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En el presente informe se resumen los tfabajos realizedos
dentro de) Contrato de investigacidn 731/RB, de acuerdo con
las instrucciones publicadas por el OIEA para la preparacicn

de estos informes,
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1, INFORMACION SOLICITADA POR EL O0.I.E.A.

a)

b)

(i) Némero del contrato: 721/RB
(ii) T{tulo del proyecto: "Radiosensibilidad de la mi=-
croflora del pescado blanco fresco".

(iii) Investigaciones realizadas en:

Junta de Energia Nuclear
Direccidn de Yuimica e Isétopos
Division de Juimicae Nuclear

Seccién de Isétopos
(iv) Investigador principal:
D, de la Sierra Serrano
(v) Periodo que cubre este informe:

15 de Diciembre 1968 -~ 14 Diciembre 1971

Descripcidn de la investigacidn:

Se han puesto a punto y desarrcllado técnicas microbio-
1l6gicas, bioguimicas y organolépticas con objeto de llevar

a cabo las lineas de investigacidn siguientes:

~ Estudios ecolfgicos sobre factores que pueden influir en
la dosis de irradiacidn que permita una prolongacidn justi-
ficable de la vida comercial del pescado, mediante técnicas

microbioldgicas, bioquimicas y organolépticas,

- Ensayos de inoculacién artificial de filetes de pescado
blanco irradiado, con esporos del Clostridium botulinum,
tipo E. para analizar los pardmetros que pueden afectar la

produccidn de toxina botulinica.

Los trabajos experimentales han comprendido pruebas
preliminares y series de experiencias de irradiacién de
"Merlucius merlucius" (pescadilla y merluza), "Lepidorhombus

boscii" (gallos) y "Gadus morhue" (bacalao).

Para investigar el comportamiento del Clostridium bo-
tulinum, tipo E. en el pescado irradiado se han realizado
.experiencias de inoculacién de esporos a diferentes c neen—

. traciones, temperaturas y condiciones de irradiacidn n
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c)

~{1)'

muestras de merluza y bacalao

Resultados obtenidose

Con dosis de IOOrBOQ Krad se ha prolongado de dos a tres
veces la vida comercialxde los filetes de merluza y pesca-
dilla de distintas procedencias. Con niveles bajos de con-~
taminacidn inicial, del orden de 10° gérmenes/gramo de pes—
cado y dosis de 50 Krad, el periodo de almacenamiento se
extendid hasta 10-12 dias,

En las muesiras de galles y bacalao irradiados ¢on 100
Krad, la vida comercial del pescado aument§ de 19 a 25 dfas
segin las condiciones del péscadc recibido, dependiendo prin-
cipalmente de las zonas de pesca y del fiempo transcurrido

desde su captura.

Los resultados de los andlisis bioquimicos y organolépti-
cos emﬁleados, en general han mantenido corrclacién con las

pruebas microbiol8gicas,

La temperatura de irradiacidén y conservacidn de las mues—

tras ha sido de O—2°C, medida con termohidrdgrafo, excepto

en los ensayos de inoculacién del Cl. botulinum, tipo E.

s

Los resultados de las series de experiencias de inocula-

cidn artificial de filetes de merluza y bacalao con esporos

del Clostridium botulinum, tipo E, han mostrado que a tempe-
raturas de refrigeracidn de 3-4°C y en las condiciones estu-
diaedas, no se ha producido toxina botulinica en las muestras
irradiadas y festigo (no irradiadas), durante el periodo de

tiempo en que'el.pescado se ha mantenido'apto para el consu~- .

. moe Por el contrario a temperatura de 12°C sf se pudo detec~

tar la referzda foxina una y dos semanas antes de la termi-

nuc16n de- la v1da comerc1a1 de los flletes de ambas .especies

A >
vy

de pescwdo.

Conclusléne31 oo

De los rasultados obten1dos podemos deduclt

o sxones slgulentest-'g,4 s
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‘ 1, La aplicacidn de dosis de 50 y 100 Krad a filetes de

;: ..pescado blanco en condiciones adecuadas y a tempera-

i turas de conservacidén de 0-2°C puede permitir una pro-~
, ilcngaciﬁn justificable comercialmente del periodo de )

} almacenamiento,l2 a 21 dias. Se requieren dosis mayo-’

res para indices de contaminacidn mds elevados y cuan=

o e R N ik b e e e s 3 e
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| do se utilizen materiales de envasado permeables a los

T e e o T

gases,

i ‘ 2, Dosis de irradiacidn comprendidas entre 50 y 300 Krad
Z ; : : aplicadas a filetes de merluza, galles y becaleo, re-
| - N ' dueen la carga m1crob1ana en un factor de inactivacidn
i

comprendido entire 10° y 10° gérmenes/gramo.

3. Se ha confirmado en les sucesivas series de experiencias :

|

] .

i : que la prolongacidn de la vida comercial del pescado
; blanco fresco es funcidn principalmente del nivel de
1

! ) o : contaminacidn inicial, condiciones ecoldgicas y materian-
l les plésticos empleados en el empaguetado, siempre que
! . s» mantengan las muestras a temperaturas constantes de

K g . refrigeracidn. ‘ ;

- B - 4. Los microorganismos que se han mostrado mds radiosensi-

2k ety e

bles han sido los del género. Pseudomonas y del grupo
E , collforme, elimindndose en un 90% aprox1madumente a la
i M L dosxs de 100 Krad.

R

y o 5; La ﬂi¢roflora superviviente em muestras de merluza irra-
dladas con 100 Krad y cerrsdas las ;bolsas en atmésfera i

;7, o _nnormal ha quedado const;tulda fundamentalmente por gér-

f

. menes de los generos Achromobacter ¥ Micrococos.

)

, En las muestra§'dé'merluza irradiadas y cerradas al va-a

e 2% TN T, TR

7;*c10, los m1croorgan1smos residuales encontrados fueron

eseﬂclal ente Lactobacxllus, Aeromonas y levaduras, o

‘Los f;letes de ”Lepxdorhombus boscii™ (gallos) Y "Gadus :
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tivamente_gtandé_de gérumenes coryneformes-(Corynebacterium, i
etc.), junto a Jos g&neros :Achromobacter en muestras irra-
‘diadas y cerradas en atmésfefa normal y a los.Lactobacillus |

en las cerraidas e irradiadas al -vacfo.

8+ E1 tratamiento de los filetes de pescado con pollfosfatos,
" ha me;oraﬂo su presentac16n comercial, evitando la exuda—
2idn o goteo y no alterando la composicidn eualltat1va ni

PR

v cuantitativa de la microflora residual superviviente.
' ' o ' . h

9.,.En log enéayos de inoculacién artificial de filetes 'de @
- merluza y bacalao con esporos del Clostridium botulimun, =
tipo E, se ha comlrobadn un margen de seguridad entre el \
periodo de tiempo comprendldo en la vida comercial y la 1
posible produccidn de la toxina botulfnica, a temperatu- i

!

ra de refrigeracidn- de 3-4°C) mientras que a temperatu-—

ra de 1200, laipfesencia de. dicha toxina pudo ser debtec-

tadalantes'de la descomposicién del pescado.

v

10, No se ha apreciado-diferencia en cuanto al comportamiento
del Clostridium botulinum, tipo E, en los lotes de file-
< " tes de pescado tratados con polifosfe%os con respecto a
’ los que no han recibido dicho tratamiento en filetes :ino-
culdados con esporos de los referidos microorganismos e

irradiados a dosis de 100 y 200 Krad.

g) Bibliografia.

(i)Ademfs de la bibliografia indicada en los cuaffo infofmes de
desdrrollo anterzormente ‘enviados, las referenc1as relaciona~
das con este 1nforme asi como. ‘las consultadas durante su reali-

. zaclon ‘son las s1gu1entes.h

(1) De la Si rra Serrano, D., Alonso’ Rodriguez, M., Matutano -
‘Pﬂil* Aranda, J.I‘ Prolongaclén de. ln v1da comarc1a1 del pescado

*'-medlanto radlucxonesﬂio-izantes.,Ponenc1a env1ada nl XIX

Coﬁgreso Mnndial de

.etarln;riu eelcbrado en Agouto de 1971




(2) De la Sierra Serrano, D, Efectos de las bajas dosis de

radiaciones ionizantes sobre la microflora tfpica y de
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£) (i) Los trabajos efectuados durante el desarrollo del contra-
to se han ajustado a las directrices y recomendaciones
propuestas y aprobadas por el OIEA desde su iniciacidn y
en las sucesivas renovaciones de¢l contratoa

(ii)La relacidén de gastos correspondiente a personal, equi~ .
pos, material y transporte en el periodo de tiempo com- ;
prendido entre el 15-12-1968 al 14-12-1971 se resume en
el cuadro siguiente: ‘
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2. DETALLE Dt LOS TRABAJOS REALIZADOS

2.1. Introduccidn

En el presente informe final corréﬁpondiente al contrato de
investigacién OIEA~-JEN 371/RB se¢ resume la lahor efectuada para
dicho proyecto desde Diciembre de 1.968 hasta Diciembre de 1.971,

Los trabajos han sido llevndos a caho en los laboratorios y de-

pendencias de la Seccidn de Isdtopos de la Junta de Energia Nu-

clear, en la Seccidn Veterinaria de la Escuela Nacional de Sani-
dad y en el Laboratorio de Radiobiologia del Servicio de Fisio-

zootécnia del Patronato de Biclogia Animal,

Las especies de pescado ensayadas han sido "Merlucius merlu-
cius" (merluza), "Lepidorbombus boscii" (gallos) y "Gadus morhua"
(hacalao). Durante el desarrollo de las investigaciones se han

seguido dos lineas fundamentales de trahajo:

A) Determinaciones de la prolongacidén de la vida comercial

del pescado irradiado mediante pruebas microbioldgicas,

bioguimicas y seusoriales.

