
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

TESIS DOCTORAL

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

 PRESENTADA POR 

 José Ramón Civantos Benito

DIRECTOR:

 Daniel de la Sierra Serrano

Madrid, 2015

© José Ramón Civantos Benito, 1981

Conservación de la trucha (Salmo Gairdneri Tridens) por 

medio de radiaciones ionizantes y estudios toxicológicos 

 



-r/(3~ . .2 I Z 
Jose Ram6n Civantos Benito C / V 

CONSERVACION DE LA TRUCHA ( SAU.tO GAIRDNERI IRIDEUS) POR ftfEDIO 

DE RADIACIONES IONIZANTES Y ESTUDIOS TOXICOLOGICOS 

Departamento de Farmacolog{a 
Facultad de Veterinaria 

Universidad Complutense de Madrid 
1981 

.. 



~ Jos~ Ram6n Civantos Benito 
Edita e imprime la Editorial de la Universidad 
Complutense de Madrid. ~ervicio de Reprograf!a 
Noviciado, 3 Madrid-8 
Madrid, 1981 
Xerox 9200 XB 480 
Dep6sito Legal: M-31094-1981 



Autor: JOSE RAHON CIVANTOS BENITO 

CONSERVACION DE LA TRUCHA (SAL.HO GAIRDNERI IRIDEUS) 

POR MEDIO DE RADIACIONES IONIZANTES Y ESTUDIOS 

. TOXICOLOGICOS 

Director: DANIEL DE LA SIERRA SERRANO 

Doctor en Veterinaria, profesor no numerario de la 

Facultad de Veterinaria de ~fadrid 

UNIVERSIDAD COHPLUTENSE DE MADRID 

facultad de Veterinaria 

Dep.de Farmacolog{a y Toxicologia 

Aiio 1.931 





i 

INDICE. 

Dedicatoria • ..••.••••..••••.• , •. , .•••••••••.•••..•...••• 

p~g. 

v 

vi 

viii 

Agradecimientos••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

ResUmen • •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

1 • - INTRODUCCION •••••••••••••••.•••••••••••••••••••••••• 

1. 1.- ANTECEDENTES E HISTORIA•••••••••••••••••••••• 3 

1 • 2 • - FUN DA~IENTOS. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 7 

1. 2. 1.- Efectos sobre los microorganismos..... 7 

1. 2. 2.- Caracter{sticas generales de los efec-

tos sobre los microorganismos......... 8 

1. 2. 3.- Factores que modifican la radiosensibi 

lidad de los microorganismos.......... 10 

1. 2. 3. a.- Efectos que se producen durante 

el periodo de irradiaci6n...... 10 

1. 2. 3. a. 1.- Efectos del oxigeno..... 10 

1. 2. 3. a. 2.- Efectos del sustrato.... 11 

1. 2. 3. a. 3.- Efectos del pH.......... 12 

1. 2. 3. a. 4.- Efectos de la temperatu-

ra...................... 12 

1. 2. 3. a. s.- Otros efectos........... 12 

1. 2. 3. b.- Efectos de las condiciones an-

tes de la irradiaci6n.......... 13 

1. 2. 3. c.- Efectos de las condiciones des-

pues de la irradiaci6n......... 13 



ii 

1. 2. 4·- Aplicaciones pr~cticas a la reducci6n 

de microorganismos en los alimentos.. 14 

1. 3.- JUSTIFICACION............................... 15 

2.- MATERIAL Y METODOS................................. 19 

2. 1.- OBTENCION DE EJEMPLARES••••••••••••••••••••• 19 

2. 2.- PREPARACION DE EJE~IPLARES •••••• •••• ••••.. •• • 20 

2. 3.- IRRADIACION................................. 21 

2. 3. 1.- Fuente N'yade. Descripci6n........... 21 

2. 3. 2.- Dosimetr!a••••••••••••••••••••••••••• 23 

2. 3. 2. a.- C'lculos...................... 23 

2. 3. 2. b.- Unidades...................... 25 

2. 4~- CONTROLES MICROBIOLOGICOS •••••••••••••••• ·••• 30 

2. 4• 1.- Medias de cultivo.................... 30 

2. 4. 2.- ~tedios de tinci6n. •• •••• •• ••• •• • ••• • • 39 

2. 5.- l-IE TO DO QUil-IICO. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • "42 

2. 5. 1.- Material y reactivos........... .••••• 42 

2. 5. 1. a.- Protocoio operatorio.......... 43 

2. 5. 2.- C'lculos............................. 45 

2. 6.- ,.IETOOO BIOQUIMICO. • • • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • . • • • 48 

2. 6. 1.- Material y reactivos................. 48 

2. 6. 2.- C!lculos............................. 58 

2. 7.- EXPERIMENTACION EN ANIMALES DE LABORATORIO.. 61 

2. 7. 1.- Pruebas hem!ticas.................... 62 

2. 7. 1. a.- Descripci6n del equipo Coulter 

Counter,modelo FN ••••••••••••• 

2~ 7. 1. a. 1.- Fundamento ••••••••••••• 

2. 7. 1. b.- Preparaci6n de la muestra ••••• 

2. 7. 1. c.- F6rmula leucocitaria •••••••••• 

63 

63 

64 

65 



iii 

Q!g. 

2. 7. 2.- Pruebas bioquimicas.................. 65 

2. ]. 2. a.- Fundamento.................... 66 

2. ], 3.- Reactivos............................ 68 

2. 7. 4·- T'cnicas............................. 68 

2. ]. 5.- C'lculos ••••••••••••••• 1............. 72 

2. ], s. a.- Estad!stica •••••••• ~···••••••• 73 

2. ]. s. a. 1.- Apreciaci6n del grado 

de precisi6n de una me-

dida................... 73 
2. ]. s. a. 2.- Aplicaci6n de las 11 t" 

de Student a la apreci~ 

ci6n del grado de sign! 

ficaci6n de la diferen-

cia de dos medias...... 74 

2. ]. s. a. J.- Intervalo de confianza 

de la media............ 76 

2. 1. 6.- T~cnicas de histolog{a animal........ 78 

2. ]. 6. a.- Obtenci6n de las piezas....... 78 

2. 7. 6. b.- Fijaci6n de las piezas........ 78 

2. 1. 6. c.- Deshidrataci6n de las piezas.. 78 

2. ]. 6. d.-

2. ]. 6. e.-

2. ]. 6. f.-

Inclusi6n de las piezas ••••••• 

Obtenci6n de los cortes ••••••• 

Desparafinaci6n y tinci6n de 

los cortes. Montaje de los mi.§ 

mos • ••••••••• • • • • • • • • • • • • • • • • • 

79 

80 

so 
3·-· RESULTADOS •• I ••••••• II •• 01 I I •• I I •••••• 0 ••••• 0 •• I... 83 

3~ 1,- RESULTADOS HICROBIOLOGICOS ••••••• 1.......... 83 



iv 

3. 2.- RESULTADOS DEL N.B.V.T•••••••••••••••••••••• 

3. 3.- RESULTADOS BIOQUI:t-IICOS...................... 93 

3. 4·- RESULTADOS EN LOS ANIMALES DE EXPERIMENTA -

CION•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 98 

3. 4• 1.- Resultados de las pruebas hem!ticas.. 98 

3. 4. 2.- Resultados de las pruebas bioqu!micas. 98 

3. 4• J.- Resultados histol6gicos.............. 112 

4.- DISCUSION.......................................... 126 

4. 1.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS MICROBIOLOGICOS. 126 

4• 2.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL N.B.V.T..... 129 

4• 3.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS BIOQUIMICOS..... 131 

4• 4•- DISCUSION DE LOS RESULTADOS EN LOS ANIMALES 

DE EXPERIMENTACION.......................... 133 

4. 4• 1.- Discusi6n de los resultados de las -

pruebas hem4ticas•••••••••••••••••••• 133 

4• 4• 2.- Discusi6n de los resultados de las -

pruebas bioqu!micas •••••••• ~......... 134 

4. 4• 3.- Discusi6n de los resultados histol6-

gicos•••••••••••••••••••••••••••••••• 141 

5.- CONCLUSIONES ••••••••••• .-. •••••• •••• •• ••• •• •• •• ••• •• 143 

6.- BIBLIOGRAFIA....................................... 145 

0 0 0 0 0 0 0 -

~: 
'• 



v 

OEOICATORIA: 

A mis hijas, por las que 

intento superarme. 



\. 

vi 

AGRADECHHENTOS.-

E1 presente trabajo ha sido realizado en el Laboratorio 

de Microbiologia de la Unidad de Is6topos de la Junta de Ene£ 

gia Nuclear y en la C&tedra de Farmacolog!a y Toxicologia de 

la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de -

Madrid. 

El autor agradece: 

A los miembros directivoe de la Junta de Energia Nuclear, 

por las facilidades concedidas para llevar a cabo este trab~ 

jo. 

Al Dr. D. Daniel de la Sierra Serrano, por su direcci6n y 

acertadas y eficaces orientaciones, que han hecho posible la_ 

realizaci6n del mismo, asi como por la lectura y comentarios 

del manuscrito. 

Al Prof. Dr. D. F~lix Sanz Sanchez, por dignarse a apadri 

nar este trabajo. 

Al Prof. Dr. D. Jesus Fernandez Gonzalez y a la Dra. D@. 

Pilar Nazon, por sus orientaciones y ayudas en algunos aspe£ 

tos·de esta memoria. 

A la Prof. Dra. 0@. Haria Castaiios Rosado, por sus 



vii 

consejos y orientaciones en la parte histol6gica del mismo. 

Al Dr. D. Manuel Estada, Director del Centro Experimental 

del Frio, por permitirme realizar una parte del presente traba

jo en el mismo. 

Al Dr. D. Jos~ Antonio Lejarcegui, director de la piscifa£ 

tor{a de la Escuela T~cnica Superior de Ingenieros de Montes_ 

de Madrid, por facilitarme cuantas truchas me han sido necesa

rias para realizar algunas experiencias. 

Finalmente, a todos mis compafieros de laboratorio y, espe

cialmente, a Lucila Ramos, por haberme ayudado en la ejecuci6n 

de algunas experiencias. 

Mi agradecimiento especial para mi mujer y mis hijas, que, 

con su paciencia, han permitido que realizase este trabajo. 



viii 

Conservaci6n de la trucha (salmo gairdneri irideus) por medio 

de radiaciones ionizantes y estudios toxicol6gicos. 

RESUMEN 

Se irradian truchas procedentes de piscifactor!a, con una 

fuente de Co-60 y se estudia s~ tiempo de conservaci6n por -

procedimientos microbiol6gicos y qu{micos. As! mismo se ha -

cen estudios de comestibilidad y toxicidad en animales de la

boratorio (ratas Wistar), por medio de pruebas hem&ticas, se

rol6gicas e histo16gicas. 

Tambien se hacen estudios de los posibles cambios en los 

aminoAcidos prot~icos del m~sculo de la trucha al ser irradiA 

da. 

Los resultados indican que las truchas irradiadas con la 

dosis de 100 Krads. (1 KGy), se conservan frescas unas tres -

semanas por t~rmino medio, dependiendo de la carga microbiana 

inicial, sin congelarlas posteriormente, sino dnicamente re -

frigeradas entre 02 y 42 c. 

La toxicidad es negativa en animales de experimentaci6n. 

·La composici6n de los amino'acidos proteicos no cambia ni 

con la dosis de 100 Krads. (1 KGy), ni con la dosis doble, de 

200 Krads. (2 KGy). 



1.- INTRODUCCION. 

Las radiaciones ionizantes de cualquier tipo, necesitan, 

para actuar, ser absorbidas, como cualquier forma de energ!a. 

Esta energla absorbida, induce cambios a nivel molecular, es 

decir, a nivel del DNA, enzimas,· ATP, coenzimas, etc., influ

yendo de una manera importante el medio en que se encuentren 

esas c~lulas y la forma, veget.ativa o esporulada. Estos cam

bios se producen en microsegundos despu~s de la irradiaci6n, 

sin embargo, los efectos macrosc6picos o de simple vista, ta£ 

dan un poco mas de tiempo en observarse. 

Asl, si irradiamos un cierto n6mero de c~lulas (bacterias) 

con una cierta dosis, encontramos que el n6mero de las mismas 

se mantiene despu~s de la irradiaci6n, pero si hacemos una -

siembra de ellas en un medio s61ido adecuado, nos encontramos 

con que no hay ~1 mismo n6aero de colonias, compar4ndola con 

otras no irradiadas, sino que aquel es menor, ya que algunas 

de ellas han sido lesionadas con la irradiaci6n, incapacit,n

dolas para reproducirse y, por este motivo, no han podido fo£ 

mar colonias. 

En el presente trabajo se irradian truchas con el fin de 

reducir la carga microbiana y se controla la misma por proc~ 

dimientos microbio16gicos y qulmicos, para averiguar el efeQ 

to de la irradiaci6n. 

Tambien se hacen estudios de los posibles cambios que P!! 
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dieran P,roducirse en la prote{na muscular de la trucha por e

fecto de la irradiaci6n. 

Bacq y Alexander, 1.964 b), indican cambios qu1micos en

prote!nas~ tales como la lisozima y la albdmina del suero bo

vino, al recibir una dosis de 5 Mrads. (50 KGy) a 150 Mrads. 

{1,5 MGy) irradi,ndolas con electrones de 2 MeV, pero no in

dican nada con dosis mas bajas·. 

Igualmente se realizan estudios toxicol6gicos alimentando 

ratas Wistar con trucha irradiada y liofilizada, con el fin -

de observar la posibilidad de que aparezcan problemas al ser 

ingeridas; para ello se han realizado una serie de an!lisis -

tales como recuento, f6rmula, velocidad, hematocrito, he~ 

globina, valor globular, transaminasas y estudios histo16gi -

cos en higado y rifi6n. 
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1. 1.- ANTECEDENTES E HISTORIA. 

Aunque se conoc!an desde muy antiguo, las radiaciones 

ionizantes, los generadores de rayos X y los penetrantes 

rayos gamma, no se aplicaron a los alimentos hasta muy -

tarde, emple,ndose en principia los rayos ultravioleta, -

los rayos infrarrojos y las radiaciones electromagn~ticas, 

as! como las ondas ultras6nicas o ultrasonidos. 

Todas estas alternativas tenian grandes desventajas -

para uso pr!ctico, i~cluyendo el limite de efectividad 

biol6gioa o la adecuada penetraci6n. Hannan 1.956 b). 

Las ventajas que se podr!an enumerar eran: 

1) Alta efici~~cia en la inactivaci6n de microorgani§ 

mos y otras formas.ae vida posible. 

2) El aumento de la temperatura y los cambios tota-

les qu!micos producidos, son pequefios. Los alimentos se 

pueden tratar crudos o precocinados, si se quiere. 

3) Con materia1 de grosor apreciable, pueden ser tr~ 

tados en contenedores hechos de diversos materiales, como 

pl!sticos, vidrio o metal. 

4) El proceso de irradiaci6n podia ser utilizado en 
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operaci6n continua. 

Las desventajas eran 

1) El costo del proceso no podia estimarse con nin~ 

na aproximaci6n. Los costos del desarrollo del trabajo y 

del inicial del equipo, eran bastante altos. 

2) Los efectos qu!micos producidos, con ciertas dosis 

eran frecuentemente adversos, produciendose cambios en -

los caracteres organol~pticos, tales como olores desagra

dables, p~rdidas de color, textura y otras propiedades -

que, actualmente1 pueden ser controlados anadiendo aditi

vos a la complejidad del proceso y utilizando dosis ade -

cuadas. 

3) Los enzimas no son, en general, inactivados por -

la irradiaci6n, pero aparecian efectos adversos al almac~ 

narlos, particularmente en frutas y vegetales, problemas 

que, en la actualidad, han sido resueltos. 

Sin embargo, las modernas t~cnicas de irradiaci6n, u

tilizando is6topos radiactivos artificiales, emisores ga~ 

rna de alta energ!a, como el Co-60 y el Cs-137, con perio

dos de semidesintegraci6n de 5,27 y 29,4 afios, respectiv~ 

mente, y los aceleradores de particulas, como el de elec

trones, hacen que todo esto varie en un grado tal, que P2 
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demos considerar estos procedimientos como ideales para -

la conservaci6n de los alimentos. 

La irradiaci6n de pescado ha sido crono16gicamente 

posterior a la de otros alimentos. Hannan 1.956 d), men

ciona un poco de pasada, la irradiaci6n·con bajas dosis

de productos del mar (pes.cados y moluscos), hablando de 

incompleta esteri1izaci6n, mencionando ot~o trabajo con 

el mismo objetivo, por lo que podemos deci~ que, en la d~ 

cada de los 501 no era muy uti1izado este procedimiento -

para conservar el pescado. 

Sin embargo enla d~cada de los 60, parece que preocu

pa un poco m's la conservaci6n de los productos marinos y 

as! Hanneson, G. en 1.972, da una lista de 112 trabajos 

de los que, la mayor parte, han sido sobre productos mar! 

nos y todos ellos realizados en los dltimos 6 6 7 afios de 

dicha d~cada. En Alemania, por Ehlermann, en 1.969, pu -

blicAndose sus trabajos en 1.970. En Viena, en 1.976, por 

Hansen yen Italia, en 1.972, por Baldrati, G., se puede 

decir que son los primeros trabajos que se han hecho en -

truchas. 

Todos estos trabajos tienen en comdn, el haber utili

zado altas dosis de irradiaci6n, con lo que se detectaron 

cambios en la textura, !ndice de agua, etc., de las tru -

chas. 

.•f'. 
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Nuestro trabajo ha sido realizado con dosis mas bajas 

y de esa forma, hemos eliminado los problemas que se po -

d!an presentar, como se ver! en los resultados. 
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1. 2.- FUNDAMENTO&. 

1. 2. 1.- Efectos sobre los microorganismos. 

Con bajas dosis de irradiaci6n, se producen s6lo 

pequefios cambios en las c~lulas vivas, como, por ejem 

plo, en la tasa de respiraci6n o en la di~isi6n celu

lar. Sin embargo, con dosis mayores se producen gra~ 

des danos a las c~lulas y mas 0 menos, la muerte inm~ 

diata. 

