. 

 En el tejido conectivo intramuscular de los peces, se ha demostrado que se encuentra en gran 

medida constituido por colágeno (Sato et al., 1988; Hatae et al., 1989; Suárez et al., 2007), siendo 

esta una de las proteínas más abundantes en la matriz extracelular. Tiene papeles muy 

importantes, tanto estructurales como funcionales en tejidos e influyen en la propiedad de la 

textura, así como en la funcionalidad y extensibilidad del filete (Hatae et al, 1986; Sato et al, 1986; 

Sato et al, 1988; Aidos et al., 1990; Sato et al., 1998; Suárez et al., 2007; Gordon y Hahn, 2010). A 

dicha proteína se la considera fibrosa, encontrándose en gran medida en tendones, miocomatas, 

piel, huesos, sistema vascular y en las envolturas del tejido conectivo que rodean el músculo. El 

colágeno está formada por unidades de tropocolágeno (15 Å de diámetro y 3000 Å de longitud), 

una proteína en forma de varilla y constituida por tres cadenas polipeptídicas, enrolladas 

formando un cordón de tres hebras, creando una triple hélice. Estas cadenas aminoacídicas se las 

conoce como cadenas α, cada una de estas formas una hélice con giro a la izquierda con tres 

aminoácidos por vuelta. La estructura formada por el ensamblaje de dichas cadenas α es una 

triple hélice con giro a la derecha. Las cadenas polipeptídicas mencionadas, están unidas 
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mediante enlaces cruzados covalentes, gracias a las cadenas laterales de lisina e histidina. Dichos 

enlaces son reducibles y durante la maduración del tejido conectivo van siendo progresivamente 

modificados por enlaces no reducibles (Lehninger, 1982; Belitz y Gorsch, 1988; Suarez et al., 

2007). Estos tipos de enlaces no reducibles son los causantes de la dureza de la carne en animales 

más viejos, como es en el caso de mamíferos.  

 

 Las cadenas α mencionadas, contienen 100 tipos de restos de aminoácidos, presentando una 

composición diversa. Esta variedad en la composición de aminoácidos de las cadenas, que forman 

el tropocolágeno, es la causa de la clasificación del colágeno en cinco tipos principales (Tabla II).  

Las diferencias entre uno u otro tipo de colágeno, radican en las composiciones moleculares 

(aminoácidos) de las cadenas α que los forman. De entre los cinco tipos de colágeno presentes en 

la Tabla II, el más común es el colágeno tipo I, el cual está formado por dos cadenas α idénticas y 

una tercera con una secuencia de aminoácidos distinta. El peso molecular total de cada cadena α 

es de 100.000 daltons, lo que deja en total un peso molecular de 300.000 para el colágeno I 

(Lindent y Lorient, 1996). En el músculo también podemos encontrar otro tipo de colágeno, el 

cual puede tener un papel importante en la dureza de la carne, dicho colágeno es el tipo III, y está 

compuesto de 3 cadenas α idénticas. Por otro lado, tenemos el colágeno IV, el cual consta de una 

estructura más compleja ya que parece formarse por cadenas polipeptídicas de diferentes 

tamaños. Los tipos de colágenos nombrados, junto con el colágeno V, se pueden encontrar en el 

músculo, sin embargo el colágeno tipo II solo se distribuye por el cartílago como se aprecia en la 

Tabla II. El colágeno V por otra parte parece presentar distintas conformaciones musculares y se 

le asocia al ablandamiento de la carne almacenada en frío, ya que tiende a degradarse. Sin 

embargo, dicho colágeno junto con el tipo I parecen ser los más abundantes en el músculo de 

peces, de hecho la alta proporción de fibras tipo V, conlleva a la formación de fibras delgadas 

(Ando et al., 1999). Se pueden apreciar diferencias entre peces demersales y pelágicos, siendo los 

segundos los que presentan un diámetro mayor de las fibras de colágeno, debido a la mayor 

presencia de colágeno V en las fibras (26 Å frente a 20,6 Å) (Suárez, 2002). 
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Tabla II: Tipos de colágeno. En función de la composición de las cadenas α que conformen la unidad del colágeno, se 
pueden distinguir cinco tipos de colágeno (Belitz y Gorsch, 1988). 

 

 

 Esta proteína, el colágeno, está compuesta por ciertos aminoácidos, siendo el más abundante, 

representando una tercera parte del total, la glicina (Gly); por lo que cada tercer aminoácido hay 

una Gly, quedando una fórmula tal que Gly-X-Y (Li et al., 2005). Por otro lado, otra tercera parte 

está compuesta por alanina (Ala), prolina (Pro) e hidroxiprolina (Hyp), estos junto con la Gly son 

los aminoácidos más abundantes en esta proteína (Figura 5).  Pro y Hyp ocupan frecuentemente 

la posición X o Y de la formula molecular, y representan alrededor de un 23% del contenido total 

de aminoácidos de la molécula de colágeno (Grant y Prockop, 1972). Por un lado, la Pro es clave 

en múltiples procesos celulares bioquímicos y fisiológicos (Wu et al., 2010); es el principal sustrato 

nitrogenado para la síntesis de poliaminas (Wu  et al., 2000; 2005); junto con un metabolito 

propio, la pirrolina-5-carboxílico, regulan la expresión génica y la señalización celular de las rutas 

que son clave para el bien estar del organismo y la defensa contra enfermedades (Hu et al., 2008); 

es especifica de radicales libres (Kaul et al., 2008), los cuales participan en reacciones redox tanto 

en humanos como en animales (Phang et al., 2008; 2010). Cabe destacar, que mientras que 

muchos mamíferos pueden sintetizar Pro de la arginina y de la glutamina/glutamato (Figura 6), la 

relación de síntesis endógena no es adecuada para recién nacidos, aves y peces (Li et al., 2009; 

Wu et al., 2010). Sin embargo se ha podido demostrar que la suplementación de Pro en la dieta 
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mejora la ganancia de peso en gallinas y cerdos jóvenes diariamente (Graber et al., 1970; 

Kirchgessner et al., 1995), así como un aumento de la concentración de colágeno muscular en 

juveniles de rodaballo con una suplementación de cristales de L-Pro y L-Hyp (Zhang et al, 2015). 

Por lo tanto se puede considerar a la Pro como un aminoácido potencialmente esencial para 

mamíferos, aves y especies acuáticas (Baker, 2009; Wu et al, 2010). Por lo que respecta a la Hyp 

es un metabolito postraduccional de la Pro en proteína (principalmente colágeno), formado a 

partir de la prolil hidroxilasa dependiente de la vitamina C (Stanley, 1983), formándose Hyp en 

estado libre, a partir de la degradación de colágeno o de otras proteínas mediante prolil 

hidroxilasa (Phang et al., 2008, 2010). Cabe destacar, que a la Hyp se la considera como un 

aminoácido esencial condicional (Li et al, 2009), y su contenido en el filete de pescado es mucho 

mayor que en las fuentes proteínicas de origen vegetal (Li et al, 2011).  

 

 

Figura 5: Composición del colágeno. Representación esquemática de los distintos aminoácidos que componen el 
colágeno (Barbul, 2008). [Gly = glicina; Ala = alanina; Pro = prolina; OH-Pro = hidroxiprolina; Glu = ácido glutámico; Asp = 
ácido aspártico; Ser = serina; Thr = treonina; Arg = arginina; Lys= lisina; OH-Lys = hidroxilisina; His = histidina; Val = 
valina; Leu = leucina; Isoleu = isoleucina; Met = metionina; Phe = fenilalanina; Tyr = tirosina]. 
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Figura 6: Formación de Pro e Hyp. Rutas metabólicas mediante las cuales se pueden formar Pro e Hyp (Barbul, 2008). 

 

 La Pro y la Hyp son dos aminoácidos necesarios para mantener la estructura y función celular, 

dichos aminoácidos son vitales para la síntesis del colágeno, la estructura y la fuerza de esta 

proteína (Barbul, 2008).  Gracias a estudios realizados en distintas especies, se les considera 

potencialmente esenciales para los mamíferos, aves y especies acuáticas (Zhang et al., 2006; 

Baker, 2009; Li et al., 2009; Wu et al., 2010).  Por lo que se refiere a especies acuáticas se han 

llevado estudios de inclusiones en dietas de Pro, Hyp o ambas, en salmón (Salmo salar) y 

rodaballo (Scophthalmus maximus L.). Son variados los resultados obtenidos según la especie 

investigada. En salmón se ha demostrado que cierta suplementación con cristales de Hyp a una 

dieta basada en proteína vegetal mejoró la ganancia de peso (Figura 7), sin embargo no se apreció 

mejora alguna con la inclusión de Pro (Aksnes et al. 2008). Por otro lado según Zhang y 

colaboradores (2015), la inclusión de L-Pro y L-Hyp en dietas con alta cantidad de proteína vegetal 

para juveniles de rodaballo, mejoraron significativamente la concentración total de colágeno en el 

músculo, lo cual puede ser debido al incremento de la síntesis y la degradación del colágeno, sin 

embargo no se apreció un efecto positivo en el crecimiento (Zhang et al., 2013). Este aumento de 

la concentración de colágeno puede afectar a las características del filete tales como la textura, el 

sabor, etc (Zhang et al., 2015). Se ha demostrado que el contenido de colágeno y sus 

características son un determinante importante de la firmeza del músculo del pescado (Moreno et 

al., 2012). 
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Figura 7: Ganancia de peso, conforme más Hyp cristalina se añade (g Hyp/kg de dieta) (Aksnes et al., 2008).  

 

1.6. Textura. 

 Como se ha mencionada anteriormente, el consumidor busca ciertas cualidades en los productos 

alimenticios. Dichas cualidades hacen referencia al origen de la especie, salvaje o de crianza, el 

olor y el sabor del género, el precio, la textura, entre otras; otorgando, todas ellas, calidad a los 

productos alimenticios o lo que es lo mismo, un valor añadido. Como se ha citado anteriormente, 

el colágeno es un componente mayoritario en el tejido conectivo intramuscular y responsable en 

gran medida de la textura del filete en peces (apartado 1.4). Esto se debe a que dicha molécula 

envuelve las fibras musculares, dotando al cuerpo de integridad y firmeza, siendo dicha molécula 

clave para conseguir una mejor textura en los filetes de pescado (Bremner y Hallett, 1985; Sato et 

al., 1986; Love, 1988; Ando et al., 1992). Se ha demostrado que la mayor concentración de 

colágeno se encuentra en las miocomatas, las cuales separan el cuerpo en segmentos, los 

miotomos. Por otro lado, también se han encontrado láminas de esta molécula rodeando a las 

fibras musculares, conocido como endomisio, así como envolviendo al conjunto de las fibras 

musculares, nombrado como perimisio (Bremner y Hallet, 1985). La firmeza, o textura, otorgada 

por el colágeno en los filetes de pescado es un parámetro de calidad crítico, mediante el cual un 

producto puede ser rechazado o aceptado (Veland y Torrissen, 1999). Dicho parámetro de 

calidad, también sirve como un índice de frescura de los productos de acuicultura, pudiendo 

catalogarlos como más o menos degradados (Suárez et al., 2002, 2006). Dentro de la degradación 
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del pescado para consumo humano, existen diferentes factores que alteran la calidad del 

producto. Dichos factores son variados, el origen (salvaje o crianza), edad, tasa de crecimiento, 

inanición, dieta, las condiciones de cultivo como son el pH, el estrés y la temperatura a la que se 

crían los organismos son unos de ellos. El efecto de las estaciones y del esfuerzo físico de los 

peces también tiene sus efectos en la textura del filete, así como la composición química, la 

celularidad del músculo y el contenido en colágeno. Los cambios en la textura tras el 

almacenamiento en frío, así como tras el cocinado de los filetes, también han sido estudiados. 

Todos estos factores se ha visto que tienen su efecto en la calidad del filete, sin embargo su 

efecto no es igual para especies distintas. Además dentro de la misma especie, el tamaño del 

pescado también crea diferencias en la textura del filete. (Ginés et al., 2004; Suárez et al., 2006; 

Hagen et al., 2007; Suárez et al., 2007). 

 

 Se ha constatado la existencia de una tendencia en el aumento de la fuerza de ruptura a medida 

que aumenta el peso en matrinxã o jatuarana (Brycon cephalus) en un estado juvenil. Sin embargo 

en organismos adultos, el colágeno de la miocomata es más débil y presenta menos enlaces 

cruzados que el colágeno en peces más jóvenes (Suárez et al., 2006).  