B) Estudio de las condiciones que pueden afectar la produccidn
de toxina botulinica en filetes de pescado irradiado, pre-

viamente inoculados con esporos de Clostridium botulinum,

ti po Eo
En las series de experiencias se tuvieron en cuenta y aplica-
ron las recomendaciones y normas publicadas por el OIEA sobre la
investigacidn en la irradiacidn de pescade , metodologia micro-
bioldgica de los alimentos irradiados, y conclusiones del Panel

sobre Irradiacidén de Productos de la Pesca organizado por la Di-

visién Conjunta FAO/OIEA celebrado en Viena del 15 al 19 de Di-

_ ciembre de 1,969,

" Asimismo, se adoptaron todas las-precauciones necesarias re-
- N N

lativas a los trabajos con gérmenes patdgenos en las gxﬁpriencias—-
" de inoculacién artificialde esporos del Cl. botulinum, tipo Es
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f 2,2, Material

| i Como materia prima se utilizd pescado capturado por

' barcos de arrastre en diversas zonas y profundidades mari-
; timas a la altura del litoral Noroceste de Espafin. El trans-
i porte se realizd desde el puerto pesquero de Vigo a la
Junta de Energia Nuclear, eviscerado, en vagones frigori-
ficos o camiones siempre en condiciones de refrigeracidn,
El tiempo transcurrido desde su captura hasta la irradia-

i cidn oscilé entre las 48 y las 72 horas,

i } )

' : Las piezas se hicieron filetes de un peso aproximado
: de 100 gramos empaquetdndose en bolsas de polietileno o D)
L. rilsan {nylon francés), permeable e impermeable a los ga- |

ses respectivamente, esterilizadas previamente por irra-

’ diacién y cerradas herméticamente con mdquina soldadora

eléctrica en atmésfera normal y vacio.

Los lotes de¢ muestras irradiadas y control se mantu-
vieron durante las experiencias a temperaturas de Zi O'SOC,

TR T T L e

i

excepto en las pruebas de inoculacidn del Clostridium

botulinum, tipo E. El control de dichas temperaturas se
Lovulinum, L1po 5
efectud mediante termohidrdgragos instalados en los frigo-

rificos,

2.3, Técnicas de trabajo

S
-t s,

Las irradiaciones se llevaron a cabo introduciendo las
muestras rodeadas de bolsas dé hielo en el* recipiente de
! la geometrfa tres de 1la Unidad de Irradiacién Gamma de
| Co - 60 denominada "Nayade", perteneciente a la Seccidén
" de Isdtopos, Divisidn de Quimica Nucleer, Direccidn de
Qu{miga e Isdtopos de la J.E.N, Las intensidades de do=
sis fueron 0'41/Mrad/hora en las pruebas preliminares ‘ :
y de 1'134 Mrad/h. en Ias restantes experiencias, ‘ J

P
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223,1. Dosimetria

Teniendo en cuenta las normas y recomendaciones del Panel de la

Divisidn Conjunta  FAO/OIEA (15-19 Diciembre 1.969), se efec-
tuaron comprobaciones periddicas y sistemdticas de la dosimetrie

en las muestras de pescado, para hallar la forma mds adecuada de
colocacidn de los filetes, con objeto de conseguir la.mfs unifor-
me distribucién de la dosis aplicada. Dada la situacidn vertical

de las fuentes de Co-60 (en barras) y la trayectoria de isodosis,
se considerd que la posicidn mds adecuada es la horizantal a am-
bos lados del plano medio perpendicular a dichas fuentes,

La colocacidén de dosimetros centrales y laterales segin téc-
nica de Fricke, confirmd esta teoria obteniéndose datos de las
lecturas de las densidades dpticas en los que se procuraron evitar
las fuentes de error que pudieran afcctar o los valores (diferen-
cias entre las densidades dptices del blanco ¥y la del dosimetro

irradiado, etc.).

Como la altura de las fuentes radiactivas es de 9 cm el plano
medio formado por una ldmina de aluminio se colocé a 4'5 cm de la

base, dentro del recipiente contenedor de las muestras.
2, 3.2. Técnicas microbioldgicas

Los métodos empleados fueron similares a los indicados en los
informes de desarrollo IS 2340/I-24, 28, 33 y 35 correspondientes
a2 los periodosde tiempo cubiertos por este mismo contrato de in-

vestigecion y remitidos al OIEA,

En los esiudios experimentales comparativos efectuados con
las especies de merluza-gallos y merluzé—bacdlao, se ampliaron y
perfeccionaron los métodos de aislamiento e identificacidn con
medios de cultivo selectivos y numerosas pruebas bioquimicas con
la finalidad de establecer una posible relacidén entre la microflo-
ra tipica y de contaminacidn fecal y las condiciones ecoldgicas '
del peséado que pudiera repercutir en los‘gérmenes‘residuales

supervivientes del pescado irradiado, obteniéndose interesantes

datos que se detallan mds adelante.

T

P N TR

eae

) ez




tracioncs, tempersturas y condiciones de irraciacion =n

et S g L - - -

. | -16 -

e,

! En las prusbss sistemdticas de control se utilizaron los

procedimientos siguientes:
A) M&todos de enumeracidn de microorganismos

1) Gérmenes mesdfilos aerdbios

Se efectunron estos recuentos mediante siembras en pro- :

. fundidad en places Petri con medios de cultive "Plate Count

ERSSISRE

Ager" {P.C,A) de la casa "Difco" siguiendo la técnica de las

diluciones decimales, En les dltimus experiencias se empled

tembiédn el "Tryptic soy-ycast extract agar" (TSYEA) del

"Baltimore Biological Laboratories" (BBL), Cuando se calculd

f que los gérmenes sobrepasaban los 3,000 por gramo de mues=-

tra las siembras se realizaron en superficie despuds de se-~
r

car bien el agar nutritive durante 24-48 horas a temperatu-
ra ambiente y extendiendo 0'l ml de la dilucidn con una vari=
11la de vidrio de dimensiones aproximadas de 3'5 mm de did-
metro, 20 em de longitud doblada en dngulo recto 2 3 cm de

0 .« 7
su termianncion,

L ZEn aman o e mhee3S gt

»

3
] . \ .
2Y Mesdfijios teotsles [(aecrobios mds znaerobio)

Siembra y cultivo en tukos de 160 x 16 mm en "AC Medium"

T,

(Difco). Este medio debido & su contenide en 4cido ascérbico,
unidoe a los restantes componentes permite el recuento con
4 r'd

suficiente aproxisaeidn no sdlo de los gérmenes aecrobios B

sino también de los anaerobios.

i

Las siembras en cada dilucidn se realizaron por dupliw

2t ettt s v

cado y triplicado.

T

La incubacidn durd 72 horas con dos- temperaturas: estu-

fa a 30°C ¥y a temperatura de laboratorio que oscilé entre
18-20°C,

3) Microorganismos anaerobios mesdfilos

e vSe determinaron con el"PCA"y "Nutrient Agar (difco).

Los anaerobios estrictos con campana especial metd{lica para

efectunr el vacio ¢ introducir las placas Petri sembradas s !

T T B AR
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indicados anteriormente, Los

por los dos procedimientos

anaerobios estrictos junto con los facultatives mediante

sieﬁbras Yy cultivos similares en tubos largos de 420 X 8 mm,

4) Psicréfilos

Siembra en medio de cultivo "Marin Agar", "Nutrient Agar"

y "PCA" (Difco). Incubacidn a 4-6°C durante 12 dias y 2 15°%

6 dias,

b a2

.5) Bacterias coliformes j

Siembras en placas Petri con agar desoxicolato sddico .

R f e

y en caldo lactosado con verde brillante y bilis al 2% con-

tenido en tubos de 160 x 16 mm con campanra Durh.m. 1ncuba~

—era sz s

cidén a 37°C durante 24-48 horas. Para seguir los procesos

PRI

de aislamiento e identificacidén de los gérmenes fecales y

aerdgenes se emplearon también los medios de cultivo sdii-

dos "Eosin Metilene Blue Agd?“ly"Endo Agar" y el medio 1li-
quido"Lauryl Sulphate Tryptose Broth" (Difco) este dltimo

con campangDurhamn para registrar las fermentaciones gaseo-

sasSe

6) Escherichia coli, tipo I. . ' i

En los casos gue interésd determinar estas bacterias se

siguid la técnica de Makenzie con posteriores. comprobacio-

nes mediante las pruebas o tests del IMViC (indol, rejo de

metilb, Voges-~Proskauer y Citrato), teniendo en cuenta el

cuadro recomendado por la Asociacién Internacional de Socie-

dades de Microbiologfa én su Comité para las espec1ficacln-
nes en los alimentos (ICMSF)

-~

B) Detérminacionea del comportamiento bioqufmico.microbiano.

( La presencla de gérmenes productores de. SH se efectué
“con agua de triptona adlcionada del'b‘OE% de - c1trqto de
' .hierro y del 0*02% de clstina, observando los tubos en Que

" se produce el ennegrec1miento deb;do a la preclplta016n del

.. . hierro,
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i El indol se detectd mediante el reactivo de iirliche-
| Kovacs,

En 1a realizaeidn de las pruebas bioquimicas se emplearon

los siguienies reactivos:

Koeser Citrate Medium (Difca)
G F Besal Medium (Difco)

Difeventation Lisks Oxidase (Difco)

Motility Test Medium con Beef Extraet (Tifeo)

Sensitivity Disks Penicillin (Difco)

TR N SN

Sensitivity Disks Terramycin (Difco)

Arginine

£ P SLEP PR PRI

En los andlisis de investigacidn dirigidos al aislamiento |

¢ identificucidn de microorganismos especificos se utilizd 1o

clusificacién del "Bergey's Manual of Determinative Bacteriolo-

gy" (72 Edicidn de 1.957)« Las resicmbras a partir de los me—

dios de cultivo empleudos en las pruebas de¢ control indicadss i

permitiernpa en eislamiento d2 numerosas colonias en cade una

Ce las expericncians, ducesivos nnges en medies de cultivo es—

VNG mr e o

pecinles y selectivos permidvicron su nlterior identificacidn,

T M T AU AT A S e v gl Ly

Le pauta general sesuida pura la ideatificacidn de los

diferentes grupos primcipalss de gérmenes ha sidn:

TR R U e e 0T L L

1) Microorpanisnos Gram— pecitivoes

;
Ix
|
|
H
{
i
§
|

~a
P

a) Baciles, Esporulados {Catalasa +) y no esporulados

{catalasa +): Corynebectorium.

Catélasa(~) y Lactato (~) = Lactohacillus

b) Cocoss~ Con temperaturz dptima de ZO-BOOC gerobios

degradan los hidratofdﬁ‘curbono por metabolismo oxi-
! dative .7 no crecen en el medio sélcctivo.aﬁapman 110
g son Micrococos y.en el caso de que se preéenten en’
v paﬁueﬁéé ciibicos de 8, Sarcinas,

Los Estafilococos se investigaron medionitetel medio

"BéifﬁaParkefﬂ ineubando a }0—3790 durante 2#-hor.s,

1

; 'R
5 ki

'8

i
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. - e¢) Clostridium welchii.