En el rango de dosis intermedias, se observan una 

serie d~ ~ambios caracter{sticos. Estos son princi -

palmente gen~ticos, apareciendo primeramente una tasa 

incrementada de mutaciones y entonces, se interfiere 

en el mecanismo de reproducci6n celular. Hannan 1.956 

(b. 

La sensibilidad de los diferentes organismos y de 

las diferentes c6lulas de un mismo organismo complejo, 

est'n a gran distancia unos de otros, pero, en gene -

ral, el organismo mas complejo es m~s sensible a los 

danos de la irradiaci6n; as!, el hombre y los anima -

les superiores, son del orden de mil veces m's sensi

bles que las bacterias. Las c~lulas de desarrollo r! 
pido son altamente sensibles generalmente; los 6rga -

nos reproductores o las c~lulas tuaorales de animales, 
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por ejemplo, son mas sensibles que el m6sculo y las 

bacterias en forma vegetativa, m!s sens~bles que en 

forma esporulada. 

1. 2. 2.- Caracter!sticas generales de los efectos

sobre los microorganismos. 

Lo primero a destacar es que el dafio por irradia

ci6n aparece s6lamente despu~s de un determinado lap

so de tiempo. 

Unas pocas c~lulas pueden ser inactivadas, pero ~ 

la may~r!a continua respirando normalmente y muestra 

una normal capacidad para reducir el azul de metileno, 

sintetizar ATP y, las que son m6viles, muestran movi

lidad. La divisi6n celular es, sin embargo, retarda

da y como resultado el numero de c~lulas individuales 

puede incrementarse, no apareciendo por lo tanto col~ 

nias. 

Moos, Gaden y Henley han demostrado que, con al~ 

nas bacterias, los descendientes de las c~lulas supe£ 

vivientes a la irradiaci6n, muestran una resistencia 

a ~sta superior a la del cultivo original, siendo es

to intepretado como indicaci6n de que ocurre una adaE 

taci6n a la misma. 
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Los efectos letales son objeto de muchos estudios 

y con condiciones experimentales adecuadas han sido -

demostrados en una gran variedad de organismos, vien

do que el numero de supervivientes, medidos por la c~ 

cidad para formar una colonia en los cultivos, decre

ce exponencialmente cuando las dosis crecen. 

Lea y cols. en 1'.946, han examinado las curvas elf 

ponenciales de supervivencia y han demostrado que : 

a) La fracci6n de poblaci6n inactivada por una -

dosis era independiente del numero de microorganismos 

inicialmente presentes. 

b) Las grandes variaciones de temperatura tienen 

s6lamente pequefia influencia sobre los efectos leta -

les de la irradiaci6n. 

c) La eficiencia de la mortandad decrece en or -

den a los rayos beta del rad6n, rayos gamma del radio, 

rayos X duros, rayos X blandos, neutrones y particu -

las alfa. 

Esto demuestra que estos efectos acontecen asumieQ 

do que cada microorganismo contiene unos blancos bien 

definidos de mucho m~s pequeno volumen que la c~lula, 

y que una ionizaci6n en ese volumen, causa la inacti-

., 
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vaci6n de la misma. Utilizando diferentes radiacio

nes se han llegado a demostrar nada menos que 250 

blancos en el Escherichia Coli, con un di!metro medio 

de 12 milimicrones cada uno, siendo de este orden los 

diimetros de los genes. 

La teoria de los blancos ha sido ampliamente dis

cutida por numerosos autores, entre los que se encueB 

tran, particularmente, Timofeeff-Ressovsky y Zimmer, 

en el afio 1.947. 

1. 2. 3.- Factores que modifican la radiosensibili -

dad de los microorganismos. 

La acci6n letal puede ser modificada de muchas -

formas, como explicaremos a continuaci6n en los sue~ 

sivos apartados. 

1. 2. 3. a.- Efectos que se producen durante el 

periodo de irradiaci6n. 

1. 2. 3. a. 1.- Efectos del oxigeno. 

Ha sido comprobado por Hollaender y cols. 

en 1.951, que una suspensi6n de Escherichia 

Coli en buffer de fosfato, era tres veces m!s 

sensible a los rayos X en atm6sfera de oxige

no que de nitr6geno, habi~ndose demostrado -
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esto en trabajos posteriores. 

El efecto del ox!geno, puede no ser debido 

a un simple efecto radioqu!mico, sino a cam 

bios metab6licos que pueden ser unidos a la 

radiaci6n y modificar la respuesta de la misma. 

Por ejemplo, en ausencia de oxigeno, las mol! 

culas oxidables reversibles tienen un poten -

cial bajo de oxidaci6n-reducci6n, y como la 

radiaci6n es predominantemente oxidativa, se 

puede tolerar mejor. 

1. 2. 3. a. 2.- Efectos del sustrato. 

La radiosensibilidad puede ser modificada 

por cambios en la composici~n qu1mica del SU§ 

trato donde se encuentran los microorganismos, 

por ejemplo, la formaci6n de radicales libres 

m6viles en fase acuosa, dentro o fuera de las 

c~lulas. 

En soluci6n acuosa, los microorganismos 

son m!s sensibles que en desecaci6n. 

La adici6n de solutos al medio, modifica 

indirectamente los cambios radioquimicos por 

haber competencia por los radicales libres -
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entre los productos afiadidos y los microorga

nismos. 

1. 2. 3. a. 3.- Efectos del pH. 

El pH del medio tambi~n influye, de forma 

que a pH neutro los g~rmenes tienden a ser -

m~s sensibles a la irradiaci6n que a otro pH. 

1. 2. 3. a. 4.- Efectos de la temperatura. 

No son muy notables los efectos de la te~ 

peratura, pues con variaciones en la misma se 

han demostrado pocas diferencias en cuanto a 

la letalidad de los microorganismos. 

1. 2. 3. a. 5.- Otros efectos. 

Dependiendo del alimento que se utilice -

para con~ervar por irradiaci6n y las condici£ 

nes de envasado y almacenado para conservar -

todas sus caracteristicas, se podrAn observar 

otros efectos que influyen, como el empaquet~ 

do al vacio, el meterlos en atm6sferas de ga

ses inertes, etc. 
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1. 2. 3. b.- Efectos de las condiciones antes de 

la irradiaci6n. 

Hollaender y cols. en 1.952, han demostrado 

que el tratamiento de organismos previamente a la 

irradiaci6n, puede afectar su sensibilidad. 

• 0 

Los organismos' "lavados" con buffer de fosfa-

to, son m!s sensibles que los no lavados. La ad! 

ci6n de inhibidores de la respiraci6n, hacen tam

bi~n a los microorganismos m~s sensibles. 

Huber y cols. en 1.953, demuestran que si la 

leche se pone durante 45 segundos a 74,52 c. y -

luego se irradia a 02 c., hay mayor reducci6n de 

g~rmenes despu~s de irradiar, que si no se hace 

este tratarniento. 

1. 2. 3. c.- Efectos de las condiciones despu~s 

de la irradiaci6n. 

Estos efectos se han demostrado cuando se han 

utilizado grandes dosis de irradiaci6n, as!, la ~ 

cumulaci6n de venenos celulares en el medio, ha -

cen que perezcan algunos microorganismos, etc., 

de modo que no se puede decir que son muy impor 

tantes en la actualidad, ya que las dosis que se 
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• 
' emplean hoy son mucho meno~es que ento~ces. 

1. 2. 4·- Aplicaciones prActicas a la reducci6n de -

microorganismos en los alimehtos. 

Se ha podido observar que para producir una este

rilizaci6n total, hay que alcanzar unas dosis muy el~ 
"' 

vadas, del orden de Mrads. (10 KGy}, produci~ndose e~ 

tonces cambios en los caracteres organol~p~icos de 

los alimentos. Por el contrario, si damos dosis m~s 

• 

\ bajas, no aparecen ~chos cambios y las cargas micro

bianas se rebajan en factores de 10. D~pendiendo de 

si son formas vegetativas o esporuladas, los factores 

ser'n mayores o ~nore~ respectivamente, pudi~ndose -

observar que ~a "vida" de alaacenado aumenta si se -

mantiene refrigerado, no congelado, desde varios dias · 

a varias semanas. 

!l 
Los organismos superiores necesitan menos dosis 

que las bacter.ias para ser e1iminados de los ali.men 

tos, tales,como protozoos, insectos; larvas y otras 

formas de vida. 

Por otro ~a~o, tenemos que los virus necesitan ~ 

sis mas ·altas, del orden,de O,~ Mrad. (5 KGy), para

conseguirse ttna esterilizaci6n c~mercial • 

• 

• 

t 
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1. 3.- JUSTIFICACION. 

La justificaci6n del procedimiento se puede_dividir

en dos vertientes, una higi~nico-sanitaria y otra econ6m! 

ca. 

La primera se desprend~ de que si por medio de la ir

radiaci6n, se consigue rebajar la carga microbiana inicial 

ya se est~ mejorando la calidad del alimento y al estar 

envasado, evitamos posteriores contaminaciones hasta su 

consumo. 

Pero sin duda, la vertiente m~s importante es la eco

n6mica, ya que al prolongar la vida comercial de los ali

mentos perecederos, las p~rdidas son menores y, ademAs, 

la energia que se utiliza para este procedimiento es mu 

cho menor que la empleada para cualquier sistema de con 

servaci6n de alimentos. 

En el Symposium Internacional de Conservaci6n de Ali

mentos por Irradiaci6n, celebrado del 21 al 25 de Noviem• 

bre de 1.977, en Wageningen (Holanda), se present6 un -

trabajo (Brinjolfsson, 1.978), en el que se decia que el 

16,5% del total de la energ1a consumida en EE.UU., se d~ 

dica a los diferentes sistemas de preparaci6n, conserva

. ci6n, etc., de alimentos. En ese mismo trabajo, se hace 

un estudio comparativo de la energia utilizada para 
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conservar los alimentos par los procedimientos convencio-

nales, frente a la utilizada para conservarlos por irradi~ 

ci6n, vi6ndose que ~sta es mepor • 

• 
En la Tabla XI del mencionado trabajo, se dan las ci

fras de energia consumida en KJ/kg (Kilojulios/Kilogramo) 

en los diferentes procesos de conservaci6n de pollos, te-, 
niendo que, frente a los 1S.460 KJ/kg de energ{a utiliza-

da para radappertizar pollos enteros sin pelar, se utili

zan 46.600 KJ/kg para congelar pollos troceados y pelados; 

27.550 KJ/kg,.si previamente se han ~ocinado y despu~s 

congelado. Si, par el contrario, s6lo se refrigeran los -

pollos troceados y pelados, necesitan una energia de 

17.760 KJ/Kg., pero s1 estos mismos pollos se radiopaste

rizan, se utilizan 17.860 KJ/Kg., -~~ decir, s61o 100 KJ/ 

Kg •. ma~,· siendo la conservaci6n mAs la~a con el dltimo 

procedimiento, teniendo, por lo tanto, mayor vida comer

cia!. 

El costa de las plantas de trat~miento, comparadas con 

las convencionales, son publicadas en.!tro trabajo presen 

tado.tambi~n por. EE.UU. al mismo Symposium~ Kennard, 

1.978, en 'el que se incluyen los ga-s de amortizaoi6n -•• de las mismas y SU maximo aprQVeEh nto al utilizarlas 

·al mAximo, irradiando diferentes alimentos e incluso, di

ferentes productos, como material m~dico, etc • 
• l 
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Volviendo al alimento, objeto de nuestro estudio, la 

tr~cha, tenemos que, seg6n un trabajo publicado por Cue

llar Carrasco y D!az Yubero, 1.976, en Espana hab!a, en 

el afio 1.975, un total de 113 piscifactor!as, dedicadas 

a la cr!a y comercializaci6n de la trucha, con una pro-

ducci~n cifrada entre las 5.500 y las 6.000 Tm., a un

precio que oscilaba entre las 100 y 120 Ptas., por Kilo

gramo, al por mayor y a pie de piscifactor!a. 

En el afio 1.979, seg6n datos del r.c.o.N.A., las pi~ 

cifactor!as hab!an aumentado su ndmero a 150 y la produc

ci6n estaba entre las 9.000 y las 10.000 Tm., con unos 

precios que han oscilado entre las 80 y las 100 Ptas. por 

Kilogramo; esto nos hace ver que el voldmen de capital -

que se ha movido es importante; si tomamos la media de 

los precios 90 Ptas./Kg. y la cifra inferior de produc-

ci6n dada, obtenemos la cifra de 810 millones de pesetas, 

la cual creemos que es importante. 

Hay que tener en cuenta que este pescado s61o se con

sume en estado fresco, y en muy poca cantidad, ahumado, 

por lo que un procedimiento de conservaci6n como el que 

nosotros estudiamos, seria una soluci6n para evitar las 

p~rdidas por putrefacci6n, que no cabe duda, que son im--

.portantes y, adem!s, seria un aliciente para aumentar la 

producci6n y regular la oferta y la demanda. 
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Al estarse tendiendo, en la actualidad, a sustituir

se las fuentes de irradiaci6n de is6topos radiactivos, -

por aceleradores de electrones1 que tienen la ventaja de 

que cuando no estin en funcionamiento no emiten ningdn -

tipo de particula radiactiva, ni originan residuos radia£ 

tivos, serta interesante hacer un estudio econ6mico del -

proceso, el cual no es mot~vo de nuestro trabajo, en al-

gunas de las zonas de mayor producci6n en Espana, tal co

mo la provincia de Guadalajara, por ser una de las que -

mis producci6n tiene y con piscifactorias pr6ximas entre 

s!, estando ubicada la planta de tratamiento, o bien ju~ 

to a la piscifactoria de mayor producci6n, o equidistante 

a las que entre todas obtuvieran una producci6n superior, 

.y de esa forma basta se podr!an tratar otros productos'7-

procedentes •del campo y que fuesen perecederos, como las 

patatas, ajos, etc., con lo que se producirta un mayor -

aprovechamiento de la planta. 

• 
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2.- ~~TERIAL Y METODOS. 

2. 1.- OBTENCION DE EJEMPLARES. 

Para este trabajo se han empleado, como producto eseE 

cial, truchas procedentes todas ellas, de piscifactor!a, 

pero con la salvedad de utilzarlas en dos escalones de su 

proceso evolutivo comerciai, es decir, tratando la trucha 

reci~n sacrificada, cuyo origen ha sido las piscifactorias 

de la provincia de Guadalajara, fundamentalmente,de la z£ 

na de Cifuentes, y las de la Escuela T&cnica Superior de 

Ingenieros de Montes de Madrid, y los ejemplares adquiri

dos en el Mercado, los cuales, como m'ximo, bacia tres 

d!as que hab!art sido sacrificados basta ser adquiridos por 

nosotros. 

Las truchas eran todas del tamafio comercial, con un -

peso que oscilaba entre los 200 y los 250 grs. por ejem-

plar. 

El procedimiento de sacrificio de los ejemplares, en 

las piscifactor!as visitadas, fu~ el habitual. 
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2. 2.- PREPARACION DE EJEMPLARES. 

Inmediatamente despu~s del sacrificio, las truchas 

eran transportadas al laboratorio, haci~ndose lo mismo 

con las adquiridas en el mercado. Se evisceraban, trocea

ban y empaquetaban en bolsas de pl!stico "rilsan" (nylon 

franc~s), con el fin de evitar contaminaciones posterio

res a la irradiaci6n. 

El troceado se hacia partiendo por la mitad la tru-

cha, empleando el eje longitudinal de la misma; acto se

guido, se empaquetaba, ·cerr!ndose herm~ticamente por ter

mopresi6n, sin vac!o, y se anotaba en la bolsa la que era 

testigo, y en la otra mitad, la que era ·irradiada, de mo

do que las muestras que se utilizaban para controles, eran 

de la zona sim~trica del cuerpo y as{ se pod!an comparar 

con m!s rigor. 
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2. 3.- IRRADIACION. 

La irradiaci6n se hac!a en la fuente de irraqiaci6n -

11 Nayade" de la J.E.N., cuyas fuentes son de Co-60, admi-

nistr~ndose unas dosis de 100 Krad. (1 KGy) y 200 Krad. 

(2 KGy), pas,ndose, a continuaci6n, a realizar los an~li-

sis correspondientes. 

2. 3. 1.- Fuente Nayade. Descripci6n. 

En esta unidad de irradiaciOn, las fuentes radia~ 

tivas estAn situadas en el fondo de un pozo lleno de 

agua, que actua de blindaje, con unas caracteristicas 

de resistividad y pH determinadas, controladas por --

unos filtros y resinas intercambiadoras de iones que 

las mantienen. 

El pozo tiene secci6n cuadrada de 1,20 m. de lado, 

y 4,20 m. de profundidad. Las paredes estAn convenie~ 

temente blindadas y comprobada su estanqueidad. 

El blindaje para las fuentes es por medio de 

agua y suponiendo una actividad de 104 Ci. de Co-60 -
t4 (3,i x 10 Bq.), situados en un punto del fondo sin 

autoabsorci6n, segdn los cAlculos, ser!a necesaria -

una profundidad de agua de 2,66 m., pero para mayor -

seguridad tiene 4 m. de profundidad de agua. 
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Para manejarlas, llevan las fuentes unas cabezas 

que se manipulan con una pieza de largo alcance, que 

posee un electroimin. 

Las fuentes se colocan en un soporte, de forma ci£ 

cular, rodeando a un portamuestras cil!ndrico que co~ 

tiene el material a ir~adiar 1 consigui~ndose con esta 

disposici6n, un campo de irradiaci6n bastante uniforme 

en la parte central del referido portamuestras. 

Los portamuestras tienen 4,6, 13 y 28 em. de di! 
metro, pudi~ndose cambiar de una a otra geometria de 

irradiaci6n, manipul!ndose convenientemente. 

