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Conservacibn de la trucha (salmo gairdneri irideus) por medio

de radiaciones ionizantes y estudios toxicolbgicos.
—RESUMEN

Se irradian truchas procedentes de piscifactorfa, con una
fuente de Co-60 y se estudia su tiempo de conservacibn por --
procedimientos microbiol&gicos'y quimicos. Asf mismo se ha -
cen estudios de comestibilidad y toxicidad en animales de la-
boratorio (ratas Wistar), por medio de pruebas hem&ticas, se~

rolégicas e histoldgicas.

Tambien se hacen estudios de los posibles cambios en los
aminofcidos protéicos del mlsculo de la trucha al ser irradia

da.

Los resultados indican que las truchas irradiadas con 1la
dosis de 100 Krads. (1 KGy), se conservan frescas unas tres =—
semanas por término medio, depemdiendo de la carga microbiana
inicial, sin congelarlas posteriormente, sino dnicamente re -

frigeradas entre 02 y 42 C.
La toxicidad es negativa en animales de experimentacién.

"La composici6bn de los amino'acidos protéicos 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 energia.
Esta energfa 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 células y la forma, vegetétiva o esporulada. Estos cam-
bios se producen en microsegundos después de la irradiacibn,
sin embargo, los efectos macroscbpicos o de simple vista, tar

dan un poco mas de tiempo en observarse.

Asf, si irradiamos un cierto nfimero de células (bacterias)
con una cierta dosis, encontramos que el ndmero de las mismas
se mantiene después de la irradiacibn, pero si hacemos una --
siembra de ellas en un medio s6lido adecuado, nos encontramos
con que no hay el mismo niéimero de colonias, compar&ndola con
otras no irradiadas, sino que aquel es menor, ya que algunas
de ellas han sido lesionadas con la irradiacibn, incapacitén-
dolas para reproducirse y, por este motivo, no han podido for

mar colonias.

En el presente trabajo se irradian truchas con el fin de
reducir la carga microbiana y se controla la misma por proég
dimientos microbiolbgicos y quimicos, para averiguar el efec

to de la irradiacién.

Tambien se hacen estudios de los posibles cambios que pu



dieran producirse en la protefina muscular de la trucha por e-

fecto de la irradiacibn.

Bacq y Alexander, 1.964 b), indican cambios qufmicos en -
protefnas, tales como la lisozima y la albfimina del suero bo-
vino, al recibir una dosis de 5§ Mrads. (50 KGy) a 150 Mrads.
(1,5 MGy) irradisndolas con electrones de 2 MeV, pero no in-

dican nada con dosis mas bajas.

Igualmente se realizan estudios toxicolbgicos 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 anflisis -
tales como : recuento, férmula, velocidad, hematocrito, hemo
globina, valor globular, transaminasas y estudios histolégi -

cos en hfigado y rifibn.



1, 1.~ ANTECEDENTES E HISTORIA.

Aunque se conocfan desde muy antiguo, las radiaciones
ionizantes, los generadores de rayos X y los pénetrantes
rayos gamma, no se aplicaron a los alimentos hasta muy =~
tarde, emplefindose en principio los rayos ultravioleta, -
los rayos infrarrojos y las radiaciones electromagnéticas,

asf como las ondas ultrasbnicas o ultrasonidos.

Todas estas alternativas tenfan grandes desventajas -
para uso prictico, incluyendo el limite de efectividad —

biolégica o la adecuada penetracibn. Hannan 1,956 b).
Las ventajas que se podrfan enumerar eran:

1) Alta eficieficia en la inactivacién de microorganis

mos y otras formas de vida posible.

2) El1 aumento de la temperatura y los cambios tota—-—
les quimicos producidos, son pequefios. Los alimentos se

pueden tratar crudos o precocinados, si se quiere.
3) Con material de grosor apreciable, pueden ser tra
tados en contenedores hechos de diversos materiales, como

plésticos, vidrio o metal.

4) El proceso de irradiacibn podfa ser utilizado en



operaciébn continua.
Las desventajas eran @

1) El costo del proceso no podfa estimarse con ningu
na aproximacibn. Los costos del desarrollo del trabajo y
del inicial del equipo, eran baétante altos.

2) Los efectos quimicos producidos, con ciertas dosis
eran frecuentemente adversos, produciendose cambios en ——
los caracteres organolépticos, tales como olores desagra—
dables, pérdidas de color, textura y otras propiedades —~—
que, actualmente, pueden ser controlados afiadiendo aditi-
vos a la complejidad del proceso y utilizando dosis ade -

cuadas.

3) Los enzimas no son, en general, inactivados por -
la irradiacidn, pero aparecfan efectos adversos al almace
narlos, particularmente en frutas y vegetales, problemas

que, en la actualidad, han sido resueltos,

Sin embargo, las modernas técnicas de irradiacién, u-
tilizando isbtopos radiactivos artificiales, emisores gam
ma de alta energfa, como el Co-60 y el Cs-137, con perio-
dos de semidesintegracibn de 5,27 y 29,4 afios, respectiva
mente, y los aceleradores de partfculas, como el de elec—~

trones, hacen que todo esto varfe en un grado tal, que po



demos considerar estos procedimientos como ideales para =~

la conservacidn de los alimentos.

La irradiacibn de pescado ha sido cronolfgicamente -
posterior a la de otros alimentos. Hannan 1,956 d), men-
ciona un poco de pasada, la irradiacibn con bajas dosis =~
de productos del mar (pespados y moluscos), hablando de -
incompleta esterilizacibﬂ, mencionando otro trabajo con -
el mismo objetivo, por lo que podemos decir que, en la dé€
cada de los 50, no era muy utilizado este procedimiento -

para conservar el pescado,

Sin embargo enla década de los 60, parece que preocu-
pa un poco mis la conservacibn de los productos marinos y
asf Hanneson, G. en 1,972, da una lista de 112 trabajos -
de los que, la mayor parte, han sido sobre productos mari
nos y todos ellos realizados en los Gltimos 6 6 7 afios de
dicha década. En Alemania, por Ehlermann, en 1.969, pu -
bliclindose sus trabajos en 1.970. En Viena, en 1.976, por
Hansen y en 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 comin, el haber utili-
zado altas dosis de irradiacibn, con lo que se detectaron
cambios en la textura, fndice de agua, etc., de las tru -

chas.



Nuestro trabajo ha sido realizado con dosis mas bajas
y de esa forma, hemos eliminado los problemas que se po =

dfan presentar, como se veri en los resultados.



1. 2.~ FUNDAMENTOS.
1. 2, 1,~ Efectos sobre los microorganismos.,

Con bajas dosis de irradiacibn, se producen sblo
pequefios cambios en las células vivas, como, por ejem
plo, en la tasa de respiracibn o en la divisién celu-
lar. Sin embargo, cBn dosis mayores se producen gran
des dafios a las células y mids o menos, la muerte inme

diata.

En el rango de dosis intermedias, se observan una
serie de Eambios caracteristicos. Estos son princi -
palmente genéticos, apareciendo primeramente una tasa
incrementada de mutaciones y entonces, se interfiere
en el mecanismo de reproduccibdn celular. Hannan 1.956

(b.

La sensibilidad de los diférentes organismos y de
las diferentes células de un mismo organismo complejo,
estin a gran distancia unos de otros, pero, en gene -
ral, el organismo mas complejo es mis sensible a los
dafios de la irradiacibn; asf, el hombre y los anima -
les superiores, son del orden de mil veces mis sensi-
bles que las bacterias. Las células de desarrollo rf
pido son altamente sensibles generalmente; los 6rga -

nos reproductores o las células tumorales de animales,



por ejemplo, son mis sensibles que el misculo y las -
bacterias en forma vegetativa, m&s sensibles que en -

forma esporulada.

1. 2. 2.- Caracteristicas generales de los efectos ~
sobre los microorganismos.

Lo primero a destacar es que el daiio por irradia-

cibn aparece sblamente después de un determinado lap-

so de tiempo,

Unas pocas células pueden ser inactivadas, pero =~
la mayoria continfia respirando normalmente y muestra
una normal capacidad para reducir el azul de metileno,
sintetizar ATP y, las que son mbviles, muestran movi-
lidad. Lla divisibén celular es, sin embargo, retarda-
da y como resultado el nimero de células individuales
puede incrementarse, no apareciendo por lo tanto colo

nias.

Moos, Gaden y Henley han demostrado que, con algu
nas bacterias, los descendientes de las células super
vivientes a la irradiacién, muestran una resistencia
a ésta superior a la del cultivo original, siendo es-
to intepretado como indicacibn de que ocurre una adap

tacibn a la misma.



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 nlmero de supervivientes, medidos>por la ca
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 ex

ponenciales de supervivencia y han demostrado que :

a) La fraccibn de poblacibn inactivada por una -~

dosis era independiente del ndmero de microorganismos

inicialmente presentes.

b) Las grandes variaciones de temperatura tienen
sblamente pequefia influencia sobre los efectos leta -

les de la irradiacibn.

c) La eficiencia de la mortandad decrece en or -
den a los rayos beta del radbn, rayos gamma del radio,
rayos X duros, rayos X blandos, neutrones y partficu -

las alfa.

Esto demuestra que estos efectns acontecen asumien
do que cada microorganismo contiene unos blancos bien
definidos de mucho mis pequeiio voldmen que la célula,

¥y que una ionizacibn en ese voliéimen, causa la inacti-



- 10 -

vacién de la misma. Utilizando diferentes radiacio-
nes se han llegado a demostrar nada menos que 250 --
blancos en el Escherichia Coli, con un difmetro medio
de 12 milimicrones cada uwno, siendo de este orden los

difmetros de los genes.

La teorfa de los blancos ha sido ampliamente dis-
cutida por mumerosos autores, entre los que se encuen
tran, particularmente, Timofeeff-Ressovsky y Zimmer,

en el afio 1.947.

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

dad de los microorganismos.

La accidn letal puede ser modificada de muchas -
formas, como explicaremos a continuacién en los suce

sivos apartados.

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

perfodo de irradiacibn.
1, 2. 3. a. 1.~ Efectos del oxfgeno.

Ha sido comprobado por Hollaender y cols.
en 1.951, que una suspensibn de Escherichia
Coli en buffer de fosfato, era tres veces mis
sensible a los rayos X en atmbésfera de oxige-

no que de nitrbgeno, habiéndose demostrado -
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.
esto en trabajos posteriores.

El efecto del oxfigeno, puede no ser debido
a un simple efecto radioquimico, sino a.cam -
bios metab6licos que pueden ser unidos a la =
radiacibn y modificar la respuesta de la misma.
Por ejemplo, en ausencia de oxfgeno, las molé
culas oxidableé reversibles tienen un poten -
cial bajo de oxidacibn-reduccidn, y como la -
radiacién es predominantemente oxidativa, se

puede tolerar mejor.
1. 2, 3. a+« 2.~ Efectos del sustrato,

La radiosensibilidad puede ser modificada
por cambios en la composicién quimica del sus
trato donde se encuentran los microorganismos,
por ejemplo, la formacibn de radicales libres
mbéviles en fase acuosa, dentro o fuera de las

células.

En solucibn acuosa, los microorganismos -

son m&s sensibles que en desecacifn.

La adicibn 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 también influye, de forma
que a pH neutro los gérmenes tienden a ser --—

mAs sensibles a la irradiacién que a otro pH.
1. 2. 3. a. 4.~ Efectos de la temperatura.

No son muy notables los efectos de la tem
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 conservar por irradiacibn y las condicio
nes de envasado y almacenado para conservar -
todas sus caracteristicas, se podrin observar
otros efectos que influyen, como el empaqueta
do al vacio, el meterlos en atmbsferas de ga-

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

la irradiacién.

Hollaender y cols. en 1.952, han demostrado —
que el tratamiento de organismos previamente a la

irradiacidn, puede afectar su sensibilidad.

Los orgahismos: "lavados" con buffer de fosfa-
to, son mis sensibles que los no lavados. La adi
cibn de inhibidores de la respiracibn, hacen tam-
bién a los microorganismos m4s sensibles.

Huber y cols. en 1.953, demuestfan que si la
leche se pone durante 45 segundos a 74,52 C. y =-—
luego se irradia a 02 C., hay mayor reduccibn de
gérmenes después de irradiar, que si no se hace
este tratamiento.

1. 2. 3. c.~ Efectos de las condiciones después

de 1a irradiacidn.

Estos efectos se han demostrado cuando se han
utilizado grandes dosis de irradiacibn, asf, la a
cumulacién 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 menores que entonces.

1. 2. 4.~ Aplicaciones pricticas a la reduccibn de -

microorganismos en los alimentos.

Se ha podido observar que para producir una este-
rilizacibn total, hay que alcanzar unas dosis muy ele .
vadas, del orden de M;;ds. (10 KGy), produciéndose qg‘
tonces cambios en los caracteres organoléppicos de —--
los alimentos, Por el contrario, si damos dosis mis
bajas, né aparecen Qichbs cambios y las cargas micro-
bianas se rebajan en factores de 10. Dependiendo de
si son formas vegetativas o esporuladas, los factores
serin maydres 6 A!nores respectivémente, pudiéndose'—

observar que>1a "vida" de almacenado aumenta si se —-

mantiene refrigerado, no congelado, desde varios dfas - -

a varias semanas.
' a
Los organismos superiores necesitan menos dosis -~
que las bacterias para ser eliminados de los alimen -
tos, taleE,COmo protozoos, insectos, larvas y otras -

formas de vida.

Por otro lado, tenemos que los virus necesitan do
sis mis altas, del orden ,de 0,8 Mrad. (5 KGy), para —

] H . : 2 - .
conseguirse una esterilizacibn comercial. *
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1. 3.- JUSTIFICACION.

La justificacifn del procedimiento se puede dividir -
en dos vertientes, una higiénico-sanitaria y otra econbmi

. Cae

La primera se desprendg de que si por medio de la ir-
radiacifn, se consigue rebajar la carga microbiana inicial
ya se estf mejorando la calidad del alimento y al estar -~
envasado, evitamos posteriores contaminaciones hasta su -

consumo.