 

 Es destacable un trabajo en el cual se hacen comparaciones de la textura en función del origen 

del pescado. Comprobando que organismos de la especie besugo del Cantábrico (Pagellus 

bogaveo) de origen salvaje presentan una mayor cantidad de colágeno, con la consecuente 

mejora de la textura (Figura 8). También cabe destacar que presentan un mejor aroma y sabor los 

organismos de origen salvaje. Sin embargo, las concentraciones en aceites esenciales para la dieta 

humana, como son el EPA y ácidos grasos insaturados de cadena larga (HUFA), fueron mayores 

para los peces cultivados (Rincón et al., 2016). Esta mejora de la textura puede ser debida en 

parte a la mayor presencia de fibras musculares de músculo rojo en los peces salvajes (Figura 9). 
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Por lo que respecta al efecto de la temperatura de cultivo, se ha observado que filetes de 

salvelinos (Salvelinus alpinus) cultivados a 10  ͦC, presentan una menor firmeza y son menos 

elásticos que los filetes de los criados a 15  ͦC. Por ello se pueden apreciar mejoras en la mayoría 

de las categorías de textura de los filetes crudos en individuos cultivados a mayor temperatura, 

independientemente de la variedad dentro de la especie (Ginés et al., 2004). 

 

Figura 8: Cantidad de fibras de músculo rojo de dos porciones de distintas zonas del besugo del Cantábrico. Tinción 
Haematoxilina–eosina, 10×. (A) Músculo rojo zona craneal de acuicultura, (B) músculo rojo zona craneal de pesca 
extractiva, (C) músculo rojo zona caudal de acuicultura y (D) músculo rojo zona caudal de pesca extractiva (Rincón et al., 
2016). 
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Figura 9: Comparación de fibras musculares blancas y rojas, en diferentes partes del filete, entre besugo del Cantábrico 
de pesca extractiva frente al de acuicultura (Rincón et al., 2016).  

 

 Por otro lado, en una experiencia realizada con truchas arco iris (Oncorhynchus mykiss), se pudo 

apreciar como la alimentación con dietas ricas en grasas, provocó que los filetes presentasen 

menos resistencia a la compresión, por lo que dietas ricas en grasa parece ser que provocan una 

disminución de la textura de los filetes (Andersen et al., 1997) (Figura 10). 

 

Figura 10: Gráfica en la que se representa como a mayor contenido en grasa en el músculo (g Kg -1) la fuerza de 
compresión de 7,5 mm (N) realizada con el texturómetro fue menor (Andersen et al., 1997). 

 

 Son varios los estudios sobre el efecto del almacenamiento en frío de los filetes de pescado 

(Andersen et al., 1997; Suárez et al., 2006, 2007; Caballero et al., 2009; Aguilera et al., 2015). Se 
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ha demostrado, según Suárez y colaboradores (2006), que el almacenamiento en frío, a -3  ͦC 

durante 12 horas provoca una degradación del tejido conectivo pericelular en los filetes de 

pescado (Tabla III). Por otro lado, en un trabajo en dorada (Sparus aurata) (Caballero et al., 2009), 

se ha encontrado que los parámetros con que se mide la textura, concretamente la dureza y la 

fracturabilidad, reflejan claramente los cambios que sufre el músculo durante su almacenamiento 

en frío (Figura 11).  

Tabla III: Valores de fuerza de ruptura de los filetes (Suárez et al., 2006). 

Fuerza de ruptura (g) Peso de los peces 

Tratamiento  120 230 350 

Antes de la súper 
refrigeración 211,8 ± 16,9 a 196,4 ± 6,8 a 242,3 ± 23,5 a 

Después de la súper 
refrigeración 116,5 ± 11,5 b 83,0 ± 2,1 b 102,1 ± 6,5 b 

*Letras diferentes, indican diferencia estadística (P<0,001), tanto para columnas como para líneas. 

 

 

Figura 11: Modificación de los distintos parámetros correspondientes con la textura en dorada (hardness=dureza, 
fracturability=fracturabilidad, gumminess=gomosidad, chewiness=masticabilidad), en función del tiempo transcurrido 
tras su muerte y almacenado en frío (Caballero et al., 2009). 
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 La pérdida de calidad de los filetes de pescado durante el almacenamiento es debida a la acción 

enzimática degradativa que tiene lugar en el músculo. Dicha degradación se centra en la 

distrofina, alterando de esta forma las uniones entre las proteínas musculares y el tejido 

conectivo (Caballero et al., 2009). Las uniones existentes entre el colágeno y las células 

musculares son responsables en gran medida de la compactación del filete y consecuentemente 

de su textura. De hecho, se ha observado que la cantidad de enlaces cruzados hydroxylisil 

pyridinolina (PYD) presentes en el músculo son determinantes en lo que a propiedades de la 

textura se refiere, tanto en productos frescos como ahumados (Li et al., 2005; Hagen et al., 2007). 

En fletán Atlántico (Hippoglossus hippoglossus) se constató que los enlaces cruzados del colágeno 

son un factor más explicativo de la firmeza de lo que lo es la densidad de las fibras musculares, 

teniendo importantes efectos en estas características dependiendo de la estación. Así, los 

organismos analizados en invierno son los más firmes debido a que el crecimiento se detiene y la 

fracción de Hyp alcalina insoluble incrementa por los enlaces cruzados PYD. Cabe destacar que en 

primavera los datos de textura son más elevados, sin embargo el gasto de energía durante los 

meses de invierno y la perdida de biomasa debido a la maduración conllevan a una deficiencia en 

la calidad del producto, siendo un otoño tardío o un invierno temprano la etapa donde los peces 

presentan mejor estado nutricional y unas buenas texturas (Hagen et al., 2006; 2007).  

 

 Es destacable la demostración de que las diferencias en el contenido de colágeno pueden explicar 

la variación en la textura del filete crudo, así como que el diámetro de las fibras del músculo 

puede demostrar las diferencias en textura en el filete cocinado (Ginés et al., 2004). Se han 

realizado estudios de la textura de distintas especies, en relación a la importancia del tejido 

conectivo sobre esta característica. Por un lado, en lo que se refiere al filete crudo, se valoraron 

los niveles de dureza para Limanda yokohamae, Sebastolobus macrochir, Exocoetide sp., 

Katsuwonus pelamis y Trachurus japonicus, siendo el orden decreciente en la dureza. Sin embargo 

las durezas de los filetes cocinados siguieron el un orden descendente distinto; K. pelamis, E. sp., 

T. japonicus, L. yokohamae y S. macrochir. La mayor firmeza, en el filete crudo, se atribuyó a la 
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mayor cantidad de colágeno, siendo otras características asociadas a las fibras musculares 

responsables de la dureza del filete cocinado (Hatae et al., 1986). 

 

 En lo que se refiere al cultivo de forma intensiva o extensiva, se han realizado comparaciones en 

perca euroasiática (Perca fluviatilis L.) de talla comercial (120-150 g) y cultivados de manera 

extensiva e intensiva. En dichas comparaciones, los valores de dureza, elasticidad, cohesividad y 

gomosidad fueron mayores para los organismos cultivados de manera extensiva, cabe destacar 

que también encontraron diferencias en los contenidos de ácidos grasos (Stejskal et al., 2011). 

 

 Analizando los distintos trabajos realizados, es evidente que los peces salvajes presentan 

cualidades en la calidad del filete diferentes que los criados en cautividad. Sin embargo, es 

necesario conocer los efectos en los organismos en distintas condiciones de cultivo, así como en 

diferentes especies. Se ha comprobado que las condiciones de crianza de los peces conllevan a 

variaciones en el producto final, afectando a la calidad del filete (Izquierdo et al., 2003). Estas 

variaciones se atribuyen a las condiciones de crianza, las cuales pueden ser registradas por 

evaluaciones sensoriales incluyendo atributos relacionados con la textura y el sabor del filete 

(Grigorakis et al., 2003; Olsson et al., 2003; Sveinsdóttir et al., 2009).
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2. Objetivos 

 El objetivo global que se persigue con este trabajo es mejorar la calidad final del filete de lubina 

de crianza a través de la inclusión de hidroxiprolina en dietas de finalización. Tanto el aminoácido 

de elección como los niveles de inclusión a proponer han de estar acordes con su posible 

transferencia a escala industrial, fundamentalmente en lo que se refiere a la limitación de costes 

de fabricación del pienso. Como objetivos específicos se plantean los siguientes: 

 Evaluar el efecto de la inclusión de hidroxiprolina sobre la ingesta, los rendimientos 

productivos y la composición química del filete. 

 Determinar posibles cambios en la textura instrumental motivados por el aporte de 

hidroxiprolina tanto en el pez entero como en los filetes crudos y cocinados. 

 Estudiar la estructura de colágeno a nivel muscular y la influencia de los distintos aportes 

de hidroxiprolina sobre su distribución y extensión.    
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3. Material y métodos 

3.1. Peces usados y acondicionamiento  

 El experimento se llevó a cabo en las Instalaciones de Acuicultura de la Fundación Parque 

Científico Tecnológico de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Se usaron 12 tanques de 

1000 l dotados de aireadores y con flujo continuo de agua de mar suficiente para garantizar una 

renovación por hora (0,27 L/s). Un total de 300 lubinas con un peso de 609,21 ± 75,39 g fueron 

repartidas al azar a razón de 25 peces por tanque. Previo dicho reparto, los peces fueron 

aclimatados a las instalaciones durante un mes en tanques de 10000 L ya que provenían de jaulas 

de engorde en mar abierto. Los animales fueron proporcionados por la empresa Alevines y 

Doradas S.A. (ADSA, Gran Canaria, España). 

 

3.2. Dietas empleadas  

 Para la alimentación de las lubinas se emplearon cuatro dietas distintas, una por cada tres 

tanques. Dichas dietas, de un diámetro 3 mm fueron; una dieta control (dieta C) basada en una 

composición estándar de engorde, suministrada por la empresa Dibaq (Segovia, España) y tres 

dietas suplementadas con distintas concentraciones de hidroxiprolina; 0,6 (dieta HL), 1,2 (dieta 

HM), y 2 % (dieta HH). El pienso se distribuyó en dos tomas, a las 8:30 h y a las 14:30 h, hasta 

saciedad aparente, a lo largo de 143 días (5,5 meses). Los ingredientes utilizados para la 

formulación así como la cantidad incluida se presentan en la Tabla IV.  

 

3.3. Análisis bioquímico de las dietas  

 Para la realización del perfil de ácidos grasos hubo que realizar previamente una extracción de 

lípidos totales, para de esta manera realizar la metilación necesaria para el perfil de ácidos grasos. 

La extracción de lípidos totales se realizó mediante el método de Folch (Folch et al, 1957). Dicho 

método consistió en poner una pequeña dosis de muestra conocida en un tubo A y añadirle 5 ml 
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de Cloroformo:Metano (2:1) con 0,01 BHT. Dicha mezcla se homogeneizó en ultra turrax, durante 

unos segundos, con el tubo introducido en hielo picado para evitar su calentamiento y la pérdida 

de muestra por oxidación (Figura 12.1). Tras cada homogeneización se limpió el vástago con 5 ml 

del mismo solvente usado, cayendo dicho volumen en el mismo tubo con la muestra. Así mismo, 

se retiraron con pinzas los restos de muestra que pudiesen quedar en el ultra turrax, estos restos 

se introdujeron en el tubo correspondiente. Tras esta limpieza, se añadieron 2 ml de KCl 0,88 % y 

se centrifugó, durante 5 minutos, a 2000 r.p.m. (este tiempo y r.p.m. fueron iguales para todas las 

centrifugaciones realizadas), obteniendo de esta forma dos fases; una superior con la sal y el 

metanol y una inferior que contenía lípidos y cloroformo. La fase superior se desechó y con la fase 

inferior se procedió de la siguiente forma; en un segundo tubo (previamente pesado) se filtró 

dicha fase, mediante un papel de filtro con una punta de sodio sulfato anhidro (Figura 12.3). 

Antes y después de filtrar los lípidos, se empapó el filtro con triclorometano para evitar que 

quedasen retenidos los ácidos grasos. Tras evaporar el contenido de este segundo tubo, mediante 

N2 y una manta calefactora (Figura 12.4), se obtuvieron los lípidos de la muestra (la evaporación 

se realizó siempre de la misma manera).  