Se han hecho cAlculos de las curvas de isodosis 

para las geometr!as mayores, calculando el 100% en -

el centro del contenedor de muestras, siendo la in-

tensidad de exposici6n, en las geometrias G-2, G-3 y 

G-4 con unos vol4menes de irradiaci6n de 82, 27~ y 

2.000 cm3, respectivamente, y con una re1aci6n dosis 

m4xima/dosis minima, de 1,5 dentro de los citados v~ 

ldmenes, de 3,7 MR/h (954,6 C/kg.h.), 1,1 ~m/h 

(283, 8 C/Kg.h.) _ y 0,3~ ~Z_h~ __ (9~~3 __ ~/_Kg.~.), respec

tivamente. 
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2. 3. 2.- Dosimetr!a. 

Para medir las dosis de la irradiaci6n gamma, el 

m~todo de Fricke es el mAs exacto de los dos1metros -

qu!inicos. 

Su fundamento es el de medir la concentraci6n de 

Fe 3+ despu~s de irrad~ar una soluci6n Acida de sal -

ferrosa en agua satura.d.a de aire, ya que ~sta cantidad 

es proporcional a la irradiaci6n. 

La determinaci6n de la concentraci6n del i6n f~-

rrico producido se hace por espectrofotometr1a, y los 

c!lculos se basan en suponer que se oxidan un promedio 

de 15,5 Atomos de hierro por cada 100 eV de energ{a -

absorbida por la soluci6n, (valor G). 

2%. 

Las dosis pueden medirse con un error inferior al 

2. 3. 2. a.- C!lculos.· 

Dosis en el dosimetro: 

Se parte de los siguientes datos: 

Valor G= 15,5 

Densidad de la soluci6n del dos{metro= 1.024 

3 gr./ em • 
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3+ Coeficiente de extinci6n del Fe a 23,72C.= 

2.174 litros/mol. x em. 

La dosis recibida por el dosfmetro es: 

Dosis= 2,8 x 104 A/d rads (0,28 xA/d KGy) 

A= Absorbancia medida a 304 mm. y 23,7~C. de 

la soluci6n irradiada con respecto a la no irra-

diada. 

d= es el paso 'de la luz de las c~lulas de -

cuarzo del espectrofot6metro, expresado en em. 

Si se hace a otra temperatura se utiliza la 

correcci6n siguiente: 

Dosis me~ida a t~ c. 
Dosis corregida= ------------------------

1 + 0,007 (t2 C-23,72C.) 

Siendo t2 la temperatura de la soluci6n irra

diada en el momento de la lectura. 

Dosis en un cuerpo cualquiera.-

Si se irradia otro material, se efect~a la c~ 

rrecci6n, ya que el material y el dosimetro pueden 

no absorber la misma energia. 

Se supone que en la a.bsorci6n predomina el efe£ 

to Compton y la correcci6n se efectda de la si--

guiente forma: 
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Z/A del material 

Dosis material= ----------------- x Dosis dos!metro 
Z/A del dosimetro 

en rads (Gy) 

Siendo Z/A del dos!metro = 0,553 y Z/A del m~ 

terial la fracci6n a!sica de cada uno de los eleme~ 

tos, siendo Z= nR at6aico y A= peso at6mico. 

2. J. 2. b.- Unidades. 

Actividad.- Se define como el ndmero de tran§ 

formaciones nucleares que ocurre en una cantidad 

de sustancia radiactiva en la unidad de tiempo. 

La unidad es el Curio (Ci.), que es 1a activ! 

dad de una fuente en la que se producen 3,7xto10 

d.p.s. (desintegraciones por segundo). 

La nueva unidad es el Becquerelio (Bq.) que -

se define como una desintegrac!6n por se~lndo, de 

modo que: 

10 
1 Ci= 3,7 x 10 Bq= 37 GBq (giga) 

Exposici6n.- Las desintegraciones producen ioni 

zaciones en el a!re, apareciendo entonces la mag

nitud exposici6n, que se define como el cociente 

Q/m, siendo Q la suma de las cargas el~ctricas de 
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todos los iones de un mismo signo producido a esa 

masa ~ de a!re, para rayos X y gamma. 

La unidad de exposici6n es el Roentgen (R) 

que se define como la exposici6n que produce en 

1 cm3 de aire a 02C. y 760 mm. de presi6n de Hg., 

iones que transportan una unidad electrost!tica 

de carga de cada signo. 

La nueva unidad es C/Kg. (Culombio/Kg) y la 

relaci6n entre ambas es: 

1 C/Kg. 3.876 Roentgens. 

Dosis absorbida.- Cuando a esa exposici6n se 

coloca un objeto cualquiera, aparece la dosis ab~ 

sorbida, que es el cociente W/m, siendo W la suma 

de todas las energ!as de los electrones arranca -

dos por el haz primario de radiaci6n y que se di

sipan dentro del voldmen del objeto que posee una 

masa .!!!• 

La unidad de dosis absorbida es el rad y su -

valor es igual a 100 erg/g • 

. La nueva unidad es el Gray ( Gy), siendo la r~ 

laci6n entre ambas : 1 Gy = 100 rads. 
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Factor E.B.R. (eficacia biol6gica relativa).

Como el n6mero de rads (Gy) absorbidos por un te

jido o un 6rgano, no determina el efecto biol6gico 

resultante, ya que depende del tipo de radiacio-

nes,de la energia de las mismas, de la intensidad 

de las mismas, etc., se define la dosis E.B.R. en 

Radiobiolog!a, que se mide en rems, como la dosis 

de cualquier radia~i6n requerida para producir el 

mismo efecto bio16gico que un rad (10 mGy) de ra

yos X de 250 KVp. 

Entonces el factor E.B.R. que relaciona rems 

con rads tiene distintos valores para las distin

tas radiaciones, tal como se relaciona en la Ta-

bla I, existiendo, por tanto, la relaci6n: 

Dosis en rems Dosis en rads x E.B.R. 

La nueva unidad es el Sievert (Sv) y la rela

ci6n entre ambas es: 

1 Sv 100 rems. 

Factor f.- Para convertir la exposici6n en d~ 

sis absorbida, ya que estA en funci6n de la natu

raleza del material irradiado y de la energ{a de 

la radiaci6n, existe otro factor que nos relaciona 
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la dosis absorbida con la exposici6n de la siguien

te forma: 

Dosis absorbida = f x exposici6n. 

Para ciertas ene~gias de radiaciones hay facto

res muy distintos entre las dosis absorbidas por d! 

ferentes tejidos de un organismo, como por ejemplo, 

el hueso y el mdsculo, siendo la relaci6n 4:1, res

pectivamente, pero para otras energias a partir de 

0,15 MeV en adelante, el factor es muy pr6ximo ala 

unidad, tanto en hueso como en mdsculo y se puede 

decir que 1 R es, aproxim.adamente igual, a 1 rad. 
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T A B L A -I 

Tipo de radiaci6n E.B.R. 

Rayos X, gamma, beta. 1 

Neutrones t~rmicos. 2,5 

Neutrones rApidos • 10 

Prot ones 10 

Particulas alfa • • 10 

Ndcleos de retroceso. 20 

-ooo--
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2. 4·- CONTROLES MICROBIOLOGICOS. 

2. 4. 1.- Medios de cultivo. 

El primer medio empleado1 utilizado como diluyente, 

es el agua de peptona, en la proporci6n de 1 gr/1~ 1 c~ 

ya composici6n es 0 1 66 gr. de peptona y 0 1 33 gr. de 

C1Na 1 para preparar un litro. Una vez hecha la prepar~ 

ci6n se esteriliza en autoclave durante 15 minutos1 h~ 

bi~ndose repartido previamente en tubos de ensayo 1 con 

tap6n de rosca, a raz6n de 9 cc. por tubo y en frascos 

con tap6n de rosca, a raz6n de 45 cc. por frasco. 

A estos frascos se anad!an S g. del mnsculo de la 

trucha y se trituraba, con lo que se obten!a la prime

ra diluci6n, es decir, la 10-
1

• De esta ~ltima dilu

ci6n, se tomaba un cc. y se afiadia a un tubo de los 

preparados con el mismo medio y de ~ste, otro cc. al 

siguiente, y as{ sucesivamente, con lo que se iban ob

teniendo las diluciones sucesivas de 10-2, 10-3 , 10-4, 

etc., y de ~stas, se sembraba en los medias l!quidos y 

s6lidos. 

El procedimiento de tritui•aci6n era el siguiente: 

Se pesaban 5 g. del mdsculo de la trucha testigo y 

de la irradiada, en condiciones est~riles, para lo cual 
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se utilizaba una batea y un juego de pinzas y tije

ras por bolsa, esterilizadas por medio de alcohol -

quemado en la misma batea. 

A continuaci6n se flameaba la bolsa de pl!stico 

hasta conseguir un orificio suficientemente grande -

para poder obtener la muestra sin contaminaci6n, pe

ro en un lugar alejado de donde se encontraba dicha -

muestra, con el fin de no influir en la carga micro

biana de la misma con la llama del mechero. 

Una vez que se hab!an afiadido al frasco con los -

45 cc. de agua de peptona est~ril, los 5 g. del mdsc~ 

lo, se tapaba hasta poderse realizar la trituraci6n -

del mismo. 

La trituraci6n se realizaba con una trituradora a 

la cual se le hab!a colocado un v!stago de calibre su

ficiente para que entrase por la boca del frasco y al 

que previamente se hab!a esterilizado con llama de al

cohol durante 6 6 7 minutos. Despu~s de que el v!stago 

se enfriaba se introducta en el frasco hasta el fondo 

y se proced!a a la trituraci6n de la muestra a 20.000 

r.p.m., con lo que la homogeneizaci6n era lo m!s per

fecta posible. 

Cada vez que era triturada una muestra, se lavaba -
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el vAstago y se volvia a esterilizar de la misma for

ma, con el fin de proceder con la siguiente. 

El triturado se dejaba reposar durante unos. minu

tos·para que desapareciera la espuma formada y segui

damente se tomaban diferentes fracciones de un cc. y 

se hacian las diluciones o se sembraba directamente -
i 

en los medios empleados. 

El segundo media l!quido empleado, es el agua de 

triptona enriquecido con citrato de hierro y cistina. 

La preparaci6n es como sigue: 

Triptona•••••••••••••••••••• 10 g./litro 

ClNa•••••••••••••••••••••••• £ g./litro 

Agua destilada ••••••• c.s.p. un litro. 

al cual se le anadian 0,2 g./1. de cistina y 0,5 g./1. 

de citrato de hierro. 

La disoluci6n de los productos hay que hacerla en 

caliente, consigui~ndose la total disoluci6n de los -

mismos si se efectua en ebullici6n. 

A continuaci6n se distribuye en tubos de ensayo, -

con tap6n de rosca, a raz6n de 9 cc. por tubo y se es

teriliza en autoclave durante 15 rninutos. 
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Este medio se emplea normalmente para detectar -

g~rmenes productores de SH
2 

y de Indol. 

Se utiliza de la siguiente forma: 

De las diluciones de los tubos con agua de peptona, 

se afiade 1 cc. a cada tubo de este medio y se ponen a 

incubar en estufa a 302C., durante 48-72 horas, haci~n 

dose la primera lectura a las 48 horas y en caso de -

duda, a las 72 horas. 

E1 medio, que toma un color amarillo claro reci~n 

preparado, se torna oscuro, casi negro, cuando hay -

gArmenes productores de SH
2

, por formar un precipita

do de sulfuro de hierro, el cual es de ese color. 

Sobre estos tubos de positividad, se anaden unas 

gotas del reactivo de Kovacs, y si hay g~rmenes produc 

tores de Indol, se produce en la zona de contacto un 

anillo de color rojo intenso; en caso negativo, el an! 

llo es e1 formado por el reactivo·, que al ser menos de!! 
I 

so que el media, se queda sobrenadante y de color ama-

rillo transparente y de consistencia oleosa. 

El reactivo de Kovacs se compone de alcohol am!lico, 

para-dimetil-amino-benzaldehido y ClH puro. 
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La forma de prepararlo es como sigue: 

Se disuelven 10 g. de para-dimetil-amino-benza! 

deh!do con 150 cc. de alcohol am!lico en bafio Maria 

a 602C. A continuaci6n se deja enfriar y se afiaden~ 

gota a gota~ 50 cc. de ClH~ con lo que se obtienen -

210 cc. del reactivo. 

El siguiente medio l!quido empleado es el Brillian 

Green Bile al 2%,cuya composici6n es: 

Peptona•••••••••••••••••••••••••• 10 g./1. 

Lactosa•••••••••••••••••••••••••• 10 g./1. 

Bilis de buey purificada ••••••••• 20 g./1. 

Verde brillante.................. 0~0133 g./1. 

Agua destilada ••••••••••••• c.s.p. un litro. 

Para prepararlo se disuelven todas estas cantida

des en agua destilada hasta completar un litro y se -

distribuye en tubos de ensayo como los ya descritos, 

pero en cuyo interior hay campanas de Durham~ esteri

lizAndose a continuaci6n en autoclave durante 15 minu-

tos. 

Este medio se usa para detectar o confirmar la pr~ 

sencia de g~rmenes del grupo coli-aer6genes. Tiene el 

mismo principio que el caldo de Mac-Conkey, pero en --
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1.948 Hac-Kenzie y cols. demuestran que el verde bri

llante suprime el crecimiento de g~rmenes anaerobios, 

fermentadores de lactosa, tales como el Clostridium -

perfringens, los cuales dan reacciones positivas fal

sas a los 442C., que es la temperatura de cultivo para 

este medio. 

La positividad se produce cuando el caldo se entu£ 

bia y cuando en la campana Durham aparece un desplaza

miento del l!quido por estar ocupado por gas, como co~ 

secuencia de la producci6n del mismo por los g~rmenes. 

Algunos organismos como el Escherichia coli, pue

den dar positivo al ''Brillian Green Bile" y, adem~s, 

ser Indol positivo, por lo que se consideran del gru

po Escherichia coli I, y si son Indol negativos, ind! 

can Escherichia coli del gru}D II 6 VI. 

El siguiente medio llquido empleado, es el "La!! 

ryl Tryptosa Broth", cuya composici6n es la siguiente: 

Triptosa ••••••••••••••••••••••••• 

Lactosa•••••••••••••••••••••••••• 

-Fosfato dipotAsico ••••••••••.•••• 

- Fosfato monopot~sioo ••••••••••••• 

- Cloruro s6dico •••••.••••••••.•••• 

- Lauryl Sulfato s6dico •••••.••.••• 

20 g./1. 

5 g./1. 

2,75 g./1. 

2,75 g./1. 

5 g./1. 

o;t g./1. 
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El medio se prepara diluyendo todas las cantida

des anteriores en agua destilada hasta un litro 1 se -

dosifica en tubos de ensayo con tap6n de rosca y con 

campana de Durham, esterilizindose en autoclave duran

te 15 minutos. 

La positividad es igual que en e1 anterior, apare

ciendo gas entre las 24 y 48 horas. Se incuba tambi~n 

a 442C. 

Los medios s6lidos empleados son el "Plate Count 

Agar" (P.C.A.) y el "E.M.B. Levine". 

El 11 P.C.A. 11 lleva la composici6n siguiente: 

Triptona ••••••••••••••••••••••• 

Extracto de 1evadura •••••••.••• 

Dextrosa •.•.•. .••.••.••....•••• 

Agar ••••••••••••••••••••••••••• 

Agua destilada ••••••••••• c.s.p. 

5 g./1. 

2,5 g./1. 

1 g./1. 

15 g./1. 

un litro. 

Para prepararlo se disuelven las cantidades ante

riores en aeua destilada basta un litro1 dej!ndose en 

maceraci6n durante 15 minutos. A continuaci6n se hier

ve durante 30 minutos para conseguir la total di1uci6n 

de los productos y se distribuye en tubos anchos de 

tap6a de rosca y se esteriliza en autoclave durante 15 
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minutos. 

Una vez realizada la esterilizaci6n del media, al 

enfriarse se solidifica y para emplearlo en placa 

hay que volverlo a fundir. El procedimiento para fun

dirlo consiste en introducir los tubos en agua hirvie~ 

do durante unos minutos, de modo que el n!vel del agua 

sobrepase el de los tubos, con lo que el media se fu~ 

de y cuando no hay grumos se introducen lds mismos en 

un bafio Maria a 4SQC. que los mantiene fundidos hasta 

su utilizaci6n, ya que a esta temperatura no se produ

ce shock t~rmioo para los g~rmenes. 

Cuando las placas de Pet.ri han recibido el in6cu

lo de las diferentes diluciones, se afiade una pequefia 

cantidad del P.C.A. fundido y antes de que se enfr!e y 

solidifique, se realizan seis movimientos de giro a la 

derecha, seis a la izquierda, seis horizontales de de

recha a izquierda y seis verticales de arriba a abajo, 

sabre un plano horizontal paralelo al suelo (lamesa). 

De esta forma aseguramos una perfecta distribuci6n del 

in6culo. 

A continuaci6n se dejan las placas enfriar para que 

se solidifique el medio y se llevan a la estufa a 302C 

durante 48 horas, tomando la precauci6n de colocarl~s 

de forma invertida, es decir, apoyadas sobre la tapa 

con el fin de evitar contaminaciones durante el tiempo 
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de cultivo y de que el agua que se acumular!a en la t~ 

pa cayese al mismo destruyendo las colonias. Pasado e~ 

te tiempo se procede al recuento de las colonias. 

No son significativas las placas que tienen menos 

de 30 colonias, teniendo que tener estas como m!nimo -

1 mm. de diAmetro. 

Para saber la carga microbiana original, se proce

de como a continuaciOn se indica: 

Se cuentan las colonias que hay en la dltima de las 

placas que sea significative, es decir, en la que haya 

m!s de 30 colonias y menos de 300. 

Sea B el n6mero de colonias significativas, conta

das en la diluciOn 10-k, entonces tendremos que: 

N2. de g~rmenes/gramo de muestra n x k. 

El siguiente medio s6lido empleado es el 11 E.M.B. L~ 

vine", cuya composiciOn es la siguiente: 

Peptona•••••••••·••••••••••••• 

Lactosa••••••••••••••••·•••••• 

Fosfato dipotAsico •••••••••••• 

Agar • .•.••.••.•••••••••••••••• 

10 g./1. 