Pero sin duda, la vertiente mis importante es la eco=
nbmica, ya que al prolongar la vida comercial de los ali-
mentos perecederos, las pérdidas son menores y, ademis, -
la energia que se utiliza para este procedimiento es mu -
cho menor que la empleada para cualquier sistema de con -

servacibn de alimentos.

En el Symposium Internacional de Conservacibn de Ali~
mentos por Irradiacibn, éelebrado del 21 al 25 de Noviem=
bre de 1.977, en Wageningen (Holanda), se presenté un —-
trabajo (Brinjolfsson, 1.978), en el que se decfa que el
16,5% del total de la energfa consumida en EE.UU., se de
‘dica a los diferentes sistemas de preparacibn, conserva-

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

un estudio comparativo de la energfa utilizada para --
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conservar los alimentos por los procedimientos convencio-
nales, frente a la utilizada para conservarlos por irradig
cién, viéndose que ésta es menor.

.

En la Tabla XI del mencionado trabajo, se dan las ci-
fras de energfa consumida en KJ/kg (Kilojulios/Kilogramo)
en los diferentes procesos de conservacibn de pollos, te-
niendo que, frente a los l§.460 KJ/kg de energfa utiliza-
da para radappertizar pollos enteros sjn pelar, se utili-
zan 46.600 KJ/kg para congelar pollos troceados y pelados;
27.550 KJ/kgy+si previamente se han gocinado y después -~
congelado. Si, por el contrario, s8lo se refrigeran los -
pollos troceados y pelados, necesitan una energia de -
17.760 KJ/Kg., pero si estos mismos pollos sé radiopaste-
rizan, se utilizan 17,860 KJ/Kg.,.é; decir, s8lo 100 KJ/
Kg..még,'siendo la conservacibn msé.larga con el dltimo
procedimiento, teniendo, por lo tanto, mayor vida comer—

cial.

El costo de las plantas de tratamiento, comparadas con
las convencionales, son publicadas enfgtro trabajo presen
tado .también por EE.UU. al mismo Sxmpoéium& Kennard, -~
1.978, en'el que se incluyen los‘gaiz de amortizaaibn -~

de las mismas y su méximo apravech nto al utilizarlas

-al méximo, irradiando diferentes alimentos e incluso, di-

. ferentes productos, como material médico, etc.

+

‘ i
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Volviendo al alimento, objeto de nuestro estudio, la
trucha, tenemos que, segfin un trabajo publicado por Cue~
1lar Carrasco y Dfaz Yubero, 1.976, en Espafia habfa, en
el afio 1.975, un total de 113 piscifactorfas, dedicadas
a la crfa y comercializacifén de la trucha, con una pro--
duccibn 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 piscifactorfa.

En el afio 1.979, segin datos del I.C.0.N.A., las pis
cifactorfas habfan aumentado su némero a 150 y la produc~
cidn 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 volﬁmen de capital ~
—que se ha movido es importante; si tomamos la media de -
los precios 90 Ptas./Kg. y la cifra inferior de produc—-

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

la cual creemos que es importante.

Hay que tener en cuenta que este pescado s8lo se con-
sume en estado fresco, y en muy poca cantidad, ahumado, -
por lo que un procedimiento de conservacibfn como el gque -
nosotros estudiamos, serfa una solucibn para evitar las -
pérdidas por putrefaccibn, que no cabe duda, que son im—-
.portantes y, ademis, serfa un aliciente para aumentar la

produccibn y regular la oferta y la demanda.
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Al estarse tendiendo, en la actualidad, a sustituir-
se las fuentes de irradiacibn de isbtopos radiactivos, -
por aceleradores de electrones, que tienen la ventaja de
que cuando no estin en funcionamiento no emiten ningin -
tipo de partfcula radiactiva, ni originan residuos radiac
tivos, seria interesante hacer un estudio econémico del -
proceso, el cual no es mot%vo de nuestro trabajo, en al--
gunas de las zonas devmayof produccin en Espafia, tal co-
mo la provincia de Guadalajara, por ser una de las que ——
mds produccibn tiene y con piscifactorias prbximas entre
sf, estando wubicada la planta de tratamiento, o bien jun
to a la piscifactorfia de mayor produccifn, o equidistante
a las que entre todas obtuvieran una produccibn superior,
.y de esa forma hasta se podrfan tratar otros productos'f—
procedentes ‘del campo y que fuesen perecederos, como las
patatas, ajos, etc., coA lo que se producirfia un mayor =-=—

aprovechamiento de la planta.
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2.~ MATERIAL Y METODOS.
2. 1.~ OBTENCION DE EJEMPLARES.

Para este trabajo se han empleado, como producto esen
cial, truchas procedentes todas ellas, de piscifactoria,
pero con la salvedad de utilzarlas en dos escalones de su
proceso evolutivo comerciai, es decir, tratando la trucha
recién sacrificada, cuyo origen ha sido las piscifactorfas
de la provincia de Guadalajara, fundamentalmente,de la zo '
na de Cifuentes, y las de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieros de Montes de Madrid, y los ejemplares adquiri-
dos en el Mercado, los cuales, como m&ximo, hacia tres =~
dfas que habfan sido sacrificados hasta ser adquiridos por

nosotros.,

Las truchas eran todas del tamaiio 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 piscifactorfas visitadas, fué el habitual.
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2. 2.~ PREPARACION DE EJEMPLARES.

Inmediatamente después del sacrificio, las truchas -
eran transportadas al laboratorio; haciéndose lo mismo -
con las adquiridas en el mercado. Se evisceraban, trocea-
ban y empaquetaban en bolsas de plastico "rilsan" (nylon
francés), con el fin de ev?tar contaminaciones posterio-

res a la irradiacibn.

El troceado se hacfa partiendo por la mitad la tru--
cha, empleando el eje longitudinal de la misma; acto se-
guido, se empaquetaba, cerrfndose herméticamente por ter-
- mopresién, sin vacfo, y se anotaba en la bolsa la que era
t;sbigo, y en la otra mitad, la que era irradiada, de mo-
do gue las muestras que se utilizaban para controles, eran
de la zona simétrica del cuerpo y asf se podfan comparar

con mis rigor,
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2. 3.- IRRADIACION.

La irradiacibn se hacfa en la fuente de irradiacibn -
Y“Nayade" de la J.E.N., cuyas fuentes son de Co-60, admi--
nistrindose unas dosis de 100 Krad. (1 KGy) y 200 Krad.
(2 KGy), pas&ndose, a continuacibn, a realizar los anfli-

sis correspondientes.
2. 3. 1,- Fuente Nayade. Descripcibn.

En esta unidad de irradiacién, las fuentes radiag
tivas estin situadas en el fondo de un pozo lleno de
agua, que actlia 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 seccibén cuadrada de 1,20 m. de lado,
¥ 4,20 m. de profundidad. Las paredes est&n convenien

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 =
(3,7 x 10‘4 Bg.), situados en un punto del fondo sin
autoabsorcibn, seglin los c&lculos, serfa 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 cir
cular, rodeando a un portamuestras cilindrico que con
tiene el material a irradiar, consiguiéndose con esta
disposicibn, un campo Ae irradiacifn bastante uniforme

en la parte central del referido portamuestras.

Los portamuestras tienen 4,6, 13 y 28 cm. de dij
metro, pudiéndose cambiar de una a otra geometrfa de

irradiacifn, manipulindose convenientemente.

Se han hecho c4lculos de las curvas de isodosis
para las geometrfas mayores, calculando el 100% en -~
el centro del contenedor de muestras, siendo la in--
tensidad de exposicibn, en las geometrias G-2, G-3 y
G=~4 con unos volimenes de irradiacibn de 82, 270 y
2.000 cm3, respectivamente, y con una relacibn dosis
m&xima/dosis minima, de 1,5 dentro de los citados vo
lGmenes, de 3,7 MR/h (954,6 C/kg.h.), 1,1 MR/h - -
(283,8 C/Kg.h.) y 0,33 MR/h. (90,3 C/Kg.h.), respec-

tivamente.



- 23 -

2. 3. 2.~ Dosimetrfa.

Para medir las dosis de la irradiacibn gamma, el
‘método de Fricke es el mis exacto de los dosimetros -

quimicos.

Su fundamento es el de medir la concentracibdn de

+ R :
Fe 3 después de irradiar una solucién 4cida de sal =
ferrosa en agua saturada de aire, ya que ésta cantidad

es proporcional a la irradiacibn.

La determinacibn de la concentracién del ibn fé-
rrico producido se hace por espectrofotometria, y los
cllculos se basan en suponer que se oxidan un promedio
de 15,5 &tomos de hierro por cada 100 eV de energia -

absorbida por la solucién, (valor G).

Las dosis pueden medirse con un error inferior al

2%.
2. 3. 2. a.~ Cllculos.-

Dosis en el dosimetro:

Se parte de los siguientes datos:

Valor G= 15,5

Densidad de la solucibn del dosfmetro= 1,024

gr./ cm3.
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+
Coeficiente de extincién del Fe3 a 23,7¢C,=

2,174 litros/mol. x cm.

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 23,72C. de
la solucibn irradiada con respecto a la no irra-
diada.

d= es el paso:de la luz de las células de --

cuarzo del espectrofotbémetro, expresado en cm,

Si se hace a otra temperatura se utiliza la

correccidn siguiente:

Dosis megdida a t2 C.
Dosis corregida=

1 + 0,007 (te C=23,7°C.)
Siendo t2 la temperatura de la solucibn irra-

diada en el momento de la lectura.
Dosis en un cuerpo cualquiera.-

Si se irradia otro material, se efectfia la co
rrececibn, ya que el material y el dosimetro pueden

no absorber la misma energfa.

Se supone que en la absorcién predomina el efec
to Compton y la correccién se efectla de la si--

guiente forma:
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Z/A del material
Dosis material= x Dosis dosfimetro
Z/A del dosimetro

en rads (Gy)

Siendo Z/A del dosfmetro = 0,553 y Z/A del ma
terial la fraccibn misica de cada uno de los elemen
tos, siendo Z= n? atbmico y A= peso atbmico.

2+ 3. 2. b.- Unidades.

Actividad.-~ Se define como el n@imero de trans
formaciones nucleares que ocurre en una cantidad

de sustancia radiactiva en la unidad de tiempo.

La unidad es el Curio (Ci.), que es la activi
1
dad de una fuente en la que se producen 3,7x10 0

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

La nueva unidad es el Becquerelio (Bq.) que =
se define como una desintegracibn por segundo, de

modo quet?
10 .
1 ci= 3,7 x 10 Bq= 37 GBq (giga)

Exposicibn.~ Las desintegraciones producen ioni
zaciones en el afre, apareciendo entonces la mag-
nitud exposicién, que se define como el cociente

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

masa m de afre, para rayos X y gamma.

La unidad de exposicién es el Roentgen (R) =
que se define como la exposicibén que produce en -
1 cm3 de aire a 09C, y 760 mm. de presibn de Hg.,
iones que transportan una unidad electrostitica

de carga de cada signo.

La nueva unidad es C/Kg. (Culombio/Kg) y 1la

relacifn entre ambas es:
1 ¢/Kg. = 3.876 Roentgens.

Dosis absbrbida.— Cuando a esa exposicibn se
coloca un ohjeto cualquiera, aparece la dosis ab-
sorbida, que es el cociente W/m, siendo W la suma
de todas las energifas de los electrones arranca -
dos por el haz primario de radiacibn y que se di-
sipan dentro del volGmen del objeto que posee una

masa m.

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 re

lacibdn entre ambas : 1 Gy = 100 rads.
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Factor E.B.R. (eficacia biolégica relativa).~
Como el nfimero de rads (Gy) absorbidos por un te-
jido o un 6rgano, no determina el efecto biolbégico
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
Radiobiologia, que se mide en rems, como la dosis
de cualquier radia;i6n requerida para producir el
mismo efecto biolbgico qué 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 relacibn:
Dosis en rems = Dosis en rads x E.B.R.

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

cibn entre ambas es:
1 Sv = 100 rems.

Factor f.~ Para convertir la exposicién en do
sis absorbida, ya que est8 en funcibn de la natu-
raleza del material irradiado y de la energfia de

la radiacibn, existe otro factor que nos relaciona
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la dosis absorbida con la exposicibn de la siguien-

te forma:
Dosis absorbida = f x exposicién,

Para ciertas energias de radiaciones hay facto-
res muy distintos entre las dosis absorbidas por di
ferentes tejidos dé un organismo, como por ejemplo,
el hueso y el mésculo, siendo la relacién 4:1, res-
pectivamente, pero para otras energfas a partir de
0,15 MeV en adelante, el factor es muy préximo a la
unidad, tanto en hueso cowmo en mlsculo y se puede -

decir que 1 R es, aproximadamente igual, a 1 rad.
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Tipo de radiacibn

Rayos X, gamma, beta.

Neutrones térmicos. .

Neutrones r4pidos . .

Protones @ o e o

Particulas alfa « .

Nficleos de retroceso.

E.B.R.
t e e e e e e e 2,5
10
10
e e e e e e e e 10
20
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4.

CONTROLES MICROBIOLOGICOS.
2. 4. 1.~ Medios de cultivo.

El primer medio empleado, utilizado como diluyente,
es el agua de peptona, en la proporcién de 1 gr/l., cu
ya composicibn es 0,66lgr. de peptona y 0,33 gr. de =~
ClNa, para preparar un.litro. Una vez hecha la prepara
cibn se esteriliza en autoclave durante 15 minutos, ha
biéndose repartido previamente en tubos de ensayo, con
tap6n de rosca, a razbn de 9 cc. por tubo y en frascos

con tapbn de rosca, a razén de 45 cc. por frasco.