La investigacién de los gérmenes del género Clostridium
-welchii y , del gxrupo sulfito-reductores en general
se llevé a cabo empleando el medio de cultivo"lron Sulphite

Agar" (0xo0id). Incubacidn a 44°C durante 24 horas,

) 2) Mlcroorag_plsmos Gram— negatlvoc.

¥

Por ser los gérmenes m&s numerosos que se encuentran en - B

las muestras de pescado se empled una sistemdtica mds comple-

ja.eoﬁ arreglo a la siguiente pauta:

&) Reaccidn de Hugh y Leifson, para conocer el modo de ataque

a los hidratos de carbono {glucesa y/o lactosa). De esta

s i 2 SRR TR

. forma se subdividieron las colonias en dos grandes grupos:
productores de la degradacidn de dichos azidcares por meta-

bolismo fermentativo con o sin produccién de gas, entre las

que se encuentran .las colonias constituidas por Enetcrobactes

ridceas y Aeromonas diferenciadas a su vez por flagelos pe-

ritricos o cefalotricos respectivamente; y, las que podian
. producir distinto procetso de degradacién de los azdcares, g
<bieh okidativb}hiherte o fermentativo entre las que se en- f
contraron las de Pseudomonas con pigmento fluorescente, las ]

no pigmentadas, -los Flavobacterium con pigmento amarillo, y

: !
"-1las de Achromobacter in pigmentaciones.  §
. 3

b) Las Enterobacteriaceas se 1nvest1garon segun la produccldn

“de ‘cldo, dcido y gas Yy H as{- como por el. test INViC para
distinguir las bacterias fecales de las aerdgenas, del gru-

-

por Escherichia-~Achromobacter.

A

c)‘Reaccxon de la oxidasa, que perm1t16‘1a dlstinc16n entre

1mportantes gripos’ bacterzanos un1da a las: pruebas de di-
‘ferenclaclon de la sens:bilzdad a los antlbiétzcoa de pe-
g A n1c111na Y. terramlclna, asf como las reacciones de decar-
boxllac16n de la arglnlna f&cllltaron la c1a51£1ca016n de

l’las Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterlum Yy Vih1os. .

i . .
- 2 “‘ IS
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::res sensorxales ‘de Iparien013, olor y textura de los flletes

“en estado crudo. (flcha ne ‘1),

~- 20 o~

C) Poblacién fingica.

Para el recuento y tipificacidn de la poblacién fdngica
se han aplicade las técnicas y medios de cultivo recomendados
por el Csuité Mixto FAO/OIEA en el n? 104 de los "Techniceal

Reports Series",

2e3e¢3s M8todos bioquimicos

Se llevaron a cabo detorminaciones del nitrdgeno de las ba-
ses voldtiles totales (NBVT), de ls trimetilamina (TMA) y de
los dcidos voldtiles totales (AVT), de las muestras, como {n-
dices de la actividad bioquimice de la microflora residual y
testigo. Para las valoraciones del NBVT se empled la técnica
de Okoloff basada en el desplagamiento de las bases voldtiles
por el 8xido de magnesio y posterior medida volumétrica del
destilado por retroceso. En la TMA se ha utilizado el“métoao
espectromftrico de Dyer y en los andlisis de los AVT la técni-
ca de la Asociacién Oficial de qufmicos de Agriculfurae de los
EE,UU, (AOAC), con ligeras modificaciones. Asimismo se ha apli~
cado el método de ASAKAWA fundado en la determinacidn de la
*"Relacifn de destilaciﬁ&" (RD) de los €cidos voldtiles, Este
f1timo método sipgue esencialmente la técnica de la AOAC pero
relaciona‘pr0porcionulmente la frescura del pescado con log
valores de la RD que existe entre el tanto por ciento de aci~
dez de la segunda fraccién de 50 ml del destilado con la pri=-
méra, '

- Todos los métodos bioquifmicos anteriormente indicados han

sido descritos con detalle y figuran en las reférencias biblio--
gréficas de los informes de desarrollo IS)2340/I-24 y I~28
(1,969 y 1,970},

24324y Tests sensorialeé

Kedmante un test escalar hedénico de 5 puntos ¥ utilizando"
un panel no. entrenado de 20 miembros procedente del personal

de 1& plant111a del laboratorio, se han valorado los caracte-(

B L
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. Para valorar el sabor de las muestras cocidas, se ha cons- ;

, tituido un segundo panel compuesto de 10 jueces, selecciona- ;
v dos del anterior por poseer meyor agudeza en la waloracidén

¢ para el pescado crudo. .

Las muestras control e irradiadas se han presentado a los s
juoces codificadas, reflejando estos, individualmente, sus , i

marcas en las fichas n? 2 y 3. i i

. B Las valoraciones de pescudo cocido sc efectuaron preparan-
N do las muestras de la forma siguiente:los controles congelados
se sometieron a vapor fluente durante veinte minutos, sin pre-
via descongelacidn; las irradiadas se sumergicron en un bafio K !

i ’ de agua hiviendo durante diez minutos, {

El eriterio de calidad se establecid considerando que to- i

EI . S

de muestra que no alcanzara con arreglo a la escala hedénica | .f

[

un valor de "3" en el promedio de los pardmetros estudiadoes

se estima concluida su vida comercial, siendo igualmente de-

sechada toda muestra que no obtenga, en alguno de los pardme- | ;

tros un valor minimo de"2t8",

SR IR

L

Pera estimar si los datos obtenidos en las valoraciones

D& mrhates

halladas de cada uno de los pardmetros procedentes de una

T e

: poblac1on pequeila como la de nuestros paneles, pudieran ser

7

J

. 31gn1flcat1vos desde el punto de vista de grupos numerosos ; ¥
b de consumidores, se sometieron- estos resultados a tra- !
i tamiento estad{stico, utilizando la distribucién de la "t"

de Student, adoptando una probabilidad del 90%.

i - _ A partir de las éxperiéncias realizadas a comienzos del

afio 1,970 y de acuerdo con las recomendaciones del Panel

Mixto FAO/OIEA (1969), las deter&inacionqs o;ganqlépticas

se centraron en la valoracidén dél olor.en estado crudo veri- [

ficdndose mediante una escala hedénica de 9 }untos propuesta
por el "Bureau of Commercial Fisheries of Gloucester, . ,

MassachusettS", Los re sultados se sometieron al ana1151s

de la varianza.
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Escala de valoracién de 5 puntos para la apariencis, olor

¥y texture del pescado blanco irradiado y control eon estado crudo

1, Aparigncie

da*

4.-
3."

2.~ Qlor
e
4em
Je-

2.-'

1‘0 had

Muy brillante, como fluorescente a la luz, sin defectos
(hemorragies o zonas violdceas u oscuras)

Color brillante, pero algo apagado como de cera,

Ausercia de color propio del pescado, como si estuvie-
ra decolorado.

Pequefias opacidades, presencia de defectos (hemorré-
. Ay .
gias, zonas oscuras o viol{ceas)

Completamente opaco (a la luz) y presencia de defectos
ostensibles,

Muy bueno - fuerte olor fresco como a mar
Bueno - sin olor,
Regular - Ligero olor a pescado

En el 1imite para el consumo - Fuerte olor a pescado
pasado

Incomible - Fuerte olor & descomposicidén o podredumbre
(olor amoniacal).

.

34~ Iexture

5.~ Firme — Eldstico a la presidén digital

4,~ Alguna pérdida de elasticidad

Fem

2.~ Blando o correoso,

Pérdide de la firmeza o elasticidad sin llegar a blando

-

l.= Muy blando, como fofo o pulposo, retiene ia impreéién

digitel,
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N B Valoreoidn sensorisl del pescado crudo irrediado )
, ' }
f N , :i
1 f [
‘ _ 3 g
] Nombre Pecha :
i
| l‘ {
: ! J p
! v i ]
Muestras -
i Muestre Muestra Muastra Muestra , ;
: Paridmetros ne nf nf ne %
H w
; A
| :
| :
3 . LpaTiencia ]
- i
i K 3
: 1
| Olor 3
: : H
N .
B |
i Textura
N
B
Y: -
; .
: Nota.~ De acuerdo con su apreciacién,cologue la marca que oree co- . )
rresponde a cada muestra,en cada uno de los permetros con-
siderados.
» ] :
: ] ' . ' :
N - i
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“ { 2;4. Material y mé€todos empleados en los estudios sobre el compor~
tamiento del Clostridium botulinum, tipo E, en el pescado

irradiado,

En los estudios del Clostridium botilinum, tipo E y de
la producecidn de su toxina se siguieron las técnicas recomen—
g dades por el Panel de Extertos de la FAO/OIEA con la colabo-
i racidn de la Asociecidn Internacional de Sociedades de Micro-
; biologfa (IAMS) {Technical Reports Series No. 104) y los méto-
; dos utlizados por Segener y col (18).

: Las experiencias, en esta linea de¢ trabajo, se realiee-
ron con las especies "Merlucius merlucius" (merluza)y "Gadus

morhua" (Bacalao), ambas en estado fresco.

: Pera lac incculaciones artificiales de filetes de pes~

cado se prepararon diluciones de dos cepas de Ci, Botulinum,

tipo E.: una procedente de "Welcome" (Inglaterra) y otra
del Instituto Pasteur de Paris., Ambas hen sido valoradas

para probar sa poder toxigeno, con resultados positivos,

La obtencién de suspensiones de esporos con suficiente ;
concentracién se llevd o cabo sembrando a partir de la ce-
pa "Welcome" en el medio de cultivo "TPG" adicionado del '
- 1% de Yeast Extract". Transecurrido el tiempo de incubacidn g

i
] 0 . :
i de 96 horas a 30°C, sc centrifugd obteniéndose una densa sus-

pensidn que fue pasterizaeda para eliminar las formas vegeta-

it tivas. En observacidrn microscépice los frotis tefiidos por
les colorantes habituales, se comprobé, en cada campo, la

- existencia de elevado nimero de formas esporuladas tfpicas,
del referido mieroorganismo, Los esporos producidos,antes
de preparar la suspensién, fueron lavados repetidamente y de

nuevo centrifugados con objeto de eliminar toda posible exiszw-

tencia de toxines . ' ' )

£ ' . La inoculacién de cada filete se realizé por inyecciones
fraccionadas, en nidmero de 12 a 14 practicadas a distinta

profundidad del espesor del filete a través de diferehteS‘

ke St o E a STRERER o Npen
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puntos de su superficie para conseguir la mayor uniformidad

posible en la distrucién de los esporos.