10 g./1. 

2 g./1. 

15 g./1. 
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Eosina Y•·•·•••••••••••••••••••• 0,4 g./1. 

Azul de metileno•••••••••••••••• 0,065 g./1. 

Para prepararlo se toman las cantidades anteriores 

y se anade agua destilada basta 1 litro, despu~s se -

calienta hasta ebullici6n basta conseguir la disoluci6n 

completa del medio, se vierte en tubos con tap6n de ro~ 

ca iguales que los del medio anterior y se esteriliza 

en autoclave durante 15 minutos. 

Para emplearlo se procede del mismo modo que con -

el "P.C.A.", pero una vez becha la siembra, se mete en 

estufa a 44gc. 

Las colonias de Escherichia coli son, en este me

dio, de 2 6 3 mm. de di!metro, aisladas, con pequefia 

tendencia a la confluencia, exhibiendo un brillo metA

lico verdoso con luz reflejada, y centros de color pd£ 

pura por transparencia. 

2. 4. 2.- Medias de tinci6n. 

El procedimiento de tinci6n empleado fu~ el de Gram, 

reaH.z~ndose de la siguiente forma: 

1) Hacer la preparaci6n para el microscopio toma~ 

do un portaobjetos limpio y exento de grasa. Si se u-

.. 
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tilizan medios liquidos, con un asa de platino est~ri

lizada a la llama de un mechero Bunsen, se sumerge en 

el medio que contenga los g~rmenes a identificar y se 

extiende sobre el portaobjetos. 

Si se parte de una colonia de una placa, se toma el 

asa de platino esterilfzada a la llama y se introduce 

en agua bidestilada est~ril, deposit&ndose la gota to

mada sobre el portaobjetos; se vuelve a flamear el asa 

y una vez que se ha enfriado se toma una pequena ali -

cuota de la colonia elegida y se extiende en el porta

objetos con la ayuda de la gota de agua depositada pr~ 

viamente. El asa se vuelve a flamear a continuaci6n. 

2) Para fijar las preparaciones,se flamea el por

taobjetos por la cara contraria donde se ha hecho la -

extensi6n de la muestra, teniendo cuidad? de que no se 

caliente mucho, para lo cual se toea con el mismo en -

el dorso de la mano para comprobarlo, pues de calenta£ 

se mucho podrian estropearse las preparaciones. 

3) Se deja enfriar la muestra a temperatura ambie~ 

te. 

4) Se sumerge la preparaci6n en cristal violeta -

durante un minuto. 
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5) Se lava con agua corriente, sin presi6n para 

no arrastrar la preparaci6n~ 

6) Se sumerge la preparaci6n en lugol durante un 

minuto. 

7) Se lava igual que en el apartado 5. 

8) Se sumerge la preparaci6n en el decolorante, -

alcohol et!lico al 95%, durante 30-60 segundos. Se -

puede utilizar acetona, pero al actuar muy r!pidamente, 

se corre el peligro de tener error en la identificaci6n. 

9) Se lava igual que en el apartado S. 

10) Se sumerge la preparaci6n en safranina duran

te 3o-60 segundos. 

11) Se lava igual que en el apartado 5. 

12) Se seca la preparaci6n y se observa con obje

tivo de inmersi6n. 
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2. 5.- HETODO QU'IMICO. 

Para ver e1 estado de degradaci6n (putrefacci6n) de 1a 

trucha y compararlo en la irradiada con 1a no irradiada, -

se utiliz6 el m~todo de detecci6n del nitr6geno blsico vo

lAtil total. (N.B.V.T.). 

Este procedimiento se basa en que estas sustancias, a

minas bAsicas y amon!aco, tienen la propiedad de ser fAci! 

mente desplazables de sus sales por bases d6biles y arras

trables por vapor de agua. La cantidad de N.B.V.T. es di

rectamente funci6n del nivel de.degradaci6n prot~ica prod~ 

cida por los g~rmenes proteol!ticos. 

El N.B.V.T. desplazado por el carbonato de litio, base 

d~bil que no hidroliza la urea, ni los pr6tidos, ni los a~ 

minoAcidos, es arrastrado por el vapor de agua, titulindo

se el destilado con Acido sulfdrico. 

2. 5· 1.- Material y reactivos. 

Frasco de tap6n de rosca con capacidad para 250 cc., 

trituradora, tijeras, pinzas de disecci6n, bureta de -

10 cc., dos probetas graduadas de SO cc., matraz de·--

500 cc., vaso de precipitados de 100 cc., refrigerante 

y sistema de empalme al matraz. 
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Como reactivos agua recientemente destilada, sili~ 

cona antiespumante, so1uci6n de ferrocianu:o de pota -

sio al 15% en agua, soluci6n de acetato de zinc al 30% 

en agua, soluci6n de fenolftale1na al 2% en alcohol e

t!lico de 902, soluci6n de carbonato de litio saturada, 

(alrededor del 8 por mil) en agua, soluci6n acuosa de 

alizarina sulfonato de sodio al 0,5% (alizarina s, ro-
I 

jo deaizarina), soluci6n d~cimo-normal de Acido sulf~ 

rico. 

2. 5. 1. a.- Protocolo operatorio. 

1) Se pesan 10 g. del mdsculo de la trucha 

que se va a analizar. 

2) Se pone el mdsculo pesado en el frasco de 

tap6n de rosca con 50 cc. de agua. 

3) Se tritura. 

4) Se vierte en el matraz de 500 cc. el trir~ 

rado. 

5) Se lava el frasco con otros 50 cc. de agua 

destilada. 

6) Se vierte el agua del lavado anterior en -
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el matraz de 500 cc. 

7) Afiadir sucesivamente al matraz y agitando 

cada vez: 

3 gotas de silicona antiespumante. 

1 cc. de la soluci6n de ferrocianuro pot,sico. 

1 cc. de la soluci6n de acetato de zinc. 

5 gotas de la soluci6n de fenolftaleina. 

20 cc. de la soluci6n de carbonato de litio. 

Este ~ltimo afiadido se acompana de un cambio 

de color al rosa franco de la fenolftale!na. 

El aiiadir la silicona permite que el trituratlo 

se pueda calentar r.Ap.i.damente y no se formen espu

mas, que podrian pasar al refrigerante y vaso rec~ 

gedor del destilado; por otro lado el ferrocianuro 

de potasio y el acetato de zinc realizan una defe

caci6n que asegura el bloqueo de los pr6tidos. 

8) Empalmar el matraz a un refrigerante des 

cendente, de modo que el destilado se pueda reco 

ger en un vaso de precipitados que contenga 20 cc. 

de agua destilada con 5 gotas de la soluci6n de a

lizarina. El destilado debe caer directamente en 

el l!quido, mediante un tubo de prolongaci6n sume£ 
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gido en ~1. (Figura 1). 

9) Calentar el matraz hasta ebullici6n, y cua~ 

do el cambio al violeta de la alizarina comience, 

se continda la destilaci6n durante 10 minutos. 

10) Se separa el matr~z del refrigerante. 

11) Se lava el aparato de destilaci6n (refri

gerante, empalmes, etc.) y se recoge en el vaso de 

precipitados. 

12) Se titula el destilado con Acido sulfdrico 

0,1 N., hasta el cambio al amarillo p!lido de la a

lizarina. 

2. 5. 2.- C!lculos. 

Los c!lculos vienen expresados en mg. de NH
3 

por -

100 g. de muestra, entonces tenemos: 

N.B.V.T. mg./100 g. 1,7 X n X 10 17n 

1,7 es el peso del NH
3 

en 100 ml. y _!! es 

el ndmero de cc. de !cido sulfdrico o,t N., corregidos 

con el factor, gastados en la titulaci6n del destilado. 
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La correcci6n ~e realiza mediante la siguiente f6£ 

mula: 

V X N X f = VI X Nl (1) 

donde i es el factor calculado para la soluci6n del ~

cido sulf4rico 0,1 H.; despejand~ v•, obtenemos el nd

mero de cc. que se habrian gastado de ser correcta la 

normalidad del Acido sulfdrico. 

Dicho factor se calcul6 con una sustancia de tipo 

primario, el co
3

Na
2

, de la siguiente forma: 

peso molecular del co
3

Na
2 

106 

106 
1 eq. =--2-- 53 

Se disuelven 4 g. del producto en un litro de agua, 

de modo que la normalidad serA: 4 N. 
53 

Se toman 20 cc. de la so1uci6n y se valoran tres v~ 

ces, para hacer la media, con el ~cido sulfdrico 0,1 N. 

preparado y del que queremos calcular el factor, apli

cando la f6rmula (1) y despejando i obtenemos dicho fa£ 

tor que en nuestro caso f= 0,989. 
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2. 6.- }IETODO BIOQUIHICO. 

2. 6. 1.- Material y reactivos. 

Para detectar posibles cambios en la composici6n -

de los aminolcidos prot~icos del mdsculo de la trucha 

irradiada, se ha empleado el analizador de aminoAcidos 

TECHNICON T.S •. H.-1, cuyo esquema de funcionamiento se 

puede ver en la figura 2. 

La muestra para el analizador se obtiene como si -

gue: 

Se pesa 1 g. de mdsculo fresco de la trucha, evita~ 

do.que formen parte de ~1 espina y piel. Se pone en

un frasco de 50 ml. forrado con papel de aluminio para 

evitar la penetraci6n de la luz, se anade mezcla P.A.t. 

(fenol, ac~tico glacial y agua, en la proporci6n 1:1:1) 

a dicho frasco, en la cantidad de 5 cc. 

A continuaci6n se tritura el mdsculo pesado, duraQ 

te 5 minutos, evitando el calentamiento por medio de -

la inmersi6n del frasco en hielo fundente mientras se 

realiza el triturado, evitando la penetraci6n de luz -

al interior del frasco para que no se oxide el fenol. 

Acto seguido se centrifuga a 12.000 r.p.m. a 5Q c. 
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durante 30 minutos. 

Se toma el sobrenadante (extracto "P.A.E.") y se.!! 

limina el sedimento, que suele ser casi nulo. 

El extracto P.A.E. se mezcla con siete voldmenes 

de acetona, se tiene una noche, se vuelve a centrifu 

gar a 12.000 r.p.m. a 52 c. durante 30 minutos, se ti

ra el sobrenadante y el res!duo es el precipitado de -

proteinas. 

La mezcla P.A.E. se prepara utilizando agua, !cido 

ac~tico glacial y fenol recientemente destilados, evi

tando para este dltimo la oxidaci6n, tomando las pre -

cauciones que se han descrito mas arriba. 

El precipitado recogido se deja en placa de Petri 

para que se evapore la acetona y no sea factor influ -

yente al pesar, en los cilculos posteriores. 

Se toman 5 mg. aproximadamente de este precipitado 

y se colocan con 5 cc. de ClH 6 N., en un frasco como 

los de penicilina, se hace el vacio, se encapsula y se 

coloca en estufa a 1102 C. durante 24 horas; de esa 

forma obtenemos la hidr61isis de la proteina. 

El hidrolizado se evapora en Rotavapor, con el fin 
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de eliminar el ClH, haci~ndole tres lavados con 5 cc. 

de agua destilada y evaporando cada vez, a una tempe

ratura de 352 C. 

Despu~s del dltimo lavado se recoge en 2 cc. de -

ClH 0,1 N., que posee un pH adecuado para el ~rocedi ~ 

miento anal!tica. 

La colocaci6n de la muestra se hace sobre un car -

tucho de resina colocada entre dos filtros de tef16n, 

como se indica en la figura 3. 

Los cartuchos se preparan de la siguiente forma: 

Despu~s de lavados con agua destilada, se hace pa

sar por ellos NaOH 0,2 N. a trav~s de la resina y se -

lava de nuevo con ClH 0,1 N. Despu~s se hace pasar la 

soluci6n tamp6n de pH 2 y queda preparado para recibir 

la muestra. 

La muestra se coloca en la parte superior del car

tucho, sobre el filtro de tef16n, en una cantidad com

prendida entre 10 y 100 microlitros y 0,025 ml. de la 

soluci6n patr6n de norleucina. Estas aplicaciones se 

hacen con microjeringa y despu~s de cada una es nece

sario succionar con trompa de vacio para que la mues

tra penetre en la resina. Despu~s se deposita una g~ 

ta de soluci6n tamp6n de pH 2, se vuelve a succionar -
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y se tapa la parte superior con un filtro de tef16n, -

con lo que el cartucho ya se puede colocar en el port~ 

muestras del analizador. 

Los cartuchos, dos para cada muestra, se co1ocan -

en un plato giratorio que los hace coincidir sobre dos 

columnas cromatogr~ficas de resina, que separan los a

minoAcidos segdn su acidez o basicidad, sirviendo una 

para los aminoAcidos bAsicos y la otra para los amino! 

cidos Acidos y neutros. 

La composici6n de las resinas de cada columna es -

como sigue: 

Caracter!sticas Col. BAsica Col. Acido- neutra 

Tipo de resina Technicon C-3 Technic on C-3 

Longitud 4,5-5,0 em. 23' 0-23' 5 em. 

DiAmetro o,s em. 0,5 em. 

Temperatura 60Q c. 60Q c. 

Fluio 0,5 ml./min. 0,5 ml./min. 

La fase m6vi1 est~ formada por tampones de difere~ 

tes pH, utiliz,ndose un pH para cada fracci6n. 

Una vez separados los amino~cidos en el flujo que 

sale de las columnas 1 se detectan por la reacci6n col~ 

reada que producen al unirse con la ninhidrina, como -

se indica en la figura 4. 
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Para que se produzca la reacci6n coloreada, se hace 

pasar el flujo de la mezcla a trav~s de un bafio calien

te a 952 c. y un sistema refrigerador a la salida. A 

continuaci6n un color!metro mide la densidad 6ptica a 

570 y 440 nm. 1 cuyas variaciones quedan dibujadas en un 

registro gr!fico de dos canales. 

El sistema, en su conjunto, funciona mediante un -

programador de cinta perforada que dirige los tiempos 

y las posiciones de una vAlvula perist!ltica que con -

trola el flujo de los tampones, desde los recipientes 

donde se almacenan basta las columnas, pasando por los 

cartuchos portadores de la muestra. La vAlvula peris

t~ltica distribuye el tamp6n requerido en cada etapa -

para la eluci6n de los amind!cidos y controla el flujo 

de cada columna en el sistema anal!tico y el de los -

productos residuales. 

Reactivos.-

Soluci6n tamp6n stock, que es la soluci6n madre de 

los tampones empleados. 

Su composici6n es: 

Acido c!trico monohidratado •••••••• 420 g. 

NaOH en pastillas •••••••••••••••••• 165 g. 
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- Agua destilada c. s. p. 2 litros. 

Tampones de trabajo 

pH 3,25, cuya composici6n es: 

Soluci6n stock ••••••••••••••••• 
I 

Metil-cellosolve ••••••••••••••• 

Tiodig1icol •••••••••••••••••••• 

Agua destilada c. s. P• 4 litros. 

pH 4,25, cuya composici6n es: 

Soluci6n stock••••••••••••••••• 

Tiodiglicol •••••••••••••••••••• 

Agua destilada c. s. p. 4 litros. 

pH 5,25, cuya composici6n es: 

Soluci6n stock ••••••••••••••••• 

Tiodiglicol •••••••••••••••••••• 

ClNa••••••·•••••·•••••••••••·•• 

Agua destilada c. s. P• 4 litros. 

pH 2, cuya composici6n es: 

- Soluci6n stock ••••••••••••••••• 

400 cc. 

240 cc. 

1 cc. 

400 cc. 

1 cc. 

400 cc. 

1 cc. 

40 g. 

400 cc. 
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Tiodiglicol •••••••••••••••• 40 cc. 

Agua destilada c.s.p. 4 litros 

Todos ellos se titulan con ClH, siendo importante 

el conseguir un buen calibrado del pH para poderlos 

utilizar. Tambi~n se deben proteger de alteraciones 

atmosf~ricas y mocrobianas. 
I 

Soluci6n de NaOH 0,2 N. 

NaOH ••••••••••••••••••••••••• 32 g. 

EDTA dis6dico•••••••••••••••• 4 g. 

Soluci6n Brij-35,30% ••••••••• 40 cc. 

so4n2 cone••••••••••••••••••• 4 gotas 

Soluci6~.de metil-cellosolve al 50%.con n
2
o desti

lada. 

Ninhidrina 1%.- Es necesario preparar previamente 

una soluci6n tamp6n de acetato de sodio 4 N., que debe 

tener un pH de 5,51, para ello se toma~ 

Acetato de sodio anhidro ••••. 1•312 g. 

Acido ac~tico glacial •••••••• 400 cc. 

Agua destilada c.s.p. 4 litros 

A continuaci6n se prepara la ninhidrina de la --
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siguiente forma: 

Ninhidrina••••••••·••••••••••• 40 g. 

Metil-cellosolve •••••••••••••• 2.000 cc. 

Tamp6n acetato de sodio 4 N ••• 1.000 cc. 

Agua destilada c.s.p. 4 litros. 

Patrones de los aminoAcidos.- La mezcla standard 

estA formada por los aminoAcidos siguientes, en la mi~ 

ma proporci6n molar: 

Lisina, histidina, arginina, aspArtico, treonina, se

rina, glut~mico, prolina1 glicocola, alanina, cistina, 

valina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina, fe

nil-alanina. 

El standard interno es una soluci6n de norleucina 

a la concentraci6n de 21 5 micromoles/ml. 

2. 6. 2.- CAlculos. 

En cada cromatograma obtenido se identifican los -

aminoAcidos correspondientes a cada pico, comparAndolo 

con el cromatograma de la mezcla standard conocida. Se 

calculan las Areas de los picos multiplicando la altura 

por la semibase correspondiente a cada uno. 
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En el cromatograrna de la rnezcla standard se hace 

igual y se hallan a continuaci6n los equivalentes de 

norleucina (EN) para cada amino!cido. 