Tabla IV: Ingredientes utilizados para la formulación de las dietas experimentales. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 El tubo con los restos de la evaporación se pesó y se calculó la diferencia de peso entre este peso 

y el inicial, obtenido de esta forma el contenido total de lípidos.  Con dichos lípidos, se pudo pasar 

ingredientes 
 (g/kg de pienso) 

dietas 

C HL HM HH 

harina de pescado 230 227 224 220 
harina de soja 260 257 254 250 

harina de sangre 50 50 50 50 

gluten de maíz 160 160 160 160 

harina de trigo 170 170 170 170 

aceite de pescado 60 60 60 60 

aceite de soja 60 60 60 60 

premix 10 10 10 10 

hidroxipropilina  -- 6 12 20 
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a la metodología para la determinación de ácidos grasos, en concreto la descrita por Christie 

(1993), así como su identificación y cuantificación mediante cromatografía de gases bajo las 

condiciones descritas por Izquierdo et al. (1992). El procedimiento empleado es el que sigue, al 

tubo con los lípidos totales se le añadió 1 ml de Tolueno con BHT (50 gm/L) y 2 ml de 

Metanol:Sulfúrico al 1%. Dicho tubo se llenó con N2, se selló y agitó fuertemente, para 

posteriormente incubarlo, durante 16 horas, a 50  Cͦ en una manta calefactora en oscuridad. 

Trascurrido el tiempo de incubación se dejó enfriar y se añadió 3,5 ml de agua ultrapura y 4 ml de 

Hexano:Dietil Éter 1:1 con BHT al 0,01%, se agitó y se llevó a la centrifuga (Figura 12.2). Pasado 

dicho tiempo, se pasó la fase superior a un tercer tubo y se le añadió al segundo 4 ml de 

Hexano:Dietil Éter 1:1 sin BHT y se volvió a centrifugar. Finalizada la centrifugación, se pasó la fase 

superior al tercer tubo ya mencionado y se le añadió a este 3 ml de KHCO3 al 2 %, se agitó y se 

llevó a la centrifuga. Concluida esta última centrifugación, se transfirió la fase superior a un tercer 

tubo (previamente pesado) y se evaporó, dicha evaporación no fue a sequedad. Mientras la 

evaporación iba produciéndose se preparó la cámara de vacío (Figura 12.5), donde se colocaron 

los cartuchos NH2 del Sep-pak Vac RC (500 mg). Cuando se evaporó gran cantidad del contenido 

del tercer tubo, se disolvieron los ésteres metilados de los ácidos grasos (FAMES) con 2ml de 

Hexano HPLC y también se empaparon los cartuchos NH2 con el mismo volumen de Hexano HPLC 

para activar el filtro. Se activó el vacío, se abrió la llave y el Hexano cayó gota a gota en el tubo 

dispuesto justo debajo del cartucho. Una vez que todo el Hexano pasó al tubo de residuos, se 

quitó el vacío y cerró la llave, de esta manera se pusieron los FAMES en el cartucho sin que se 

perdieran por gravedad. El mismo tubo de los FAMES se colocó debajo del cartucho 

correspondiente, se activó el vacío y se abrió la llave; fluyendo gota a gota los FAMES de la 

muestra. Posteriormente se añadió 4 ml de Hexano con el fin de que los ácidos grasos no 

quedasen retenidos en el cartucho. El tubo con los FAMES se evaporó a sequedad (Figura 12.6), se 

pesó y se diluyó a concentración de 40 mg de FAMES por ml de Hexano. El volumen final de esta 

dilución se introdujo en un vial con septum y tapa (Figura 12.7). La identificación de los ácidos 
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grasos presentes en el vial, se realizó mediante el cromatografía de gases, con el uso del 

cromatografo de gases Thermo electron corporation GC. Focus serie, Milán (Italia). 

 

 

Figura 12: Metodología para la cuantificación del contenido en lípidos y ácidos grasos. 1, 2, 3 y 4 (pasos y aparatos de la 
extracción de lípidos), 5, 6 y 7 (metilación para determinar los FAMES). 

 

 Para la determinación de la humedad se utilizaron pesafiltros y sus tapas (Figura 13), los cuales 

estuvieron, durante una hora, en la estufa a 110  ͦC destapados. Transcurrido dicho tiempo se 

taparon y se dejaron enfriar en un desecador durante media hora, para tomar el peso a 

temperatura ambiente (peso A). Tras la anotación de este peso, se le añadió una dosis de muestra 

de más de un gramo y se anotó el peso en conjunto (peso B). Este conjunto de muestra y 

pesafiltros se llevaron a la estufa destapados y no se sacaron hasta transcurrido un día. Pasado 

dicho tiempo se taparon y se dejaron enfriar en un desecador durante media hora, para 

posteriormente anotar el peso del conjunto. Se volvió a secar los pesafiltros destapados en la 

estufa durante dos horas hasta conseguir que el peso fuera igual o mayor a la última anotación de 

peso realizada (a dicho peso final se le llamo C). Tras conseguir dichos pesos, solo hubo que 
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aplicar la próxima formula, para determinar el porcentaje de humedad de las dietas utilizadas; % 

Humedad = 100*(B-C)/(B-A). 

 

Figura 13: Pesafiltros utilizados para determinación de la humedad en las dietas. 

 

 Por otro lado, también se determinó el nivel de proteínas en las distintas dietas según la técnica 

de Kjeldahl (AOAC, 1980). Para realizar esta técnica primeramente se etiquetaron tres tubos de 

digestión de 200 ml para cada dieta más un blanco, dando un total de 13 tubos. A cada uno de los 

tubos se le introdujo un catalizador de cobre y selenio, con el fin de acelerar la digestión de la 

muestra (Figura 14.1), así como una dosis de unos 200 g (peso exacto anotado en estadillo) 

(Figura 14.3) de las dietas bien homogeneizadas con la ayuda un picador de cocina (Figura 14.2). 

Las muestras pesadas se depositaron en sus respectivos tubos (Figura 14.4) y se le añadió 10 ml 

de ácido sulfúrico. Con los tubos preparados se introdujeron en un digestor de proteínas, durante 

una hora a 400  ͦC y transcurrido este tiempo se les dejo enfriar durante media hora (Figuras 14.5 

y 14.7). Durante este proceso todo el nitrógeno presente se convirtió en sulfato de amonio 
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((NH4)2SO4). Una vez que los tubos estuvieron fríos, se le añadió a cada uno 20 ml de agua 

destilada y se pasaron por el vortex, con el fin de homogeneizar la muestra. Por otro lado, en 13 

matraces Erlenmeyer (uno por cada tubo de digestión) se pusieron 30 ml de ácido bórico saturado 

y 10 gotas de indicador mixto 4,8 (Rojo de Metilo-Verde de Bromocresol), como se aprecia en la 

Figura 14.8. Tras estas preparaciones, se introdujeron cada tubo más su correspondiente 

Erlenmeyer en un destilador KjeltecTM 2100 de la marca FOSS, donde se liberó el amoniaco (NH3) 

añadiendo sosa (NaOH) en exceso (Figura 14.9). Por último se determinó el NH3 liberado 

mediante una valoración con ácido clorhídrico (HCl), como se aprecia en la Figura 14.6. Con el 

volumen usado para producir el viraje de color en el matraz Erlenmeyer se calculó el % proteína 

presente en las dietas, mediante la fórmula de la Figura 14.10.  

 

 

Figura 14: Metodología para la determinación de proteínas. 1 (catalizador de cobre y selenio), 2 (picador de cocina), 
3(anotación de pesos analizados), 4 (incorporación de las dietas pesadas en los respectivos tubos), 5 (digestión ácida), 6 
(valoración ácido clorhídrico), 7 (enfriamiento tras las digestión ácida), 8 (incorporación de ácido bórico e indicador 
mixto 4,8), 9 (destilador KjeltecTM 2100 de la marca FOSS) y 10 (fórmula de % de proteína). 
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 La composición proximal y el perfil de ácidos grasos de las dietas experimentales se presentan en 

la Tabla V. 

Tabla V: Composición proximal (%) y perfil de ácidos grasos (g/100 g de grasa) de las dietas experimntales.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Seguimiento de parámetros de cultivo  

 Para el control sobre el experimento, se tomaron mediciones de oxígeno disuelto, así 

como la temperatura de los tanques, dos veces por semana durante el período de 

engorde, con la ayuda de un oxímetro (Figura 15). La evolución de la temperatura y 

del oxígeno disuelto en los tanques, a lo largo del experimento, se puede apreciar en 

la figura 16 y figura 17 respectivamente. Se puede apreciar como la temperatura varía 

a lo largo de la experiencia de engorde realizada con las lubinas, presentando 

máximos durante los meses de septiembre y octubre, y decayendo en los últimos 

meses de experiencia. Por otro lado, en lo que se refiere a la concentración de 

oxígeno sigue un patrón inverso a la temperatura, obteniendo mínimos durante el 

mes de septiembre y valores más elevados durante los meses previos a la conclusión 

del experimento. La iluminación siguió el ritmo de fotoperiodo natural (28o 10’ N). 

composición 
proximal 

dietas 

C HL HM HH 

proteína bruta 42,49 45,15 45,97 46,89 
grasa bruta 20,07 19,39 18,03 18,16 

humedad 6,44 6,35 6,70 6,44 

cenizas 8,35 8,42 8,35 8,54 

acidos grasos     
Σ saturados 23,60 24,49 22,42 22,16 

Σ monoinsaturados  49,58 50,86 47,05 47,19 

Σ n-3 8,25 6,58 10,37 10,58 

Σ n-6 17,85 17,39 19,42 19,26 

Σ n-3 cadena larga 4,30 3,21 5,80 5,97 

n-3/n-6 0,46 0,38 0,53 0,55 
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Figura 15: Oxímetro. La temperatura es medida en   ͦC y la concentración de oxígeno en mg/L. 

 

Figura 16: Evolución de la temperatura a lo largo del experimento. 
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Figura 17: Evolución de la concentración de oxígeno disuelto a lo largo del experimento.  

 

 

3.5. Muestreos realizados 

 Durante la duración de esta investigación se llevó acabo un control del peso que fueron ganando 

los peces, se tomaron medidas de peso al principio del experimento, a los 45, a los 99 y a los 143 

días. En la Figura 18 se muestra la metodología empleada en los muestreos de las lubinas. Como 

se puede ver en la Figura 18.3, previo al muestreo se redujo el nivel de los tanques a más de la 

mitad. Para poder manejar adecuadamente a los individuos, se vertieron 5 ml de aceite de clavo 

(en una proporción de 50% etanol al 96% y otro 50% de esencia de clavo), de esta manera se 

redujo la actividad de los peces evitando posibles lesiones. Una vez que el anestésico hizo efecto 

en los peces, estos se pescaron con jamos y fueron depositados en otro tanque de 160 l con 

aireación y 8 ml de anestésico para completar el aturdimiento y poder pesarlos fácilmente (Figura 

18.2). Tras ello fueron depositados en un tanque de recuperación (Figura 18.1), con renovación y 

aireación, para posteriormente devolverlos a sus respectivos tanques tras una preveía limpieza y 

desinfección.  

 De cada tanque, fueron sacrificadas 5 lubinas, las cuales fueron sumergidas en agua con hielo, 

para provocar la muerte por hipotermia. Cada grupo de lubinas sacrificadas se introdujeron en 
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bolsas etiquetadas (Figura 18.4) para su posterior procesamiento en las instalaciones del SABE 

(Servicio de Acuicultura y Biotecnología de Alta Especialización), tal y como se aprecia en la Figura 

19. Los peces sacrificados fueron procesados en la misma nave, en el laboratorio anexo, el cual se 

organizó para la toma de muestras (Figura 19.1). Primeramente se pesaron (Figura 19.2), 

siguiendo un orden para evitar confusiones a la hora de etiquetar las distintas muestras y de 

realizar las mediciones posteriores (Figuras 19.5, 19.8 y 19.9). Tras la toma de peso y de la 

medición realizada de la textura del pez entero (detallado en el apartado textura), se procedió a 

extraer un pequeño trozo del músculo (mediante un corte) en la parte posterior de la aleta dorsal 

(Figura 19.3), el cual se introdujo en un bote con paraformaldehído al 4% en tampón fosfato, con 

una concentración final de 0,113 M (Figura 19.9), para conservarlo y tratarlo posteriormente (en 

el apartado histología se detalla este tratamiento). De cada pez, se extrajeron dos filetes (Figuras 

19.4 y 19.6), tanto del izquierdo como del derecho se emplearon pequeños trozos para 

determinaciones de textura en crudo y cocinado. Por otro lado, las partes restantes de los filetes 

se emplearon para realizar analíticas de bioquímica, siendo necesario la eliminación de la piel y de 

escamas (Figura 19.7) y su posterior etiquetado en bolsas (Figura 19.8). 