Simultdneamente a .la inoculacién de los filetes de pesqa-
do se sembraron esporos de la suspensién en medios de cultivo
"Cooked Meat Medium" y Tarozzi", = que -actuaron ‘como testi-

go y para comparar las valoraciones de la toxina. '’

A

Las pruebas de control para comprober la existencia de
gérmenes botulfnices y dc su toxina se efectuaron semanalmente
a partir de los siete dias siguientes a las inoculaciones tan-

to dé los cultivos sembrados como de los filetes contaminedos

artificialmente,

Ademds de la técnica clfsica de inoculacién de ratones
protegides y no protegidos con el suero botulinico correspon-

diente, se detectd la presencia de toxina por la técnica de

doble difusidén en gel de agar.

En la detaccidén de la toxina botulinica se utilizé el pro-
cedimicnto del acetato sddico (solucién tampén, pH 5'5, 05 M)
con y sin previa digestidn tripsica, empleada por Segnér y col.

(18), comprendiendo los siguientes tiempos:

a) Afiadir con pipeta 2g de la muestra (macerado de pesca-
do triturado y homogeneizado con el "Ultraturrqx") a 2 ml de

la solucién de acetato sddico tampdn.

b) La muestra diluida se mantiene a 3°C durante 20-24 ho~

‘ras para asi procursr la toxina que pudiera existir retenida

s

intracelularmente.

¢) En los casos en que se ensayl le digestidn tripsica
se afiadié 0'2 ml de tripsina a 10% recientemente preparada

incubéndose durante 3 horas a 3700.

da) Se iuoculafon intraperitbnealmente,fraccionea de O'S}ql
a pares de ratones con y sin protecciﬁn de .suero antibotuli-.

nico, tipo E,, procedente deI;Ins%ifuo pasteut‘de‘Péris; obser-
f . . ‘v" v .

e

véndose los sintomas clinicos y muertes.
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Los recuentos del nimero de gérmenes botulinicos de las :

R T

distintas suspensiones y de las muestras de pescado inoculado |
artificialmente, se efectuaron mediante siembras en medios |
sdlidos de agar-sangre y"Reinforced Clostrididl Agar" (oxoid),

incubados en condiciones de estricta anaerobiosis con cempanas

; de vacio asi como también por siembras en tubos com tioglico-

lato adicionado del 1% de agar. h )

La comprobacidn de que los micrcorganismos de las colonias

B . Carar ar UUU

formadas pertenecian a la especie Clostridium botulinum, tipo

E, se realizd por la rcaccidn de inmunofluorescencia. !

. !

2.5. Pardmetros ensayados.

L3

Ete s

En el planteamiento de las experiencias se ha tenido en

2L Sraa

cuenta el estudio de los efectos producidos por-la variacidn

eI e 2

de los pardmetros considerados de mayor interés desde el pun-

to de vista tecnoldgico y sanitario, De acuerdo con los obje-

tivos propuestos, se han ensayado y analizado las variables

siguientes:

S
L T e ettt 70 3

2.5.1, Dosis de irradiacidn

.

RN WC SRl

En las experiencias preliminares se aplicé le dosis de 300

kilorads y posteriormente las de 50, 100, 150 y 200 Krad,
con la finalidad de haliawr la dosis que permitiera prolon-

o it e

gar la vida comercial del pescado un tiempo minimo justifi~ . | v

cable desde el punto de vista comercial.

2.5.2, Niveles de contaminacién inicial, ,

Se utilizd: pescado prbcedénte4 de distintas zonas y
diferentes condiciones ecoldgicas c¢y.. objeto de poder valorar

la influencia de los niveles de contaminacidn inicial y del

tiempo transcurrido desde la captura sobre la extensidn del
periodo de almacenado en las muestras irradiadas en compa-

racidn con las testigo.c

v

% 2.543. Condiciones de irradiacidn.

[

s “ . .

Se emplearon distintos materiales pldsticos de empaque~- y
il ;
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tamiento y diferentes atmdsferas. En primer lugar se . -em-
plearon” bolsas ~ de polietileno (perméable a los ga-
ses)y después nylon francés dencminados comercialmente

"rilsan", E1 70% de las muestras (aproximadamenté\se cerra-

ron en atmésfera normal y el 30% restante se soldaron al
vacio. Durante las irradiaciones las muestras fueron menie-

nidas en todo momento a temperatura de refrigeracidn de

0-2% ¥

rodearan las muestras de pescado.

1°C mediante la coioccecidn de bolsas de hiele que

3. EXPERIENCIAS REALIZADAS HASTA 1971,

3.1. Resumen de las experiencias efectuadas.

Se llevaron a cabo dos experiencias preliminares sobre
muestras de pescado procedentes del mercado minorista, pa-
ra asi poder conocer las condiciones reales de la contami-
nacién inicial de esta clase de pescado en el comexcio, tal
como lo adquiere el ama de casa, En estas pruebas detalladas
en el informe IS 2340/1-24 (1969) ia ¥nica dosis aplicada
fue la de 300 Krad utilizdndose como material de empaquetado’
el polietileno comercial. La temperatura de conservacién
se mantuvo a 3° = * 1°C. E1 25% de las muestras no se 1rradia-

rop conservdndose como testigo.

De acuerdo con lo indicado en los cuatro informes de de-
sarrollo de este contrato de investigacidn enviados al OIEA,
se han realizado hasta el 15-3-71 las siguientes experien-

ciass
4

1. Diez experlenczas de irradiacidn de “Merluc;us ‘merlu~-

cius" (merluza) en las que se han vquudb lus tempe- -
‘raturas . de conservacidn, : materlales de empaquetado AR
diferentes: .atmésferas (-atmosfera normal_y vacfo) asi como

las condiciones ecologzcas determ1nadas por dlstlntas zonas
de captura ¥y profundldades del mar.

.
‘

- 2o Cuatro‘ experlencxas de irrad1ac16n mlxta de. !as eSpe—

cies’ "Merluclus merlucius® (merluza) y "Lepxdorhombus hnscxx"

(gallos).para efectuar estud1os comparativos. s ' o
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3. Dos series de pruebas de inoculacid: artificial de
esporos del Clostridium botulinum, tipo E a filetes de
merluza con obhjeto de estudiar las condiciones que pueden

afectar la produccidn de toxina botulinica correspondiente,

Los detalles de todas experienciss y pruebas se han co~
municado al OIEA en los informes de desarrollo IS 2340/1-24,
28, 33 y 35 y han servido de base a los trabszjos publicados
N preécntados en las XIV y XV Reuniones Bienales de la Real
Sociedad de F'isica y yuimica celebradas en Sevilla (1969) y
en Tarragona {1971}, en la Reunidn orgenizada por la Divizidm
Mixta FAQO/OIEA sobre conservacidn de pescado por irradiacidn
celebrada en Viena (1969) y como porencia en el XIX Congreso
Mundial de Veterinarie que ha tenido lugar en Mexico (1971),
cuyas referencias bibligrdrficas se indicen en los cuatro in-

formes anteriormentc citados,

Como ampliacidn de cada una de las referidas experiencias
a continuacidn se indican los resultados obtenidos al término
de las mismas, »nara asi poder establecer de forme significa-~
tiva, los efectos de las dosis de irradiacidn aplicadas sobre
la prolongacidén de la vida comercial de los filetes de pesca-
do, mediante datts tabulados no publicados con anterioridad.

+ { Tablas N I a XIV)s.

%;
i
iﬁ
]
;?
1
i
[t
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TABLA I : RESULTADOS DE LA 12 EXPHRIENCIA

IRRADIACION CON 200 KRAD Y CONSERVACION A DOS TEMPERATURAS

28 dias después de la irradiacién

A+ 2°% A + 8-10°%C

Recuento "~ Acrobios 6,4(1) 8,7
de la
microflore
total

Anacrobios 3.2 5.1

v

Psicréfilos 6.2 7.6

[ ?ruebas

8

Indol ————

e

bioquimicas i

PR i

I\’H3 R 1

LR

";;f%’ Coliformes 2.2 4.5

\

Clostridium sulfito-reductores — —_—

T N T

Prueba de ﬁakenzie . 1 — 1.2

.- Enterococos . o — 2,

| Enterobatterifceas . |~ . 0 | 0

h‘ngafildgdcbs:(ﬁéird¥P¢;R§r)ﬁf\';fl‘i<152 lf“r -f~7x41.3v

(1)ﬁResu;€adosTéxprésé&pé’énfiég ;OLdé&f@ﬁmérgfdé?ﬁicfoqféanis-

.

T mos por grémec, ' . . S - : A i




TABLA I1 : RESULTADOS DE LA 2% EXPERIENCIA

APLICACION DE DIFEELNTES DOSIS D IRRADIACIUN A MUESTRAS

EMPAQUETADAS CON POLIETILEKO

24 dias despuéds de la irradiacidn

100 Krad

6.3(1)

Aerobios
Recuento

de la
microflora
total

Anaerobios 2.8

Psicréfilos

Pruebas S“z

bioquimicas

L T LT PR D S o e il S5 gt T £ o

[EXNCIESTS

Coliformes

o A

Prueba de Makenzie

Enterococos

r_ .
I Clostridium sulfito—reductoreL

Estafilococos (Baird-Pérker) <2 <2

(1) Resultados expresados en log 10 del némero de microorganis-

mMoSs por gramo.

A T T T T et v e s




TABLA IIT ;: RESULTADOS DE LA 3% EXPERIENCIA

IRRADIACION DE MUESTRAS DE PES@ADO EMPA ,UETADO EN "RILSAN"

CERRADAS AL VACIO Y EN ATMOSFERA NORMAL.( 100 KRAD )

18 dias después de la irradiacidn

Atnésfera
normal

Aerobios 5.5(1)

Recuenteo
de la

microflora

Anaerobios 2.3

total
‘Psicrdfilos

Sllz

Pruebas

Indol

bioquinicas

NH3

Coliformes

Prueba de Makenzie

Enterococos

Clostridium sulfito-reductores -

‘ Estafi1ococos’(Baird-Parke;) | <: 2 <: 2

(L)—ReSu;taaos expresados en log 10 del nﬁmero de microorganis—

. mMOS pPOT gramo. .