A estos frascos se afiadfan 5 g. del mfisculo de la
trucha y se trituraba, con lo que se obtenfa la prime=
ra dilueibn, es decir, la 10" . De esta fltima dilu- -
cibén, se tomaba un cc. y se afiadfia a un tubo de los =~
preparados con el mismo medio y de é&ste, otro éc. al
siguiente, y asf sucesivamente, con lo que se iban ob-
teniendo las diluciones sucesivas de 10—2, 10—3, 10-4,

etc., y de éstas, se sembraba en los medios 1fquidos y

sblidos.
El procedimiento de trituracibn era el siguiente:?

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

de la irradiada, en condiciones estériles, 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 continuacifn se flameaba la bolsa de pléstico
hasta conseguir un orificio suficientemente grande -
para poder obtener la ‘muestra sin contaminacibn, pe-
ro en un lugar alejadolde 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 habfan afiadido al frasco con los =
45 cc. de agua de peptona estéril, los § g. del mfiscu
lo, se tapaba hasta poderse realizar la trituracién -

del mismo.

La trituracibn se realizaba con una trituradora a
la cual se le habfa colocado un vistago de calibre su-
ficiente para que entrase por la boca del frasco y al
que previamente se habfa esterilizado con llama de al-
cohol durante 6 6 7 minutos. Después de que el v&stago
se enfriaba se introducfa en el frasco hasta el fondo
y se procedfa a la trituracibn de la muestra a 20.000
r.p.m., con lo que la homogeneizacibn era lo mis 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 hacfan las diluciongs o se sembraba directamente -

en los medios empleados.

El segundo medio lfquido empleado, es el agua de

triptona enriquecido con citrato de hierro y cistina.
La preparacibn es como sigue:

- Triptonasccccecesscesccsanss 10 g./litro
~ ClNBeessoscseosesascscoosnse 5 go/litro
- Agua destilad;..--... CeSePe un litro.
al cual se le afiadfan 0,2 g./l. de cistina y 0,5 g./1.

de citrato de hierro,

La disolucién de los productos hay que hacerla en
caliente, consiguiéndose la total disolucién de los -

mismos si se efectta en ebullicibn.

A continuacibn se distribuye en tubos de ensayo, -
con tapbn de rosca, a razbn de 9 cc. por tubo y se es—

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

gérmenes productores de SH, y de Indol.

2

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 30éC., durante 48-72 horas, hacién
dose la primera lectura a las 48 horas y en caso de -

duda, a las 72 horas.

El medio, que toma un color amarillo claro recién
preparado, se torna oscuro, casi negro, cuando hay --—
gérmenes prodﬁctores de SHz, por formar un precipita-

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

Sobre estos tubos de positividad, se afiaden unas
gotas del reactivo de Kovacs, y si hay gérmenes produc
tores de Indol, se produce en la zona de contacto un
anillo de color rojo intenso; en caso negativo, el ani
1lo es el formado por el reactivo, que al ser menos den
so que el medio, se queda sobrenadante y de color ama-

rillo transparente y de consistencia oleosa.

El reactivo de Kovacs se compone de alcohol amflico,

para-dimetil-amino~benzaldehido y ClH puro.
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La forma de prepararloc es como siguet

Se disuelven 10 g. de para-dimetil~amino-benzal
dehfdo con 150 cc. de alcohol amflico en bafio Maria
a 609C. A continuacibn se deja enfriar y se afladen,
gota a gota, 50 cc. de ClH, con lo que se obtienen -~

210 cc. del reactivo.

El siguiente medio 1fquido empleado es el Brillian

Creen Bile al 2%,cuya composicidn es:

PeptoNacescscencevcosncsscscveesss 10 g./1.

LactoSa@esescccesssccsencesonassee 10 g./1.

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

Verde brillant@eeccsessscssccacessse 0,0133 g./1.

=~ Agua destiladacceeccssaccseCaSepe 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-
liz4ndose a continuacibn en autoclave durante 15 minu~

tos.

Este medio se usa para detectar o confirmar la pre
sencia de gérmenes del grupo coli-aerbfgenes. Tiene el

mismo principio que el caldo de Mac-Conkey, pero en —-—
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1,948 Mac-Kenzic y cols. demuestran que el verde bri-
llante suprime el crecimiento de gérmenes anaerobios,
fermentadores de lactosa, tales como el Clostridium -
perfringens, los cuales dan reacciones positivas fal-
8as a los 44°C., que es la temperatura de cultivo para

este medio.

La positividad se produce cuando el caldo se entur
bia y cuando en 1a campana Durham aparece un desplaza-
miento del lfquido por estar ocupado por gas, como con

secuencia de la produccibén del mismo por los gérmenes.

Algunos organismos como el Escherichia coli, pue~-
den dar positivo al "Brillian Green Bile" y, ademis,
ser Indol positivo, por lo que se consideran del gru-
po Escherichia coli I, y si son Indol negativos, indi

can Escherichia coli del grum I 6 VI,

El siguiente medio 1lf{quido empleado, es el "Lau

ryl Tryptosa Broth", cuya composicién es la siguiente:

~ TriptoSasciccessoaceosascrssosacne 20 g./1.
~ LactoSaesceceetecccocsanascannans 5 g./1.
- Fosfato dipotésico.......;....... 2,75 g./1.
= Fosfato monopot8s5iGOeeeesescosesves 2,75 g./1.
~ Cloruro s6diCO.cees.cocescsacanss 5 g./1.

~ Lauryl Sulfato s0dicOeeccceieccoae 0,1 g./1.



- 36 -

El medio se prepara diluyendo todas las cantida-
des anteriores en agua destilada hasta un litro, se =~
dosifica en tubos de ensayo con tapbn de rosca y con
campana de Durham, esterilizindose en autoclave duran-

te 15 minutos.
La positividad es igual que en el anterior, apare-
ciéndo gas entre las 2h vy 48 horas. Se incuba también

a 44¢cC.

Los medios sblidos empleados son el "Plate Count

Agar" (P.C.A.) y el "E.,M.B, Levine",
El "P,C.A." lleva la composicibn siguiente:

Triptondeseesscsscscsssescnsccas 5 g./1.

Extracto de levaduraece.eese.ees 2,5 g./1.
= DextrOSAcsesscsevsnsssnconsoces 1 g./1.

= A€ATlceescccnrascvacassssccnonss 15 g./1.

Agua destiladasscececsceaCes.pe un litro.

Para prepararlo se disuelven las cantidades ante-~
riores en agua destilada hasta un litro, dejfindose en
maceracidn durante 1§ minutos. A continuacidn se hier-
ve durante 30 minutos para conseguir la total dilucién
de los productos y se distribuye en tubos anchos de -

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

Una vez realizada la esterilizacién del medio, 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 hirvien
do durante unos minutos, de modo que el nfvel del agua
sobrepase el de los tuﬁos, con lo que el medio se fun
de y cuando no hay grumos se introducen lds mismos en
un bafio Marfa a 452C. que los mantiene fundidos hasta
su utilizacibn, ya que a esta temperatura no se produ-

ce shock térmico para los gérmenes.

Cuando las placas de Petri han recibido el inécu-
lo de las diferentes diluciones, se afiade una pequeiia
cantidad del P.C.A. fundido y antes de que se enfrie 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,
sobre un plano horizontal paralelo al suelo (la mesa).
De esta forma aseguramos una perfecta distribucidn del

inbculo.

A continuacibn se dejan las placas enfriar para que
se solidifique el medio y se llevan a la estufa a 302C
durante 48 horas, tomando la precaucién de colocarlas
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 acumlarfa en la ta
pa cayese al mismo destruyendo las colonias., Pasado es

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 mfnimo -~

1 mm. de difmetro.

Para saber la carga microbiana original, se proce-

de como a continuacibn se indica?
Se cuentan las colonias que hay en la Gltima de las
placas que sea significativa, es decir, en la que haya

mi4s de 30 colonias y menos de 300,

Sea n el nGmero de colonias significativas, conta-

das en la dilucibn 1o”k, entonces tendremos que:
N2, de gérmenes/gramo de muestra = n x k.

El siguiente medio s6lido empleado es el "E.M.B. Le

vine", cuya composicibn es la siguiente:

—~ Peptonascesceres-vorocscascnce 10 g./1.
~ LactoSaesssesesernrenssccsncee 10 g./l.
= Fosfato dipot48icOeecssccrccns 2 g./1.

Agar.............-............ 15 g./l.



- 30 =

w= EOSIinNa Y..ecoacveccsoconsvccnsnns 0,4 go/lo

- Azul de metilenO.eecesceccacccas 0,005 g./1,

Para prepararlo se toman las cantidades anteriores
y se aflade agua destilada hasta 1 litro, después se -
calienta hasta ebullicibn hasta conseguir la disolucién
completa del medio, se vierte en tubos con tapbn de ros
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 hecha la siembra, se mete en

estufa a 449C.

Las colonias de Escherichia coli son, en este me-
dio, de 2 86 3 mm. de difimetro, aisladas, con pequefia
tendencia a la confluencia, exhibiendo un brillo meté-
lico verdoso con luz reflejada, y centros de color par

pura por transparencia,
2. 4¢ 2.~ Medios de tincibn.

El procedimiento de tinecibn empleado fué el de Gram,

realizindose de la siguiente forma:

1) Hacer la preparacién para el microscopio toman

do un portaobjetos limpio y exento de grasa. Si se u-
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tilizan medios lfquidos, con un asa de platino estéri-
lizada a la llama de un mechero Bunsen, se sumerge en
el medio que contenga los gérmenes a identificar y se

extiende sobre el portaobjetos.

Si se parte de una colonia de una placa, se toma el
asa de platino esteril?zada a la 1lama y se introduce
en agua bidestilada esiéril, depositindose la gota to~
mada sobre el portaobjetos; se vuelve a flamear el asa
y una vez que se ha enfriado se toma una pequeiia alf -
cuota de la colonia elegida y se extiende en el porta-
objetos con la ayuda de la gota de agua depositada pre

viamente. El asa se vuelve a flamear a continuacibn.

2) Para fijar las preparaciones,se flamea el por-
taobjetos por la cara contraria donde se ha hecho la =~
extensibn de la muestra, teniendo cuidado de que no se
caliente mucho, para lo cual se toca con el mismo en -~
el dorso de la mano para comprobarlo, pues de calentar

se mucho podrian estropearse las preparaciones.

3) Se deja enfriar la muestra a temperatura ambien

te.,

4) Se sumerge la preparacibn en cristal violeta -

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

no arrastrar la preparacibn.

6) Se sumerge la preparacibn en lugol durante un

minuto.

7) Se lava igual que en el apartado 5.
8) Se sumerge la preparacibn en el decolorante, -
alcohol etflico al 95%, durante 30-60 segundos. Se =—-—

puede utilizar acetona, pero al actuar muy ripidamente,

se corre el peligro de tener error en la identificacibn,

9) Se lava igual que en el apartado 5.

10) Se sumerge la preparacibn en safranina duran-

te 30-60 segundos.
11) Se lava igual que en el apartado §,.

12) Se seca la preparacibn y se observa con obje-

tivo de inmersién.
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2. 5.~ METODO QUIMICO.

Para ver el estado de degradacibn (putrefaccifn) de la
trucha y compararlo en la irradiada con la no irradiada, -
se utiliz8 el método de deteccibn del nitrégeno bésico vo-

145til total. (N.B.V.T.).

Este procedimiento se basa en que estas sustancias, a—~
minas b&sicas y amonfaco, tienen la propiedad de ser ficil
mente desplazables de sus sales por bases débiles y arras-
trables por vapor de agua. La cantidad de N.B.V.T. es di-
rectamente funcifén del nivel de .degradacibn protéica produ

cida por los gérmenes proteoliticos.

El N.B.V.T. desplazado por el carbonato de litio, base
débil que no hidroliza la urea, ni los prétidos, ni los a~
minoAcidos, es arrastrado por el vapor de agua, tituléndo-

se el destilado con Acido sulfdrico.
2. 5. 1.~ Material y reactivos.

Frasco de tapdn de rosca con capacidad para 250 cc.,
trituradora, tijeras, pinzas de diseccibn, bureta de =
10 cc.y, dos probetas graduadas de 50 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, solucibn de ferrocianuro de pota -
sio al 15% en agua, solucién de acetato de zinc al 30%
en agua, solucibn de fenolftaleina al 2% en alcohol e~
tflico de 902, solucibn de carbonato de litio saturada,
(alrededor del 8 por mil) en agua, solucibn acuosa de
alizarina sulfonato de sodio al 0,5% (alizarina S, ro-
jo de dizarina), solucibn décimo-normal de &cido sulfd

rico.
2. 5. 1, as= Protocolo operatorio.

1) Se pesan 10 g. del mOsculo de la trucha -

que se va a analizar.

2) Se pone el mlisculo pesado en el frasco de

tapbn de rosca con 50 cc. de agua.
3) Se tritura.

4) Se vierte en el matraz de 500 cc. el triru

rado.

§) ©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) Aifladir sucesivamente al matraz y agitando

cada vez:!

3 gotas de silicona antiespumante.
= 1 ccs de la solucibn de ferrocianuro potfsico.

~ 1 cc. de la solucibn de acetato de zinc.

5 gotas de la solucibn de fenolftaleina.

= 20 cc. de 1la solucibn de carbonato de litio.

Este iltimo afladido se acompafia de un cambio =

de color al rosa franco de la fenolftalefna.

El afiadir la silicona permite que el triturﬁdp
se pueda calentar réﬁ{damente y no se formen eépu;
mas, que podrian pasér.al refrigerante y vaso recgo
gedor del destilado; por otro lado el ferrocianuro
de potasio y el acetato de zinc realizan una defe-

cacibn que asegura el bloqueo de los prbtidos.

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 solucibn de a-
lizarina. El destilado debe caer directamente en

el 14quido, mediante un tubo de prolongacibn sumer
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gido en 81. (Figura 1).
9) Calentar el matraz hasta ebullieibn, y cuan
do el cambio al violeta de la alizarina comience, -

se continfia 1la destilacifn durante 10 minutos.