 Con los datos obtenidos de peso y alimentación se calcularon distintos parámetros para conocer 

la evolución que siguieron las lubinas durante la experiencia. Se calculó el consumo medio diario 

(CMD) por tratamiento en los distintos periodos que duró el experimento en función de la 

siguiente fórmula: 

CMD = Σ alimento aportado a lo largo de un periodo (g)/días que duró el periodo  

Por otro lado, también se calculó el índice de conversión del alimento (FCR) por dieta empleada, 

durante las distintas etapas que tuvieron lugar a lo largo de la investigación. Dicho índice se 

obtuvo empleando la siguiente fórmula:  

FCR = alimento consumido (g)/peso ganado (g) 
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 También se calculó la tasa de crecimiento estándar (SGR) con los diferentes tratamientos 

empleados, durante los distintos periodos. Este índice se calculó a partir de la fórmula que sigue: 

SGR = (ln peso final – ln peso inicial)/días * 100 

 

Figura 18: Muestreos de peso. 1 (tanque de recuperación), 2 (toma de pesos de los organismos), 3 (vaciado de los 
tanques) y 4 (empaquetado de los organismo sacrificados).  

 

 

Figura 19: Toma de muestras. 1 (material de disección), 2 (toma de peso de lubinas sacrificadas), 3, 4 y 6 (extracción de 
muestras), 5, 8 y 9 (etiquetado de muestras) y 7 (limpieza de las muestras).  
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3.6. Textura 

 En cada pez se tomaron distintas medidas de textura, una del pez entero, otra del filete en crudo 

y una tercera del filete cocinado. De los filetes izquierdos se extrajeron tres pequeñas porciones 

de músculo (Figura 20.3), con las cuales se realizaron mediciones de textura en crudo (Figura 

20.4), dichas porciones fueron cuadradas, de unas medidas de 2x2 cm. Por otro lado, de los filetes 

derechos también se tomaron dos porciones (de las mismas proporciones que para crudo), las 

cuales tuvieron un tiempo de cocinado de diez minutos, en un horno de convección a 105  ͦC, con 

el fin de medir las texturas del músculo tras el cocinado (Figura 20.5). Las porciones cocinadas a 

las cuales no se les realizaron el análisis de textura en el momento que salieron del horno, fueron 

almacenadas en mantenedores de calor, a una temperatura de 65  ͦC. Las mediciones de textura 

fueron realizadas con el texturómetro Stable Micro Systems TA.XT2 (Surrey, Inglaterra) (Figura 

20.1), determinándose el correspondiente Texture Profile Analysis (TPA). Se utilizó un plato de 

aluminio de 100 mm de diámetro para realizar la comprensión de las porciones extraídas de los 

filetes (Figura 20.4), así como una velocidad de empuje de 0.8 mm/s hasta alcanzar una 

deformidad del 60% para las piezas crudas y del 80% para las cocinadas, comprimiendo las 

porciones dos veces en un intervalo de 30 segundos. Por otro lado, para las mediciones de peces 

enteros, se empleó una probeta de 12 mm de diámetro (Figura 20.2), a una velocidad cruceta de 

5 mm/s hasta deformar la pieza un total de 7 mm, comprimiendo los pescados dos veces, en un 

intervalo de 5 segundos (Ginés et al., 2004). Con dichos análisis, se obtuvieron unas gráficas, las 

cuales se tuvieron que integrar para poder determinar las distintas propiedades del filete. Dichas 

características del filete fueron: fracturabilidad, dureza, elasticidad, cohesividad, gomosidad, 

masticabilidad, adhesividad y resistencia. La gráfica proporcionada por el texturómetro, así como 

los distintos parámetros que de ella se obtienen tras su integración, se describen en la Figura 21.  
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Figura 20: Texturómetro y toma de texturas. 1 (texturómetro), 2 (toma de textura pez entero), 3 (porciones filete 
crudas), 4 (toma de textura del filete en crudo), 5 (porciones del filete cocinadas) y 6 (toma de textura del filete 
cocinado). 

 

Figura 21: Gráfica de textura y cálculos necesarios para los parámetros obtenidos de la medición. Capacidad de 
fracturar = Force 1 (F1), Dureza = Force 2 (F2), Elasticidad = (Time 3 – Time 2)/Time1, (L2/L1), Cohesión = (Area 5:6 + 
Area 6:7)/( Area 1:2 + Area 2:3), (A1/A2), Gomosidad = Force 2*[(Area 5:6 + Area 6:7)/(Area 1:2 + Area 2:3)], 
[H1*(A1/A2)], Masticabilidad = Force 2*[(Area 1:2 + Area 2:3)/(Area 5:6 + Area 6:7)]*[(Time 3 – Time 2)/Time 1], 
[H1*(A1/A2)*L2/L1], Adhesivididad = Area 3:4, (A3), Resistencia = Area 2:3/Area 1:2, (A5/A4) (Ginés et al., 2004). 
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3.7. Análisis bioquímico del filete 

 Con los filetes obtenidos, durante los sacrificios de las lubinas, se realizaron medidas de 

contenido de colágeno, lípidos y proteínas totales así como la humedad, mediante espectroscopia 

de infrarrojo cercano (Near-infrared spectroscopy, NIRs) FoodScanTM (FOSS, Hillerød, Dinamarca). 

El aparato cuantifica los compuestos que contengan agrupaciones funcionales con hidrógenos 

unidos a carbonos, nitrógenos y oxígenos, dando así un análisis de los resultados de forma 

directa: se emite un haz de luz que, al interactuar con material biológico, produce una radiación 

electromagnética en forma de ondas en el rango de los 750 a los 2.600 nm dentro del espectro 

cercano al infrarrojo, que penetra a través de la superficie de la capa de partículas, excita con 

vibración las moléculas de analito y luego se dispersa en todas las direcciones (Ramírez-García  et 

al., 2012). De este modo, se produce un efecto de absorción o reflexión que depende de la 

composición de la muestra 

 Para poder medir estos parámetros dichas muestras necesitan una preparación, la cual se 

visualiza en la Figura 22. Como se aprecia en la Figura 22.1, se eliminaron en los filetes de lubina 

los restos de piel, escamas y espinas que pudiesen contener. Era necesario dicha eliminación 

debido a que estos componentes podían interferir en las mediciones realizadas por el NIR (Figura 

22.5). Dicho aparato, mediante la ayuda de luz infrarroja, puede analizar la humedad, lípidos, 

proteínas y colágeno presentes en una muestra. Sin embargo, para un buen análisis, era necesario 

homogeneizar correctamente los filetes de lubina, para ello se empleó la ayuda de una picadora 

de cocina (Figura 22.2). Con el puré final de la homogeneización se etiquetó en las bolsas 

correspondientes (Figura 22.3) y se pudo realizar las mediciones oportunas con el NIR (Figura 

22.5). Para introducir las muestras en el NIR se empleó placas de Petri de 55 mm a modo de 

recipiente (Figura 22.4), generándose la base de datos correspondiente (Figura 22.6).  
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Figura 22: Procesamiento de las lubinas sacrificadas. 1 (limpieza de los filetes), 2 (picadora de cocina), 3 
(almacenamiento del puré de la homogeneización), 4 (placas Petri usadas para el NIR), 5 (NIR) y 6 (base de datos). 

  

 Durante la toma de medidas que se realizaron con dicho aparato hubo ciertos problemas de 

metodología. En un principio se analizaban las muestras por monocapa, poniendo una fina capa 

en la placa Petri y retirando fibras blancas que estaban presentes en el puré. Sin embargo, esta 

metodología proporcionaba datos erróneos, por lo que se optó por llenar las placas de Petri por 

completo y no se retiraron las fibras blancas, obteniendo de este modo medidas más reales.   

 La metodología empleada para el perfil de ácidos grasos es la misma que se empleó para las 

dietas (apartado 2.3). Sin embargo, en el método de Folch no se pesaron los tubos para 

determinar el contenido total de lípidos, ya que ese dato se obtuvo con el NIR.  

 Con respecto a la determinación de cenizas se empleó la metodología descrita en AOAC, 1995. 

Dicha determinación se realizó de la siguiente manera; los crisoles se calentaron en un horno de 

mufla a 110   ͦC, durante una noche (Figuras 23.1 y 23.2). Se dejaron enfriar en un desecador (para 

evitar que la humedad afectara al peso) y fueron pesados (Figura 23.3), a dicho peso se le llamó, 

peso A. En los mismos crisoles se pesó una dosis de muestra entre 0,5-3 g, esta medida de peso se 

la nombró peso B. Tras tomar dichas anotaciones, los crisoles llenados con las muestras se 
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llevaron a incinerar a un horno de mufla a 600   ͦC dejándolo toda la noche (Figura 23.4). Al día 

siguiente se dejaron enfriar en el desecador alrededor de una hora y posteriormente se anotó el 

peso, llamando a dicho peso, peso C. Tras finalizar el proceso, se aplicó la siguiente fórmula para 

poder determinar el porcentaje de cenizas por muestra, %cenizas = 100*(C-A)/(B-A). 

 

Figura 23: Determinación de cenizas. 1 (crisoles), 2 (estufa), 3 (desecador y balanza) y 4 (mufla 600  ͦC). 

 

3.8. Análisis histológico 

 Para analizar el músculo a nivel histológico, se tomaron muestras del filete del lado izquierdo al 

nivel de la inserción anterior de la aleta dorsal. Para preservar las muestras, se fijaron en 

paraformaldehído al 4% en tampón fosfato con una concentración final de 0,113 M (Figura 24.1). 

Dicho fijador es el utilizado para muestras de inmunohistoquímica, preservando la estructura 

antigénica del colágeno (García del Moral, 1993). Las muestras fueron limpiadas de escamas y uno 

de los lados fue perfilado lo más recto posible (Figura 24.2), siendo sobre ese lado donde se 

realizaron los cortes de 3 µm. Se introdujeron en casetes y se llevaron al procesador de tejidos 

(Figura 24.3), donde se sustituyó el agua tisular por parafina para solidificar el músculo y dotarlo 
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de la consistencia y homogeneidad adecuadas de cara a realizar los cortes con el micrótomo. Tras 

la finalización del proceso de inclusión, se procedió a la confección de bloques de parafina (Figura 

24.4), recopilando un total de 125 bloques de parafina (Figura 24.5). Una vez que los bloques 

solidificaron (Figura 24.6), se realizaron los siete cortes histológicos por muestra en el micrótomo. 

Se completaron un total de 875 portaobjetos con muestras de músculo de lubina. 

 Cabe destacar que para ciertas tinciones realizadas (inmunohistoquímica) era necesario tratar los 

portaobjetos previamente, ya que al realizar las tinciones las muestras terminaban 

desprendiéndose. Dicho tratamiento consistió en dotar a los portaobjetos de un adhesivo. Se 

realizó mediante la utilización de 0,01 g de Poly-L-Lysine diluido en 100 ml de agua destilada. Los 

portaobjetos fueron sumergidos en esta solución durante 5 minutos y transcurrido este tiempo se 

bañaron en agua destilada por duplicado otros 5 minutos. Tras la finalización de los baños 

realizados se dejaron secar de un día para otro (Figura 24.7). Una vez que se tuvieron los 

portaobjetos tratados, se pudo comenzar a realizar cortes con el micrótomo (Figura 24.8).  

 

 

Figura 24: Procesamiento de muestras histológicas y realización de cortes histológicos. 1 (muestras fijadas), 2 (limpiez y 
rasurado de músculo), 3 (procesador de tejidos), 4 (realización de bloques de parafina), 5 (bloques de parafina), 6 
(piramidación y eliminación de parafina sobrante), 7 (baños de Poly-L-Lysine) y 8 (realización de cortes de 3 µm). 
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 Entre las distintas tinciones realizadas con las muestras, una fue la de Hematoxilina-eosina, la 

cual se llevó acabo en un corte de cada casete. Esta tinción consta de dos colorantes, la 

hematoxilina, que se une específicamente mediante puentes de hidrógeno a diversos sustratos y 

la eosina (colorante citoplasmático) que colorea los tejidos de diversas tonalidades entre rojo y 

rosa. Se suele difundir fácilmente en las estructuras hísticas, a las que tiñe debido a que, por su 

carácter ácido, son atraídos fuertemente hacia los radicales básicos presentes en las proteínas 

tisulares, como son los radicales básicos de la histidina, lisina y arginina (García del Moral, 1993). 

Cabe destacar que este tipo de tinción no se completó con todas las muestras (pasos de la tinción 

resumidos en Figura 25), ya que no era específica del colágeno, por lo que se optó por realizar las 

restantes tinciones.  

 

 

Figura 25: Tinción de Hematoxilina-Eosina.  