R A P o s o
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.
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TABLA IV : RESULTADOS DE LA 42 EXPERIENCIA

etri—

IRRADIACION DE MUESTRAS DE PESCADO EMPAQUETADAS EN "RILSAN"
Y POLIETILENO (100 KRAD)

25 dias post-irradiacién

"Rilsan" Pilietileno

Aerobios 5.1 6,2

o mmw g T e e st T s et vt . 4

Pecuento

de la .
microflora Anaerobios 2.1 2.5

total

Psicrdfilos

Pruebas Snz

Indol

bioqufmicas

N
PRI T e v

Coliformes

Prueba de Mahenzie

Enterococos

Clostridium sulfito-reductores —

Estafilicocos (Baird-Parker) 4{ 2 £2

(1)_Resu1tados expresados en log 10 del ndmero de microorganis-

mos por gramo.
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TABLA. VvV : RESULTADOS DE LA 5% EXPERIENCIA

APLICACION DE DOSIS DE 50 y 100 KRAD 4 FILETES DE PESCADO

21 dias después de la irradiacién

Muestras cerradas en atmdésfera normal

100 Krad

Aerobios 6.1 (1) 5.3

Recuento

@

de la- Anaserobios 2,2 1.7,

microflora

Psicrifilos 6 ' 5
total .

SH 4 1 ——

Pruebas

-bioquimicas

RH ‘ T e ——

Coliformes 2.1 1.8

Prueba de Makenzie - — ——

‘Enterococos 1l ’ 1

Clostridium sulfito-reductores — —

i1

Silmoheilas y'Bpterobﬁbterii-,'_ —— o -—m;" v
: 'v’cga.‘n‘>,.b ' SR -

© por gramo. -

3 ' .

’  ”¢7(1):Rg$p1ta&os expresédstenTiog'lo.dei~qﬁmero de ﬁicfndfﬁanigmos:

o

. .. R . - 3 . . B

NFpanenc: et
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TABLA VI : RESULTADOS DE LA 62 EXPERIENCIA

APLICACION DE DOSIS DE 50 y‘IOO FRAD A FILETES DE PESCADO

EN BOLSAS CERRADAS AL VACIO A + 2%,
23 dias después de la irradiacidn
Composiéién cuantitativa de le microflore
50 Krad 100 Krad

P9eudomonas ...ceseecaccrcccssseass 11 7
Achromobacter ccvevecasnsescsssenn 5 .3
Flavobacterias ..eoeececavevcasans 2 1
Coryllebacterias et s e s 00 e ssessrene 7 9
D!icrococos LACAU I A A B S I I I L I Y ) 6 8
Sarcinas ’ R R E NN AT N A W } 3 ‘2
Lactobacilos O S 0000 s st e sss Pt 5 7 62
Bacilos 0 6B T OGP OPLARNIEISOIRARE BSOS 1
Aeromonas ‘oao--o.auoouooonoaoa.noa ic? 8

. E_. coli R R AR Rt -
Proteus €O LI LB EEPN IR IURNENEBITLE — ——
EnterObacteriéceaS e essseasersree —— , | ——
Yarios P e s s s 0 e s e IO sNCENROEI S 1 ' -

1 N W

§
!
i
1

g

B i e e T dAmreare T

S S

Chan e S
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TABLA VII : RESULTADOS DE LA 7% EXPERIENCIA

IRRADIACION DE MERLUZA CAPTURADA EN PESCA DE ALTURA (VERTICAL

DEL PUNTO "ROCA" DE PORTUGAL)

Muestras cerradas en atmdsfera normal

Composicidn cuantitativa de la microflora a los 22 dias

. post- irradiacidn

50 Krad 100 Krad

PSEUAOMONAS seeveesscescasssenes
Achromobacter —...¢r0ce000000ces
Flavobacterias .,..cecccceescaee
,Corynebacterias ceesesssresreces

MiCICCOCOS cicecovncvocorccscacns

Sarcinas ececesccessscssscscccnsnsc

Lactobacilos c.evecseccrcocncns
BAcCiloS eeececrencnrnscssccsaane
AETOoMmONAS essvasesasrscssesassans
E. cOli seecectonsnnesoocscscnns
Proteus .eocececcecosocssvcncsos
Enterobacteridceas ...oeeecceceas

V&.rios ds s et o e eI E RS SO




o g O

hd T WEIF VOTHWRN VR & iAWV AFA J Wwtye T s

i
n
|
i
i
i
F
f:
8

T e

e e

R

et |4

ST s R T 1

TABLA VIII : RESULTADOS DE LA 8% EXPERIENCIA

?

\
IRRADIACION DE MERLU:ZA PROCEDENTE DE PESCA DE ALTURA EN EL

CANTABRICO
Filetes empaquetados en bolsas al vacio
Composicidn cuantitativa (%) de la microflora a los 21 dias

post = irradiacién

. 50 Krad 100 Krad

Pseudomolas c.ciececessosnvsoas 9 6
Achromobacter ....cveeevcacece 10 13
Flavobacterias R R R R R T Y 3 1

Corynebacterium ..cceveneeeeso 8

MicrocoCOS .eicitvevesncnsanso 7 5
SArcines —...cevevsscossnvecss 1 -
LactobacilosS ciaveccessscveass 54 61
Bacilos ---;--.---_-.-.-.-o-nuq - 1
ACTOMONBS cesercescccsonsessen 6 7
Be C0li.eicernncrenasenrensnas == -
Protens .ciceivvcecnccctenecnn == -
Enterobacterideeas ...ceceeceve == -
VarioS eeecececsecscrnassascssans 2 . -

,
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; TABLA IX : RESULTADOS DE LA 92 EXPERIENCIA :
L, i
i . 1
" IRRADIACION DE MERLUZA CAPTURADA EN LA PLATAFORMA CONTI- f
| E
NENTAL A LA ALTURA DEL LIMITE DE LA FRONTERA CON PORTUGAL *
: %
: f: Muestras cerradas en atmésfera normal i
i i
| . |
J Composicidn cuantitativa (%) de la microflore a los 20 dias !
f‘ después de le irradiacidn ;
:
I {
IL 50 Krad 100 Krad
i -
: 1:
: 1'
x Pseudomonas es o s NeseRRRREses oD 7 5 2'
? Achromobacter esetes s rastesressssenS 59 62 " ;
% Fla.vob&cterias te e s e o cnestosnsncsearRS 3 1
i Corynebacterium ...oeecsennoscsecsce 12 15 ,
: MiCI'OCOCOS cesesscnsssnscsnensssors T .9 “
é Sarcinas @ " @ ¢ 400 S eP eGP OGS e N eGP DR SC 2 3 l; ;
.‘ LECtObaCilos 9P erscstoceerensteReee 5 ; ' }‘
;' Bacilos coctoolol;o..o..lon-'b.lo.. 1l 1l E ;i
E‘; E. eoli S 8 9 ¢ 008 0N PO ARG ELRN eSO ONEDPS 1 —m— ‘ Py
l, Proteus R Iy 1 - ‘:
Enterobacterifceas .c..eieveeesosos == -~ f
i - H
li varios ® 0 ¢ P8 000 s ..... LN BE 3 BN I B BB B BR B A 1 2 2 ::
1
1
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TABLA X e RESULTADIOS DE LA 108 EXPERIENCIA
IRRADIACION DE MERLUZA CAPTURADA EN LA PROXIMIDAD COSTERA

{ DESKMBOCADURA.DEL MINO)

Muestras empaquetadas en bolsas al vacfo

Composiéién cuantitativa (#) de la microflora a los 23 dias

después de la irradiacidn

50 Krad 100 Krad

PseulOmONas seescncsscocesvesnse
Achromobgcter cossresatoasesesete
Flavobacterium ...cvcevnevvevas
Corynebacterium ..eoeeinencncee
11CT0COCOS civiversscnrennscnse 8

Sarcinas R R R R N Y Y Yaiad

LactobaCilos -0-....0.0%..0...0.'55

BACLilOS seveverosacaanansonnsan
ACGYOMONAS essestesescsservnsenra
E, Boli suieeeevcsnsvisesncancee
Proteus cevicecocesescsoscasnso
Enterobacteridceas..ccieeecavenn

VaTiOS ®s P e a e cese et OB OO

Aot =3 s et e et
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TABLA XI : RESULTADOS DE LA 11% EXPERIENCIA

12 IRRADIACION COMPARATIVA DE "MERLUCIUS MERLUCIUS" (MERLUZA)
y
¥Y'LEPIDORHOMBUS BOSCII'(GALLOS)

27 dias despu€s de la irradiacién con 100 Kilorads

Merluza Gallos

Acrobios 5.8 (1) 6.1

Recuento
de la
microflora
total

Anaerobios 2,2 3e

Psicrdfilos

SH2
Pruebas

.bioquimicas

NH4

Coliformes

Clostridium sulfito-reductores

Prugba de Makenzie

i

et e

_* (1) Resultedos expresados
3 E%ig??f.,rfyg’
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Y"LEPIDORHOMBUS BOSCII" (GALLOS)

23 dins despus de Ta irradiacidn con 100 Krad

T ABLA XII : RESULTADOS DE LA 122 EXPERIENCIA

23 THRADIACION COMPARATIVA DE "MERLUCIUS “ERLUCIUS" (MERLUZA)

Muestras empaquetadas en atmésfera normal

‘Composicién cuantitativa de la microflora (%)

PseUAOMONAS sceavscesssononsnre
Achromobacter .cecsccosscenenss
Flavobacterias soeceesccerconse
Coryneformes ceecicecssscscscn
MiCTroCOCOS sssacevonccrssvsosns
SarcingS . ececscsavoanocessaes
Lacotobacilos teceiecscecscncnven

Bacilos Vs eras s ensteacenaass e

Proteus EEEEEEE N I SR AN

E- coli '.l"".‘@l‘bﬁ'.'."'l’o
Enterobacteridecens .cceceeencens

VariOS EEREEEEE I I IR AN B A B

e

Merluza Gallos
4 3
63 41
2 3
10 32
5 7
4 13
6 45
2 1
1 p—
3 2

o




TABLA XIII : LESULTADOS DE LA 132 EXPRRIENCIA
38 SERIE DE IRRADIACIUNES DE "MERLUCIUS MERLUCIUS" (MERLUZA)
Y "LEPILORHOMBUS BOSCII" (GALLOS)