10) Se separa el matraz del refrigerante,
11) Se lava el aparato de destilacibn (refri-
gerante, empalmes, etc.) y se recoge en el vaso de

precipitados.
12) Se titula el destilado con &cido sulflrico
0,1 N., hasta el cambio al amarillo p4lido de la a-

lizarina.

2. 5. 2.- Cllculos.

Los cllculos vienen expresados en mg. de NH3 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, en 100 ml. y n es

3
el nfimero de cc. de &cido sulffirico 0,1 N., corregidos

con el factor, gastados en la titulacién del destilado.
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La correccibn se realiza mediante la siguiente fb6r

mula:

VxNxf =Vl x Nt (1)
donde f es el factor calculado para la solucibn del 4-
cido sulférico 0,1 N.; despejando V', obtenemos el nG-
mero de cc. que se habrfan gastado de ser correcta la

normalidad del 4cido sﬁlfﬁrico.

Dicho factor se calculd con una sustancia de tipo

primario, el CO Naz, de la siguiente forma:

3

peso molecular del C03Na2 = 106

1 eq. =_lgg_ = 53

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

4 .
53

de modo que la normalidad seri:

Se toman 20 cc. de la solucibn y se valoran tres ve
ces, para hacer la media, con el 4cido sulfGrico 0,1 N.
preparado y del que queremos calcular el factor, apli-
cando la férmula (1) y despejando £ obtenemos dicho fac

tor que en nuestro caso f= 0,989.
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2., 6.,- METODO BIOQUIMICO.
2, 6. 1.,- Material y reactivos.

Para detectar posibles cambios en la composicibn -~
de los aminofAcidos protéicos del mfisculo de la trucha
irradiada, se ha empleado el analizador dé aminoAcidos
TECHNICON T.S.M.-1, cu;o 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 mlsculo fresco de la trucha, evitan
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 penetracibn de la luz, se ailade mezcla P.A.E.
(fenol, acético glacial y agua, en la proporcibn 1:1:1)

a dicho frasco, en la cantidad de § cc.

A continuacibn se tritura el mlisculo pesado, duran
te 5 minutos, evitando el calentamiento por medio de =
la inmersibn del frasco en hielo fundente mientras se
realiza el triturado, evitando la penetracién de luz =~

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

Acto seguido se centrifuga a 12.000 r.p.m. a 52 C,
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durante 30 minutos.

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

limina el sedimento, que suele ser casi nulo.

El extracto P.A.E. se mezcla con siete volfimenes =
de acetona, se tiene una noche, se vuelve a centrifu -
gar a 12,000 r.p.m. a 39 C. durante 30 minutos, se ti=-
ra el sobrenadante y el resf{duo es el precipitado de -

proteinas.

La mezcla P.A.E. se prepara utilizando agua, 4cido
acético glacial y fenol recientemente destilados, evi-
tando para este iltimo la oxidacibn, 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 § mg. aproximadamente de este precipitado
y se colocan con § cc. de ClH 6 N., en un frasco como
los de penicilina, se hace el vacfo, se encapsula y se
coloca en estufa a 1102 C., durante 24 ﬁdfas; de>ééar?-“

forma obtenemos la hidr8lisis de la proteina.

El hidrolizado se evapora en Rotavapor, con el fin
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de eliminar el ClH, haciéndole tres lavados con 5 cc.
de agua destilada y evaporando cada vez, a una tempe-

ratura de 352 C.

Después del dltimo lavado se recoge en 2 cc., de -
ClH 0,1 N., que posee un pH adecuado para el procedi «~
miento analftico.

La colocacifn de 1; muestra se hace sobre un car -~
tucho de resina colocada entre dos filtros de teflén,

como se indica en la figura 3.
Los cartuchos se preparan de la siguiente forma:

Después de lavados con agua destilada, se hace pa~-
sar por ellos NaOH 0,2 N. a través de la resina y se -
lava de nuevo con ClH 0,1 N. Después se hace pasar la
solucifn tampbn 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 teflbn, en una cantidad com-
prendida entre 10 y 100 microlitros y 0,025 ml. de la
solucibdn patrén de norleucina. Estas aplicaciones se
hacen con microjeringa y después de cada una es nece-
sario succionar con trompa de vacfo para que la mues~
tra penetre en la resina. Después se deposita una go

ta de solucibn tampén de pH 2, se vuelve a succionar -
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y se tapa la parte superior con un filtro de teflén, -
con lo que el cartucho ya se puede colocar en el porta

muestras del analizador.

Los cartuchos, dos para cada muestra, se colocan -
en un plato giratorio que los hace coincidir sobre dos
columnas cromatogrificas de resina, que separan los a-
mino&cidos seglin su acidez o basicidad, sirviendo una
para los aminofcidos b4sicos y la otra para los amino}

cidos 4cidos y neutros.

La composicibn de las resinas de cada columna es -

como sigues

Caracteristicas Col., Bisica Col. Acido~ neutra

Tipo de resina Technicon C=3 Technicon C=3

Longitud 4,5-5,0 cm. 23,0-23,5 cm.
Difmetro 0,5 cm. 0,5 cm.
Temperatura 602 c. 602 C.
Flujo 0,5 ml./min, 0,5 ml,/min,

La fase mbvil esti formada por tampones de diferen

tes pH, utilizéndose un pH para cada fraccibn.

Una vez separados los aminoicidos en el flujo que
sale de las columnas, se detectan por la reaccibn colg
reada que producen al unirse con la ninhidrina, como -

se indica en la figura 4.
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Para que se produzca la reaccibn coloreada, se hace
pasar el flujo de la mezcla a través de un bafio calien-
te a 952 C. y un sistema refrigerador a la salida. A -
continuacién un colorfmetro mide la densidad 8ptica a -
570 y 440 nm., cuyas variaciones quedan dibujadas en un

registro grifico de dos canales.

El sistema, en su ;onjunto, funciona mediante un -
programador de cinta perforada que dirige los tiempos
y las posiciones de una vilvula peristfltica que con -
trola el flujo de los tampones, desde los recipientes
donde se almacenan hasta las columnas, pasando por los
cartuchos portadores de la muestra. La vilvula peris-—
tf&ltica distribuye el tampbn requerido en cada etapa -
para la elucibn de los amindicidos y controla el flujo
de cada columna en el sistema analftico y el de los ~=

productos residuales. !

Reactivos.~

Solucibn tampbn stock, que es la solucibén madre de

los tampones empleados.
Su composicibn es:

~ Acido citrico monohidratado........ 420 g.

~ NaOH en pastillaSecesessesssesesess 105 g.
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- Agua destilada c. s. p. 2 litros.

Tampones de trabajo @

pH 3,25, cuya composicibn es:

Solucidn stockeeseeesss
Metil—cellosglve.......
TiodiglicOleevoersosses
Agua destilada c. s. p.

pH 4,25, cuya composicibn es:

s0cecscce
escsesrse

4 litros.

- Solucibn sStockee.eesoescsecessen

= Tiodiglicole.veascsecrescscenns

~ Agua destilada c¢. s. p. 4 litros.

pH 5,25, cuya composicifn es:

-

pH 2,

Solucidn stockeesssocss
Tiodiglicoles,ocevceosce
ClNa.eecooronvoncassons

Agua destilada c. s. p.

cuya composiciébn es:

secsvesssn
®ssecsee

4 litros,

- Solucifn stockisieoocessnnonsas

400
240
1

400
1

400
1
40

400

CCe
CCo

CCe

CCe

CCos

CCo,

CC.

Se

CC.
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- Tiodiglicolivevssscesrenens 40 cc.

= Agua destilada ces.p. 4 litros

Todos ellos se titulan con ClH, siendo importante
el conseguir un buen calibrado del pH para poderles -
utilizar. También se deben proteger de alteraciones -«
atmosféricas y mocrobianas.

t

Solucibn de NaOH 0,2 N.

NaOH.-.-..-.........-........ 32 g

— EDTA disb6dicO.ececcscencassses 4 g

Solucién Brij—35,30%cecceeee. 40 cc.

SO4H2 conc..................f . 4 gotas

Soluciéﬁ.de metil-cellosolve al 50% con H20 desti~
lada.

Ninhidrina 1%.- Es necesario preparar previamente
una solucibn tampbn 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 acético glacialeseseees 400 cc,

~ Agua destilada c.s.p. 4 litros

A continuacibn se prepara la ninhidrina de la ==
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siguiente forma:

Ninhidrinaeesesecssescoscossee 40 ga

Metil-cellosolve.esecesososeen 2,000 cc.

Tampdn acetato de sodio 4 N... 1.000 cc.

Agua destilada c.s.p. 4 litros.

Patrones de los aminoécidos.— La mezcla standard
esti formada por los aminofcidos siguientes, en la mig

ma proporcibén molar:

Lisina, histidina, arginina, aspirtico, treonina, se-
rina, glutimico, prolina, glicocola, alanimna, cistina,
valina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina, fe-

nil-alanina.

El standard interno es una solucibn de norleucina

a la concentracibn de 2,5 micromoles/ml.
2. 6. 2.~ Chlculos,

En cada cromatograma obtenido se identifican los =~
aminoicidos correspondientes a cada pico, comparindolo
con el cromatograma de la mezcla standard conocida. Se
calculan las 4reas de los picos multiplicando la altura

por la semibase correspondiente a cada uno.
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En el cromatograma de la mezcla standard se hace

igual y se hallan a continuacibn los equivalentes de

norleucina (EN) para cada aminofcido.

Area de norleucina

Area del aminoicido

Este E.N. nos va a'servir para hallar la concentra

cibn de los amino&cidos de 1la muestra mediante la fbr-

mula:

Micromol. de

Donde S aa.=

E.N. =

Micromol, N =

aminofcido = g—%ﬁl x EN x micromol.N.
4rea del pico correspondiente al aminoici

do cuya concentracibdn estamos calculando.

4rea del pico correspondiente a la nor-
leucina que hemos introducido en el stan

dard interno junto con la muestra.

equivalente en norleucina para este amino$

cido hallado en el cromatograma standard.

son los micromoles de norleucina introduci
dos con la mezcla standard, que seri igual
al volumen tomado de la solucibn standard
de norleucina por la concentracién que tie

ne (2,5 micromoles/ml.).
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Con esto se calcula la cantidad de micromoles de
cada aminoicido presente en el volumen de muestra que
se haya introducido. Conociendo el factor de diluciébn
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 composicibn 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 adaptaci6tn. Cuando trancu-
rrib dicho tiempo se elimihb una rata de cada lote de modo
que estos fuesen homogéneos, quédando cinco hembras y cin-
co machos en cada uno, con lo que se inicib 1avexperiencia.

.

Los lotes se denominaron control, testigo, 100 y 200,
seglin se alimentaran sus animales con pienso comercial, tru
chas sin irradiar, trucha irradiada con 100 Krads. (1 KGy)
y trucha irradiada con 200 Krads. (2KGy) respectivamente.
Los animales comfan un peso aproximado de alimento igual -
para cada jaula, utilizéndose como corrector vitaminico mi

neral, el mismo pienso que comia el lote control.

La experiencia durf un mes y los animales se alimenta-
ron con trucha irradiada en la Fuente Nayade de la J.E.N.
y después liofilizada en el Centro Experimental del Frio

de Madrid y cuyo proceso de liofilizacibén duraba unas 16 -

horas aproximadamente.

Una vez hecha la liofilizacibn, se guardaban en bolsas

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

Los animales tenfan agua a discrecibn y el lecho de la
jaula estaba formado por viruta y serrin de madera, el cual

era cambiado con frecuencia. .

Los animales fueron pesados al final de la experiencia

1
y sacrificados, previa anestesia con éter etflico, por me-
dio de una extraccibn masiva de sangre, haciendo una pun =~

¢ibn cardiaca en el ventriculo izquierdo.
2. 7+ 1.~ Pruebas hemfticas.

En la sangre extraida se realizaron estudios de re
cuento de hematfes y leucocitos, férmula leucocitaria,
hematocrito, hemoglobina, volfimen celular medio, velo-,
cidad de sedimentacibn globular a la primera hora, se-
gunda hora y venticuatro horas, as{ como del fndice de

Katz.

Para algunos de estos anflisis se utilizd un equipo
Coulter Counter, modelo FN, que actfia con diluciones =~
prefijadas y con diluyentes estudiados y cuyas disolu-
ciones son estudiadas o medidas eléctricamente por el
equipo, dindonos los resultados a través de computado-

res asociados al mismo.
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2. 7. 1. a.= Descripcibn del equipo Coulter Counter

Modelo FN.
2. 7. 1+ ae 1.~ Fundamento.

Este equipo se basa en la succibn que hace
un sifbén de mercurio sobre una suspensibn de -
partfculas en un electrolito, forzindolas a pa
sar a través de una abertura de dimensiones es
pecificas. ELl orificio esti situado entre dos

electrodos, uno fuera del tubo y otro dentro.

Cuando una particula pasa a través 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 volfimen de la

partfcula.

Este voltaje es captado por una serie de -
circuitos con discriminadores que generan cuen
tas para sblo las partficulas que exceden de un
cierto nivel; de esa forma se cuentan las par-

ticulas que pasan a través del orificio.

El equipo viene con dos sistemas de chequeo,

un osciloscopio y un sistema de proyeccibn vi--
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sual con digitos.
2. 7. 1. b.~ Preparacibn de la muestra.

En un tubo con cristales de EDTA o heparina co
mo anticoagulante, se afladen 2 6 3 cc. de sangre -
recién extraida. Con estos tubos se va a un equi-
po automitico (Duai dilueter III) el cual toma de
los tubos una fraccibn de sangre y la diluye en un
volGmen determinado de electrolito, marca ISOTON -
(R) en la proporcibn de 1:50.000 para la serie ro-
ja. Para la serie blanca 1o hace en la proporcibn
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 solucibn al sistema succionador, el cual se
ha lavado previamente con el producto ISOTERGE (R),
y se anota el nGmero que aparece en el tablero. Si
estamos en la serie roja hay unas tablas correcto-
ras para saber el nimero de hematfes por milimetro
cibico, que faciliéa la casa, y si es la serie blan

ca el nlmero que aparece es el correcto.