Area de norleucina 

E. N. =----------------
Area del amino!cido 

Este E.N. nos va a:servir para hallar la concentr~ 

ci6n de los aminoAcidos de la muestra mediante la f6r-

mula: 

Micromol. de amino!cido 
S aa. 
~- x EN x micromol.N. 

Donde S aa.= Area del pico correspondiente al aminoAci 

do cuya concentraci6n estamos calculando. 

S N 4rea del pico correspondiente a la nor

leucina que hemos introducido en el stan 

dard interno junto con la muestra. 

E.N. 

Hicromol. N 

equivalente en norleucina para este amino! 

cido hallado en el crornatograma standard. 

son los micromoles de norleucina introduci 

dos con la mezcla standard, que serA igual 

al volumen tomado de la soluci6n standard 

de norleucina por la concentraci6n que ti~ 

ne (2,5 micromoles/ml.). 
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Con esto se calcula la cantidad de micromoles de 

cada aminoAcido presente en el volumen de muestra que 

se haya introducido. Conociendo el factor de diluci6n 

empleado, si ha sido necesario diluir el extracto, y 

el volumen total del mismo, se pueden referir los re

sultados a la cantidad de materia inicial de donde se 

obtuvo el extracto y cuya composici6n se trata de ana-
; 

lizar. 
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2. 7.- EXPERIMENTACION EN ANIMALES DE LABORATORIO. 

Para esta experiencia se utilizaron 44 ratas Wistar, -

con un peso inicial medio de 60 g./rata. 

Se hicieron cuatro lotes de 11 ratas cada uno, y se 

las tuvo durante una semana en adaptaci6n. Cuando trancu

rri6 dicho tiempo se elimin6 una rata de cada lote de modo 

que estos fuesen homog~neos, quedando cinco hembras y cin

co machos en cada uno, con lo que se inici6 la experiencia. 

Los lotes se denominaron control, testigo, 100 y 200, 

segUn se aljmentaran sus anima1es con pienso comercial, t~ 

chas sin irradiar, trucha irradiada con 100 Krads. (1 KGy) 

y trucha irradiada con 200 Krads. (2KGy) respectivamente. 

Los animales comian un peso aproximado de alimento igual -

para cada jaula 1 utiliz!ndose como corrector vitam!nico m! 

neral, el mismo pienso que comia el lote control. 

La experiencia dur6 un mes y los animales se alimenta

ron con trucha irradiada en la Fuente Nayade de la J.E.N. 

y despu~s liofilizada en el Centro Experimental del Frio 

de Madrid y cuyo proceso de liofilizaci6n duraba unas 16 -

horas aproximadamente. 

Una vez hecha la liofilizaci6n, se guardaban en bolsas 

de pl~stico, con el fin de que no actuase la humedad del -
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aire en sus propiedades. 

Los animales tenian agua a discreci6n y el lecho de la 

jaula estaba formado por viruta y serr!n de madera, el cual 

era cambiado con frecuencia. 

Los animales fueron pe~ados al final de la experiencia 

' y sacrificados, previa anestesia con ~ter et!lico, por me-

dio de una extracci6n masiva de sangre, haciendo una pun -

ci6n cardiaca en el ventr!culo izquierdo. 

2. 7. 1.- Pruebas hem!ticas. 

En la sangre extra!da se realizaron estudios de r~ 

cuento de hematies y leucocitos, f6rmula leucocitaria, 

hematocrito, hemoglobina, voldmen celular medio, velo-, 

cidad de sedimentaci6n globular a la primera hora, se

gunda hora y venticuatro horas, as! como del indice de 

Katz. 

Para algunos de estos anilisis se utiliz6 un equipo 

Coulter Counter, modelo FN, que actda con diluciones -

prefijadas y con diluyentes estudiados y cuyas disolu

ciones son estudiadas o medidas el~ctricamente por el 

equipo, dindonos los resultados a trav~s de computado-

res asociadas al mismo. 
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2. 7. 1. a.- Descripci6n del equipo Coulter Counter 

~lodelo FN. 

2. 7. 1. a. 1.- Fundamento. 

Este equipo se basa en la succi6n que hace 

un sif6n de mercurio sobre una suspensi6n de -

particulas en un electrolito, forz!ndolas a p~ 

sar a trav~s d~ una abertura de dimensiones e~ 

pec!ficas. El orificio est! situado entre dos 

electrodos, uno fuera del tuba y otro dentro. 

Cuando una part!cula pasa a trav~s de la 

abertura, se desplaza el electrolito y enton 

ces cambia la resistencia entre los dos elec 

trodos, produciendo una diferencia de poten 

cial de magnitud proporcional al voldmen de la 

part!cula. 

Este voltaje es captado por una serie de -

circuitos con discriminadores que generan cueQ 

tas para s61o las particulas que exceden de un 

cierto nivel; de esa forma se cuentan las par

ticulas que pasan a trav~s del orificio. 

El equipo viene con dos sistemas de chequeo, 

un osciloscopio y un sistema de proyecci6n vi--
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sual con digitos. 

2. 7. 1. b.- Preparaci6n de la muestra. 

En un tubo con cristales de EDTA o heparina CQ 

mo anticoagulante, se afiaden 2 6 3 cc. de sangre -

reci~n extraida. Con estos tubos se va a un equi-
' 

po autom~tico (Dual dilueter III) el cual toma de 

los tubos una fracci6n de sangre y la diluye en un 

voldmen determinado de electrolito, marca ISOTON -

{R) en la proporci6n de 1:50.000 para la serie ro

ja. Para la serie blanca lo hace en la proporci6n 

1:500. Para hacer los recuentos se ha de esperar 

unos 30 minutos, con el fin de que los electroli

tos se estabilicen. 

Una vez pasado ese tiempo, se lleva el frasco 

con la soluci6n al sistema succionador, el cual se 

ha lavado previamente con el producto ISOTERGE (R), 

y se anota el numero que aparece en el tablero. Si 

estamos en la serie roja hay unas tablas correcto

ras para saber el numero de hematies por mil!metro 

cubico, que facilita la casa, y si es la serie blan 

ca el numero que aparece es el correcto. 

Con los equipos asociados, y previa calibraci6n, 

salen directamente la hemoglobina, el hematocrito y 
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el vol~men ce~ular medio en micras c~bicas. 

2. 7. 1. c.- F6rmula leucocitaria. 

Las preparaciones para hacer las f6rmulas leu

cocitarias, se hicieron de la siguiente forma: 

Se toma sangre sin citratar en la esquina de -

un portaobjetos y se hace la extensi6n sobre otro 

de forma que no salga muy gruesa para poder ident! 

ficar los g16bulos blancos sin lugar a dudas, para 

lo cual se debe dar al primero una inclinaci6n ad~ 

cuada. Se deja secar la preparaci6n durante unos 

minutos y a continuaci6n se procede a su tinci6n. 

El colorante utilizado por nosotros fu~ el Giemsa, 

cuya composici6n es azur-eosina y azul de metileno 

en soluci6n. Una vez seca la preparaci6n se puede 

observar en el rnicroscopio con objetivo de inmer

si6n. 

2. 7. 2.- Pruebas bioquimicas. 

Las pruebas bioquimicas consistieron en estudiar 

la tasa de transaminasas en suero de la sangre extra! 

da a las ratas. 

Estos estudios se hicieron con un producto comer-
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cial de los utilizados normalmente y las lecturas con 

un espectrofot6metro marca VARIAN-TECHTRON, mod. 635, 

en luz visible y a una longitud de onda de 530 nm., -

segdn indicaba el laboratorio preparador de los reac-

tivos. 

2. 7. 2. a.- Fundamento. 
i 

El estudio de las transaminasas se fundamenta 

en que en los tejidos existen enzimas que catali-

zan la transformaci6n del NH
2 

de los amino~cidos 

en sus correspondientes icidos cet6nicos. Estas 

enzimas son las llamadas transaminasas, que se e~ 

cuentran en el suero en ciertas cantidades, pero 

que pueden aumentar en caso de descomposici6n ce

lular, como necrosis hep6ticas, infarto de mioca£ 

dio, etc., de modo que este aumento puede darnos 

importantes datos diagn6sticos. 

La transaminasa GOT (glut,mico-oxal~c~tica), 

cataliza la siguiente reacci6n reversible: 

ac.~-cetoglut,rico + ac. aspArtico ~-) 

ac. glutArnico + ac. oxalac~tico. 

La transaminasa GPT (glutAmico-pirdvica), cat~ 

liza la siguiente reacci6n reversible: 
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ac.C(-cetoglut~rico + alanina ( ) 

ac. glut!mico + ac. pirrtvico. 

La actividad de 1as transaminasas se mide en -

unidades, las cuales son proporcionales a la canti 

dad de Acidos cet6nicos formados. 

El fundamento consiste en que si se deja reac

cionar el suero (sin que se haya producido hemoli

sis al obtenerlo) durante cierto tiempo a 372 C., 

sobre un sustrato en soluci6n tamp6n de Acido 0( -

cetoglut!ric~ y Acido asp&rtico para la GOT y so

bre !cido ~ -cetoglut!rico y alanina para la GPT, 

entonces, segdn la actividad enzim!tica disminuye 

el Acidoe(-cetoglut!rico, aumentando el oxalac~ti

co para la GOT y el Acido pirdvico para la GPT. E~ 

tos Acidos cet6nicos se transforman en el compues

to dinitrofenil-hidrazina, y como ~sta tiene un -

grado de extinci6n mas alto que el !cido C(.. -ceto -

glut!rico, la medida de la actividad de las enzimas 

s~ricas, vendr& dada por el aumento de la extin -

ci6n problema frente a la extinci6n de una prueba 

en blanco, a la longitud de onda indicada. 

Si la prueba se hace siguiendo paso a paso los 

tiempos de reacci6n, se consigue establecer funci6n 

lineal entre actividad enzim~tica y aumento de la 
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extinci6n. 

2. 7. 3.- Reactivos. 

Son los facilitados por el estuche comercial, sie~ 

do los siguientes: 

Sustrato GOT 

Sustrato GPT 

Standard GOT 

- Standard GPT 

- Soluci6n de dinitrofenil-hidrazina en ClH 1 N. 

- Lej!a s6dica 0,4 N. 

2. 7. 4·- T~cnicas. 

Una vez extra!da la sangre,se vierte en unos tubos 

de centrifuga, teniendo cuidado para no producir hemo

lisis, ya que de producirse ~sta, la medida no vale. 

Se centrifuga esa sangre durante 5 minutos a 3.000 

r.p.m. y del suero sobrenadante se toman las al1cuotas 

correspondientes como se indica en las tablas que hay 

a continuaci6n. 

Es importante no pasarse en el tiempo marcado en -

cada paso y anadir los reactivos siempre en el mismo 



- 69 -

orden, con el f{n de que el tiempo sea el mismo para 

todos los tubos y de esa manera la lectura posterior 

ser' correcta. 
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Med.ici6n de GOT 

Suero Prueba 
Problema en blanco en blanco Standard 

Sustrato GOT 

Standard GOT 

H
2

0 dest. 

Suero 

Soluci6n de di
nitrof~n.il-hi-
drazina. 

Suero 

o,s ml. o,5·m1. 0,5 ml. 

Precalentami~nto 5 min. a J72C. 

0,2 ml. 

0,2 ml. 

Incubaci6n a 372C. durante 15 min. 

0,5 ml. 0,5 ml. 

0,2 ml. 

0,5 ml. 

Se mezcla bien y se deja 10 min. en reposo a J72C. 

NaOH 0,4 N. 5 ml. 5 ml. 5 ml. 

0,4 ml. 

0,1 ml. 

0,2 ml. 

0,5 ml. 

5 ml. 

Al cabo de 10 minutos de afiadir la sosa se mide en el es-

pectrofot6metro a 530 nm. 



Sustrato GPT 

Standard GPT 

n
2 

0 destilada 

Suero 

Soluci6n de di
nitrofenil-hi
drazina. 

Suero 
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~1edici6n de GPT 

Suero Prueba 
Problema en blanco en blanco Standard 

0,5 ml. 0,5 ml. 0,5 m1. 

Precalentamiebto 5 min. a 372C. 

o,t m1. 

0,1 ml. 

Incubaci6n a 372C. durante 15 min. 

o,s ml. o,s ml.. 

o,1 m1. 

0,5 ml. 

0,4 ml. 

0,1 ml. 

o, 1 ml. 

o,s ml. 

Se mezcla bien y se deja 10 min. en reposo a 372C. 

NaOH 0,4 N. 5 ml. 5 ml. 5 ml. 5 ml. 

Al cabo de 5 min. y antes de los 30 min., se mide en el -

espectrofot6metro a 530 nm. 
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2. 7. 5.- C~lculos. 

Extinci6n problema - extinci6n suero en blanco x 
50 Extinci6n Standard 

mUnidades internacionales/ml. 

La medida en el espectrofot6metro se realiza como 

sigue: 

- Se enciende el aparato un cierto tiempo antes 

con el fin de que se caliente y se estabilicen los si~ 

temas de medida. 

- Se selecciona la tecla de luz visible, la longi• 

tud de onda (530 nm.) y la tecla absorbancia. 

- Se hace el ajuste a cero, para lo cual se intro

duce en las dos cubetas agua destilada, teniendo siem

pre la precauci6n al introducirlas de que est~n compl~ 

tamente secas, limpias las paredes transparentes y -

puestas ~stas de modo que puedan ser atravesadas por 

el rayo de luz y no haya interferencia en las medidas. 

- Una de las cubetas, generalmente la de la parte 

posterior, se vacia de agua y se llena del tubo que 

contiene la prueba en blanco de los reactivos, apare 

ciendo una medida en la ventana en d!gitos, la cual no 

es necesario apuntar para rest!rsela a todas las dem~s, 
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ya que cua~do se miden los otros tubos frente a ~sta, 

el aparato hace la resta de forma autom~tica. 

En la cubeta de la parte anterior se pone el 1! 
quido del tubo problema y se anota la absorbancia, 1~ 

vando la misma con agua destilada a continuaci6n. 

- En esa misma cubeta se mide el suero en blanco 

correspondiente al anterior tubo, se anota la absorba~ 

cia y se vuelve a lavar. 

Se mide el Standard en esa misma cubeta y se an~ 

ta la absorbancia, volvi~ndose a lavar a continuaci6n. 

2. 7. 5. a.- Estad!stica. 

2. 7. 5. a. 1.- Apreciaci6n del grado de preci 

si6n de una medida. 

Se tienen una serie de resultados cuyo va

lor medio y desviaci6n t!pica son: ; y ~.1. 

Se define como coeficiente de variabilidad 

(c.v.), a una serie de valores a la relaci6n 

entre la desviaci6n t!pica y la media expres~ 

da en %. 

c.v. __ sr:;:! ________ X 100 

X 
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Tomamos el valor ~-1, porque en nuestro 

caso la serie de valores han sido siempre me-

nores de 30 y, por lo tanto, no se puede tomar 

el valor ~. 

Generalmente, y de forma orientativa, en -

el material bio16gico, el c.v. no debe ser su

perior al 20% ~i la muestra es homog~nea. 

2. 7. 5. a. 2.- Aplicaci6n de las "t" de Stu

dent a la apreciaci6n del grado 

de significaci6n de la difere~ 

cia de dos medias. 

Se tienen dos series de resultados corres-

pondientes a los tratamientos A. y B., siendo 

sus valores medios respectivamente xA y x
8

• 

Interesa saber si la diferencia d= xA -

x
8 

es significativa al nivel del 95 o del 

99%. 

La diferencia se distribuye segdn la fun

ci6n t, existiendo la siguiente relaci6n en

tre las varianzas: 

\JBZ -------
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La desviaci6n t!pica de la diferencia -

~ serA la raiz cuadrada de la expresi6n a~ 
terior. 

El grado de significaci6n ~ se determina 

por el m~todo de la t, como si se tratase de 

una media. 

Se busca en las tablas de doble entrada el 

valor de ~ correspondiente, por una parte a la 

probabilidad deseada y, por otra, a la suma de 

los grados de libertad de las dos series de m~ 

didas, es decir nA + n
8 

- 2. 

Se calcula el valor del producto ~d x tp 

para cada una de las probabilidades que se d~ 

see. 

Discusi6n. 

Si el valor del producto calculado es ma_ 

yor que ~' las dos medias no son significati

vamente diferentes en el n{vel de probabilidad 

considerado. 

Si el valor del prodqcto calculado es me

nor o igual que g, las dos medias son 
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significativamente diferentes en el nivel de 

probabilidad considerado. 

2. 1. 5. a. 3.- Intervalo de confianza de la

media. 

El estudio del intervalo de confianza de la 
' 

media, nos 11e~a a tener la seguridad de que la 

media se encuentra entre ese intervalo con una 

seguridad prefijada, que suele ser generalmen

te tomado el 95 y 99%, quedando entonces las -

probabilidades de que no se encuentre de un 5 

y de un t%, respectivamente. 

El intervalo se puede utilzar para dar 1!-

mites de valores normales, superior e inferior, 

o para ver si los valores que se han calculado 

experimentalmente est~n dentro de cifras norm~ 

1es conocidas para esos ensayo~ o experiencias, 

de modo que podemos considerar que esta parte 

de estudio estad{stico es important~ para te

ner la confianza de que en esa oscilaci6n de -

la media es por donde discurre la normalidad, 

mientras que la desviaci6n estadisticamente 

significativa, nos dar!a un estado anormal o 

pato16gico en nuestro caso. 
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Los c~lculos se realizan como sigue: 

Se calcula, en primer lugar, la desviaci6n 

standard, segdn la fOrmula: 

5 
m 

__ I __ _ 
,-;;::t 

donde qr: des~iaciOn t{pica y ~ = numero de 

muestras, que como son en nuestro caso menos 

de 30, hay que emplear n-1. 

La media ~ se calcula con los datos obten! 

dos experimentalmente, como ya es conocido, y 

entonces se aplica la f6rmula 

0 la 

m ~ t S segOn se quiera el o,o1 m 
95 0 el 99% respectivamente, teniendo as! el 

intervalo de confianza. 