 Otra técnica de tinción empleada con un corte por casete, fue el método tricrómico de Masson 

mediante el azul de anilina, empleado para teñir las fibras de colágeno, con un azul intenso, el 

cual contrasta muy bien con la tinción del resto del músculo. Estas coloraciones tricrómicas tiñen 

el colágeno de tipo I, presente en los espacios extracelulares y estromas orgánicos formando 

gruesas fibras de colágeno. Dicha estructura pose afinidad por los colorantes ácidos debido a su 
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riqueza en grupos fuertemente catiónicos dependientes de los aminoácidos que componen la 

cadena polipeptídica (García del Moral, 1993).  Cabe destacar que también se realizaron tinciones 

tricrómicas con la solución verde luz, sin embargo esta tinción no se completó debido a que con el 

azul de anilina las fibras de colágeno se apreciaban más nítidamente (Figura 26). Para dicha 

tinción (procedimiento esquematizado en Figura 27), tras un desparafinado e hidratación de los 

portas con agua destilada, las muestras fueron sumergidas en Hematoxilina de Weigert durante 

diez minutos. Dicho colorante consta de Hematoxilina solución A según Weigert DC y solución B. 

Transcurrido el tiempo en la hematoxilina, se lavó el exceso de colorante en agua corriente 

durante diez minutos, tras los cuales se pasó a sumergir las muestras durante cinco minutos en 

agua destilada. Pasados estos tiempos se introdujeron las muestras en Escarlata de Biebrich-

fucsina ácida por cinco minutos, seguidamente de otra inmersión en agua destilada durante el 

mismo tiempo. El siguiente reactivo utilizado, con un tiempo de inmersión de quince minutos, fue 

el ácido fosfotúngstico al 5%, el cual se preparó a partir de cinco gramos de dicho ácido y cien 

mililitros de agua destilada.  Transcurridos los quince minutos, las muestras se sumergieron en 

agua destilada por cinco minutos, para posteriormente bañarlas en azul de anilina durante quince 

minutos. El exceso de colorante se eliminó realizando dos inmersiones, de cinco minutos, en agua 

destilada, tras las cuales se sumergieron las muestras en ácido acético al 1%, durante tres 

minutos. Tras una última inmersión en agua destilada, de cinco minutos, se procedió a la 

deshidratación, aclaramiento y montaje de los portaobjetos con los cortes teñidos, con la ayuda 

del adhesivo DPX, medio de montaje anhidro para microscopia.  
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Figura 26: Comparación de las tinciones de tricrómico probadas. A (tinción tricrómico azul de anilina) y B (tinción 
tricrómico verde luz) 10x. 

 

 

Figura 27: Tinción tricrómico de Masson. (***, la misma tinción cambiando el azul de anilina por verde luz durante 2 
minutos). 

 

 Por otro lado, se emplearon en dos cortes por pez, una técnica de inmunohistoquímica, mediante 

la cual unos anticuerpos específicos de los antígenos de colágeno tipo I y tipo IV (Acris GmbH 

(Alemania)) se unieron a las fibras de colágeno. Gracias a las tinciones que se realizaron, se pudo 

observar los anticuerpos teñidos, adheridos a las fibras de colágeno (pasos realizados en ambas 

tinciones resumidas en las Figuras 28 y 29). Para realizar dichas tinciones, las muestras tuvieron 

que estar a 37  Cͦ, durante toda una noche, con la incorporación siempre de un control negativo 
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para verificar que la tinción se ha realizado selectivamente. Las muestras fueron desparafinadas e 

hidratadas. Posteriormente, las muestras se introdujeron en coplins y tuvieron un baño en Target 

Retrieval High pH a 90  ͦC durante 20 minutos para la tinción del colágeno I, mientras que los 

portaobjetos para el colágeno IV se sumergieron en un baño de Target Retrieval Low pH durante 

el mismo tiempo y a la misma temperatura. Finalizado el tiempo del baño, se dejaron enfriar los 

coplins en hielo, hasta alcanzar unos 30  Cͦ. Reducida la temperatura de los baños, se pasaron las 

muestras a una dilución de Wash buffer (1:20) durante 5 minutos, repitiendo este paso dos veces 

más. Seguidamente, las muestras de la tinción de colágeno IV se pasaron a una dilución de 

pepsina al 0,2% en 100 ml de HCl 0,01 N (1 ml HCl, 99 ml H2O y 0,2 g pepsina), durante cinco 

minutos, a temperatura ambiente y con pH de 2, con el fin de realizar un desenmascarado de 

epítopos (este paso solo se empleó con las muestras de la tinción de colágeno IV). Finalizado este 

baño ácido se volvió a realizar la inmersión por triplicado de la dilución de Wash buffer (1:20), 

antes mencionada. Finalizados los baños de Wash buffer para colágeno I y IV, se secó la parte 

inferior de los portaobjetos, así como los alrededores de la muestra y esta fue rodeada con un 

lápiz hidrófobo (Dakopen), para seguidamente colocar las muestras en una cámara húmeda con el 

bloqueante de peroxidasa (100 µm por portaobjetos) durante 30 minutos, con el fin de evitar 

falsos positivos a la hora de revelar los anticuerpos adheridos. Transcurrido el tiempo 

mencionado, recibió tres baños de Wash buffer (1:20) y se prepararon los anticuerpos. En lo que 

se refiere al colágeno I se preparó una dilución 1:500 con Antibody Diluent with Background de 

Dako. Por otro lado la dilución para el colágeno IV fue de 1:50. Preparadas las diluciones y 

finalizados los baños de Wash buffer, los portaobjetos se dejaron escurrir y se secaron respetando 

los cortes (esto se realizó todas las veces que hubo que añadir un nuevo reactivo e incubarlo en la 

cámara húmeda), tras seguidamente introducirlos en la cámara húmeda y añadir 100 µl de las 

diluciones de los anticuerpos (menos en el control negativo que solo se le incorporó el Antibody 

Diluent with Background) y dejar actuar durante 2 horas. Para conseguir su identificación, hubo 

que añadir a las muestras con el primer anticuerpo, 100 µl por muestra de Labelled polymer, una 

sustancia especifica de los anticuerpos, durante media hora (esto se realizó después del lavado 
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por triplicado de Wash buffer 1:20, justo después de las dos horas en la cámara húmeda). 

Finalizado el tiempo en la cámara húmeda se volvió a realizar el lavado por triplicado de Wash 

buffer y se procedió a realizar el revelado utilizando como cromágeno la diaminabencidina (DAB). 

Gracias a esta solución, el Labelled polymer unido a los anticuerpos se oxida por la presencia de la 

peroxidasa en dicho reactivo, revelando de esta forma la distribución del colágeno. Finalizados los 

cinco minutos de revelado se hicieron tres lavados en agua destilada de 5 minutos, y un contraste 

con hematoxilina de Harris, durante 2 minutos, para crear un contraste en las muestras. Se 

eliminó el exceso de hematoxilina con dos baños de agua destilada de 5 minutos, para 

posteriormente deshidratar, aclarar y montar con DPX.  

 

 

Figura 28: Tinción de inmunohistoquímica de colágeno I.  
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Figura 29: Tinción de inmunohistoquímica de colágeno IV.  

 

 Una vez las tinciones fueron realizadas y clasificadas por tratamiento y tipo de tinción (30.1), se 

tomaron fotos (30.2) de los distintos tratamientos del último muestreo realizado (145 días).). Las 

fotos tomadas a 4x y 10x aumentos fueron procesadas con la ayuda del Picasa, versión 3.9.141 

(Google, Inc. California USA), ya que de esta forma las imágenes quedaban más nítidas (Figura 

30.3 y 30.4). Por otro lado, se pudo analizar la cantidad de colágeno formado en el músculo 

mediante un programa de análisis de imagen, Image-pro Plus The Proven Solution, versión 

4.5.0.29 (Media Cybernetics Inc. Rockville USA), mediante el cual se midió el área total ocupada 

por el colágeno en las muestras teñidas (Figura 30.5).  
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Figura 30: Realización de fotos y procesamiento de imágenes. 1 (cortes teñidos), 2 (realización de fotos), 3 (imagen sin 
usar Picasa 3), 4 (imagen usando Picasa 3) y 5 (medición del área ocupada por el colágeno). 

 

3.9. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos, a lo largo de la experiencia, fueron analizados con el paquete estadístico IBM 

SPSS Statistics for Windows, Version 22.0 (Armonk, NY: IBM Corp.). Para determinar los posibles 

efectos achacables a las dietas, se realizó una comparación de medias (ANOVA de un factor). Las 

diferencias significativas entre las medias fueron evaluadas mediante el test de Duncan. Por otro 

lado, se realizó un estudio de la evolución del peso ganado durante la experiencia, para ello se 

realizó una comparación entre pendiente según el siguiente test (Ginés et al., 2004): 

   texp = bi - bj/S2
D(1/(xx)i) + (1/(xx)j)1/2 

 Donde bi y bj son las pendientes de los tratamientos i-ésimo y j-ésimo  respectivamente, S2
D es la 

varianza promedio y (xx)i y (xx)j son las sumas de cuadrados de los tratamientos i-ésimo y j-ésimo 

respectivamente. 
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 Por último, para determinar las relaciones entre parámetros de textura, histológicos y de 

composición bioquímica se calcularon los correspondientes coeficientes de correlación de 

Pearson. 
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4. Resultados 

4.1. Crecimiento y utilización del alimento  

La inclusión de hidroxirolina (Hyp) en las dietas experimentales a los niveles propuestos no 

afectó a la aceptación de las mismas, no encontrándose diferencias significativas en el 

consumo medio diario (CMD) en los dos primeros muestreos, a 43 y 99 días de 

experimentación (Tabla VI). Sí que fueron diferentes los consumos en el último periodo de 

estudio. Ello provocó un significativo mayor consumo en las dietas HM y HH (4,52 y 4,79 g de 

pienso/día respectivamente) comparadas con la dieta C (4,04 g/día) y la de menor 

suplementación, la dieta HL (3,24 g/día), siendo estas dos últimas no diferentes entre ellas. 

 Los pesos medios determinados en los distintos muestreos, así como la tasa de crecimiento 

estándar (SGR) y el índice de conversión del alimento (FCR)), se muestran igualmente en la 

Tabla VI, presentado las diferencias significativas que se obtuvieron en los distintos periodos 

entre muestreos; desde el inicio hasta los 45, 99 y 143 días.  

 Por lo que se refiere a las comparaciones de los pesos, no se encontraron diferencias 

significativas entre los tratamientos (Tabla VI). Al analizar los coeficientes de variación, se 

obtuvieron valores más elevados en el tratamiento C (14,72 ± 0,57) que para el resto de 

tratamientos (HL: 10,92 ± 0,50; HM: 12,25 ± 0,66; HH: 12,41 ± 1,13), en cualquier caso en 

todos el coeficientes estaban por encima del 10%.  
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Tabla VI: Peso (g), tasa de crecimiento estándar (SGR), índice de conversión de alimento (FCR) y consumo medio 
diario (CMD) (g/día) durante los distintos periodos del experimento. Valores expresados como media ± SD (n=60). 

 Dietas 

  C HL HM HH 

peso inicial 611,8 ± 87,76  607,71 ± 68,15 609,79 ± 75,47 607,56 ± 70,1 

peso 45 672,67 ± 103,86  667,76 ± 71,85 706,83 ± 83,6 691,88 ± 80,75 

peso 99 720,35 ± 107,41 711,86 ± 81,2  759,81 ± 99,76 757,33 ± 94,23  

peso 143 766,57 ± 108,7  751,178 ± 77,23  809,22 ± 94,45  809,95 ± 113,36  

SGR ini-45 0,19 ± 0,09 0,21 ± 0,07 0,31 ± 0,07 0,28 ± 0,08 

SGR ini-99 0,34 ± 0,1 b 0,35 ± 0,06 ab 0,48 ± 0,1 ab 0,51 ± 0,07 a 

SGR ini-143 0,50 ± 0,07 b 0,47 ± 0,08 b 0,63 ± 0,08 a  0,61 ± 0,14 a 

FCR ini-45 3,32 ± 0,46b 3,22 ± 0,56b 2,27 ± 0,39a 2,53 ± 0,44a 

FCR ini-99 4,08 ± 0,22b 4,09 ± 0,34b 3,09 ± 0,51a 3,01 ± 0,52a 

FCR ini-143 3,72 ± 0,54 3,21 ± 0,42 3,23 ± 0,43 3,39 ± 0,35 

CMD ini-45 4,50 ± 0,6 4,30 ± 0,45 4,90 ± 0,35 4,72 ± 0,65 

CMD ini-99 4,50 ± 0,41 4,30 ± 0,25 4,68 ± 0,25 4,65 ± 0,37 

CMD ini-143 4,04 ± 0,07 b 3,24 ± 0,39 b 4,52 ± 0,26 a 4,79 ± 0,20 a 
Letras diferentes en la misma línea indican diferencias significativas (P<0,05); la ausencia de letras implica que no 
hay diferencias significativas. 