Con los equipos asociados, y previa calibracibn,

salen directamente la hemoglobina, el hematocrito y
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el voltmen celular medio en micras clibicas.
2, 7. 1. co= Fbrmula leucocitaria.

Las preparaciones para hacer las f6érmulas leu~

cocitarias, se hicieron de la siguiente forma:

Se toma sangre sin citratar en la esquina de -
un portaobjetos y se hace la extensién sobre otro
de forma que no salga muy gruesa para poder identi
ficar los glébulos blancos sin lugar a dudas, para
lo cual se debe dar al primero una inclinacibén ade
cuada. Se deéa secar la preparacibn durante unos
minutos y a contimuacibn se procede a su tinciébn.
El colorante utilizado por nosotros fué el Giemsa,
cuya composicibn es azur—eosina y azul de metileno
en solucibn. Una vez seca la preparacidén se puede
observar en el microscopio con objetivo de inmer-

sibén.
2. 7. 2.~ Pruebas bioguimicas.
~ Las pruebas bioquimicas consistieron en estudiar
la tasa de transaminasas en suero de la sangre extrai

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 espectrofotbmetro marca VARIAN-TECHTRON, mod. 635,
en luz visible y a una longitud de onda de 530 nm., -
segln indicaba el laboratorio preparador de los reac~—

tivos.,
2s 70 2. ae— Fundamento.
t

El estudio de las transaminasas se fundamenta
en que en los tejidos existen enzimas que catali«-
zan la transformacifn del NH2 de los aminofcidos
en sus correspondientes 4cidos cetdnicos. Estas
enzimas son las llamadas transaminasas, que se en
cuentran en el suero en ciertas cantidades, pero
que pueden aumentar en caso de descomposicién ce-
lular, como necrosis hepfticas, infarto de miocar
dio, etc., de modo que este aumento puede‘darnos

importantes datos diagn8sticos.

La transaminasa GOT (glutémico-oxal}cética),

cataliza la siguiente reaccidn reversible:

ac.of ~cetoglutérico + ac. aspirtico &D

ac. glutlmico + ac. oxalacético.

La transaminasa GPT (glutlmico-pirfivica), cata

liza la siguiente reaccibn reversible:
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ac.({ ~cetoglutirico + alanina &>

ac. glutémico + ac. pirtvico.

lLa actividad de las transaminasas se mide en -
unidades, las cuales son proporcionales a la canti

dad de &cidos cetbnicos 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 solucibn tampbn de 4cido q -
cetoglubéricq y &cido aspirtico para la GOT y so-
bre &cido & -cetoglutfrico y alanina para la GPT,
entonces, segln la actividad enzimitica disminuye
el 4cido®-cetoglutirico, aumentando el oxalacéti-
co para la GOT y el 4cido pirdvico para la GPT. Es
tos Acidos cetbnicos se transforman en el compues-
to dinitrofenil-hidrazina, y como ésta tiene un --
grado de extincién mas alto que el 4cido & -ceto -
glutfrico, la medida de la actividad de las enzimas
séricas, vendri dada por el aumento de la extin -~
cibn problema frente a la extincibn de una prueba

en blanco, a la longitud de onda indicada.

Si la prueba se hace siguiendo paso a paso los
tiempos de reaccidn, se consigue establecer funcibn

lineal entre actividad enzimitica y aumento de la
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extincibn.,
2. 7. 3.~ Reactivos.

Son los facilitados por el estuche comercial, sien

do los siguientes:

- Sustrato GOT

- Sustrato GPT

- Standard GOT

- Standard GPT

- Solucibn de dinitrofenil~hidrazina en ClH 1 N.
~ Lejfa sb6dica 0,4 N.

2, 7. 4.~ Técnicas.,
Una vez extrafida la sangre,se vierte en unos tubos
de centrifuga, teniendo cuidado para no producir hemo-

lisis, ya que de producirse ésta, la medida no vale.

Se centrifuga esa sangre durante 5 minutos a 3,000
r.p.m. y del suero sobrenadante se toman las alficuotas
correspondientes como se indica en las tablas que hay

a continuacibn,

Es importante no pasarse en el tiempo marcado en -

cada paso y afiadir los reactivos siempre en el mismo -
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orden, con el fin de que el tiempo sea el mismo para -
todos los tubos y de esa manera la lectura posterior -

seri correcta.
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Medicibn de GOT

Suero Prueba
Problema en blanco en blanco Standard
Sustrato GOT 0,5 ml. 0,5 ml, 0,5 ml. 0,4 ml.

Precalentamiento 5 min, a 379C.

Standard GOT - — — 0,1 ml.
H20 dest. - — 0,2 ml. 0,2 ml.
Suero 0,2 ml. - - -

Incubacién a 372C. durante 15 min.

..

SoluciQn de di-
nitrofenil-hi--
drazina. 0,5 ml. 0,5 ml. 0,5 ml. 0,5 ml.

Suero - 0,2 ml. - —

Se mezcla bien y se deja 10 min., en reposo a 379C.

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

_Al cabo de 10 minutos de afladir la sosa se mide en el es-

pectrofotémetro a 530 nm.
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Medicibn de GPT

Suero Prueba
Problema en blanco " en blanco Standard
Sustrato GPT 0,5 ml. 0,5 ml, 0,5 ml. 0,4 ml.

Precalentamiento 5 min. a 372C.

Standard GPT —— - —_ 0,1 ml,
H,0 destilada —_— - 0,1 mi. 0,1 ml.
Suero 0,1 ml, - - —

Incubacibn a 372C. durante 1§ min,

Soluciébn de di-

nitrofenil-hi-
drazina. 0,5 ml, 0,5 ml. 0,5 ml, 0,5 ml,
Suero - 0,1 ml. —— -

Se mezcla bien y se deja 10 min, en reposo a 379C.

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 =~

espectrofotbmetro a 530 nm.
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2, 7. S.~ CAlculos.

Extincifn problema - extincibén suero en blanco
Extincibn Standard x

= mUnidades internacionales/ml.

La medida en el espectrofotémetro se realiza como

sigue:

-~ Se enciende el aparato un cierto tiempo antes -~
con el fin de que se caliente y se estabilicen los sis

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 precaucibn al introducirlas de que estén comple
tamente secas, limpias las paredes transparentes y - -
puestas é&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 vacfa de agua y se llena del tubo que -
contiene la prueba en blanco de los reactivos, apare -
ciendo una medida en la ventana en dfgitos, la cual no

es necesario apuntar para restirsela a todas las demis,
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ya que cuando se miden los otros tubos frente a ésta,

el aparato hace la resta de forma automitica.

~ En la cubeta de la parte anterior se pone el 1%
quido del tubo problema y se anota la absorbancia, la
vando la misma con agua destilada a continuacibn,

- En esa misma cubeta se mide el suero en blanco
correspondiente al anterior tubo, se anota la absorban

cia y se vuelve a lavar.

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

ta la absorbancia, volviéndose a lavar a continuacién.
2. 7. 5. a.~ Estadistica.

2. 7+ 5. a. 1lo- Apreciacibn del grado de precj

sibn de una medida.

Se tienen una serie de resultados cuyo va-

lor medio y desviacifn tipica son: x y ‘I;.l.

Se define como coeficiente de variabilidad
(C.V.), a una serie de valores a la relacibn

entre la desviacibn tfpica y 1la media expresa

da en %. ‘r—
= n-1 x 100

X
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Tomamos el valor qn-l, 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 ‘I;.

Generalmente, y de forma orientativa, en -~
el material biolbgico, el C.V. no debe ser su-

perior al 20% si la muestra es homogénea.

2. 7. 5. a. 2.~ Aplicacibn de las "t" de Stu-
dent a la apreciacibdn del grado
de significacibn de la diferen

cia de dos medias.

Se tienen dos series de resultados corres-~
pondientes a los tratamientos A. y B., siendo

sus valores medios respectivamente X, ¥ Xy

Interesa saber si la diferencia d= X, -
- ;B es significativa al nivel del 95 o del

99%.

La diferencia se distribuye segfin la fun-
cibn t, existiendo 1la siguiente relacibn en-
tre las varianzas:

2
T - s
d - +

A "
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La desviacibn tipica de la diferencia -
<r; ser§ la raiz cuadrada de la expresibn an

terior.

El grado de significacibn d se determina
por el método de la t, como si se tratase de

una media.

Se busca en las tablas de doble entrada el
valor de t correspondiente, por una parte a la
probabilidad deseada y, por otra, a la suma de

los grados de libertad de las dos series de me

id deci + - 2.
didas, es decir nA nB 2

1 1 1 t xt
Se calcula el valor del producto ‘:l P
para cada una de las probabilidades que se de

see.
Discusibn.

Si el valor del producto calculado es ma_
yor que d, las dos medias no son significati-
vamente diferentes en el nfvel de probabilidad

considerado.

Si el valor del producto calculado es me~

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

probabilidad considerado.

2. 7. 5. a. 3.~ Intervalo de confianza de la =~

media.

El estudio del intervalo de confianza de la
media, nos lleéa 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 §

y de un 1%, respectivamente.

El intervalo se puede utilzar para dar 11i-
mites de valores normales, superior e inferior,
o para ver si los valores que se han calculado
experimentalmente estfn dentro de cifras norma
les conocidas para esos ensayos O experiencias,
de modo que podemos considerar que esta parte
de estudio estadfstico es importante para te-~
ner la confianza de que en esa oscilacidn de -
la media es por donde discurre la normalidad,
mientras que 1;7des?iégibgméégédisticamente -
significativa, nos darfa un estado anormal o -

patolégico en nuestro caso.
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Los cllculos se realizan como sigue:

Se calcula, en primer lugar, la desviaci6n

standard, segn la f6rmula:

donde q = desviacifn tipica y n = nfimero de
muestras, que como son en nuestro caso menos -~

de 30, hay que emplear n-l.

La media m se calcula con los datos obteni
dos experimentalmente, como ya es conocido, y
entonces se aplica la férmula
6 la

+
m - t0,0S Sm

+ .
m - t0’01 Sm segfin se quiera el ~
95 6 el 99% respectivamente, teniendo asfi el

intervalo de confianza.

Los valores de la t lo obtenemos de las

tablas de doble entrada de Student.

Lb6gicamente, cuanto mayor queramos que sea
la probabilidad de que se encuentre la media -

dentro de ese intervalo, mayor seri éste.
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2. 7. 6.- Técnicas de histologfa animal.

2. 7. 6. a.- Obtencibn de las piezas.

Una vez que el animal ha sido anestesiado y ex
trafda su sangre, se hace una laparotomfa y se ex-
traen el higado y los rifiones, depositindose en --
unas cipsulas de vidrio para, posteriormente, to-—-
mar las porciones que se van a fijar para procesar

las.
2. 7. 6. b.- Fijacibn de las piezas.

Para fijar las piezas se utilizé la solucibn -
de Carnoy, cuya composicibn es la de etanol absolu
to, cloroformo y &cido acético glacial en la pro-

porcibn 6:3:1, respectivamente.

Las piezas se mantuvieron en esta solucibn unas
seis horas, y después hasta el proceso siguiente -

se mantuvieron en alcohol etflico de 70¢2.
2. 7. 6o coe~ Deshidratacibn de las piezas.
Iniciado el proceso de deshidratacibn, se man-

tuvieron durante dos horas en alcohol etilico de -

702, a continuacién, durante una hora, en alcohol
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etflico de 802, después, en alcohol etflico de -
902 durante otra hora y, por Gltimo, durante 5 -
horas en alcohol etflico absoluto, cambiando cada

vez de recipiente.

A continuacibn, y cambiando siempre de recipien
te, se tienen en los productos y tiempos que se re

lacionan:

Alcohol etflico absoluto.ec.eceseaesas 1 h.

- Etanol benceno (121)eececsccaccccessss 1 h,
- Benceno purOeeccccccecscccsssccescocscsces 1 he
= BErCEeNO PUIrOsees-:escsscossssosscscoccsce 1 he
~ Benceno-parafina (2:1) a 402C.eeseeess 4 h,
~ Parafina lfquida de p.f. 56-58°C...... 1 h.
- Parafina lf{quida de p.f. 56-58¢C......

—

h.

2. 7. 6. do= Inclusibn de las piezas.

Del recipiente anterior se pasan las piezas a
otro con forma especial que contiene parafina 14-
quida y se sumergen las piezas, procurando que la
cara que va a ser cortada posteriormente quede mi-
rando hacia el fondo; se dejan enfriar,y los blo~—

ques resultantes se guardan en neverae
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2. 7. 6. 8.~ Obtencifn de los cortes.

Los cortes se obtuvieron con un microtomo de -
parafina-congelacibn, marca JUNG, AG, dando un gro

sor al corte de 4 micras.

Con el fin de que el corte salga lo mds unifor
me posible, se proéura que los bloques tengan la -
forma prismftica, pudiéndose, de esa forma, obtener
series de cortes y es mids sencillo observarlos al

microscopio,

Antes de poner los bloques en el soporte del -
microtomo, es conveniente que estén lo mis frfos -
posible, de modo que una vez tallados en forma ~-
prismﬁtiéa, se meten en el congelador de una neve-
ra por lo menos durante 2 8§ 3 horas,bdespués se mo
ja la cara de corte con un poco de agua y se pro--
cede a cortar, de esa manera evitamos en gran medi
da el astillamiento de la pieza al ser cortada por

la cuchilla del microtomo,

2. 7. 6. f.- Desparafinacién y tinciln 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 histolbgica -
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y un pincel a un bafio que contiene agua a la tem

peratura de 30-35¢C.

El fondo del bafio es negro con el fin de po~

der identificar los cortes que flotan en el agua.

En el agua caliente los cortes se estiran y es

mis fhcil recogerlbs en los portaobjetos.