Los valores de la ~ lo obtenemos de las 

tablas de doble entrada de Student. 

L6gicamente, cuanto mayor queramos que sea 

la probabilidad de que se encuentre la media 

dentro de ese intervalo, mayor ser~ ~ste, 
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2. 7. 6.- T~cnicas de histo~ogia animal. 

2. 1. 6. a•- Obtenci6n de ~as piezas. 

Una vez que el animal ha sido anestesiado y e~ 

tra!da su sangre, se hace una laparotom!a y se ex

traen el h!gado y ~os rifiones, depositAndose en -

unas cApsulas de vidrio para, posteriormente, to-

mar las porciones que se van a fijar para procesa~ 

~as. 

2. 1. 6. b.- Fijaci6n de las piezas. 

Para fijar las piezas se uti~iz6 la so~uci6n -

de Carnoy, cuya composici6n es la de etanol absol~ 

to, cloroformo y Acido ac~tico glacial en la pro

porci6n 6:3:1, respectivamente. 

Las piezas se mantuvieron en esta soluci6n unas 

seis horas, y despu~s hasta el proceso siguiente 

se mantuvieron en alcohol et1lico de 70~. 

2. 1. 6. c.- Deshidrataci6n de las piezas. 

Iniciado el proceso de deshidrataci6n, se man

tuvieron durante dos horas en alcohol et1lico de -

702, a continuaci6n, durante una hora, en alcohol 
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etilico de 802, despu~s, en alcohol etilico de 

902 durante otra hora y, por dltimo, durante 5 

horas en alcohol etilico absoltito, cambiando cada 

vez de recipiente. 

A continuaci6n, y cambiando siempre de recipien 

te, se tienen en los productos y tiempos que se r~ 

lacionan: 

Alcohol etilico absoluto •••••••••••••• h. 

Etanol benceno (1:1) •••••.•••.•••••••• h. 

Benceno puro ••••••••••••••.••••••••••• 1 h. 

Benceno puro •••.••••• .•..•••••.••••••• 1 h. 

Benceno-parafina (2: 1) a 402C. • • • • • • • • 4 h. 

Parafina liquida de p.f. 56-582C •••••• 1 h. 

Parafina liquida de p.f. 56-582C •••••• 1 h. 

2. 7. 6. d.- Inclusi6n de las piezas. 

Del recipiente anterior se pasan las piezas a 

otro con forma especial que contiene parafina 11-

quida y se sumergen las piezas, procurando que la 

cara que va a ser cortada posteriormente quede mi

rando hacia el fondo; se dejan enfri.ar •Y los blo-

ques resultantes se guardan en nevera. 
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2. 7. 6. e.- Obtenci6n de los cortes. 

Los cortes se obtuvieron con un microtomo de -

parafina-congelaci6n, marca JUNG, AG, dando un gr~ 

sor al corte de 4 micras. 

Con el fin de que el corte salga lo m!s unifo£ 

me posible, se procura que los bloques tengan la -

forma prismltica, pudi~ndose, de esa forma, obtener 

series de cortes y es mAs sencillo observarlos al 

microscopio. 

Antes de poner los bloques en el soporte del 

microtomo, es conveniente que est~n lo m4s frios 

posible, de modo que una vez tallados en forma 

prismAtica, se meten en el congelador de una neve

ra por lo menos durante 2 ' 3 horas, despu~s se m~ 

ja la cara de corte con un poco de agua y se pro-

cede a cortar, de esa manera evitamos en gran med! 

da el astillamiento de la pieza al ser cortada por 

la cuchilla del microtomo. 

2. 7. 6. f.- DesparafinaciOn y tinciOn de los cor

tes. Montaje de los mismos. 

Una vez que se han obtenido las series de cor

tes, se pasan con ayuda de una aguja histol6gica -
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y un pincel a un bano que contiene agua a la tem 

peratura de JO-J5QC. 

El fondo del bano es negro con el f{n de po

der identificar los cortes que flotan en el agua. 

En el ~gua caliente los cortes se estiran y es 

mAs fAcil recogerlos en los portaobjetos. 

Los portaobjetos estAn impregnados de una fina 

pel!cula de albumina de huevo por la cara donde se 

van a situar los cortes, con el fin de que los mi~ 

mos se fijen y no sean arrastrados al desparafina~ 

los y tenirlo por las soluciones correspondientes. 

Cuando estos se han secado, r ~in esperar mu

cho tiempo para que no haya retracciones, se pro

cede a la desparafinaci6n y tinci6n con hematoxi-

lina-eosina, pasando por unas cubetas apropiadas 

que contienen las soluciones y los colorantes que 

a continuaci6n se detallan, permaneciendo exacta

mente el tiempo que se indica: 

Xilol•••·••••••••••••••••••••••••• 10 min. 

Xilol••••••••••••••••••••••••·•••• 10 min. 

Xilol-etanol (1:1) •••••••••••••••• 3 min. 

Etanol absoluto ••••.•••••••••••••• 3 min. 
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Etanol 95% •••••••••••••••••••••• 3 min. 

Etanol de 7 O% • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 3 min. 

Hematoxilina•••••••••••••••••••• 8 min. 

AgtJ.a • ••••••••••••••••••••••••••• 2 min. 

Ag1.1a ••• ••••••••••••• • • •••• • ••••• 1 min. 

Eosina o,s% •••.••••••••••••••••• 2 min. 

Ag\la • • • •. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 2 min. 
I 

Agt~.a • ••••••••••••••••••••••••• , • min. 

Etanol 70% •••••••.••••••••.••••• 3 min. 

Etanol 9 5% • ••.••.•••.•••••.••••• 3 min. 

Etanol absoluto ••••••••••••••••• 3 min. 

Etanol-xilol (1: 1) •••••••••••••• · 5 min. 

Xilol ••..••......•.......•..•... · 5 min. 

A continuaci6n se manta la preparaci6n en BAls~ 

mo del CanadA, poniendo una gota del mismo sobre 

~sta y cubri~ndola con un cubreobjetos, teniendo 

la precauci6n de que no quede ninguna burbuja de 

aire que podr!a ser motivo de mala interpretaci6n. 
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3.- RESULTADOS. 

3. 1.- RESULTADOS MICROBIOLOGICOS. 

En la figura 5 se muestran las grAficas de la evoluci6n 

de 1a carga microbiana en la trucha irradiada y en la tes

tigo, siendo dicha grAfica la media de los valores obteni

dos al analizar las 80 mue~tras utilizadas en nuestro tra-

bajo, con ocho lotes de irradiados-testigo, compuestos de 

cinco mitades de trucha cada uno, que serv!an para los 

anAlisis de los controles semanales. 

En la Tabla II se ven los va1ores medios de la carga -

microbiana, en cada momento del anAlisis, prActicado en su 

d!a con la cAmara·~uentacolonias yen la Tabla II-bis, los 

valores individuales de cada conjunto de medidas. 

Como se puede observar en elias, el crecimiento de . 
g~rmenes es rApido en e1 grupo testigo durante la primera 

semana, 11egando a tasas pr6ximas a 10
7 

ger./g., para lu~ 
go estabilizarse o crecer lentamente en la siguiente se~ 

na, aumentar el crecimiento en la tercera semana de una 

forma muy discreta y de una forma llamativa entre la ter

cera y la cuarta semana. 

En la trucha irradiada, como la capacidad reproductora 

ha sido dafiada con la irradiaci6n, los que quedan con 
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capacidad lo hacen, pero hasta conseguir una carga micro

biana equivalente a la del tercer o cuarto d!a del grupo 

testigo, han pasado veintiun d!as. 
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T A B L A II 

VALORES MEDIOS OBTENIDOS DE LA CARGA MICROBIANA EN 

LAS TRUCHAS TESTIGO E IRRADIADAS CON 100 Krad.(1 KGy) 

Grupo testigo Gru.po 100 Krad. 

0 dias 
2 ---------3,6 x 10 g~r./g.----------

7 Mas 7 10 gf!r./gr. 3 3 1 1 x 10 g~r/g. 

14 d.f.as 7 5 x 10 g~r./g. 4 3,3 x 10 g~r./g. 

21 d1as 9 10 g~r./g. 4 9,2 x 10 g~r./g. 

28 d.f.as 
12 

m!s de 10 g6r./g. 7 3,2 x 10 g~r./g. 

-- 0 0 0 --
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T A B L A !I-bis 

VALORES INDIVIDUALES OBTENIDOS DE LASCARGASMICROBI~NAS EN

TRUCHA TESTIGO E IRRADIADAS CON 100 Krad. (1 KGy). 

Testigo 1 00 Krad 

0 d!as 39 1 38 1 37,40,32,31 1 30,41 

7 d!as 

14 d{as 

21 cl.{as 

28 d!as 

Todos por 10 

96,94,103,101,106, 
98,100,102. 

Todos x 105 

48,47,52,51,53, 
49,50,51 

6 
Todos x 10 

97,93,102,102,104, 
100,96,106 

Todos x 107 

340,320,310,269,281, 
292,278,380 

Todos x 10 

370,360,310,282,288, 
350,340,340. 

2 
Todos x 10. 

88,89,92,96,93,87, 
99,92. 

Todos x·to3 

320,360,350,300,281,299, 
330,320. 

Todos x 105 

- - 0 0 0 - -

... 
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La identificaci6n de germenes realizada con los m~todos 

ya descritos, nos arroj6 los mismos resultados que a otros 

autores (Hussain, A 1.76. Ehlermann, D 1.969), haci~ndose 

notar la ausencia de g~rmenes del tipo coli fecal. 

Las colonias encontradas en nuestros medios eran redo~ 

deadas unas, otras irregulares, de coloraci6n variable, --
1 

predominando, la mayor!a de las veces, las incoloras, aun-

que aparecian en todas las ocasiones, en mayor o menor nd

mero, las· de color amarillento, anaranjado y rosAceo. 

Tomando las muestras pertinentes para observarlas al -

microscopio, nos encontramos con lo siguiente: 

De las colonias no pigmentadas salian bacilos gram-ne

gativos, de pequefio tamano, que nosotros identificamos como 

Achromobacter y Pseudomonas. 

De las colonias pigmentadas encontramos una diversidad 

de g~rmenes, bacilos gram-positivos, identificados como -

Lactobacillus; cocos gram-positivos, identificados como 

Micrococos y bacilos gram-positivos, de colonias en enja~ 

bre, identificados como Proteus. 



- 89-

3• 2.- RESULTADOS DEL N.B.V.T. 

Paralelamente al crecimiento de g~rmenes, aumenta la -

cantidad de nitr6geno b~sico vol!til total, como se mues-

tra en la figura 6, pudi~ndose observar en la misma, como 

dicho aumento es notablemente m!s alto en la trucha no 

irradiada, alcanz,ndose n{ieles inaceptables de comestibi_ 

lidad de la misma, antes de la primera semana, no ocurrien 

do as! con las truchas irradiadas, cuyos aumentos son 

pr!cticamente paralelos, llegando hasta la tercera semana 

con un buen nivel de aceptabilidad. Tablas III y III-his. 
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T A B L A III 

VALORES MEDIOS DE N.B.V.T. OBTENIDOS EN LOS 

ANALISIS EFECTUADOS EN mg./100 g. DE MUSCULO 

Grupo testigo Grupo 100 Krad. Grupo 200 Krad. 

----------- 15,13 -------------

31,94 18,49 16,81 

57,16 23,53 20,17 

92,47 28,58 25,21 

35,30 30,26 

- - 0 0 0 - -
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T A B L A III-bis 

N.B.V.T Testigo 100 Krad 200 Krad 
15,31 
17,48 ~-1 o,6s 
15,76 

0 d!as 14,29 x 15,13 
15,40 

7 d{as 

14 d{as 

21 d!as 

28 d!as 

14,90 c.v. 4,34% 

30,96 
31,83 

15,83 
1 06 

32,45 ~ 6 \ln-1=0, 3 
33,01 
31 , 40 x = 3 t , 9 
32,17 
32,o3 c.v.= 1,97 

1 6 
58,03 
57,90 
56,87 ~-1=0,64 
56,42 
57 , 3 4 x =57 , t6 
56,92 
56,30 

93,30 
91,80 
92,41 ~-1=0,57 
92,62 
92,73 X =92,47 
92,12 
9 3 , 0 7 c • v. =0' 6 1 % 

1 

19,23 
18,16 
17,14 t'f' 'ln-1=0,79 17,90 
19,10 x = 18,49 
18,00 
19 1 23 C.V.=4,31 
1 1 
22,97 
23,81 
23,60 ~-1=0, 93 
22,15 
23,72 i=23,53 
22,56 
24,49 
2 

28,79 
27,93 
26,98 ~-1=0,88 
28,62 
28,43 X=28,58 
29,13 
30,01 C.V.=3,08% 
28 6 
36,09 
35,90 / 
3 4, 6 0 "'\ n-1 =0, 6 0 

34,75 
34,90 x=3s,Jo 
35,12 
36,oo c.v.=t,7o% 

0 

17,23 
16,94 
15,98 ~ 'n-1=0, 54 16,20 
17 ,to ~ = 16,81 
16,43 
17,56 C.V.=1,25 
1 0 
21,03 
20,12 
19,87 ~-1=0,59 
19,93 
19,45 X =W, 17 
20,97 
20,43 
1 

26,06 
25,98 
25,10 <n-1=0,61 
24,61 
24,90 ~ =.!5,21 
24,32 
2 5, 3 0 c. v. =!' 43% 
2 
31,24 
30,10 
30,96 Gn-1=0,86 
30,85 
30,62 ~=3), 26 
29,80 
30,00 C.V.=!,84% 
28 

Valores individuales del N.B.V.T. con ~n-1, i y c.v. 
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3. 3.- RESULTADOS BIOQUIMICOS. 

En las Tablas IV, V y VI, aparecen los valores medios 

obtenidos en los an,lisis practicados en el mGsculo de -

los diferentes lotes de truchas, y en la figura 7 las gr! 

ficas corresp.ondientes a esos val ores. 

La composici6n de amino,cidos prot~icos no es altera

da por las dQsis de irradiaci6n empleadas por nosotros, -

como puede ~preciarse en la figura 7, pues las tres gr'

ficas se superponen pr!cticamente. Las ligeras variacio-

nes que se aprecian son debidas a diferentes factores, 

como el error del aparato de medida, el error cometido al 

pesar las muestras, el error cometido al prepararlas, la 

zona del mdsculo del que se obtuvieron dichas dUestras, -

etc. 
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T A B L A IV 

VALORES MEDIOS OBTENIDOS DE LOS AMINOACIDOS PRo-

T~ICOS DEL MIJSCULO DE LA TRUCHA SIN IRRADIAR. 

mg. de aa. 
Peso molecular 100 mg. de m.b. % de aa. 

Lis. 146, 19 3.912 9,08 

His. 155,16 1.608 3,72 

NHJ 17,03 728 1,69 

Arg. 174,21 2.572 5,96 

Asp. 133,11 s.os6 11,77 

Treo. 119,12 2.668 6,21 

Ser. 105,10 2.348 5,48 . . 
Glu. 147,14 -6 .~68 15,05 

Pro. 115,14 1.836 4,27 

Gli. 7 5, 07 1.860 4,37 

Ala. 89,1o 1.956 4,54 

Val. 117,50 2.112 4,86 

Met. 149,22 832 1,91 

Ileu. 131,18 2.304 5,36 

Leu. 131,18 3.408 7,91 
"'\ 

'\ Tir. 181,20 1.444 3,33 

Fen-a 165 1 20 1.8~~ 4s22 
Total ••••••• 42.956 
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T A 8 L A v 

VALORES MEDIOS OBTENIDOS DE LOS AMINOACIDOS PROTEICOS 

DEL MUSCULO DE LA TRUCHA IRRADIADA CON 100 KRAD.(l KGy) 

mg. de aa. 
Peso molecular 100 mg. de m.b. % de aa. 

Lis. 146,19 3.800 1o,oo 

His. 155,16 1. 796 4,79 

NH3 17 ,o3 624 1,63 

Arg. 174,21 2.436 6,27 

Asp. 133,11 3-992 10,38 

Treo. .119,12 1.996 5,18 

Ser. 105,10 1.804 4,71 

Glu. 147,14 5.704 14.87 

Pro. 115,14 1.424 3,71 

Gli. 75,07 1.828 4,77 

Ala. 89,10 1.708 4,44 

Val. 117,50 2.156 5,62 

Met. 148,22 952 2,47 

!leu. 131,18 1.836 4,80 

Leu. 131,18 2.936 7,66 

Tir. 181,20 1.376 3,59 

Fen-a. 165z20 1.212 4z28 

Total ••••••••• 38.280 
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T A B L A VI 

VALORES MEDIOS OBTENIDOS DE LOS AJ.IINOACIDOS PROTEICOS 

DEL MUSCULO DE LA TRUCHA IRRADIADA CON 200 Krad (2 KGy) 

~· de aa. 
Peso molecular 100 mg. de m. b. % de aa. 

Lis. 146,19 2.738,81 9,39 

His. 155,16 : 1. 309,62 4,56 

NHJ 17,03 499,40 1,76 

Arg. 174,21 1.793,62 6,12 

Asp. 133,11 3.158,22 to, 78 

Treo. 119,12 1.545,48 5,27 

Ser. 105,10 1.405,77 4,81 

Glu. 147 J 14 4.327,70 14,72 

Pro. 115,14 963,85 3,28 

Gli. 75,07 1.377,77 4,71 

Ala. 89,10 1.323,55 4,52 

Val. 117, so 1.659,55 5,63 

Met. 149,22 621,18 2,09 

Ileu. 131,18 1.505,92 5,17 

Leu. 131,18 2.310.96 7,93 

Tir,. 181,20 1 .1 07,70 3,80 

" Fen-a. 165,20 1.515,55 5.36 

Total ••••••• 29.164,65 
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3· 4.- RESULTADOS EN LOS ANIMALES DE EXPERIMEN~ACION. 