 

 

 

Figura 31: Progresión del peso ganado a lo largo de la experiencia realizada. 
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 Cuando se analizan las ecuaciones de predicción para la evolución del peso en las distintas 

dietas (Tabla VII), los valores para la ganancia media diaria fueron desde 0,99 y 1,06 g/día para 

los tratamientos HL y C respectivamente, hasta  los 1,35 y 1,40 g/día para el HM y HH 

respectivamente. Al comparar dichas pendientes, se observaron diferencias significativas entre 

la dieta HH y las dietas C y HL (Tabla VIII). Teniendo los peces alimentados con el tratamiento 

HH una mejor pendiente de crecimiento con respecto a las dietas C y HL. En el caso de la dieta 

HM frente a la C y HL, la probabilidad se quedó por debajo del 90%.    

 

Tabla VII: Ecuaciones de predicción para el peso (g) en función de los días de experimentación. 

dieta W = W0 + b * T SEE R2(%)  

C 616,27 + 1,06 T 7,36 99,2 

HL 613,65 + 0,99 T 8,83 98,6 

HM 624,14 + 1,35 T 19,92 96,4 

HH  616,04 + 1,40 T 12,44 98,6 
W: peso (g); W0: peso inicial (g); b: pendiente; T: días de experimentación; SEE: error estándar de la estima; R2: 
coeficiente de determinación. 
 

Tabla VIII: Valores de texp obtenidos en la comparación de pendientes para el peso. 

 C HL HM 
HL 0,729 

 
  

HM 1,451 1,799  
    

HH 2,782 
* 

2,902 
* 

0,215 

*: P<0,05. 
 

 

 En relación al SGR, calculado para los distintos intervalos de tiempo, se apreciaron diferencias 

significativas entre la dieta C (0,34) y la HH (0,51), en el periodo que abarcó desde el inicio 

hasta los 99 días de experiencia. En lo que se refiere al intervalo inicio-143, se observaron 

diferencias significativas entre las dietas C (0,50) y HL (0,47) frente a las de mayor inclusión, 
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HM (0,63) y HH (0,61), siendo estas dos últimas no diferentes significativamente entre ellas 

(Tabla VI). 

 El FCR fue significativamente mejor en los peces alimentados con las dietas de mayor 

porcentaje de suplementación hasta el segundo muestreo a los 99 días. Sin embargo, al final 

del periodo experimental no se detectaron diferencias significativas. 

 

4.2. Parámetros de textura analizados 

En la Tabla IX se muestran los resultados obtenidos con el texturómetro. Tanto en las 

determinaciones realizadas sobre el pez entero, así como en las del filete crudo y del filete 

cocinado, no se encontraron diferencias significativas.  

Tabla IX: Parámetros de textura en pez entero, filete crudo y filete cocinado de lubina alimentada con las distintas 
dietas experimentales. Valores expresados como media ± SD (n=15). Ausencia de letras implica que no hay 
diferencias significativas. 

  dietas 

 
 C HL HM HH 

Pez entero     
 Dureza 2,20±0,57 2,39±0,52 2,12±0,41 2,14±0,32 
 Elasticidad 0,90±0,04 0,92±0,03 0,91±0,05 0,90±0,03 
 Cohesividad 0,78±0,08 0,80±0,06 0,81±0,09 0,79±0,05 
 Gomosidad 1,72±0,45 1,90±0,44 1,73±0,40 1,70±0,32 
 Masticabilidad 1,54±0,43 1,75±0,45 1,60±0,43 1,54±0,32 
 Recuperación 0,60±0,03 0,60±0,04 0,62±0,04 0,59±0,05 
Filete crudo 

     Dureza 18,45±3,25 17,30±1,63 16,24±2,31 17,48±2,95 
 Elasticidad 0,42±0,05 0,41±0,07 0,43±0,06 0,42±0,04 
 Cohesividad 0,27±0,04 0,29±0,04 0,29±0,03 0,28±0,03 
 Gomosidad 5,06±1,29 4,91±0,81 4,70±1,03 4,95±1,09 
 Masticabilidad 2,21±0,65 2,02±0,57 2,16±0,74 2,06±0,60 
 Recuperación 0,22±0,06 0,20±0,03 0,19±0,04 0,20±0,03 

 
Fracturabilidad 8,35±1,78 8,94±1,77 8,22±2,32 8,32±2,89 

Filete cocinado 
     Dureza 13,19±6,19 10,92±4,53 10,90±6,35 11,04±3,65 

 Elasticidad 0,30±0,04 0,31±0,03 0,30±0,03 0,2±0,039 
 Cohesividad 0,51±0,07 0,49±0,05 0,50±0,07 0,48±0,05 
 Gomosidad 7,06±3,83 5,51±2,59 5,57±3,77 4,49±2,16 
 Masticabilidad 2,44±1,65 1,74±0,87 2,41±1,93 1,29±0,64 
 Recuperación 0,14±0,04 0,11±0,03 0,13±0,05 0,11±0,03 
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 La matriz de correlaciones entre el peso y la composición proximal del músculo con el 

parámetro de textura más representativo tanto para pez entero, como para filete crudo y 

cocinado, se presenta en la Tabla X. El mayor coeficiente de correlación fue el establecido 

entre la humedad y el contenido en lípidos (-0,784), variando ambos de forma inversamente 

proporcional. En cambio entre la proteína y la humedad, aunque con menor nivel de 

significación, la correlación fue positiva (0,319). El peso también presentó una correlación 

significativa y negativa (-0,372) con el contenido en humedad. Por su parte, el contenido en 

proteína presentó correlaciones negativas tanto con el contenido en grasa (-0,547) como con 

el contenido en colágeno (-0,501). 

 En lo que se refiere a los parámetros de textura, para la dureza del pez entero se encontró una 

correlación significativa y negativa con el peso (-0,299); por otro lado fue positiva con la 

humedad (0,365). En el filete crudo no se estableció ninguna correlación significativa. Pero en 

el filete cocinado hay que destacar la que se encontró con el contenido en colágeno (0,306).  

Tabla X: Matriz de correlaciones (coeficiente de Pearson; significación) entre peso, variables de composición 
proximal y de textura (n=60). 

 
peso cenizas colágeno lípidos humedad proteína 

cenizas ,265      

 
,051      

colágeno ,265 ,133     

 
,050 ,333     

lípidos ,211 ,133 ,163    

 
,123 ,333 ,236    

humedad -,372** -,148 -,216 -,784**   

 
,005 ,280 ,113 ,000   

proteína -,006 -,010 -,501** -,547** ,319*  

 
,963 ,941 ,000 ,000 ,018  

dureza pez 
entero 

-,299* -,103 -,053 -,132 ,365** -,243 
,027 ,455 ,698 ,336 ,006 ,074 

dureza filete 
crudo 

-,107 ,029 -,064 ,103 ,012 -,052 
,452 ,837 ,651 ,467 ,934 ,713 

dureza filete 
cocinado 

,030 -,250 ,306* ,083 -,148 -,236 
,835 ,080 ,031 ,569 ,304 ,099 

*: P<0.05; **: P<0.01 
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4.3. Composición proximal y perfil de ácidos grasos  

 Los resultados del análisis de composición proximal y del contenido en colágeno en los 

muestreos inicial, intermedio a los 43 días, y final a la conclusión del periodo experimental, se 

muestran en la Tabla XI. Las únicas diferencias significativas entre dietas se detectaron en el 

muestreo intermedio para el caso del porcentaje de humedad, algo más alto en los filetes de 

los peces alimentados con la dieta C. Sin embargo, entre muestreos, fueron ligeramente 

superiores aunque con significación estadística, los porcentajes de proteína en el muestreo 

final frente al intermedio (Muestreo final; C: 21,89 ± 0,78; HL: 21,98 ± 0,72; HM: 21,98 ± 0,63; 

HH: 22,31 ± 0,97. Muestreo intermedio; C: 20,66 ± 1,12; HL: 21,47 ± 1.68; HM: 21,13 ± 0,74; 

HH: 21,21 ± 0,,8). El porcentaje de cenizas también fue mayor en el muestreo inicial frente a 

los otros dos, los cuales no fueron diferentes entre ellos. 

 En lo que respecta al perfil de ácidos grasos presentes en los filetes, se puede apreciar una 

mayor cantidad de ácidos grasos saturados en los provenientes de los peces alimentados con 

dietas suplementadas con Hyp (Figura 32). Estas diferencias se debieron a los menores niveles 

tanto de ácido palmítico (16:0) como de ácido esteárico (18:0) en los peces alimentados con la 

dieta C (Tabla XII).  

 El ácido oleico (18:1n-9) presente en el músculo de los peces que consumieron la dieta HM 

fue significativamente distinto al resto de dietas, presentando el mayor contenido en dicho 

ácido graso. Esta diferencia se trasladó al total de los ácidos grasos monoinsaturados, ya que 

dicho ácido graso es el mayoritario (Tabla XII).  

 En lo que se refiere al ácido linoleico (18:2n-6) y al total de ácidos grasos de la serie omega-6 

(n-6),  se apreciaron diferencias significativas entre los distintas tratamientos, siendo la dieta C 

la que mostró los valores más altos. La inclusión de Hyp promovió una menor y significativa 

deposición de estos ácidos grasos, más manifiesta a partir de los niveles de las dietas HM y HH, 
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ya que aun siendo también menor con la dieta HL, en este caso no estadísticamente diferente 

de la dieta C (Tabla XII). 

 Centrando la comparación en el total se ácidos grasos de la serie omega-3 (n-3), se pudo 

apreciar que los tratamientos C, HM y HH fueron los que presentaron un mayor contenido, 

siendo el HL el de menor concentración. Dentro de los n-3, el ácido alfa-linolénico (18:3n-3) 

fue significativamente menor en la dieta HL. Por otro lado, el EPA (20:5n-3) presentó una 

mayor concentración en la dieta HH, la cual fue significativamente distinta al tratamiento HL. 

Por lo que respecta al DHA (22:6n-3), no se encontraron diferencias significativas entre los 

tratamientos. Tampoco hubo diferencias significativas en sumatorio total de ácidos grasos n-3 

de cadena larga (Tabla XII).  

 Cabe destacar que la relación de n-3 con respecto a n-6 fue mayor en los tratamientos con 

mayor concentración de Hyp (HH y HM), siendo significativamente diferentes a la dieta con 

menor concentración (HL) (Tabla XII). 
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Tabla XI: Composición proximal (en porcentaje sobre peso húmedo) y de colágeno en los filetes de lubina alimentadas con las distintas dietas experimentales. Valores expresados como media 
± SD (n=15). 

 

 

 

 

 

 

 

Letras diferentes en la misma línea (x,y,z), o en la misma línea dentro de cada muestreo (a,b,c), indican diferencias significativas (P<0,05). Ausencia de letras implica que no existen diferencias 
significativas.  