Los portaobjetos est&n impregnados de una fina
pelicula de albumina de huevo por la cara donde se
van a situar los cortes, con el fin de que los mig
mos se fijen y no sean arrastrados al desparafinar

los y teiiirlo por las soluciones correspondientes.

Cuando estos se han secado,.j gin esperar mu-
cho tiempo para que no haya retracciones, se pro-
cede a la desparafinacién y tincién con hematoxi-
lina~eosina, pasando por unas cubetas apropiadas
que contienen las soluciones y los colorantes que
a continuacibn se detallan, permaneciendo exacta-

mente el tiempo que se indica:

Xiloleeo.ceoevooscosscosccccssence 10 min.

Xiloleieeeoesoosscersenansncsonses 10 min.

=~ Xilol=etanol (121)eececcscensannas 3 min,

Etanol absolutOsscecocceessoccossses 3 min.
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= Etanol 95%.ecicccescrsocssncvess 3
- Etanol de 70%.ceceoccecscsocccsse 3
- Hematoxilinae..eseescccccscssees 8 min,
= AQUAsecovocrasrscrioscscssccnccasr 2
- AgUA.secesscesaccsscenscccnscsss 1
~ E0sina 0,5%ccccceccacccsoscancos
=~ ABUAceccsacacecvesvrscavcnaconce
{

Agua--------.--.-..o-.-..-..-...

= Etanol 70%ecccceccascensoccnnces

2
2
1
3
~ Etanol 95%..ce.cevvescoscssssssees 3 min,
~ Etanol absolutO.sesceececsscnnee 3
= Etanol—xilol (121).eceecescecccee §
5

= Xilolee.veeeseocnccancasscesncas

A continuacién se monta la preparacibn en Bilsa
mo del Canadi, poniendo una gota del mismo sobre -
é&sta y cubriéndola con un cubreobjetos, teniendo -
la precaucibn de que no quede ninguna burbuja de

aire que podrfa ser motivo de mala interpretacibn.
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3.~ RESULTADOS.,
3« 1.- RESULTADOS MICROBIOLOGICOS.

En la figura 5 se muestran las gr&ficas de la evolucibn
de la carga microbiana en la trucha irradiada y en la tes-
tigo, siendo dicha gréfica la media de los valores cbteni=
dos al analizar las 80 mueétras utilizadas en nuestro tra-
bajo, con ocho lotes de irradiados-testigo, compuestos de
cinco mitades de trucha cada uno, que servian para los --

anflisis de los controles semanales,

En la Tabla II se ven los valores medios de la carga -
microbiana, en cada momento del anAlisis, pricticado en su
dfa con la cémarafcuentacolonias y en la Tabla II-bis, los

valores individuales de cada conjunto de medidas.

Como se puede observar en'ellas, el crecimiento de ~
gérmenes es ripido en el grupo testigo durante la primera
semana, llegando a tasas prbximas a 107 ger./g., para lue
go estabilizarse o crecer lentamente en la siguiente sema
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 dailada con la irradiacibn, 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 dfa del grupo

testigo, han pasado veintiun dias.



ger/g

Testigo.
— — - 100Krad.

Carga microbiana en
trucha irradiada y no
irradiada.

_58_

14

Figura 5

21

dias.

28
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TABLA TII

VALORES MEDIOS OBTENIDOS DE LA CARGA MICROBIANA EN
LAS TRUCHAS TESTIGO E IRRADIADAS CON 100 Krad.(1 KGy)

Grupo testigo Grupo 100 Krad.
) .
0 dfas e mn=3,6 &k 107 gbr./g.————————
7 3
7 dias 10" gér./gr. 3,1 x 10° gér/g.
7 4
14 dias 5 x 10° gér./g. 3,3 x 10" gér./g.

9 4

21 dias 107 gér./g. - 9,2 x 10" gér./g.

28 dfas mis de 10'? gér./g. 3,2 x 10’ gér./g.

= 0 0 0 ~-



TABL A II-bis

VALORES INDIVIDUALES OBTENIDOS DE LAS CARGAS MICROBIANAS EN -~
TRUCHA TESTIGO E IRRADIADAS CON 100 Krad. (1 KGy).

Testigo 100 Krad
0 dias 39,38,37,40,32,31,30, 41
Todos por 10
7 afas  96594,103,101,106, 340,320,310,269,281,
98,100,102, 292,278,380
Todos x 105 Todos x 10
48,47,52,51,53, 370,360,310,282,288,
14 dfas 497 50,51 350,340,340,
Todos x 106 Todos x 10?
97,93,102,102,104, 88,89,92,96,93,87,
21 dfas 146 96,106 99,92.
Todos x 107 Todos x'103
28 dfas mis de 1012 gér/g. 320,360,350,300,281,299,

330,320,
Todos x 105

--000~ =



-~ 88 .

La identificacibn de gérmenes realizada con los métodos
ya descritos, nos arrojb los mismos resultados que a otros
autores (Hussain, A 1,76, Ehlermann, D 1.969), haciéndose

notar la ausencia de gérmenes del tipo coli fecal.

Las colonias encontradas en nuestros medios eran redon
deadas unas, otras irregulares, de coloracibn variable, --
predominando, la mayorfa de las veces, las incoloras, aun-
que aparecian en todas las ocasiones, en mayor o menor nii-

mero, las de color amarillento, anaranjado y rosiceo.

Tomando las muestras pertinentes para observarlas al -

microscopio, nos encontramos con lo siguiente:

De las colonias no pigmentadas salfan bacilos gram-ne-~
gativos, de pequefio tamafio, que nosotros identificamos como

Achromobacter y Pseudomonas.

De las colonias pigmentadas encontramoes una diversidad
de gérmenes, bacilos gram-positivos, identificados como -~
Lactobacillus; cocos gram-positivos, identificados como -
Micrococos y bacilos gram-positivos, de colonias en enjam

bre, identificados como Proteus,
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3+ 2.~ RESULTADOS DEL N.B.V.T.

Paralelamente al crecimiento de gérmenes, aumenta la -
cantidad de nitrbgeno b&sico volAitil total, como se mues-—
tra en la figura 6, pudiéndose observar en la misma, como
dicﬁo aumento es notablemente mis alto en la trucha no -
irradiada, alcanzéndose niyeles inaceptables de comestibi_
lidad de la misma, antes dé la primera semana, no ocurrien
do asf con las truchas irradiadas, cuyos aumentos son ==
prActicamente paralelos, llegando hasta la tercera semana

con un buen nivel de aceptabilidad. Tablas III y III-bis.



NBV.T.
mg/100g.
120
110
100

90+

Testigo

- —-100 Krad,

— . ~— 200 Krad

Contenidode NBVT en
trucha irradiada y no
irradiada.

_06—

14 21 28
dias.

Figurab.



TABLA I1Y

VALORES MEDIOS DE N.B.V.T. OBTENIDOS EN LOS
ANALISIS EFECTUADOS EN mg./100 g. DE MUSCULO

Grupo testigo Girupo 100 Krad. Grupo 200 Krad.
0 dias —————— | - I S ———
7 dias 31,94 18,49 16,81
14 dfas 57,16 23,53 20,17
21 dfas 92,47 28,58 25,21
28 dias —— 35,30 30,26

-=-000~ -



TABLA IIT-bis

N.B.V.T | Testigo | 100 Krad | 200 Krad
15,31
17,48 Ja-1 = 0,65
15,76 _
0 dfas 14,29 x = 15,13
15,40
14,90 C.V. = 4,34%
15,83 )
14,06
30,96 19,23 17,23
31,83 18,16 16,94
32,45 uo1=0,63 | 17214 Qao1=0,79 15298 <h-1-0,54
7 dfas 33,01 _ 17,90 °_ 16,20
31,40 x = 31,9419,10 x = 18,49]17,10 x =16,81
32,17 18,00 16,43
32,03 C.V.= 1,979 19,23 C.V.=4,31 17,56 C.v.=3,25
31,69 19,17 17,04
58,03 22,97 21,03
57,90 23,81 20,12
56,87 G-1=o,64 23,60 Q’n—1=o,93 19,87 Q/n—1=0,59
56,42 22,15 19,93
14 dfas 57,34 x =57,16 | 23,72 x=23,53 |19,45 X =0,17
56,92 22,56 20,97
56,30 24,49 20,43
57,54 C.Ve=1,12% 124,93 C.V.=3,98%19,54 C,V,=2,97%
93,30 28,79 26,06
91,80 ‘127,93 25,98
21 dfas |92:41 Q:—1=0,57 26,98 Q’n-1=o,88 25,10 Q’n-1=0,61
92,62  _ 28,62 _ 24,61 _
92,73 x =92,47 { 28,43 x=28,58 |24,90 x =5,21
92,12 29,13 24,32
93,07 C.v.=0,61% | 30,01 C.v.=3,08% | 25,30 C.V.=2,43%
91,73 28,76 25,44
.| 36,09 31,24
35,90 30,10
) 34,60 <f:;1=o,6o 30,96 <{n-1-0,86
—_— — 34,75 30,85
28 dfas 34,90 x=35,30 |30,62 Xx=3),26
35,12 29,80
36,00 C.V.=1,70% | 30,00 C.vV.=,84%
35,04 28,54

Valores individuales del N.B.V.T. con Tn—l, x 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 anflisis practicados en el mfisculo de --
los diferentes lotes de truchas, y en la figura 7 las gri
ficas correspondientes a esos valores.

!

La composicibn de aminofcidos protéicos no es altera-
da por las dqsis de irradiacibn empleadas por nosotros, -
como puede apreciarse en la figura 7, pues las tres gri-
ficas se superponen piricticamente. 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 prepafarlas, la
zona del misculo del que se obtuvieron dichas muestras, -

etc,



TABLA Iv

VALORES MEDIOS OBTENIDOS DE LOS AMINOACIDOS PRO-
TEICOS DEL MUSCULO 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
NH, 17,03 728 1,69
Arg. 174,21 2.572 5,96
Asp. 133,11 5.056 11,77
Treo. 119,12 2.668 6,21
Ser. 105,10 2.348 5,48 -
Glu. 147,14 ' . 6.468 15,05
Pro. 115,14 1.836 4,27
Gli. 75,07 1.860 4,37
Ala, 89,10 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 4 3.408 7,91
Tir; 181,20 1.444 3,33

Fen-a 165,20 1.844 4,29
’ Totaleeseaos 42.956



TABLA V

VALORES MEDIOS OBTENIDOS DE LOS AMINOACIDOS PROTEICOS
DEL MUSCULO DE LA TRUCHA IRRADIADA CON 100 KRAD. (1 KGy)

mg, de aa.

Peso molecular 100 mg. de m.b. % de aa.
Lis. 146,19 3.800 10,00
His. 155,16 ; 1.796 4,79
NH, 17,03 624 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
Ileu. 131,18 1.836 4,80
Leu. 131,18 2.936 7,66
Tir. 181,20 1.376 3,59
Fen-a. 165,20 1.912 4,98

Totale.casssss 38.280
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TABLA VI

VALORES MEDIOS OBTENIDOS DE LOS AMINOACIDOS PROTEICOS
DEL MUSCULO DE LA TRUCHA IRRADIADA CON 200 Krad (2 KGy)

mg. de aa.
Peso_molecular 100 mg., de m. b. % de aa.
Lis. ' 146,19 ' 2.738,81 9,39
His. 155,16 11.309,62 4,56
NH, 17,03 499,40 1,76
Arg. 174,21 1.793,62 6,12
Aép. 133,11 3.158,22 10,78
Treo. 119,12 1.545,48 5,27
Ser. 105,10 1.405,77 4,81
Glu. . 147,14 : 4.327,70 14,72
Pro. 115,14 963,85 3,28
Gli. 75,07 1.377,77 L 4,71
Ala. 89,10 1.323,55 4,52
val. 117,50 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 1.107,70 3,80
Fen~a. 165,20 1.515,55 5,36

Totaleseosss 29.164,65
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3+ 4.— RESULTADOS EN LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los animales pesaban al iniciar la experiencia, unos -
60 g. y al terminarla, un mes despuds, el 1lote control pe
saba una media de 229 g., el lote testigo, una media de =~
198 g., el lote 100 una media de 190 g. y, por Gltimo, el
lote 200 una media de 198 g5 habiendo pocas oscilaciones

entre los animales del mismo lote.

No se detect6 intoxicaciébn de ningfin tipo, ni se pro-
dujo ninguna baja durante el tiempo que durd la experien-—
cfa, asf{ como ningGn cua&ro patolbgico en ninguno de los
animales de dichos lotes.

. *

3¢ 4o 1.- Resultadéé de las pruebas hemiticas.

Los hemogramas realizados en todos los animales,
mostraron una normalidad absoluta, como se muéstra -
en la Tabla VII, no evidencifindose infecciones por la
férmula leucocitaria y 1la velocidad de sedimentacibn

globular.
3. 4. 2.- Resultados de las pruebas bioquimicas.
Los valores de las transaminasas aparecen en las -

Tablas comprendidas entre la VIII y l1a XI, y los de -

los estudios estadf{sticos, en las Tablas comprendidas
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entre la XII y la XXV, y cuya explicacibn de las mis-
mas se hari oportunamente, en la discusibn de los re-

sultados.
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TABL A VIT

VALORES MEDIOS DE LOS HEMOGRAMAS OBTENIDOS AL ANALIZAR
LA SANGRE DE LOS ANIMALES DE LOS DIFERENTES GRUPOS.

Grupo testigo Grupo 100 Grupo 200
Hematies 6.910.000 : 7 .360.000 6.440,000
Leucocitos 7.169 10.195 8.435
Hematocrito 61,5% 64,5% 56,5%
Hemoglobina 13,9 15,1 12,3
Vol. celular 90,5 90,5 91
VeS.G.128 h. 1 om,. 1 mm. 1 mm.
VeS.Ge22 h. 1 mm. 1 mm. 1 mm.
VeSeGa24 h. 3 mm. 3 mm, 3 mm,
I. de Katz 1 1 1
Polimorfopucle 12% 20% T 214
Linfocitos 68% 68% 65%
Monocitos : 4% 1% 2%
Eosin6filos 1% 0 0
Bas6filos 15% 11% 12%

--00o0~ -
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TABLA VIIT

VALORES OBTENIDOS DE LAS TRANSAMINASAS
EN RATAS CONTROL, EN mUI/ml.