Muestras cerradas al vacio 25 dias post-irradiacidn con 100 Krad

Merluza Gallos ;
Aerobios 5.1(1) 5,7 l
Recuento ® o
de la Anaerobios " 1.8 }
microflora - ’ i
total )
Psicréfilos 50 5a1
SH, 2 . 1
Prucbas ‘ %:
Indol - 1
Bioquimicas 1
' J
NH - | h
3 3
; E
L
B : Coliformes 2el 1,3 :
i} Prueba de Makenzie - ——
i :
Entéxococoé 1l 1
‘ Clostridium sulfito~reductores —~— e
Estafilococos (Baird-Parker) 2 {2
(1) Resultados expresados en log 10 del ndmero de microorganis—
mo8 por gramo. \
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? T ABLA XIV : RESULTADOS DE LA 14® EXPERIENCIA %
5 , 48 SERJE DE IRRADIACIONES DE "MERLUCIUS MERLUCIUS" (MERLUZA) ‘ :
i g ' Y "LEPIDORHOMBUS BOSCII" {GALLOS)
i . 28 dias después de las irradiaciohes con 100 Krad
| ‘Muestrae cerradas al vacfo
g Composicién cuantitativa de la microflora (%) f
% ; Merluza Gallos E
“ _‘ '4
i‘ !
A Pseudomonas OrsessaRIIEEREDCS 8 N 10 ,ﬁ
Achromobacter deen s scO0 SR 13 9 : :
Flavobacterias c.v.ececcacns v 1 )
Coryneformes ....vecececssnn 8 21 _
\ MiCcrocoCO08 ceuececsesncssnasse 3 1l :
; S5arcinas s.eevssececsccsovsias 2 1 é
: . . !
‘ j ’ Lagctobacilos ...cevvveveneea 59 50 { -
‘E Bacilos $2 0800600008800 S —— —— 1‘ fl:
%: Escherichia c0li .cescecscss == - ? ﬁ
; Aeromonas «.cosersessscssses 8 7 § f
| . : ;
L\é Proteus .'l.‘.l.l..‘l...l.ﬂlﬁ 1 '-"‘P ‘! 3
;\ Enterobacteridcenas ee.vsescee == — 5 %
: w ) Va.rios S e s e pEPeEersetosnetOeN 1 ' f ?’
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EXPERIENCIAS REALIZADAS DESDE EL ULTIMO INTORME DE DESA-
RROLLO ENVIADO AL OIEA.

Estas experiencias comprendieron dos series de prue~
bas con merluza y gallos y tres grupos de ¢nsayos de irra-

diacién de merluza y bacalao, siempre en estado fresco,

. Continuacidn de las experiencias de irradiacién de las

especies "Merlucius merlucius" y "Lepidorhombus boscii"

Durante el secgundo trimestre del afio 1971 se llevaron
a cabo dos nuevas experiencias de irradiacidn de pescado

blanco fresco de las indicadas especies: merluza y gallose

El pescado se transportd en cajas de 40-45 Kg conte-
niendo 25 Kg de gallos marinos y 15-20 Kg de merluza. Es-
ta llegdé en piezas de 4-5 Kg por unidad (aproximadamente)

y los gallos en piezas de 500-10CC g.

Los datos facilitados por el proveedor sobre la histo-
ria del pescado desde su captura indicaron que la merluza
fue capturada por arte de pesca de aparejo y anzuelo en
la zona de "Beacoes" (Noroeste de la peninsula ibérica),
llegando al laboratorio 72 horas después de su captura,

Los gallos se pescaron mediante procedimiento de "Arrastre”

en la zona del "Gran Sol" 1nv1rtléndose de 4 a 5 dias en

lleger al Centro de Irradiacién.’

El pescado fue fileteado con la mayor asepsia posible,
obtenfendose en cada envio medio centenar de muestras de

merluza y 70 (aproximadamente) de gallos de unos 100 g de

peso-

,;El 50% de las muestras se trataron con polifosfatos
para-evitar el goteo o exudacién de los filetes dentro de .
las bolsaa. El 70%'§é irradiaron quedendo el resto como
testigo (sin irradiar). La mayor parte se cerraron en atmds~
fera’'normal y el 12% al vacfo. =
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"fera normal y dos al vacio,

- 45 »

En las dos experiencias citadas la distribucidn de 1las

muestras en lotes fue la siguiente:

\

8 paquetes cerradeos en atmfsfera normel e irradiados con 0'l
Mrad. g

8 paquetes " " " " no irradiados (testigo)
2 paquetes " al vacfo irradiados con 0'l Mrad
2 " " " " no irradiados (testigo)

6 paquetes (atmdsfera normal) irradiados,tratados con polifos-

fatos
6 paquetes " " no irradiados " " "
2 " (vacfo) irradiados y tratados con polifosfatos
" " no irradiados oo " "

Se destinaron para las pruebas de inoculacién artificial

de esporos del Cl. botulinum, tipo E, 16 paquetes todos ellos

cerrados en atmdsfera normal con la siguiente distribucién:

4 paquetes irradiados con 0'l Mrad y tratados con poli-
fosfatos.
4 paquetes no irradiados (testigo) y tratados con peli-

fosfatos

4 poquetes irradiados sin polifosfatos.

4 " no irradisdos " "

Todos los paquetes fueran envasados en nylon 11 denomina-

dc comercialmente "rilsan" recibiendo todas las muestras )

irradiadas la misma dosis de QO'l Mrad

Las 70 muestras formadas por filetes de galles fueron

distribuidas similarmente, .
. ) . . N . .
<

Como testigoa'en congglaci6n se reservacon un total de

A

6 filetes, de los cuales 4 se cerraron en bolsas con‘qthS-

1
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Les muestras tratadas con polifosfatos se sumergieron

antes de ser envasadas en una solucidn al 3% del producto
comercial denorinado "TARIF TF", al que se afiadié el 1% de

cloruro sddico.

Los resultadoes obtenidos de las siembras del macerado

muscular de amhas especies de pescado, antes de la irra-

diacién (nivel de contaminacidn inicial) y de las pruebas

de control, se indican en las tablas XV a XXII,

En la Seccidn Veterinaria de la Escuela Nacional de Sa-

nidad se realizaron inoculaciones artificiales de esporos

del Cl, botulinum, tipo E, a filetes de merluza a las con-

centraciones de 104 Yy 106 esporos/gramo de pescado, cuyos

ensayos se detallan més adelante.

.4,2, Experiencias de irradiacidn de "Merlucius merlucius" y

"Gadus morhua",

Siguiendo une sistemftica similar a las anteriores ex-

periencias se filetearon las piezas rec.bidas de merluza

v bacalao obteniéndose los lotes que a continuacidn se in-

dican:

Bacalao:

16 muestras (atmésfers normal) irradiadas con O0'l Mrad

10

o
A IR N e, B (SR Y ]

ron:

"

" " no irradiadas (testigo)
(al vacfo) e irradiadas con 0'l Mrad
(" " Jno irradiadas (testigo)

(atmésfera normal y polifosfatos) irradiadas

" " " " ) no irradiadas

(al vacfo’y polifosfatos) irradiadas

(» " n ) no irradiadas

En congelacidn y para andlisis comparativos se conserva-

.

10 muestras cerradas en atméﬁfera normal

10

" al vacfo

‘*““»{?—r»
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Los resultados de estas tres experiencias Gltimas se re-

flejan en las tablas XXII a XXXIV,

H

443« Ensayos de inoculacidn artificial de filetes de pescado

con esporos del Clostridium botulinum, tipo E,

Estas pruebas fueron llevadas a cabo aplicando las técnicas

descritas en el apartado 2,4, utilizando cuatro remesas de
pescado, dos inoculando filetes de merluza fresca y otres
dos inyectando simultédneamente dichos esporos a filetes de

bacalao y merluza siempre frescos,

v

Teniendo en cuenta gque la produccidén de la toxina botuli-
nica, tipo E, en el pescado irradiado puede ser influida por

varios pardmetros, se han ensayado como mds impcrtantes los

siguientes:

1) Dosis de irradiacidn

2) Distintos niveles de contaminacidn artificial (concen-
tracidn de esporos)

3) Materiales pldsticos de envasado

4) Diferentes temperaturas de conservacidn .

5) Tratamiento con sales minerales (polifosfatas)

6) Condiciones de irradiacidn.

Vamos a resumir la forma en Gwe se han probado estas va-

riables.

1) Desis de irradiacidn

>

Aunque la dosis de 100 Krad se ha mostrade la més adecua-
da en nuestras experiencias, para prolongar la vida comercial

del pescado irradiado un tiempo minimo justificable con pers-

.pectivas para la industrializacién-del proceso, también se

ha ensayado la dosis de- 200 kilorads con objéto de conseguir

mds large conservacidn,

« T

2) Concentraciones de esporos

®
1

En las dos primeraw series de inoculaciones lasconcencen-

i R
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tracidén de esporos fue de 104 y 106 esporos/gramo de pes-

cado y en las dos {ltimas se utilizd dnicamente la concen-
tracidn de 106 esporcs/gramo. Estas concentraciones de
la suspensidn ' de esporos inyectada supone un gran margen
de seguridad en los estudios realizados, ya que son muy
superiores a las posibles contaminaciones naturales que
se estiman por la mayor parte de los investigadores que
son del orden de 0'1l7 esporos por 10 gramos de pescado,

en las zonas donde se han hallado dichos microorganismos,

3) Materiales pldsticos de envasado

Se ha empleado en la mayoria de las muestras ensayadas
el nylon denominado comercialmente "rilsan" y en algunas
pruebas los filetes han sido empaquetades en polietileno,

pars asi ensayar el efecto de los envases permeables a

los gases.
4) Diferentes temperaturas de conservacién

Las temperaturas a que han estado sometidas las mues-
tras han sido: de refrigeracidn a + 3—4°C, a 12°C y & tem—

peratura ambiente de_22-24°C°

5) Tratamiento con polifosfatos

Se ha empleado el producto comercialmente denominado
"PARI-TF~5 " que estd constituido por una mezcla de poli-
fosfatos. E1l procedimiento seguido ha sido el misme que

en las demds experiencias es decir por inmersidn,
6) Condiciones de irradiacidn

"El mayor nimero de muestras (70% aproximadamente) han
sido irradiadas en atmésfera normal y el resto en bolsas

cerradas al vacfo.

. Durante las irradiaciones los paquetes se protegieron
de dobles bolsas de pldstico para-.prevenir roturas evitan-
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do posibles contaminaciones accidentales,

e Ll

443,1, Inoculacidn de esporos de Cl., botulinum a muestras de

merluza ,

A partir de las suspensiones de esporos conteniendo
. R
£ 2'5 x 10° esporos/ml y 5 x 107 esporos/ml se han efectuado

, dos series de inoculaciones artificiales en filetes de

et e A B St e

merluza a unas concentraciones de 104 y 106 esporos/g. de

pescado.

Pare llevar a cabo la primera de estas experiencias

—~n -

: se inyectaron en cada filete de 50 g de merluza 2 ml de

RS g U U

la suspensién de esporos conteniendo 2'5 x 10° esporos/ml,

. R . 4
obteniéndose por consiguiente una concentracién de 10  es-

poros/g dc pescado (500,000 esporos por filete).