Los animales pesaban al iniciar la experiencia, unos -

60 g. y al terminarla, un mes despu~s, el lote control p~ 

saba una media de 229 g., el lote testigo, una media de 

198 g., el lote 100 una media de 190 g. y, por ultimo, el 

lote 200 una media de 198 r·' habiendo pocas oscilaciones 

entre los animales del mismo lote. 

No se detect6 intoxicaci6n de ningdn tipo, ni se pro

dujo ninguna baja durante el tiempo que dur6 la experien

cia, as! como ning6n cuadro patol6gico en ninguno de los 

animales de dichos lotes. 

3. 4• 1.- Resultad~~·de las pruebas hematicas. 

Los hemogramas realizados en todos los animales, 

mos.traron una normalidad absoluta, como se muestra -

en la Tabla VII, no evidenci!ndose infecciones por la 

f6rmula leucocitaria y la velocidad de sedimentaci6n 

globular. 

3. 4. 2.- Resultados de las pruebas bioqu!rnicas. 

Los valores de las transarninasas aparecen en las 

Tablas comprendidas entre la VIII y la XI, y los de 

los estudios estadisticos, en las Tablas comprendidas 
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entre la XII y la XXV, y cuya explicaci6n de las mis

mas se har' oportunamente, en la discusi6n de los re

sultados. 

.... 
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T A B L A VII 

VALORES MEDIOS DE LOS HEMOGRAMAS OBTENIDOS AL ANALIZAR 

LA SANGRE DE LOS ANIMAtES DE LOS DIFERENTES GRUPOS. 

Grupo testigo Grupo 100 Grupo 200 

Hemat!es 6.910.000 7.360.000 6.440.000 

Leucocitos 10.195 8. 435 

Hematocrito 61,5% 64,5% 56,5% 

Hemoglobins 13,9 15,1 12,3 

Vol. celular 90,5 90,5 91 

v.s.a.u h. 1 mm. 1 mm. 1 mm. 

v.s.G.2i! h. 1 mm. 1 mm. 1 mm. 

v.s.G.24 h. 3 mm. 3 mm. 3 mm. 

I. de Katz 1 1 1 

Polimorfopucle 12% 20% 21% 

Linfocitos 68% 68% 65% 

Monocitos 4% 1% 2% 

Eosin6filos 1% 0 0 

Bas6filos 15% 11% 12% 

- - 0 0 0 - -
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T A B L A VIII 

VALORES OBTENIDOS DE LAS TRANSAMINASAS 

EN RATAS CONTROL, EN mUI/m1. 

SGPT SGOT 

27,56 30,88 

25,33 39,77 

17,6 30,86 

16,87 39,61 

27,83 32.36 

24.78 40,01 

21,37 31,27 

24,50 37,32 

23,61 35,31 

26,42 36,43 
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T A B L A IX 

VALORES OBTENIDOS DE LAS TRANSA~ITNASAS 

EN RATAS TESTIGO, EN mUI/ml. 

SGPT SGOT 

17,94 33,82 

19,99 26,52 

11,92 29,99 

13,59 23,54 

17,07 35,15 

10,42 37,16 

15,32 32,11 

17,21 31,12 

19,98 33,24 

17,20 29,98 
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T A B L A X 

VALORES OBTENIDOS DE LAS TRANSAMINASAS EN RATAS 

ALIMENTADAS CON TRUCHA IRRADIADA CON 100 Krad., 

EN mUI/ml. 

SGPT SGOT 

30,12 29,41 

30,66 36,36 

21,92 29,41 

21,25 24,17 

19,73 33,91 

25,97 23,80 

16,08 26,66 

21,45 36,30 

27' 41 23,81 

27,42 25,59 

- - - - - - - -
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T A B L A XI 

VALORES OBTENIDOS DE LAS TRANSAMINASAS EN RATAS 

ALIMENTADAS CON TRUCHA IRRADIADA CON 200 Krad., 

EN mUI/ml. 

SGPT SGOT 

23,84 30,88 

33,12 30,11 

23,15 31,37 

29,97 37,36 

20,86 25,21 

38,54 24,99 

25,91 25,48 

21,29 29,90 

26,90 41,17 

26,97 32,84 

-------
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T A B L A XII 

COEFICIENTES DE VARIABILIDAD (C. V.) EN % . 

Grupo 

Grupo 

Grupo 

Grupo 

SGPT SGOT 

Control t6,23 to, 7 4 

Testigo 20,64 12,89 

100 Krad. 19,83 17,31 

200 Krad. 20,41 17 ,oo 

T A B L A XIII 

VALORES DE L~MEDIA x, DESVIACIONES TIPICAS ~-1 
Y VARIANZAS~n-1 EN EL GRUPO CONTROL. 

SGPT SGOT 

Media x 23,59 35,38 
-------------------------------

Desviaci6n T!pica ~ n-1 3, 83 3,8o 
2 -------------------------------

Varianza <ln-1 14,65 14,46 

- - 0 0 0 - -

..,. 
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T A B L A XIV 

VALORES DE LAS MEDIAS x, DESVIACIONES TIPICAS 

Y VARIANZAS <31~-1 EN EL GRUPO TESTIGO. 

SGPT SGOT 

Media x 16,06 31,26 

Desv. tip. ~n-1 3,22 4,03 

Varianza ~-1 10,39 16,27 

T A B L A XV 

~-1 

VALORES DE LAS MEDIAS x, DESVIACIONES TIPICAS 

Y VARIANZAS <lr~-1 EN EL GRUPO 100 Krad. 

~n-1 

SGPT SGOT 

Media x 24,20 28,94 

Desv. tip. ~n-1 4,80 5, 01 

Varianza ~-1 23,04 25,10 

- - 0 0 0 - -
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T A B L A XVI 

VALORES DE LAS MEDIAS x, DBSVIACIONES TIPICAS ~-1 

Y VARIANZAS ~~-1 EN EL GRUPO 200 Krad. 

SGPT SGOT 

Media X 26,25 30,93 

Desv. tip. ~n-1 5,44 5,26 

Varianza <:J!-1 29,59 27,67 

T A B L A XVII 

VALORES DE LA DESVIACION TIPICA ~ DE LAS DIFERENCIAS 

INTERGRUPO, Y DIFERENCIAS d, EN SGPT 

t:. d 

Control-testigo 1,58 7' 53 

Control-100 Krad 1,94 0,61 

Control-200 Krad 2,10 3, 06 

0 0 0 - -



- 108-

T A B L A XVIII 

VALORES DE LA DESVIACION TIPICA ~ DE LAS DIFERENCIAS 

INTERGRUPO, Y DIFERENCIAS d, EN SGOT. 

Control-testigo 1, 7 4 4,12 

Control-100 Krad 1,99 6,44 

Control-200 Krad 2,05 4,45 

T A B L A XIX 

VALORES DE i; x t 0 , 05 Y 'i; x tO,Ol EN SGPT INTERGRUPO--

Control-testigo 3,32 4,54 

Control-100 Krad 5,58 

Control-200 Krad 6,04 

- - 0 0 0 - -
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TABLA XX 

VALORES DE ~d x tO,OS 

INTERGRUPO. 

Control-testigo 

Control-tOO Krad 

Control-200 Krad 

3·,65 

4,18 

4,31 

TABLA XXI 

EN SGO'l' 

~X t \ld o,ot 

s,oo 

5,72 

5,90 

VALORES DE tO,OS y tO,Ol PARA 18 GRADOS DE LIBERTAD 

Grados de 

Libert ad 

18 2,101 2,878 

- - 0 0 0 - -
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T A B L A XXII 

VALORES DE LA DESVIACION STANDARD Sm EN SGPT y SGOT 

EN LOS DIFERENTES GRUPOS. 

SGPT SGOT 

Gru.po control 1,28 1, 27 

Grupo testigo 1, 07 1,34 

Grupo 100 Krad 1,60 1,67 

Grupo 200 Krad 1,81 1,75 

T A B L A XXIII 

VALORES ENCONTRADOS EN LOS DIFERENTES GRUPOS PARA LOS 

INTERVALOS DE CONFIANZA DE LA MEDIA, EN SGPT y PARA -

LAS PROBABILIDADES DEL 95% y 99%. 

95% 99% 

Control 20,69-26,48 1 9, 43-2 7 , 7 5 

Testigo 13,64-18,48 12,59-19,53 

100 Krad 20,59-27,81 19,00-29,40 

200 Krad 22,56-3<}74 20,77-32,53 

- - 0 0 0 - -
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T A B L A XXIV 

VALORES ENCONTRADOS EN LOS DIFERENTES GRUPOS PARA LOS -

INTERVALOS DE CONFIANZA DE LA MEDIA, EN SGOT y PARA LAS 

PROBABILIDADES DEL 95 y 99% 

95% 
; 99% 

Control 32~50-38~25 31,25-39,50 

Testigo 28,23-34,29 26,91-35,61 

100 Krad 25,17-32,71 23,52-34,36 

200 Krad 26,98-34,88 25,25-36,61 

T A B L A XXV 

VALORES DE t 0, 05 Y tO,Ol PARA 9 GRADOS DE LIBERTAD 

Grados de 
Libertad. 

9 2,262 3,250 

- - 0 0 0 - -

...,__ 
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J. 4. J.- Resultados histol6gicos. 

Los resultados histol6gicos se muestran en las si

guientes figuras, las cuales se describen a continua-

ci6n. 

La figura 8 es la fotograf!a de una preparaci6n p~ 
I 

ra el microscopio a 1.200 aumentos y tenida con hema-

toxilina-eosina, de un h!gado perteneciente a una ra

ta del grupo control, es decir, de la que fu~ aliment~ 

da con pienso comercial. En ella se puede ver una vena 

centrolobulillar, en cuyo interior hay cierta cantidad 

de hamet!es y en la que no se aprecia ninguna lesi6n -

as! como tampoco en el tejido hepatico que la rodea. 

La figura 9 es una fotograf!a de una preparaci6n -

para el microscopio de un h!gado de rata, tefiido tam

bi~n con hematoxilina-eosina y a 120 aumentos, del 

grupo testigo, es decir, del alimentado con trucha 

liofilizada, sin irradiar; en ella se pueden ver dos -

venas centrolobulillares y en el centro de la fotogra

fta un espacio porta, no preseotando ninguna de estas 

estructuras lesi6n, ya que no se aprecian focos de 

reorganizaci6n ni de degeneraci6n y los sinusoides y 

las c~lulas de Kupffer (c~lulas estrelladas), son de 

apariencia normal. 
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La figura 10 nos muestra la fotografia a 1.200-

aumentos, de una preparaci6n microsc6pica del higado 

de una ratra, tenido con hematoxilina-eosina, del g~ 

po llamado 100 Krad., por haber sido alimentado con 

trucha liofilizada e irradiada con esta dosis. En -

ella se puede ver una porci6n de una vena centrolob~ 

lillar en cuyo interior hay hematies y en la. que no 

se evidencia ninguna l~si6n, as{ como tampoco en el 

tejido hep!tico que aparece en dicha fotograf!a ro -

deando a la vena. 

La figura 11 es una fotograf!a de una preparaci6n 

microsc6cpica a 1.200 aumentos de una h!gado de rata, 

tefiido tambi~n con hematoxilina-eosina, del grupo 11~ 

mado 200 Krad., en la que aparece una porci6n de una 

vena centrolobulillar, en cuyo interior se pueden ob

servar hemat!es, no apreci!ndose ninguna lesi6n en la 

misma, as! como tampoco en el tejido hep5tico que la 

rodea. 
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Fig. 8.- Vena centrolobulillar del h{gado de una rata pertene

ciente al grupo Control. llematoxilina-eosina 1.200x. 
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Fig. 9.- lligado de rata perteneciente al grupo testigo. Hem~ 

toxilina-eosina. 120 x. 
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Fig. 10.- Vena ccntrolobulillar del higatlo de una ra-ta pe_! 

tcneciente al grupo 100 Krad. Hematoxilina-eosi-

na. 1200x. 
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ncciente 

1.200x. 
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Las figuras 12 y 13, son fotograf!as de prepara -

ciones para el microscopio, a 1.200 aumentos, de rin~ 

nes de rata, tenidos con hematoxilina-eosina, perten~ 

cientes al grupo control, siendo la primera de la zo

na glomerular y la segunda de la zona tubular. 

En la primera figu~a podemos observar dos glom~~ 

' los, con una densidad normal de c~lulas, apreciable -

por los nucleos tenidos, sin signos de inflamaci6n, -

pudi~ndose observar tambien las cApsulas de Bowman -

normales en cuanto a estructura, separaci6n del glom~ 

rulo y tamafio. 

·En la segunda figur·a mencionada, se pueden apre -

ciar los tubulos renales, con las c~lulas de los mis

mos y los nucleos de estas perfectamente tefiidos; no 

hay desprendimiento de la capa epitelial que los tap! 

za, siendo los espacios de tamafio normal. No hay ev! 

dencia de inflamaci6n ni de otra lesi6n. 
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Fig. 12.- Glomerulos del rin6n de una rata, perteneciente al 

grupo control.- Hematoxilina-eosina 1200x. 

..,_ 
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Fig. 13.- Zona tubular de un rifi6n de rata, perteneciente al 

grupo control. llematoxilina-eosina. 1.200x. 
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La figura 14, es la fotograf!a de una preparaci6n 

para el microscopio, a 1.200 aumentos, de un rifi6n de 

rata, tenido con hematoxilina-eosina, del grupo test~ 

go, en la que aparece en el centro de la imagen un -

glom~rulo mostrando una densidad normal de c~lulas, -

apreci~ndose por los ndcleos tenidos, una c!psula de 

Bowman normal en cuanto a tamafio y separaci6n del gl~ 

merulo y no evidenciAndose lesi6n en esta estructura 

ni en el resto del tejido que aparece en dicha foto -

grafia de la preparaci6n. 

La figura 15, al igual que la anterior, es una 

fotografia 4e una preparaci6n para el microscopio, a 

1.200 aumentos, de un rin6n de rata, tenido con hem~ 

toxilina-eosina, del grupo denominado 100 Krad., ta~ 

bien pertenece a la zona glomerular del rin6n y al -

igual que en la anterior, no se aprecian alteraciones 

patol6gicas, ya que hay una densidad normal de celu -

las en los glom6rulos, separaci6n normal de la cAps~ 

la de Bowman y resto del tejido normal, al no haber 

signos de inflamaci6n, destrucci6n de estructuras ni 

alteraci6n de las mismas. 

La figura 16, es tambien una fotografia de una 

preparaci6n para el microscopio, a menos aumentos 

que las anteriores, 120 x., de un rin6n de rata, te

fiido con hematbxilina-eosina, perteneciente al grupo 
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denominado 200 Krad., en la que se nos muestra una zona 

glomerular, apreci!ndose que la densidad, tamano, c!psy 

la de Bowman y resto del tejido renal, son normales, ya 

que no aparecen signos de inflamaci6n, reorganizaci6n, 

etc. en dichas estructuras. 
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Fig. 14.- Glom~rulo del rifi6n de una rata perteneciente al gru 

po testigo. Hematoxilina-e6sina. 1.200x. 



I 
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Fig. 15.- Glom~rulo del rin6n de una rata perteneciente al gr_!! 

po 100 Krad. Hematoxilina-eosina. 1.200x. 
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Fig. 16.- Zona glomerular del rifi6n de una rata perteneciente 

al grupo 200 Krad. 120x. 
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4·- DISCUSION. 

4• 1.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS MICROBIOLOGICOS. 

A la vista de los resultados de las experiencias real! 

zadas, podemos decir que la irradiaci6n actua frenando el 

crecimiento de g~rmenes y la explicaci6n es muy sencilla. 
I 

Los g~rmenes, que est~n en superficie, es decir sobre la -

piel, crecen en esta de forma r'pida, para enlentecerse su 

crecimiento a continuaci6n, hasta que logran atravesar la 

barrera natural que forma dicha piel para despu~s invadir 

el mdsculo y volverse a acelerar el crecimiento. 

En la trucha irradiada, los g~rmenes que no han perdi

do su capacidad reproductora, al tener menos competidores, 

pueden crecer en la piel sin problemas hasta atravesarla 

e invadir el rnllsculo, habiendo pasado entonces un tiempo 

considerable, siendo precisamente este tiempo el que noso

tros mantenemos la trucha fresca desde el punto de vista 

de carga microbiana, ya que estos g~rmenes son los causan

tes de la putrefacci6n. otros autores como Matutano,J.I. 

1.968 y de la Sierra Serrano, D. 1.969, obtienen los mis

mos resultados en pescado blanco de mar. 

Es interesante destac~r, que la flora de los ejemplares 

.no irradiados, estaba formada casi exclusivamente por Pseu

domonas, Achromobacter y Proteus, con muy pocas colonias -
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de Lactobacillus y Micrococus, ocurriendo al rev~s en los 

irradiados, es decir, aparec!an mas colonias de estos dlti 

mos que de los primeros, llegando a desaparecer incluso, -

en algunas experiencias. 

Las colonias de Proteus que han aparecido, han sido -

sistem~ticamente en los ej~mplares adquiridos en el merca

do, por lo que se podia considerar que la contaminaci6n -

por estos g~rmenes es posterior a su captura, es decir -

que proviene del manejo. En los ejemplares de la misma 

procedencia, irradiados, no aparec{an dichas colonias en 

los controles posteriores, por lo que podemos ~firmar que 

este tipo de g~rmen es sensible a la irradiaci6n, hasta -

el punto de ser destrUido. 

Otros g~rmenes que aparecieron en alguna placa aislada 

consideramos que eran de contaminaci6n ex6gena, ya que no 

se volvieron a dar en los cultivos posteriores. 

En alguna ocasi6n hemos podido comprobar que los g~£ 

menes encontrados eran los mismos que portaba el pienso, 

sobre todo en los ejemplares procedentes de la E.T.S. de 

Ingenieros de Montes, ya que se hizo an~lisis del agua y 

se encontraron los mismos g~rmenes en el resfduo de un 

centrifugado de 20 cc. de dicha agua a 5.000 rpm. duran

, te 30 minutos, que en los ejemplares y en el pienso, el 

cual tambien se analiz6. 
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Otros autores, como Hussain,A y cols. 1.976, obtienen 

los mismos resultados en cuanto a la identificaci6n de g~E 

menes que nosotros, los cuales hemos obtenido siguiendo a 

Pelczar, M.J. y Reid, R.D. 1.966. fundamentalmente y el 

Technical reports series n2 104.de la I.A.E.A. 1.970, en

tre otros, mencionados en la bibliograf!a. 