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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TABLA IX

'VALORES OBTENIDOS DE LAS TRANSAMINASAS
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



- 103 -

TABLA 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

- e v e ww me e e
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TABLA XI

VALORES OBTENIDOS DE LAS TRANSAMINASAS EN RATAS
ALIMENTADAS CON TRUCHA IRRADIADA CON 200 Krad.,
EN mUI/ml. :

SGPT i 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 ABL A XIT

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

SGPT SGOT
Grupo Control 16,23 10,74
Grupo Testigo 1 20,04 ) 12,89
Grupo 100 Krad. 19,83 17,31
Grupo 200 Krad. 20,41 17,00

TABLA XITI

VALORES DE LAS MEDIA ;, DESVIACIONES TIPICAS <r:—l
Y VARIANZAS n-1 EN EL GRUPO CONTROL.

SGPT SGOT

Media x 23,59 35,38

Desviacibn Tipica Vn-l 3,83 3,80
2

Varianza <rn-l 14,65 14,46

- -000 -~
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TABLA XIV

VALORES DE LAS MEDIAS ;, DESVIACIONES TIPICAS n-1
Y VARIANZAS (1’%—1 EN EL GRUPO TESTIGO.

SGPT SGOT
Media x 16,06 31,26
Desv. tip. ﬂ‘n-l 3,22 4,03
Varianza {3\—1 10,39 16,27

TABLA XV

VALORES DE LAS MEDIAS ;, DESVIACIONES TIPICAS n-1
Y variANzZAS <L 4-1 EN EL GRUPO 100 Krad.

SGPT SGOT
Media X 24,20 28,94
pesv. tip. < n-1 4,80 5,01
Varianza <2-1 23,04 25,10

=000 - -
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TABLA XVI

VALORES DE LAS MEDIAS x, DBSVIACIONES TIPICAS W n-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 <ri-1 29,59 27,67

TABLA XVIT

VALORES DE LA DESVIACION TIPICA "Z DE LAS DIFERENCIAS
INTERGRUPO, Y DIFERENCIAS d, EN SGPT

Control-testigo 1,58 7453
Control-100 Krad 1,94 0,61
Control-200 Krad 2,10 3,06

- =00 0 «~ ~
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TABLA XVIII

VALORES DE LA DESVIACION TIPICA <id DE LAS DIFERENCIAS
INTERGRUPO, Y DIFERENCIAS d, EN SGOT.

Control=testigo ., 1,74 4,12
Control~100 Krad 1,99 6,44
Control-200 Krad 2,05 4,45

TABLA XIX

VALORES DE {1, x to,05 ¥ Vg * € oy EN SGPT INTERGRUPO-

= to,05 Ja = 0,01

Control-testigo 3,32 4,54
Control-100 Krad 4,07 5,58
Control-200 Krad 4,41 6,04

- =000 - ~
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TABLA XX

VALORES DE Wd x to 05 Y q‘:‘ x to o1 EN SGOT
s ’

INTERGRUPO.
t
Ta * 0,05 Qd * %o,01
Control-testigo 3,65 5,00
Control-100 Krad 4,18 : 5,72
Control-200 Krad 4,31 5,90

TABLA XXI

VALORES DE ¢ PARA 18 GRADOS DE LIBERTAD

0,05 ¥ %o,01

Grados de t t
Libertad 0,05 0,01

18 ‘ 2,101 2,878

- =0 0 0 = ~
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TABLA XXIT

VALORES DE LA DESVIACION STANDARD Sm EN SGPT y SGOT
EN LOS DIFERENTES GRUPOS.

SGPT SGOT

Grupo 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

TABL A _ XXITY

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 19,43-27,75
Testigo 13,64-18,48 12,59-19,53
100 Krad 20,59-27,81 19,00-29, 40
200 Krad 22,56-3Q74 20,77-32,53

- =000 - -
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T ABL 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%

952 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

TABL A XXV

t DOS DE LIBERTAD
VALORES DE t0,0S Y 0,01 PARA 9 GRA I
Grados de t t
0,0 0,01 .
Libertad. 205 ?
9 2,262 3,250

- =000 ~ -
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3. 4. 3.- Resultados histolbgicos.

Los resultados histol8gicos se muestran en las si-
guientes figuras, las cuales se describen a continua--

cibn.

La figura 8 es la fotografia de una preparacibn pa
ra el microscopio a 11200 aumentos y tefiida con hema-
toxilina-eosina, de un hfgado perteneciente a una ra-
ta del grupo control, es decir, de la que fué alimenta
da con pienso comercial. En ella se puede ver una vena
centrolobulillar, en cuyo interior hay cierta cantidad
de hametfes y en la que no se aprecia ninguna lesifn -

as{ como tampoco en el tejido hepitico que la rodea.

La figura 9 es una fotograffa de una preparacibn -
para el microscopio de un higado de rata, tefiido tam-
bién 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-
ffa un espacio porta, no preseptando ninguna de estas
estructuras lesibn, ya que no se aprecian focos de -
reorganizacibn ni de degeneracibén y los sinusoides y -
las células de Kupffer (células estrelladas), son de

apariencia normal.
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La figura 10 nos muestra la fotograffa a 1.200 -
aumentos, de una preparacibn microscébpica del hfgado
de una rata, tefiido con hematoxilina-eosina, del gru
po llamado 100 Krad., por haber sido alimentado con
trucha liofilizada e irradiada con esta dosis. En =~
ella se puede ver una porcibn de una vena centrolobu
lillar en cuyo interior hay hematies y en la que no
se evidencia ninguna lésién, asf como tampoco en el
tejido hepético que aparece en dicha fotograffa ro -

deando a la vena.

La figura 11 es una fotograffa de una preparacibn
microscbcpica a 1.200 aumentos de una hfigado de rata,
tefiido también con hematoxilina-eosina, del grupo 1lla
mado 200 Krad., en la que aparece una porcibn de una
vena centrolobulillar, en cuyo interior se pueden ob-
servar hematies, no apreciindose ninguna lesibn en la
misma, as{ como tampoco en el tejido hepitico que la

rodea.
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Fig. 8.~ Vena centrolobulillar del hfgado de una rata pertene-

ciente al grupo Control. Hematoxilina-eosina 1,200x.




- 115 -

N ‘Q' ‘[&:v -7 "."‘»'3:1".‘. A 1, »‘32«"5’(&' “ ”Z%‘V"'

Y '\"42‘4"}’;,_,_.5 o

el v

! T }
s ey B
Bk W’i st
R
:

-~
«

[4
FA%
-

Ry
DTRITS
AR

\)
4

XA

» :_‘_alu‘o“i‘ ;&;
":"3‘51"
ity

S

¢l
_.—r‘:;‘év »
Sin?

rf Ui o T ¢
S 'Lp'.-,&- 3 D,
AR s ARG TN AN g
P AR SR RO UL SNRAHE AL SRR
2 T Y e s BT AR ML N S
f’ﬁi’" .i%e.f&':s"'er:‘&t&;:::-%f S R e

., ﬁ}%l ) :.‘_Ov.;t‘. [

rig. 9.~ lifgado de rata perteneciente al grupo testigo. Hema

P .ﬁ!b‘“ “-l 4.‘
&AL )
- R
| &

toxilina~eosina. 120 x.




- 116 -

Fig. 10.~ Vena centrolobulillar del hfgado de una rata per

teneciente al grupo 100 Krad. Hematoxilina-~eosi-

na. 1200x.
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Fig. 11.~ Vcna centrolobulillar del higado de una rata perte-

neciente al grupo 200 Krad. Hematoxilina—-eosina -

1.200x.
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Las figuras 12 y 13, son fotograffas de prepara -
ciones para el microscopio, a 1.200 aumentos, de rifio
nes de rata, tefiidos con hematoxilina-eosina, pertene
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 gloméru
los, con una densidad gormal de células, apreciable -~
por los ndcleos teiiidos, sin signos de inflamacién, -
pudiéndose observar tambien las cipsulas de Bowman —-
normales en cuanto a estructura, separacifn del glomé

rulo y tamafio.

"En la segunda figura mencionada, se pueden apre -
ciar los tdbulos renales, con las células de los mis-
mos y los nficleos de estas perfectamente tefiidos; no
hay desprendimiento de la capa epitelial que los tapi
za, siendo los espacios de tamafio normal. No hay evi

dencia de inflamacién ni de otra lesién.
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Fig. 12.~ Glomérulos del rifibn de una rata, perteneciente al

grupo control.-~ Hematoxilina-eosina 1200x.
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e oR

Fig. 13.- Zona tubular de un rifibn de rata, perteneciente al

grupo control. llematoxilina~-eosina. 1.200x.
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La figura 14, es la fotografia de una preparacibn
para el microscopio, a 1.200 aumentos, de un rifibn de
rata, tefiido con hematoxilina-eosina, del grupo testi
go, en la que aparece en el centro de la imagen un --
glomérulo mostrando una densidad normal de células, -
aprecifndose por los micleos tefiidos, una cipsula de
Bowman normal en cuanto a tamafio y separacibn del glo
mérulo y no evidenciénaose lesibn en esta estructura
ni en el resto del tejido que aparece en dicha foto -

grafia de la preparacibn.

La figura 15, al igual que la anterior, es una =~
fotograffa de una preparacién para el microscopio, a
1.200 aumentos, de un rifibn de rata, tefiido con hema
toxilina-eosina, del grupo denominado 100 Krad., tam
bien pertenece a la zona glomerular del rifibn y al ~
igual que en la anterior, no se aprecian ;1teraciones
patolbgicas, ya que hay una densidad normal de célu -
las en los glomérulos, separaciém normal de la chpsu
la de Bowman y resto del tejido normal, al no haber
signos de inflamacibn, destruccibn de estructuras ni

alteracibn de las mismas.

La figura 16, es tambien una fotograffa de una -
preparacién para el microscopio, a menos aumentos -
que las anteriores, 120 x., de un rifibn 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, aprecifindose que la densidad, tamafio, cipsu
la de Bowman y resto del tejido renal, son normales, ya
que no aparecen signos de inflamacibn, reorganizacibn,

etc. en dichas estructuras.
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Fig. 14.-~ Glomérulo del rifibn de una rata perteneciente al gru

po testigo. Hematoxilina;ebsina. 1.200x.
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Fig.

15.- Glomérulo del rifibn de una rata perleneciente al gru

1.200x.

po 100 Krad. lematoxilina-eosina.

PR
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Fig. 16.— Zona glomerular del rifibn 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 reali
zadas, podemos decir que la irradiacibn actfia frenando el
crecimiento de gérmenes y }a explicacibn es muy sencilla.
Los gérmenes, que estén en'superficie, es decir sobre la -
piel, crecen en esta de forma rfpida, para enlentecerse su
crecimiento a continuacibn, hasta que logran atravesar la
barrera natural que forma dicha piel para después invadir

el misculo y volverse a acelerar el crecimiento.

En la trucha irradiada, los gérmenes que no han perdi-
do su capacidad reproductora, al tener menos competidores,
pueden crecer en la piel sin problemas hasta atravesarla ~
e invadir el misculo, habiendo pasado entonces un tiempo -
considerable, siendo precisamente este tiempo el que noso-
tros mantenemos la trucha fresca desde elypunto de vista
de carga microbiana, ya que estos gérmenes son los causan-
tes de la putrefaccibn. 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 destacar, 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 revés en los
irradiados, es decir, aparecfan mas colonias de estos Glti
mos que de los primeros, llegando a desaparecer incluso, -

en algunas experiencias.

Las colonias de Proteus que han aparecido, han sido -~
sistemdticamente en los ejemplares adquiridos en el merca-
do, por lo que se podia cogsiderar que la contaminacibn -
por estos gérmenes es posterior a su captura, es decir --
que proviene del manejo. En los ejemplares de la misma
procedencia, irradiados, no aparecfan dichas colonias en
los controles posteriores, por lo que podemos afirmar que
este tipo de gérmen es sensible a la irradiacibn, hasta -

el punto de ser destrufdo.

Otros gérmenes que aparecieron en alguna placa aislada
consideramos que eran de contaminacibn exbgena, ya que no

se volvieron a dar en los cultivos posteriores.

En alguna ocasifn hemos podido comprobar que los gér
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 anflisis del agua y
se encontraron los mismos gérmenes en el residuo 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 analizb,
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Otros autores, como Hussain,A y cols. 1.976, obtienen
los mismos resultados en cuanto a la identificacibn de gér
menes que nosotros, los cuales hemos obtenido siguiendo a
Pelczar, M.J. y Reid, R.D, 1.966. fundamentalmente y el -
Technical reports series n? 104 .de la I.A.E.A. 1.970, en-

tre otros, mencionados en la bibliograffa.

Por tltimo, aﬁadiremos;que los resultados se muestran
paralelos, debido a que el habitat natural y el artificial
en las piscifactorfas, es muy semejante como es 1lbgico, ya
que de lo que se trata es de producir sin problemas higié~
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.
L
Como ya se dijo en los resultados, paralelamente al cre
cimiento de gérmenes, aumenta la cantidad de N. B, V. T.,
como era de esperar, ya que esti en funcibn del grado de -~
putrefaccibn de la trucha y éste en funcién del aumento de

gérmenes.