; Los lotes de muestras fueron los siguientes:

i -

| 1) Muestras inoculadas e irradiadas con 100 Krad '
2} " " " " w200 " :

gg 3) " inoculadas (testigo) no irradiadas |

i 4) " inoculadas tratadas con polifosfatos e irra- 3

diadas con 100 Krad §

5) " tratadas con polifosfatos inoculadas e irra-
diadas con 200 Krad,

o R ) B0 By Ao I e A A B A 0 S e 5 BE M Vamdbn BT gl T

Sl T T

6) " tratadas con polifosfatos, inoculadas {tes-

et

tigo) sin irradiar.

e b LN

En la segunda de estas series de inoculaciones se si-~

e N

guidé la misma sistemdtica, cambiando @nicamente la concen-

R

tracidn de esporos que se realizd a partir de la suspensidn
que contenia 3 x 107 esporos/ml,, por lo que se inoculéd en
cada filete de 50 g, 1 ml para asi conseguir el nivel de

10° esporos/g de pescado.

. . L i

Todas las muestras fueron envasadas en "rilsan" y cerra-—

. das en atmésfera normal. La temperatura de conservacién

R o =
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fue de 3-4°C.

Los recuentos de gérmenes y pruebas de control reali-
zadas semanalmente mostraron que en las condic iones ensa-
yadas no se habia producido toxine en los filetes inocula-
dos irradiados y testigo (no irradiados), durante el perio-
do de tiempo comprendido en la vida comercial del pescado,
mientras que en los cultivos sembrados simultdneamente, si
se pudo detectar la presencia de toxina puesta de manifies-
to mediante las pruebas de inoculaciones'ihtraperiténeqles
a ratones no protegidos y protegidos con el suero antibo-

tulinico correspondiente,

4,3.2, Contaminacidn artificial simulténea de filetes de mer-—

luza y bacalao frescos con elevadas concentraciones de

esporos del Cl. botulinum, tipo E,

Estos ensayos comprendiéron dos series de inoculaciones
de filetes de ambas especies en las que se utilizd la sus-
pensidn de esporos conteniendo 5 x 107 esporos/ml, corres-—
pondiendo -las muestras a las dos dltimas experiencias de

irradiacidn de las mismas especies.

En la primera serié de dichas inoculaciones se empled
ademds de la temperatura de refrigeracién de 3-4°C, la tem-
peratura ambiente de 22q$»5°c y en la segunda el 50% de las

muestras fue conservado a 12° T 0'5°¢,

Los lotes de muestras formados fueron los siguientes:
1) Muestras inoculadas, introducidas en bolsas de "rilsan”,
cerradas en atmésfera normal e irradiadas con 100 Krad.
2) Idem de Idem irradiadas con 200 Krad ;
3) Idem de Idem no irradiadas (testigo)

4), 5) y 6) Las mismas caracteristicas y condiciones pero

previamepte trutadas con polifoSfatgg

7

7), 8), 9), 10), 11) y 12) Lotes de muestras en las mlsmas
condlclones ﬁxcepto que fuaron soldadas las bolsas al
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vacfo,

13), 14) v 15) Muestras inoculadas, introducidas en bolsas
de polietileno, respectivamente irradiadas con 100,

200 Krad y no irrediadas (testigo).

Con objeto de poder efectuar los andlisis semanales
de control de tan elevado ndmero de muestras, las pruebas

se realizaron escalonadamente por grupcos de lotes, mante-

R

5 niendo las restantes muestras en congelacién hhsta el dfa

de los ensayos en que fueron descongeladas antes de las

inoculaciones y consiguientes tratamientos.

Los resultados de todas estas series de pruebas mues-

! ; ' tran en su conjunto una vez mds que,en condiciones norma-

, i les y & pesar de lo elevado de las concentracdiones de es- 4
i }

: i poros, no se ha podido detectar la presencia de toxina en
! la casi totalidad de los filetes inoculados de las dos es-

? pecies ensayades, mediante la inyeccién intraperitoneal a

i . .
! pares de ratones no protegidos y protegidos con el suero

: antibotulinico,tipo E, durante el periodo de tiemno de 1la

JRp—

vide comercial del pescado, a temperaturas de yefrigeracién

¥ de 3-4°C y envasados ocn "rilsan" (impermeable a los gases). ;

Por el conirario, en las muestras inoculadas y empa-

quetadas en beolsas de pelietileno comercial (permeable a

! los gases) y conservadas a temperatura de 12°C 1a presen-

cia de toxina pudo ser demostrada por la prueba antes in-

dicada en la mayoria.de los casos;,

; En las muestras conservadas o temperatura ambiente de

Y 22 % 5°C., la escasa duracidn del periodo de tiempo de la
vida comercial no permitid la formacidn de la toxina en

las muestras testigo e irradiadgg con 100 Krad preseatdndo-

- se algunos casos positivos en las irradiadas con 200 Krad,

A continuacidp se relacionan los lotes de muestras con

sus respectivos resultados, ‘ i
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PRODUCCION D TOXINA POR EL CLOSTRIDIUM BOTULINUM, TIPO E

MUESTRAS EMPAQUETADAS EN ATMOSFERA NORMAL ;
1
i

Inoculacidn de muestras envasadas en "rilsan" (impermeable a ) §

los gases) y almeconadas a 12°C,

b e et ]
' . » : 4
Concentracidn de la inoculacidn = 10" esporos/prame de pescadas

Dosis dec irradincidn (Krad) N

0 100 200 |
Pescado: Primera deteccidn de toxina é i
HePIUHB secesroncaessaanassnsanymme= —— 20 semana E é
DRcAlas sacsssacncarcsasrnnsanysmmm 2% scmane 2% ¢ | :

o

|

» L) ( :

Congentracidn de la inoculacidn = 10° espores/prame de pescodod : i
=>

Dosis de ivradineidn (Xrad) w

o 100 200 _

- Poscado? Primero doteccidn de toxina ; |
i
i
B

MEYIUZA sesnsossnsasnnntsssaansemmcn 3% gemana 2% Jenens ﬁ J

gF | i

Bacalag IR IR R RN RN EE L i 2“ " 28 ’_" l .

Inoculzeidn de muesiras envasadas en “polictileno” (permeable

‘ a los gases) y nlmacenadas z 22°C, ;
) : i |
] AIEREERENEES SR I i
! s 4 ) ﬂ
Concentracidn de la inoenlacidn = 10 esporos/grame de pescade:
i
1
Dosis de irradincidn (Krad) {
8] 100 200 |
& - o » ’
Pe;cado: Primare detececin de toxine ! '
H
Herlu!‘ I RN RN NN ENRERNNYENREN S & a0 39 semana 2E senians ’
BaCBlB0 cavecvenccnanrsssnsanysommm 2% " 28 "

. . . 6
Concentracidn de la inoculacién = 10 esporos/gramo de pescados

Dosis de irradiacién {Krad)

[ 100 200
Pescados : Primera deteccidn de toxina

Merluz® ceecvacvesscssnsccssons === 2% scmana 2% semana

Bacalao WO 8P BN T ORGSO SLIDLEN 1! s‘mana 1' " 1’ "

f ‘ . ’ | é

et o, = = s 1o A
’




- 53 -

PRODUCCION DE TOXINA POR EL CLOSTRIDIUM BOTULINUM, TIFO E

MUESTRAS EMPAQUETADAS AL VACIO
ExnnsooomsnrrTns

Inoculacidn de muestras empaquetadas en "rilsan" (impermeable
& los grses) y almacenadas a 12°C,

b ettt o
»

Concentracidn de la inoculacidn = 104 esgoros[gramo de_ pescado

Dosis_de irradincidn (Krad)
0 100 200

Pescados Primera deteccidn de toxine

MOrluZaaissesasssonssansssnnayypoe 3' somana 3% semana

Bacalao R T R R E R RN EY e 2% " 2% "

Concentracidn de la inoculecidn = 106 esporos/gramo de pescado

Dosis de irradiacién (Krad)
0 _100 200
Primera deteccidn e toxina

Pescado:
Merluza AN VRSN SNIRANBE AL PP 3% semana 3. semana
BAcARlaD crevesssrsascsssasnsses 1B ' 13 " 28 "
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TABLA XV : RESULTADOS DE LA 15%EXPERIENCIA

58 IRRADIACION COMPARATIVA DE "MERLUCIUS MERLUCIUS" (MERLUZA)
Y "LEPIDORHOMBUS BOSCII" (GALLGS)

Nivel de contaminacién inicial

Gallos Merluza
‘ ' (1) :
Recuento Aerobios 3.1 223
de la Anserohioa 1.8 1.1
mic;orloru
total .Psicrdfiloa x PO _ z;iﬂiﬂf
Pruebas Sty 1 —
bioquimicas Indol — ‘ L
Coliformes 1 1. 1
Prueba de Makenzie ’ N — ;
Clostridium sulfito-reducto« —— —————
ros '
Enterococos 1 1 ‘,15"

e

) ¥

(1) Resultados expresados en log 10 del ndmero de -icroﬁrg;nil- :

M08 POTr gramg,

[
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TABLA XVI: RESULTADOS DE LA 15% BAPRIIENCIA

58 YRRARIACION COMPARATIVA DE "MERLUCIUS MERLUCIUS" (MERLUZA)

Y "LEPIDORHOMBUS BOSCII" (GALLOS)-

24 dias despuds de la irradiacidn

100 Xred
Gallos Merluza
v (1)
Lecuento Mesdfilos Gl 548
de la paicréfilon 5¢7 542
microflora
SH, -] : N
Pruebas e
Indol - — asewen
bhiogulmicas
Coliformes 2.1 2.8
Prueba de Makenzie —— ———
Enterococes e 1
Clostridium sulfito-reductores — ———
Estafilococos {Baird-Parker) g 2 £2

(1) Resultados expresados cn log 10 del nimero de mieroorganis-

MOS POT gramo.
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TABLA XVII : RESULTADOS DE LA 158 EXPERIENCIA 1 !