Por ultimo, anadiremos que los resultados se muestran 

paralelos, debido a que el habitat natural y el artificial 

en las piscifactor!as, es muy semejante como es 16gico, ya 

que de lo que se trata es de producir sin problemas higi~

nico-sanitarios y por lo tanto la flora es igual en dichos 

medios pues de esta forma hay equilibrio. 
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4· 2.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL N. B. V. T. 

Como ya se dijo en los resultados, paralelamente al cr~ 

cimiento de g~rmenes, aumenta la cantidad de N. B. v. T., 

como era de esperar, ya que est6 en funci6n del grado de -

putrefacci6n de la trucha y ~ste en funci6n del aumento de 

g~rmenes. 

Observando al figura 6, destacamos como interesante el 

que las gr5ficas de las truchas irradiadas con 100 Krad. -

(1 KGy) y con 200 Krad. (2 KGy) son pr6cticamente coincide~ 

tes, a pesar de que la dosis es del doble de la una con re~ 

pecto a la otra, esto nos viene a demostrar que no se obti~ 

nen mejores resultados si se aumenta la dosis en esos !{mi

tes, sin embargo el costo es mucho mayor y podr!a no ser -

econ6micamente rentable. Otros autores, Hussain, A. y cols. 

en 1.976; Ehlermann, D. y cols. en 1.969, obtuvieron prActi 

camente los mismos resultados que nosotros empleando dosis 

de hasta 400 Krad. (4 KGy), siendo con esta ultima dosis la 

diferencia un poco mayor, pero como demuestra Auad, A.A. y 

cols. en 1.975, aparecen cambio.s en los caracteres organo

l~pticos que hacen que la trucha no sea aceptada como fre~ 

ca por el test a que fu~ sometida. 

otros autores como Matutano, J.I. y Alonso, 1-l. en 1.970, 

hicieron estudios bromato16gicos en filetes de merluza irr~ 

diados a altas dosis y detectaron tambien alteraciones en 
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los caracteres organol~pticos, de modo que esto hizo que no 

empleisemos nosotros dosis altas de irradiaci6n. 

Por otro lado, observando la tabla III - bis, vemos que 

los valores individuales obtenidos en cada an&lisis tienen 

poca variaci6n unos de otros, como lo demuestra el valor ~ 

de la desviaci6n t!pica y el coeficiente de variabilidad, 

por lo que no hemos cre!do' oportuno someter las cifras a -

mayores estudios estadisticos, que solo servir!an para re

cargar el trabajo y no obtener una mayor fiabilidad de las 

mismas. 

Las desviaciones t{picas son de un valor muy pequefio y 

los coefi~ientes de variabilidad tienen unos valores, que 

para material biol6gico, son extremadamente buenos • 

.. ·· 
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4• 3.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS BIOQUIMICOS. 

Las experiencias realizadas nos demuestran que la com

posici6n de los amino!cidos prot~icos del mdsculo de la -

trucha, no es alterada por las dosis de irradiaci6n emple~ 

das por nosotros, como se puede apreciar en las gr!ficas -
i 

de la figura 7, con lo que podemos decir que no hay prote~ 

lisis ni desaminaci6n 6 destrucci6n de los amino~cidos pr~ 

t~icos del mnsculo. 

Samuel A. Matz, 1.962, habla de cambios en la estructy 

ra de la prote!na por grandes dosis de irradiaci6n,. pero 

utiliza prote!nas simples y no lo detecta en pescados ni -

con dosis del orden de 1,86 Mrad (18,6 KGy) en merluza del 

Pacifico, considerando que esto no se produce por ser ali

mento complejo, sin embargo, John F. Kircher, en 1.964, -

habla de posibles cambios en la estructura prot~ica de los 

alimentos irradiados con dosis menores que la precedente. 

Por otro lado, la composici6n de los amino!cidos pro -

t~icos que dan Fritz Braunsted y ~~rgarethe Auerbach, del 

mdsculo de la trucha, no coincide con la nuestra en cuan

to a proporciones, incluso es incompleta, no mencionando 

el procedimiento de obtenci6n de esos analisis, ni el mo-

~ mento en que se hicieron;_nosotros, por el contrario hici 

mos numerosos analisis, todos por duplicado, no encontran

do diferencias significativas en los resultados, por lo que 

no los sometimos a estudio estad!stico, pero lo que si qu~ 
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remos hacer constar es que estos se llevaron a cabo inmedi~ 

tamente de irradiarse los ejemplares, y adem&s1 estos hab!an 

sido sacrificados recientemente, precisamente para evitar -

el que se pudiesen producir proteolisis por g~rmenes, enzi

m~ticas1 etc. Podemos asegurar, por tanto, que nuestros r~ 

sultados son fiables desde este punto de vista. 
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4. 4.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS EN LOS ANIMALES DE 

EXPERIMENTACION. 

Como se puede ver en los resultados, el lote control -

tuvo mayor aumento de peso, esto es debido, a que a igual

dad de cantidad de alimento, el pienso comercial era m!s -

c?mpleto que el que llevaba trucha liofilizada 1 ya que en 

los lotes que com{an este dltimo 1 solo se utilizaba el pie~ 

so comercial como corrector vitam!nico mineral, de ah£ 

que hubiese esas diferencias, que no son demostrativas de 

ninguna anoma1£a. 

4· 4. 1.- Discusi6n de los resultados de las pruebas 

hem,ticas. 

Las cifras obtenidas no fueron sometidas a estudio 

estadistico porque los resultados eran muy pr6ximos -

unos de otros, estando dentro de los limites normales, 

publicados por diferentes autores como Jacotot, H., -

Cerd,n1 s. y cols. y Cascales, M. y cols., entre otros. 

Al lote control no se le someti6 a estos an!lisis, 

por considerar que sus cifras coincidir!an con las pu

blicadas, al no estar sometidos los animales a ningUn 

tipo de stress y consumir unicamente pienso comercial. 
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4. 4· 2.- Discusi6n de los resultados de las pruebas 

bioqu{micas. 

Los valores obtenidos de las transaminasas SGOT y 

SGPT han resultado normales, pudi~ndolos comparar con 

los obtenidos por otros autores como Cerd!n, s. y cols. 

y Cascales, M. y cols. 

El estudio estadistico a que fueron sometidos los 

datos de los valores obtenidos por nosotros, no da di

ferencias significativas, como se puede ver en las ta

blas VIII, IX, X y XI, ni en el estudio.comparativo i~ 

tergrupo, como explicaremos a continuaci6n. 

En primer lugar, estudiamos el grado de apreciaci6n 

de las medias por medio del coeficiente de variabilidad, 

que como se dijo, en material biol6gico no debe ser su

perior al 20% si la muestra es homog~nea. En nuestros 

resultados solo dos valores lo superan, pero en un gr2 

do tan pequefio, que lo podemos considerar dentro de los 

limites de homogeneidad. Ver tabla XII. 

En segundo lugar, estudiamos el grado de signific2 

ci6n de la diferencia de dos medias por media de la -

"t" de Student y nos encontramos con lo siguiente, ver 

tablas XIII a XXI. 
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En la SGPT, al comparar el control con la testigo, 

nos encontramos con que los valores son altamente sig 

nificativos, pero es mAs alto el valor del control que 

el del testigo, con lo que esto nos demuestra que el 

grupo testigo tuvo menos actividad enzimAtica que el 

grupo control. 

Al comparar el grupo control con el denominado 100 

Krad., los resultados no son significativos en cuanto 

a la ~' por lo que se puede decir que el resultado es 

el mismo para un lote que para otro, es decir, son ho

mog~neos. 

IgUalmente, al comparar el grupo control con el d~ 

nominado 200 Krad., los resultados son similares y tam 

bi~n se puede decir que son homog~neos. 

En la .. SGOT, comparando el control con el testigo, 

el valor de la ~ es significativamente diferente al -

nivel del 95% de probabilidad y no al 99%, es decir, 

las medias a esos niveles de probabilidad considera

dos son diferentes signif~cativamente y no diferen

tes respectivamente, pero la actividad enzimAtica es 

mayor en el grupo control Rue en el testigo. 

Cuando comparamos el grupo control con el denomin~ 

do 100 Krad., nos encontram~s que con respecto a la ~ 
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los resultados son altamente significativos, pero ocu

rre igual que en el grupo ant~br, el nivel de transa

minasas es bastante mayor en el grupo control que en -

el 100 Krad., por lo que se ve una menor actividad en

zim!tica en este dltimo lote. 

Al comparar el grupo control con el denominado 200 

Krad., nos ocurre exactamente igual que con el grupo -

testigo, siendo tambi~n mayor la actividad enzim!tica 

en el grupo control que en el comparado. 

En definitiva podemos decir, sin m!s que observar 

detenidamente las tablas anteriores, que los niveles 

m!s bajos de transaminasas se han obtenido en los gru

pos que han sido alimentados con trucha, y en especial 

trucha irradiada, sobre todo con relaci6n a la SGOT. 

Con relaci6n a la SGPT, salvo el valor del grupo test! 

go, los otros grupos han dado valores muy pr6ximos, de 

lo que se desprende la no toxicidad para el h!gado, de 

la trucha irradiada utilizada como alimento. 

Em tercer lugar, estudiamos los intervalos de con

fianza de la media, y compar&ndolos con los valores o£ 

tenidos en los an&lisis de la sangre de los animales, 

vemos que pr,cticamente todos los valores est~n compren 

didos dentro del intervalo de confianza del valor medio. 

Tablas XXII, XXIII, XXIV y XXV. 
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As! tenemos que en el grupo control, en la SGPT, -

para una probabilidad del 95%, solo se salen del inte~ 

valo dos valores en el limite inferior y otros.dos en 

el superior. Para la probabilidad del 99% solo se sa

len dos valores del limite inferior, ya que la cifra -

27,75 es pr&cticamente igual a 27,83. 

Los valores que se salen en el l{mite inferior, son 

valores bajos de actividad enzim!tica, de modo que nos 

sirven para asegurar, adn m&s, que esos animales no p~ 

dec!an lesi6n hep&tica. 

En cuanto a los valores que se salen por el limite 

superior, son tan pr6ximos al limite, que se puede de

cir que son iguales, pero compar&ndolos con el limite 

superior que se da para estos animales, 80 UI/1., son 

tambien bajos. 

En el mismo grupo control, con relaci6n a la SGOT 

para la proba~ilidad del 95%, se salen fuera del limi

te inferior cuatro valores, y del limite superior tres, 

sin embargo para el valor del 99% solo se salen dos v~ 

lores en el limite inferior y uno en el superior, ya -

que los valores 39,61 y 39,77 los podemos considerar -

iguales al valor del limite que es 39,50, valiendo la 

discusi6n del apartado antetDr. 
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En el grupo test_igo y para la SGPT, tenemos que p~ 

ra la probabilidad del 95% se salen dos valores por el 

limite inferior, ya que los valores 13,64 y 13,59 son 

prActicamente iguales, y otros dos por el superior, p~ 

ro con poca diferencia en sus valores. 

Para la probabilidad del 99%, se siguen saliendo -
I 

los dos mismos valores por el limite inferior y ningu-

no por el superior, co~siderando a los valores 19,99, 

19,98 y 19,53 como iguales. 

,Con los valores de la SGOT, para la probabilidad -

del 95%, tenemos que se salen del limite inferior dos 

valores y otros dos del superior. 

Para la probabilidad del 99%, se sale solo uno del 

limite inferior, al considerar que los valores 26,91 y 

26,52 son iguales, y uno del limite superior; como pu~ 

de verse, la misma discusi6n de los casos antaiorres -

vale para este grupo. 

En el grupo 100 Krad., con relaci6n a la SGPT y p~ 

ra -la probabil_~d~d del 95%, se salen dos valores por el 

liMite inferior y otros dos por ei superior. 

Para la probabilidad del 99%, del limite inferior 

se sale solo un valor y del superior dos. 
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Para la SGOT y para la probabilidad del 95%, del 

valor del l!mite inferior se salen tres valores y del 

limite superior dos valores. 

Para la probabilidad del 99%, del valor del l!mi

te inferior no se sale ninguno y del superior dos, pe

ro con pocas diferencias en los mismos con relaci6n al 
I 

l!mite, valiendo la mlsma discusi6n. 

En el grupo 200 Krad., con relaci6n a la probabili 

dad del 95% en la SGPT, se salen dos valores del limi

te inferior y otros dos valores del limite superior. 

Con relaci6n a la probabilidad del 99%, del limite 

inferior no se sale ninguno, y del superior dos valo--

res. 

En cuanto a la SGOT de este mismo grupo, en lo re

ferente a la probabilidad del 95% del limite inferior 

se salen tres valores y del superior dos. 

En la probabilidad del 99%, del limite inferior no 

se sale ninguno, ya que 24,99 es igual, pr&cticamente, 

a 25,21 y a 25,25, sali~ndose del limite superior dos 

valores. 

De todo esto se desprende, que los valores que se 
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salen por debajo de los l!mites inferiores, son favor~ 

bles, ya que como dijimos, hay menor actividad enzim~ 

tica y~ por lo tanto, no hay evidencia de lesi6n en 

el 6rgano estudiado. 

Hemos considerado que menos de media u.r. no era -

diferencia y por eso h~mos igualado ciertos valores. 

Los valores que se salen de los l{mites superiores, 

son o con poca diferencia o con cierta diferencia los 

menos, aun inferiores a los l!mites dados para los va

lores de las transaminasas en estos animales, como di

jimos anteriormente y que no llegan ni a la mitad del 

valor limite que figura en las publicaciones como va

lores normales. 

Como consecuencia de estos estudios estadisticos, 

podemos asegurar que no hab{a lesi6n detectable enzi

m!tica en el h!gado de ninguno de los animales y que, 

por lo tanto, el alimento consumido no lesiona dicho 

6rgano. 
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4. 4. J.- Discusi6n de los resultados histol6gicos. 

A la vista de los resultados obtenidos 1 no se apr~ 

ciao diferencias entre las preparaciones de los 6rga -

nos de los diferentes grupos, tanto en las de h{gado 1 

como en las de rin6n1 pudiendo afirmar que todas ellas 

son comparables entre s{. 

De todos son conocidas las diferentes funciones del 

h{gado y debido a ello, este 6rgano es el que preferi

blemente se estudia para detectar posibles anomalias 

en el metabolismo de ciertos alimentos, al poder pre 

sentar toxicidad al ser ingeridos1 o por ser t6xicos al 

haber sido ~ratados con diferentes procedimientos. 

Nosotros consideramos que la trucha era pr!cticame~ 

te prote{na al estar liofilizada y como una de las fun

ciones de este 6rgano es la de la s!ntesis y desdobla

miento de prote{nas, en caso de ser nocivas, se podr{a 

producir la alteraci6n'correspondiente y nosotros la -

podr!amos evidenciar, por medio de las pruebas de lab! 

lidad en el suero, ya expuestas, y por medio de las CE 

rrespondientes preparaciones histol6gicas. El result~ 

do ha sido rotundamente negativo, por lo que podemos -

asegurar que la trucha irradiada no es nociva para el 

h!gado desde el punto de vista de nuestros experimen

tos. 
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A su vez, el rin6n ha de eliminar todos los metab2 

litos que no son aprovechables por el organismo, o los 

que se producen al ingerir sustancias nocivas, las cu~ 

les pueden lesionar este 6rgano al eliminarlas, siendo 

detectables estas lesiones de diferentes formas, entre 

las que se encuentran las preparaciones histol6gicas. 

En nuestras prepar~ciones, no hay evidencia de le

si6n en ninguna de ellas, de modo que los metabolitos 

que se han producido al ingerir las truchas, no han -

sido lesivos para estos 6rganos1 por lo que podemos -

asegurar, tambi6n, que la trucha irradiada no lesiona 

los rinones de los animales de experimentaci6n que se 

han empleado en esta experiencia. 
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5·- CONCLUSIONES. 

De los resultados y discusiones expuestos en. los diferentes 

apartados del presente trabajo, se pueden deducir las siguien

tes conclusiones: 

1!) Que la dosis de 100 Kfad (1 KGy), es suficiente para 

reducir la carga microbiana de la trucha, en un grado tal, que 

permita conservarla fresca, sin congelar, durante un tiempo -

aproximadamente de tres semanas, refriger~ndola entre 0 y 42C. 

21t Emplear dosis mayores no es conveniente, desde el pun 

to de vista econ6mico, ya que no se obtienen resultados m~s ~ 

favorables a los obtenidos con la dosis administrada por nos£ 

tros. 

J!) Dadas las caracter!sticas del habitat de estos anima

les en las piscifactorias, en las cuales se intenta aproximar 

al medio natural, los g~rmenes encontrados no son pat6genos, 

aunque son suficientes para pro ducir la putrefacci6n de la 

trucha. 

4!) El proteus, g~rmen encontrado en las truchas proceden

tes del mercado, y que se ha considerado de contaminaci6n ex~ 

gena, desaparece completamente con la irradiaci6n, por ser muy 

sensible a la misma. 
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5§) Los amino,cidos prot~icos del musculo de la trucha, -

no son alterados por la dosis de 100 Krad (1 KGy), ni por la 

dosis doble, manteni~ndose las cantidades de los mismos iguales 

en los tres grupos analizados. 

6!) Las truchas irradiadas no han producido ninguna enferm~ 

dad de tipo toxicol6gico en los animates de experimentaci6n,d~ 
I • 

tectable, ni por s{ntomas ni p~r los an!lisis correspondientes, 

quedando por ello probada la inocuidad de las mismas. 

7!) La energ{a nuclear aplicada a la conservaci6n de los 

alimentos, puede ahorrar otras fuentes de energia. 
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