 

 

 

 

 

  dietas 

muestreo 
inicial 

muestreo intermedio muestreo final 

C HL HM HH C HL HM HH 

humedad 71,69 ± 1,30 72,63 ± 1,24 ab 73,04 ± 1,31 a 71,95 ± 1,16 ab 71,53 ± 0,65 b 72,53 ± 1,42 72,13 ± 0,88 71,67 ± 0,75 72,45 ± 0,78 

proteína 21,94 ± 0,8 0xy 20,66 ± 1,12 y 21,47 ± 1,68 y 21,13 ± 0,74 y 21,21 ± 0,8 y 21,89 ± 0,78 x 21,98 ± 0,72 x 21,98 ± 0,63 x 22,31 ± 0,97 x 
colágeno  1,37 ± 0,60 1,27 ± 0,11 1,24 ± 0,14 1,27 ± 0,07 1,28 ± 0,09 1,22 ± 0,07 1,21 ± 0,07 1,26 ± 0,09 1,23 ± 0,06 
lípidos 4,30 ± 1,80 4,42 ± 1,22 3,52 ± 1,57 4,37 ± 1,10 4,63 ± 0,71 3,45 ± 1,21 3,68 ± 1,18 4,07 ± 0,95 3,33 ± 0,99 

cenizas 1,38 ± 0,12 x 1,16 ± 0,1 0y 1,20 ± 0,11 y 1,14 ± 0,08 y 1,24 ± 0,08 y 1,13 ± 0,16 y 1,19 ± 0,11 y 1,17 ± 0,11 y 1,12 ± 0,13 y 
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Tabla XII: Perfil de ácidos grasos (g de ácido graso/100 g grasa) en los filetes de lubina alimentadas con las distintas 
dietas experimentales. Valores expresados como media ± SD (n=15). 

 dietas 
 C HL HM HH 

 14:0 1,68±0,13 1,74±0,14 1,72±0,11 1,71±0,13 

16:0 15,69±0,79c 16,61±0,90a 16,44±0,69ab 16,11±0,77b 

18:0 3,88±0,40b 4,14±0,31a 4,08±0,28a 4,08±0,37a 

Σsaturados 21,79±1,11b 23,03±1,26a 22,78±0,95a 22,46±1,06a 

18:1n-9 29,76±1,32b 29,78±1,35b 30,49±1,14a 29,90±1,18b 

Σmonoinsaturados 37,99±1,53b 38,05±1,52b 38,99±1,26a 38,28±1,32b 

18:2n-6 21,92±2,15a 21,49±1,73ab 20,17±1,51c 20,85±1,73bc 

20:4n-6 0,82±0,18 0,83±0,12 0,79±0,08 0,83±0,15 
Σn-6 23,93±2,05a 23,50±1,71ab 22,19±1,49c 22,93±1,64bc 

18:3n-3 2,91±0,24a 2,71±0,20b 2,85±0,15a 2,91±0,19a 

20:5n-3 2,74±0,33ab 2,64±0,39b 2,78±0,34ab 2,88±0,45a 

22:6n-3 7,81±1,04 7,28±1,14 7,50±0,78 7,66±1,19 

Σn-3 15,33±1,36a 14,38±1,68b 15,02±1,25ab 15,34±1,69a 

ΣLCn-3 11,45±1,35 10,74±1,58 11,16±1,13 11,46±1,65 

n-3/n-6 0,65±0,09ab 0,62±0,09b 0,68±0,07a 0,67±0,10a 
Letras diferentes en la misma línea indican diferencias significativas (P<0,05), la ausencia de letras expresa la falta de 
diferencias significativas.  

 

 

Figura 32: Diferencias en la composición de ácidos grasos en los filetes de lubina alimentadas con las distintas dietas 
experimentales (ΣSAT: sumatorio de ácidos grasos saturados; ΣMONO: sumatorio de ácidos grasos monoinsaturados; 
ΣN-6: sumatorio de ácidos grasos omega-6; EPA: ácido ecoisapentaenoico (20:5n-3); DHA: ácido docosahexaenoico 
(22:6n-3) (Diferentes letras dentro de cada grupo indican diferencias significativas; P<0,05).  
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4.4. Análisis histológico  

Como se puede apreciar en la Figura 33, el área ocupada por el colágeno en el músculo blanco fue 

mayor en los organismos alimentados con Hyp en comparación a los alimentados con la dieta 

control. Por lo tanto, se puede decir que la inclusión de Hyp en dietas de finalización de lubinas 

provoca un aumento del colágeno en el tejido conectivo que rodea el músculo blanco. 

 Por otro lado en lo que se refiere al músculo rojo, se han apreciado diferencias significativas en el 

área del colágeno I (Figura 34), siendo mayor en los animales alimentados con una dieta 

suplementada con Hyp. Por otro lado, se apreció una mayor superficie ocupada por el colágeno IV 

en los peces tratados con Hyp, sin embargo dicha diferencia no fue significativa. En lo que 

respecta a la tinción con tricrómico, el área teñida fue mayor para los peces alimentados con la 

dieta control, aunque esta diferencia no fue significativa.  

 Por los datos obtenidos de área ocupada por colágeno, se pudo comprobar que la Hyp fomenta la 

formación de colágeno en el tejido conectivo de las fibras musculares especialmente en el 

músculo blanco, donde existen diferencias significativas a favor de los organismos tratados con 

Hyp. Por lo que se refiere al músculo rojo, se pudo observar que existe un efecto en la formación 

de colágeno intramuscular de tipo I, sin embargo el colágeno IV no presentó diferencias 

significativas. Por lo tanto, se pudo afirmar que la Hyp no tiene efectos sobre la formación de 

colágeno IV en las fibras del músculo rojo. 
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Figura 33: Área (µ2) ocupada por el colágeno en el músculo blanco en las preparaciones inmunohistoquímicas (colágeno 
I y IV) y con tricrómico (Diferentes letras dentro de cada grupo indican diferencias significativas; P<0,05).  

 

 

Figura 34: Área (µ2) ocupada por el colágeno en el músculo rojo en las preparaciones inmunohistoquímicas (colágeno I 
y IV) y con tricrómico (Diferentes letras dentro de cada grupo indican diferencias significativas; P<0,05).   
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 Se realizaron comparaciones de las tinciones de colágeno I y IV, con el objetivo de apreciar 

diferencias en la estructura organizativa de los paquetes de fibras musculares del músculo rojo 

(Figura 35). Al comparar imágenes histológicas de colágeno I del tratamiento control frente al HH, 

se pudo ver una mejor organización de los paquetes musculares en los pertenecientes al 

tratamiento HH (Figura 35 B). En las muestras tratadas con la dieta control no se apreció una 

definición clara de los paquetes de fibras musculares, siendo difícil apreciar las agrupaciones de 

las diferentes fibras (Figura 35 A). Al realizar la misma comparación con las muestras de colágeno 

IV (Figura 36), se apreció un efecto similar al observado con el colágeno I.  

 Otro aspecto que se apreció en las imágenes de músculo rojo analizadas fue el tamaño de las 

fibras musculares. Al observar las imágenes de las muestras tratadas con la dieta con alto 

contenido en Hyp (Figura 35 B y D), se aprecia un mayor diámetro en las células musculares que 

en las muestras tratadas con la dieta control (Figura 35 A y C).  

 En lo que se refiere al músculo blanco (Figura 36), se realizaron el mismo tipo de comparaciones 

que para el músculo rojo. Se pudo observar una mayor presencia de tejido conectivo en las 

imágenes correspondientes a los tratamientos con elevada concentración de Hyp (Figura 36 B y 

D), comparándolas con las de dieta control (Figura 36 A y C). Cabe destacar que también se 

apreció una organización más compleja de las fibras musculares. 

 Por último, también se compararon las muestras teñidas con tricrómico de Masson, para músculo 

rojo y músculo blanco (Figura 37). En lo que se refiere al músculo rojo, se distinguió una mejor 

organización de los paquetes musculares, de las muestras tratadas con Hyp a las tratadas con la 

dieta control (Figura 37 A y B). Por lo que respecta al músculo blanco (Figura 37 C y D), también se 

vio una mejor organización, así como una mayor presencia de fibras conectivas en los peces 

alimentados con dietas enriquecidas con Hyp (Figura 37 D). 
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Figura 35: Comparaciones de la organización de los paquetes de las fibras musculares, para el colágeno I y IV del 
músculo rojo. (A: Colágeno I dieta control; B: colágeno I dieta HH; C: colágeno IV dieta control; D: colágeno IV dieta HH) 
(tinción inmunohistoquímica a 10x). 

 

Figura 36: Comparaciones de muestras de tejido muscular blanco (A: colágeno I dieta control; B: colágeno I HH; C: 
colágeno IV tratamiento control; C: colágeno IV dieta HH). 



Resultados 

61 
 

 

Figura 37: Comparaciones de musculo rojo y blanco para las tinciones realizadas con tricrómico de Masson (A: músculo 
rojo dieta control; B: músculo rojo tratamiento HH; C: músculo blanco dieta control; D: músculo blanco tratamiento 
HH). 
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5. Discusión 

 El consumo de pescado es fundamental para llevar una dieta sana (Mozaffarian y Rimm 2006; 

Harris et al., 2008; 2009). Es la principal fuente de omega-3 y su ingesta previene problemas en el 

sistema cardiovascular y demás ventajas relacionadas con desequilibrios alimenticios, así como 

una disminución del colesterol en sangre y de accidentes cerebrovasculares o partos prematuros 

(Daviglus et al., 2002; Patterson, 2002; Bouzan et al., 2005; Cohen et al., 2005a, b; König et al., 

2005; McMichael y Butler, 2005; Willett, 2005; Rossary et al., 2014). Estos argumentos se 

demuestran al ver estudios realizados en países donde la elevada ingesta de pescado está 

relacionada con la baja tasa de infartos de miocardio (Kagawa et al., 1982; Sekikawa et al., 2008; 

Usydus et al., 2009). A la inversa, una baja tasa de consumo implica un mayor número de 

problemas cardiovasculares (Rahmawaty et al., 2013). Sin embargo los consumidores tienden a 

rechazar el pescado de acuicultura debido a la mala imagen que tienen de este producto (Bouzan 

et al., 2005; Verbeke et al., 2005). Esa imagen negativa se intenta mejorar incluyendo en la dietas 

hydroxiprolina, un aminoácido presente en los tejidos animales y esencial condicional para los 

peces (Li et al, 2009), obteniendo así pescado más firme ya que precisamente la menor firmeza es 

uno de los parámetros que los consumidores achacan al pescado de acuicultura (Claret et al., 

2014).  

 

 En la formulación de piensos para peces, hay una progresiva inclusión de harinas vegetales junto 

con aminoácidos esenciales (Chor et al., 2015; Monge-Ortiz et al., 2016), ya que la limitada 

disponibilidad de harinas de pescado hace que estos presenten elevados valores en el mercado 

(Tacon y Metian, 2008). Por ello, es necesario incluir diferentes componentes para de alguna 

forma mejorar los piensos y satisfacer las necesidades fisiológicas de los animales. Son escasos los 

trabajos publicados sobre los efectos que presenta la inclusión de Hyp en dietas para peces. Entre 

dichos estudios, Aksnes y colaboradores (2008) realizaron una experiencia con salmón Atlántico 

(Salmo salar L.) de 100 g de peso, en la que valoraron la repercusión que tenía la inclusión de 
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distintas dosis de Hyp en dietas con elevados contenidos de harinas vegetales tanto sobre el 

crecimiento de los peces como en el desarrollo vertebral, en ambos casos mejoraban los 

resultados con el aporte de Hyp. Por otro lado, en rodaballo (Scophthalmus maximus L.), los 

trabajos en los que se incluye Hyp como suplemento en dietas con proporciones elevadas de 

harinas vegetales aportan resultados contradictorios, ya que concluyen tanto que mejora el 

crecimiento (Liu et al., 2014) como que no se ve afectado (Zhang et al., 2013). En ambos 

experimentos trabajaron con juveniles de rodaballo de alrededor de 8 g y prolongaron las 

experiencias durante dos meses en condiciones similares en cuanto a tamaño de tanques y 

densidades. Habiendo diferencias en la temperatura del agua, siendo significativo el efecto de la 

Hyp al criar entre 19 y 22ºC (Liu et al., 2014), mientras que no hay diferencias si la temperatura 

oscila entre 15 y 18ºC (Zhang et al., 2013). El presente trabajo tiene una complicación añadida ya 

que se centra en peces de gran tamaño (desde 400 g a más de un 1 kg) lo cual implica la 

obtención de coeficientes de variación por encima del 10 %, provocando que no se aprecien 

diferencias entre tratamientos, así como un tiempo de tratamiento más extenso (143 días). En 

cualquier caso, se pudo comprobar una tendencia al aumento de peso conforme se añadía más 

Hyp a la dieta. De hecho, al realizar las regresiones de peso medio y los días de experimentación 

se obtuvieron coeficiente de determinación muy altos, esto junto con la comparación de 

pendientes permitieron establecer una relación entre la Hyp administrada a las dietas y el 

crecimiento de los peces.  

 

 Por lo que se refiere al consumo medio diario (CMD), se han apreciado diferencias durante el 

periodo que abarca todo el experimento (ini-143), pudiendo decir que la mayor presencia de Hyp 

en las dietas fomentó la ingesta de las lubinas. Esto puede estar relacionado con una mejor 

palatabilidad de los piensos probados en las lubinas (García Romero et al., 2014) o un incremento 

del consumo relacionado con el aumento de tamaño de los peces. Es destacable, la mejora en la 

conversión del alimento (FCR) durante una buena parte del periodo experimental (ini-99 e ini-45), 
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diferencia que dejó de ser significativa cuando los peces alcanzaron las mayores tallas. Teniendo 

en cuenta que los períodos de engorde suelen ser de tres meses (≈90 días), la alimentación de 

lubinas con dietas ricas en Hyp tiene una buena conversión y el alimento es aprovechado. Con lo 

que respecta a la tasa de crecimiento (SGR), durante los períodos más largos de la experiencia 

(ini-99 e ini-143) se apreciaron aumentos significativos en los tratamientos con mayor 

incorporación de Hyp, siendo las diferencias más atenuadas en el último intervalo del 

experimento (ini-145). Por lo que demuestran los datos, la inclusión de Hyp en las dietas de lubina 

incrementa el crecimiento de los peces en períodos de larga duración.  