Observando al figura 6, destacamos como interesante el
que las grificas de las truchas irradiadas con 100 Krad., -
(1 KGy) y con 200 Krad. (2 KGy) son pricticamente coinciden
tes, a pesar de que la dosis es del doble de la una con res
pecto a la otra, esto nos viene a demostrar que no se obtie
nen mejores resultados si se aumenta la dosis en esos l{imi-
tes, sin embargo el costo es mucho mayor y podrfa no ser -
econbmicamente rentable. Otros autores, Hussain, A. y cols.
en 1.,976; Ehlermann, D. y cols. en 1,969, obtuvieron pricti
camente los mismos resultados que nosotros empleando dosis
de hasta 400 Krad. (4 KGy), siendo con esta (ltima dosis 1la
difergacia un poco mayor, pero como demuestra Awad, A.A. y
cols. en 1.975, aparecen cambios en los caracteres organo-
1épticos que hacen que la trucha no sea aceptada como fres

ca por el test a que fué sometida.

Otros autores como Matutano, J.I. y Alonso, M. en 1.970,
.hicieron estudios bromatolbgicos en filetes de merluza irra

diados a altas dosis y detectaron tambien alteraciones en
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los caracteres organolépticos, de modo que esto hizo que no

empleisemos nosotros dosis altas de irradiacibn.

Por otro lado, observando la tabla III - bis, vemos que
los valores individuales obtenidos en cada anfilisis tienen
poca variacibén unos de otros, como lo demuestra el valor «~
de la desviacibn tipica y el coeficiente de variabilidad,
por lo que no hemos creido:oportuno someter las cifras a =
mayores estudios estadisticos, que solo servirfan para re-
cargar el trabajo y no obtener una mayor fiabilidad de las

mismas.

Las desviaciones tfpicas son de un valor muy pequeifio y
los coefivientes de variabilidad tienen unos valores, que
para material biolégico, son extremadamente buenos.

et
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4. 3.~ DISCUSION DE LOS RESULTADOS BIOQUIMICOS.

Las experiencias realizadas nos demuestran que la com-
posicibn de los aminofcidos protéicos del misculo de la ~-
trucha, no es alterada poi las dosis de #rradiacién emplea
das por nosotros, como se Puede apreciar en las gr&ficas -
de la figura 7, con lo que’podemos decir que no hay proteo
lisis ni desaminacibn 6 destruccién de los amino&cidos pro

téicos del misculo.

Samuel A. Matz, 1.962, habla de cambios en la estructu
ra de la protefna por grandes dosis de irradiacibn, pero -
utiliza protefnas simples y no lo detecta en pescados ni -
con dosis del orden de 1,86 Mrad (18,6 KGy) en merluza del
Pacffico, 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 protéica de los

alimentos irradiados con dosis menores que la precedente.

Por otro lado, la composicibén de los aminofcidos pro -~
téicos que dan Fritz Braunsted y Margarethe Auerbach, del
misculo de la trucha, no coincide con la nuestra en cuan-
to a proporciones, incluso es incompleta, no mencionando
el procedimiento de obtencibén de esos anilisis, ni el mo-

" mento en que se hicieron; nosotros, por el contrario hici
mos numerosos anilisis, todos por duplicado, no encontran-
do diferencias significativas en los resultados, por lo que

no los sometimos a estudio estadfstico, pero lo que si que
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remos hacer constar es que estos se llevaron a cabo inmedia
tamente de irradiarse los ejemplares, y ademis, estos habfan
sido sacrificados recientemente, precisamente para evitar -
el que se pudiesen producir proteolisis por gérmenes, enzi-
miticas, etc. Podemos asegurar, por tanto, gque nuestros re

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 més -
completo que el que llevaba trucha liofilizada, ya que en
los lotes que comfan este &ltimo, s0lo se utilizaba el pien
so comercial como corrector vitaminico mineral, de ahi -
que hubiese esas diferencias, que no son demostrativas de

ninguna anomalfa.

4. 4. 1.~ Discusibn de los resultados de las pruebas

hemiticas.

Las cifras obtenidas no fueron sometidas a estudio
estadistico porque los resultados eran muy prbximos =~-
unos de otros, estando dentro de los limites normales,
publicados por diferentes autores como Jacotot, H., -

Cerdin, S. y cols. y Cascales, M. y cols., entre otros.

Al lote control no se le sometib a estos andlisis,
por considerar que sus cifras coincidirfan con las pu-
blicadas, al no estar sometidos los animales a ningfin

tipo de stress y consumir finicamente pienso comercial.
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4. 4. 2.~ Discusibn de los resultados de las pruebas

bioquimicas.

Los valores obtenidos de las transaminasas SGOT y
SGPT han resultado normales, pudiéndolos comparar con
los obtenidos por otros autores como Cerdin, S. y cols.

y Cascales, M. y cols.

'

El estudio estadfstico 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 in

tergrupo, como explicaremos a continuacibn.

En primer lugar, estudiamos el grado de apreciacibn
de las medias por medio del coeficiente de variabilidad,
que como se dijo, en material biolégico no debe ser su-
perior al 20% si la muestra es homogénea.. En nuestros
resultados solo dos valores lo superan, pero en un gra
do tan pequefio, que lo podemos considerar dentro de los

limites de homogeneidad. Ver tabla XII.

En segundo lugar, estudiamos el grado de significa
cibn de la diferencia de dos medias por medio 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 mis alto el valor del control que
el del testigo, con lo que esto nos demuestra que el -
grupo testigo tuvo menos actividad enzimftica que el -

. grupo control,

Al comparar el gru;o control con el denominado 100
Krad., los resultados no son significativos en cuanto
a la d, por lo que se puede decir que el resultado es
el mismo para un lote que para otro, es decir, son ho-

mogéneos.

Igualmente, al comparar el grupo control con el de
nominado 200 Krad., los resultados son similares y tam

bién se puede decir que son homogéneos.

En 1a“SGOT, comparando el control con el testigo,
el valor de la d 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 significativamente y no diferen-
tes respectivamente, pero la actividad enzimitica es

mayor en el grupo control gue en el testigo.

Cuando comparamos el grupo control con el denomina

do 100 Krad., nos encontramos que con respecto a la d
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los resultados son altamente significativos, pero ocu-
rre igual que en el grupo anterior, 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-

zimftica en este Gltimo lote.

Al comparar el grupo control con el denominado 200
Krad., nos ocurre exactamente igual que con el grupo -
testigo, siendo también mayor la actividad enzimftica

en el grupo control que en el comparado.

En definitiva podemos decir, sin mAs que observar
detenidamente las tablas anteriores, que los niveles
mis bajos de transaminasas se han obtenido en los gru-
pos que han sido alimentados con trucha, y en especial
trucha irradiada, sobre todo con relacibn a la SGOT.
Con relacifn a la_SGPT, salvo el valor del grupo testi
g0, los otros grupos han dado valores muy prbéximos, de
lo que se desprende la no toxicidad para el hfgado, de

la trucha irradiada utilizada como alimento.

Em tercer lugar, estudiamos los intervalos de con-
fianza de la media, y comparindolos con los valores ob
tenidos en los an8lisis de la sangre de los animales,
vemos que pricticamente todos los valores estén compren
didos dentro del intervalo de confianza del valor medio.

Tablas XXII, XXIII, XXIV y XXV.
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Asf tenemos que en el grupo control, en la SGPT, -
para una probébilidad del 95%, solo se salen del inter
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 lfmite inferior, ya que la cifra =~

27,75 es précticamente igual a 27,83.

Los valores que se salen en el limite inferior, son
valores bajos de actividad enzimitica, de modo que nos
sirven para asegurar, afn mis, que esos animales no pa

decfan lesibn hgpética.

En cuanto a los valores que se salen por el lfmite
superior, son tan préximos al li{mite, que se puede de-
cir que son iguales, pero comparindolos con el limite
superior que se da para estos animales, 80 UI/l., son

tambien bajos.

En el mismo grupo control, con relacibn a la SGOT
para la probabilidad del 95%, se salen fuera del 1fmi-
te inferior cuatro valores, y del lfmite superior tres,
sin embargo para el valor del 99% solo se salen dos va
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 1limite que es 39,50, valiendo la
discusibn del apartado antedor.
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En el grupo testigo y para la SGPT, tenemos que pa
ra la probabilidad del 95% se salen dos valores por el
1f{mite inferior, ya que los valores 13,64 y 13,59 son
pricticamente iguales, y otros dos por el superior, pe

ro con poca diferencia en sus valores.

"Para la probabilidad del 99%, se siguen saliendo -
t
los dos mismos valores por el limite inferior y ningu-
no por el superior, considerando 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 lfmite inferior dos

valores y otros dos del superior.

Para la probabilidad del 99%, se sale solo uno del
1fmite inferior, al considerar que los valores 26,91 y
26,52 son iguales, y uno del 1fmite superior; como pue
de verse, la misma discusibn de los casos anteiorres -

vale para este grupo.

En el grupo 100 Krad., con relacibn a la SGPT y pa
ra la ppobabilidad del 95%, se salen dos valores por el

14mite inferior y otros dos por el superior.

Para la probabilidad del 99%, del 1fmite 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 1{mite inferior se salen tres valores y del

1{aite éuperior dos valores.

Para la probabilidad del 99%, del valor del 1lfmi-
te inferior no se sale nihguno y del superior dos, pe-
ro con pocas diferencias en los mismos con relacibn al

14mite, valiendo 1la misma discusibn.

En el grupo 200 Krad., con relacibn a la probabili
dad del 95% en la SGPT, se salen dos valores del 14imi-

te inferior y otros dos valores del limite superior.

Con relacibn a la probabilidad del 99%, del 1limite
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 1lfmite inferior

se salen tres valores y del superior dos.

En la probabilidad del 99%, del lfmite inferior no
se sale ninguno, ya que 24,99 es igual, précticamente,
a 25,21 y a 25,25, saliéndose del 1imite superior dos

valores.

De todo esto se desprende, que los valores que se
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salen por debajo de los limites inferiores, son favora
bles, ya que como dijimos, hay menor actividad enzimi
tica y, por lo tanto, no hay evidencia de lesibn en

el &érgano estudiado.

Hemos considerado que menos de media U.I. no era ~
diferencia y por eso hgmos igualado ciertos valores.
Los valores que se salén de los lfmites superiores, -
son o con poca diferencia o con cierta diferencia los
menos, afin inferiores a los 1lfmites dados para los va-
lores de las transaminasas en estos animales, como di-
jimos anteriormente y que ns llegan ni a la mitad del

valor lf{mite que figura en las publicaciones como va-

lores normales.

Como consecuencia de estos estudios estadfsticos,
podemos asegurar que no habfa lesibn detectable enzi-
mitica en el hfigado de ninguno de los animales y que,
por lo tanto, el alimento consumido no lesiona dicho

érgano.
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4. 4. 3.~ Discusibn de los resultados histolbgicos.

A la vista de los resultados obtenidos, no se apre
cian diferencias entre las preparaciones de los 8rga -
nos de los diferentes grupos, tanto en las de hfgado,
como en las de rifibn, pudiendo afirmar que todas ellas
son comparables entre §£.

{

De todos son conocidas las diferentes funciones del
hfgado y debido a ello, este brgano es el que preferi-
blemente se estudia para detectar posibles anomalias -
en el metabolismo de ciertos alimentos, al poder pre -
sentar toxicidad al ser ingeridos; o por ser tbéxicos al

haber sido tratados con diferentes procedimientos.

Nosotros consideramos que la trucha era pricticamen
te protein; al estar liofilizada y como una de las fun-
ciones de este 6rgano es la de la sintesis y desdobla-
miento de protefnas, en caso de ser nocivas, se podria
producir la alteraciﬁn'corfespondiente y nosotros la -
podrfamos evidenciar, por medio de las pruebas de labi
lidad en el suero, ya expuestas, y por medio de las co
rrespondientes preparaciones histolbgicas. El resulta
do ha sido rotundamente negativo, por lo que podemos -
asegurar que la trucha irradiada no es nociva para el
higado desde el punto de vista de nuestros experimen-

tos.
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A su vez, el rifibn ha de eliminar todos los metabo
litos que no son aprovechables por el organismo, o los
que se producen al ingerir sustancias nocivas, las cua
les pueden lesionar este 6rgano al eliminarlas, siendo
detectables estas lesiones de diferentes formas, entre

las que se encuentran las preparaciones histolbgicas.

En nuestras prepargciones, no hay evidencia de le-
sibn en ninguna de ellas, de modo que los metabolitos
que se han producido al ingerir las truchas, no han -
sido lesivos para estos 6rganos, por lo que podemos -
asegurar, también, que la trucha irradiada no lesiona
los rifiones de los animales de experimentacibn que se

han empleado en esta experiencia.
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5.~ CONCLUSIONES.

De 1los resultados y discusiones expuestos en. los diferentes
apartados del presente trabajo, se pue&en deducir las siguien-

tes conclusiones:

12) Que 1la dosis de 100 Krad (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, refrigerindola entre 0 y 429C.

22} Emplear dosis mayores no es conveniente, desde el pun
to de vista econbmico, ya que'no se obtienen resultados mis =
favorables a los obtenidos con la dosis administrada por noso

tros.

32) Dadas las caracteristicas del hibitat de estos anima-
les en las piscifactorfas, en las cuales se intenta aproximar
al medio natural, los gérmenes encontrados no son patbgenos, -
aunque son suficientes para pro ducir la putrefaccibn de la -

trucha.

42) El Proteus, gérmen encontrado en las truchas proceden~
tes del mercado, y que se ha considerado de contaminacibn ex§
gena, desaparece completamente con la irradiacibn, por ser muy

sensible a l1la misma.
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52) Los aminofcidos protéicos del mlsculo de la trucha, -
no son alterados por la dosis de 100 Krad (1 KGy), ni por la -
dosis doble, manteniéndose las cantidades de los mismos iguales

en los tres grupos analizados,

62) Las truchas irradiadas no han producido ninguna enferme
dad de tipo toxicolbgico en los animales de experimentacién,de

tectable, ni por sfintomas ni pbr los anilisis correspondientes,

quedando por ello probada la inocuidad de las mismas.

72) La energfa nuclear apliecada a la conservacibn de los

alimentos, puede ahorrar otras fuentes de energia.
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