 Es destacable el trabajo realizado por Zhang y colaboradores (2013; 2015), los cuales 

determinaron que la incorporación de Hyp en la dieta de juveniles de rodaballo no mejoró el 

crecimiento de estos peces. Sin embargo, estos autores si encontraron un incremento en la 

concentración de colágeno en el músculo. Y constatando estos cambios en la cantidad de 

colágeno formado, los autores determinaron que podrían afectar a las características del filete 

tales como la textura, el sabor, etc. Parece lógico, ya que el colágeno presenta funciones 

importantes tanto estructurales como funcionales en tejidos e influyen en la propiedad de la 

textura, así como en la funcionalidad y extensibilidad del filete (Hatae et al, 1986; Sato et al, 1986, 

1988; Aidos y Espe, 1990; Sato et al., 1998; Suárez et al., 2007; Gordon y Hahn, 2010), siendo el 

tejido conectivo intramuscular de los peces donde se puede encontrar en gran medida dicha 

molécula (Sato et al., 1988; Hatae et al., 1989; Suárez et al., 2007). El hecho que la Hyp sea uno de 

los aminoácidos más abundante en esta proteína (Barbul, 2008), explica la importancia que este 

aminoácido representa para la textura del filete. En lo que se refiere a las comparaciones de los 

distintos parámetros de textura medidos en lubina, no mostraron diferencias significativas entre 

los tratamientos, a diferencia de lo que se ha constatado en rodaballo (Liu et al., 2014). Sin 

embargo, se encontraron coeficientes de correlaciones significativos entre el peso, las distintas 

variables del análisis proximal y la dureza del pez entero y del filete cocinado. Interpretando los 

distintos coeficientes de correlación, teniendo en cuenta las diferencias significativas entre las 

pendientes de la progresión de peso, se pudo afirmar que en lubinas de mayor peso, la dureza en 
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el pez entero tiende a reducirse. Esta tendencia también se aprecia con el mismo patrón 

afectando a la humedad, la cual está relacionada de forma negativa con la cantidad de grasa. Por 

otro lado, la cantidad de grasa disminuye la concentración de proteínas, teniendo esta una 

correlación negativa con el nivel de colágeno en el filete. Además, la concentración del colágeno a 

nivel muscular es explicativa de la dureza del filete cocinado. Por lo tanto, se puede deducir que 

incrementos en el peso producen cambios en la proporción del colágeno en el filete, con la 

consecuente modificación de la textura del filete tras el cocinado (Hatae et al., 1986; Ayala et al., 

2005; Periago et al., 2005). Este hecho puede mejorar las características sensoriales del producto 

que los consumidores demandan (Veland y Torrissen, 1999), fomentando de esta forma el 

consumo y la imagen del pescado de acuicultura por la población (Claret et al., 2014). Es 

destacable, que dichos datos se han obtenido sin que las muestra hayan sido congeladas 

previamente, evitando de esta manera perdida de tejido conectivo, formado principalmente por 

colágeno (Sato et al., 1988; Hatae et al., 1989; Suárez et al., 2007), con su consecuente pérdida de 

textura (Ayala et al., 2005; Suárez et al., 2006; Caballero et al., 2009). Son destacables los 

resultados obtenidos por Zhang y colaboradores (2015), en lo referente a la Hyp libre en el plasma 

y en el músculo, así como el colágeno total en el músculo; siendo estos significativamente 

mayores en las dietas suplementadas con Pro + Hyp. También destacar que los autores 

recientemente nombrados, observaron un incremento en la expresión génica de la Prolyl 4-

hydroxylase α (P4H α(I)), la cual controla la actividad de la Prolyl 4-hydroxylase, una enzima clave 

en el catabolismo de 4-Hyp a partir de los residuos de Pro presentes en las cadenas de colágeno. 

Este gen se expresó en gran medida y significativamente en los hígados y músculo de los juveniles 

de rodaballo alimentados con una dieta rica en Pro, en comparación con la dieta Pro + Hyp y la 

control. A su vez la diferencia entre el tratamiento Pro + Hyp y control también fue significativa, 

siendo la dieta mixta mayor en la expresión génica. Parece ser que hay diversos aa que tienen 

cierta repercusión en la formación de colágeno en los peces, sin embargo la composición 

aminoacidica del colágeno es variada (Barbul, 2008), un conocimiento de los efectos de cada aa 

sería necesaria para poder mejorar las dietas administradas y conseguir unos mejores resultados. 
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Así como realizar más pruebas bioquímicas, como es el análisis de aa en el plasma y en la masa 

muscular en lubina. De esta forma se podrían esclarecer más conocimientos sobre el efecto la 

formación de colágeno en el músculo de lubina. 

  

 Por otro lado, en lo que se refiere al análisis proximal realizado en los filetes se encontraron 

diferencias solo en el contenido de cenizas entre los distintos muestreos realizados, sin presentar 

diferencias entre tratamientos. Estos resultados pueden indicar que la inclusión de Hyp no 

produce cambios en los datos del análisis proximal para lubina como son, la humedad, el 

contenido de colágeno, cantidad de grasa y cenizas. Es destacable que en el estudio realizado en 

rodaballo sí que se encontraron diferencias entre los tratamientos en lo que se refiere a las 

cenizas, presentando la dieta control valores más elevados y significativos, que las dietas a las que 

se les incorporó Pro-0,75 o Pro+Hyp (Zhang et al., 2015). Estas diferencias entre experiencias 

pueden ser debidas al tamaño de los peces, pudiendo ser que en animales jóvenes las 

modificaciones pueden ser más dinámicas y en los de mayor tamaño la composición de colágeno 

es más estable. 

 Es destacable mencionar que la incorporaciones de ciertos aminoácidos en las dietas conllevan a 

un incremento de la grasa acumulada en los peces (Zhang et al., 2006; Andersen et al., 2013). En 

lo que se refiere al perfil de ácidos grasos analizado en los filetes de lubina, ciertos ácidos grasos 

se encontraban en mayor cantidad en los peces alimentados con Hyp. En lo que se refiere a los 

ácidos grasos saturados, la dieta HL presentó el mayor valor significativo, así como el menor en la 

dieta C. Con las diferencias significativas encontradas, se pudo intuir que la inclusión de Hyp en las 

dietas de lubinas incrementa la deposición de ácidos grasos saturados. En lo que se refiere a los 

ácidos grasos monoinsaturados, la presencia fue mayor en la dieta HM, por lo que la Hyp también 

fomenta la presencia de ácidos graso monoinsaturados en las lubinas que ingirieron dietas 

suplementadas. En lo que se refiere a los omega-6 los análisis determinaron que la inclusión de 

Hyp disminuye la concentración del sumatorio de estos ácidos grasos y concretamente la 
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deposición de 18:2n-6. Por otro lado, al centrarse en los sumatorios de omega-3 se pudo apreciar 

un mayor valor en las dietas HH y C, presentando el valor más bajo, y significativamente diferente 

a las dietas recién mencionadas, la dieta HL. De estos resultados se pudo determinar que una 

dieta con una baja inclusión de Hyp no fomenta la incorporación de omega-3 en el filete de 

lubina. Al fijarse en omega-3 concretos, como es el 20:5n-3 y el 18:3n-3 se constató que a mayor 

concentración de Hyp más se depositaron dichos ácido grasos.  Aunque el valor de la dieta HH fue 

mayor que la C, este segundo tratamiento no presento diferencias con la dieta con más Hyp. Por 

lo que estos ácidos grasos siguieron el mismo patrón que los sumatorios de omega-3. Cabe 

destacar que el ácido graso 22:6n-3 (DHA) no presento diferencias entre tratamientos, por lo que 

se puede pensar que la inclusión de Hyp en las dietas no tiene efectos sobre la incorporación de 

DHA en los filetes de lubina. En lo que se refiere a la relación omega-3/omega-6, las dietas con 

mayores contenidos en Hyp (HH y HM) presentaron los valores más altos para dicha relación, 

aunque la dieta C fue significativamente igual a HH y HM. Se pudo decir que niveles bajos de Hyp 

conllevan a una disminución en la relación omega-3/omega-6. Es evidente que la inclusión de Hyp 

crea cambios en la composición de ácidos grasos y estos cambios pueden afectar a las 

características sensoriales, conllevando a una modificación en la calidad del filete (Izquierdo et al., 

2003). Estas variaciones en los niveles de ácidos grasos esenciales en una dieta sana (Mozaffarian 

y Rimm 2006; Harris et al., 2008; 2009), pueden modificar el sabor que presenten los filetes de 

lubina (Grigorakis et al., 2003; Olsson et al., 2003; Sveinsdóttir et al., 2009), mejorando o 

empeorando la percepción del consumidor por los productos de origen acuícola (Claret et al., 

2014). 

 Los análisis histológicos de los cortes de músculo pueden dar información visual, la cual nos 

puede aportar datos adicionales a un estudio de estas características. El tejido muscular de los 

peces se divide en músculo rojo y blanco y la cohesión de esta masa muscular está regulada por el 

tejido conectivo, rico en colágeno (Love et al., 1969, 1972). Dicha proteína se divide en varias 

tipos, siendo el colágeno tipo I y V los más abundantes en el músculo, encontrando también de 

tipo III y IV. En cuanto al colágeno V, es destacable comentar que su mayor proporción en el 
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músculo conlleva a crear fibras musculares más delgadas (Ando et al., 1999), lo cual puede estar 

relacionado con la textura en el filete cocinado (Ginés et al., 2004). Abdel y colaboradores (2005) 

determinaron que la celularidad del músculo blanco está relacionado con la textura o los 

parámetros organolépticos. Si nos fijamos en los datos obtenidos en el análisis de imagen de las 

muestras histológicas, observamos que hay diferencias significativas en el contenido de colágeno 

entre los tratamientos HH y C. En lo que se refiere al colágeno I, se han obtenido valores más altos 

de área ocupada, en las fibras musculares tanto rojas como blancas, para los peces alimentados 

con dieta rica en Hyp. Se puede argumentar que, la inclusión de Hyp en dietas para lubina 

fomenta la formación de colágeno I, tanto en músculo rojo como en blanco. En lo que se refiere al 

colágeno IV el área ocupada en el músculo blanco fue significativamente mayor para las dietas 

enriquecidas con Hyp, sin embargo en el músculo rojo no hubo diferencias significativas, aunque 

el área en peces alimentados con Hyp fue mayor. Por otro lado, en las comparaciones de las 

tinciones de tricrómico de Masson fueron significativamente mayores en el músculo blanco para 

los peces tratados con Hyp, sin embargo en el músculo rojo no se encontraron diferencias.  Por 

otro lado, al realizar comparaciones visuales de los cortes histológicos se apreció una mejor 

organización del músculo en los peces alimentados con las dietas ricas en Hyp, viendo claramente 

los paquetes de fibras musculares. Sin embargo, también es destacable el hecho de que las fibras 

musculares en la dieta C presentaban un diámetro aparentemente inferior al de las lubinas 

tratadas con Hyp, aumentando con ello la firmeza del músculo (Hurling et al., 1996). Por lo que 

respecta a las lubinas alimentadas con las dietas suplementadas, al tener un diámetro mayor de 

fibras musculares, el efecto sería el contrario. En futuras experiencias sería interesante 

comprobar la presencia de colágeno V en las muestras de lubina, ya que este colágeno se 

relaciona con diámetros de fibras pequeños y es uno de los más abundantes en el tejido muscular 

(Ando et al., 1999). 
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6. Conclusiones 

1. La inclusión de un 2 % de hidroxiprolina en dietas comerciales para lubina mejoró los 

índices productivos en relación al crecimiento y la eficiencia en la utilización del pienso. 

 

2. No se apreció una mejora en los parámetros de textura del filete. Sin embargo el hecho de 

que el diámetro de las fibras musculares aumentase en los peces alimentados con dietas 

suplementadas con hidroxiprolina, puede ser la causa de que no se hayan podido apreciar 

diferencias entre los tratamientos.  

 

3. La mayor área de distribución de colágeno en el músculo blanco, refleja el efecto de este 

aminoácido en la creación de colágeno intramuscular, así como la importancia que 

representa dicho tipo de musculo en la textura de peces cultivados. Se puede decir que la 

incorporación de Hyp en la dieta de lubinas, incrementó el nivel organizativo de las células 

musculare, debido a una mayor formación de colágeno en el tejido conectivo.  
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