5¢ IRRADIACION COMPARATIVA DE “MERLUCIUS MERLUCIUS" (MERLUZA) ,
I
Y "LEPIDORUOMBUS BOSCII" (GALLOS)

Muestras cerradas en atmdsfera normal e irradiadas con 100 Krad : ;
. ]
i

Composicidn cuantitativa de o microflora (%) a2 los 24 dias

post ~ irradiacién

Gallos Merluza

P2cudomonnd secossessonsesesnsnnne 7 5 :f i
Athomobucter essssnessesveansases 48 5T | h
Flavobactaria® cvsccecsnsnesesrsnns 2 1l { E
coryno‘)‘etﬂrin' PeesseIBOIBEENIINEDS 3l 13 ' . ;}
MiCYroCOCOS cevsnnscosenssssestnnse 4 9 = ;
sardin&s AT 820000000000 RNAS 2 3 ’f‘r &
Lactohacilos cesessennrssnsnennnse 3 2 F[ %
BQOilOI ;-oooon.t.o!oto.lt!t!‘.i.‘ - bnsiand ‘i ’

Aeromonas s tes s eR ESIIRALRS 1l 2 ‘
E. coli a9 sr1rassAseEIsEte AR RERIEYN RS adad et “: '
Proteus ceeessncccnssencssnsennneg == 1 (f\ f
Entero‘)let’riicels Terans ettty ™ 4 ! i
Varios .cn.ccaacanooccoatoo--coctc.coz 3 .j‘ (IE
' | i

]

)

?

{

|

L

I

i

. N

. ;




TABLA XVIII : RESULTADOS DE LA 16% EXPERIENCIA

6% SERIE DE IRRADIACIONES DE MERLUZA ¥ GALLOS FRESCOS

Nivel de contaminacién inicial

Merluza Gallos
Microflore Meséfilos 2.5(1) 3.2
Yotal Psicréfilos 2 | 3.1
Pruchas Sl T 1
bioquimicas Indol . -
NH3 —— . —
Coliformes , 1.5 " 1
Prueba de Mekenzie e P
Enterococos — t———n
; Clostridium sulfito-reductores —

(1) Resultados expresados en log 10 del nimero de microorganis-

mos por gramo,

e L2z gy
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TABLA XIX : RESULTADOS DE LA 162 EXPURIENCIA : t

6% SERIE DE IRRADIACICNES DE MERLUZA Y GALLOS TRESCOS

27 dias después de la irradiacidn con 100 kilorads - !

Muestras empaquetadas 2l vacfo

¢ 1 f
! h
A t
B
Moarluza Gallos j
N M I
i (1) ;f
Recuento Aerobios , 3.9 ' 6.2 J %
. Y I
de lm { ’
‘ I
microflora Anaerobios 4,1 4,3 |
total
Psicréfilos 3.8 3,5
N Pruebas s“a ‘ 2 2 : A
| o N
biogquimicas Indol -] — —— .h }
a i ;
i li ,‘
5
. ' i
Coliformes 245 243 ’
Pruedba de Makenzie — e : o] -~
Enterococos 1 — '
. "] Clostridium sulfito-reductores|. — —
" : . . —— E
.. Estafilococos (Baird-Parker) ‘ . 4 g 1
i ' - ' H
.+ (1) Resultados expresados en log 10 del nidmero de microorganis- ’
L " mos por gramo. v
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T ABLA XX : RESULTADOS DE LA 168 EXPERIENCIA 1 K
! 68 IRRADIACION COMPARATIVA DE MERLUZA Y GALLOS PRESCOS y B
! ' 1 B
} MUESTRAS CERRADAS AL VACIO, TRATADAS CON POLIFOSFATOS 1 3
| E IRRADIADAS CON 100 KRAD 1 B
_ Composicidn cuantitetiva de la microflora (%) despuds de
v 'J‘
| transcurridos los 27 dias de le irradiacidn "
| | |
! Gallos Merluza . I
a‘,
P2oudomOnaS seeveserosscsnnes 8 5 |
Achromobacter ceceessnseasee 10 9
Flavobnctoring eseveeseescnnas 2 1l 4
Corynobactﬁriaﬂ Tsessntseren 11 7 !] §
Mierococos SrecsvesnEINRALIN 5 3 j% 1
SAYCINAS sicesesccocscassans 2 ‘ 4 i
Lactobacilos fesesscsnescoep 55 63 :
- Bacilos RN NN N RN RN NN N NN J 2 1 }
ACTOMONAS scrrsssnssscsssosg 4 6 |
fi Es €COli seenssceossssssrsnte == - i
i Proteus® ecescenrncscacsencosnse — — X
ii“'l Enterobacteridceas ...ceavaee 1 — "ifg
i Vﬁrios ssafsess RNt ERERS - 1l |
- 11
!
!
| | |
i. — 5
. ~ *
. S :
i
4 a |
. L gg ‘l
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‘ TABLA XXI : RESULTADOS DE LA 17#% EXPERIENCIA .
| :‘ ; - | ﬁ
" 1% SERIE DE IRRADIACIONES DE "GADUS MORHUA" (BACALAO) ¥ ¢
: : DE "MERLUCIUS MERLUCIUS" (MERLUZA) : il li
j Indice de contaminacién inial . .
) ‘ f, !
j Bacalao Merluzsa | E
i .
.? : (1) . B
5 Microflore Mesdfilos 321 2.7 @ ‘ ﬁ
i total . . . f i
: Paicréfilos 3 2.2 ! :
. ,
;I g
: | !
: Pruebas SHy 1 ! | |
, : {
| | | bioquimicas | !
| | . E
i - Ladendd “.
Na3 ' 1‘1’ i
" ] ,;
Coliformes T 1lel 1.4 ; |
e 'R
. * § §
: Escherichia coli I _ —~—— ‘  — ; !
; . , S I,
; ) Enterococos ——— —— ’
2 B Clostridium sulfito-reductores — —
«} {1) Resultudos expresados en log 10 del nimero de microorganis—.
: ] mes viables por gramo. ' ;
1 B
h ;
: |
!
t '
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(b ; TABLA XXII: RESULTADOS DE LA 17% EXPKRIENCIA
‘1% SERIE DE IRRADIACIONES DE BACALAD Y MERLUZA FRESCOS
[ .
E . N .
-~ 28 dias despuds de la irradiacién con 100 kilorads
: Muestras empaguetndas en atmésfera normal
‘B
? Bacalao Merluza
{3
| IR §%
: Recuento Aerodbios 6.5 6.2
de la :
" microflors Angerobios 2.2 . 21
total ' ‘
Paicrétilos S 542
| ’ Prusbas | _ sug,” 2 2
B B Indol — -
2 | [ (vioquimicas
| Nn3 1 A ' SenEy
? '\:.‘f , Coliformes 243 “ 2.7
| . SN I : .
| g A - Bscheriohia coli I — e
‘ L | )
! Lo Enterocccos —— 1
? o Cl. sulfito - reductores — C — -
| i
. i . R .
| | Estafilicocos (Baird-Parker) 2 £2
* : EERE IR —_— ' ‘
; g " (1) Reaultsdos expresados en log 10 del nimero de microorganis-
g | ‘;ﬁg‘ - mOS POT gramoe ) T :
‘ : :
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TABLA XXIII : RESULTADOS DE LA 17® BEXPERIENCIA

12 SERIE DE IRRADIACIONES DE FILETES DI BACALAO ¥ MERLUZA

26 dics desjués de 1a irradiacidn con 100 kilorads

Muestras cerradas on atmdsfera normal

Composicidn cuantitativa de la microflora (%)

Bacaleo Merluzan

P3oudomonns seesseasnacssns 1l 7
Achromobactor sassasnenases A4 52
Flavohncterial .sereresncoon 3 2
Coryneformos  sieosesvsass 31 15
MiCYOCOCOS snensescaseanasna 3 3.
SArcines sievsescsseonanses 2 5
Lactobacillus ....u;....... 2 3
BacilluS .ccsescesnsscnsscense 1 2
ACTOMONAS +rvcesnsasnssrnne 1 1
Ee C0li s0csnesecssssssness == e
Protol® seeensssssescscnsne -
Enterobacteridceas (vieeieas 1 3
VArioS sessevasnscenssscacse 1 1

i wrn

T

I
},
g
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TARLA XXIV : RESULTANROS DE LA 182 BEXPRRIENCIA 3 ’ ;

J 2% SERIE DE IRRADIACIONES DE FILETES DE BACALAQO ¥ MERLUZA !

. § i

. L ;

: Indice de contaminacién inic¢iale | ¢

1 o '

| o 1

s; ;

NI

. i &

: Bacalao Morluza ) i

| ﬁ g i

| Microflora Moséfilos 3.3, 3 i |

| total ji |

‘ | Psiexdfilon 3.1 2.8 \ !

| ;

b §

; .| Feucbas sit, 1 1 § )
| % "

biogquimicas Indol - —— y ’

» E

. i p

NiL, . I

Coliformes 1.1 1.3 | | g

. i E

Escherichia coli I X - N — ! )

, §

: f

: Enterococos - ~— i t
: i

Clostridium sulfito-roductores — - |
¥
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TABLA XXV : RESULTADOS DPE LA 18% EXPERIENCIA

28 SERIE DE IRRADIACIONES DE FILETES DE BACALAOC Y MERLUZA
24 dias después ds la irradiacidén con 100 Krad

‘Muestras cerradas al vacio

! ' ‘ Bacalso i Merluza
E Recuento Aerobios 6.2(1) BeT
. do la
. he |
;} microflora Anserobios 2 2,1
1 total
j Psicrdtilos 5.6 5¢1
i A '
f " Pruebas SR, 1 .1
. (‘ bioquimicas Indol - —
’ ; m3 . ——
Coliformes 2.1 .+ 3.
;
b .
\ Escherichia coli — -
| |
; Enterococos —— 1 '
| | . |
} |Clostridium sulfito-reductores - - ) :l
e 'Estafilococos (Baird-Parker) {2 {2 i
/
H

el

i
iA‘\

=" . (1) Resultados expresados en log 10 del nfmero de microorganismos .

.Y
e

-
=

por gramo-
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TABLA XXVI ¢ RESULTADOS DE LA 183 EXPERIENCIA

2% SERiEvDE IRRADIACIONES DR TILETES DX BAC&LAO Y MERLUZA

&
25 dfas despuds de la irradiacidn con 100 Krad ; §
o %

- Muestras cervadas al vacio

Composicidn cuantitativa de la microflora (&)

' Dacalao Morluza

Paoudomonns cvsavaassoaes 3
Achromobacter sicavessaasldd
: Flavohactorias seeccceeee 1
: CoryneformesS.sevessssesae 3

MicrocoCoRececesnccacssan 3
* SATCINNS csreneersnsnanas 1
Lactobacilos cecsrevssassd9
BrcilluS sevevscansssane 1

ACYORONAN ceresssansrnss D

D. coli I I EEEEEE R RE RN E S
Prnte“s [ R E RN E NN E RN E RN Lo

Enterobacteridcesis cesaes 3

N ] ] oW Eg W D WO

Varios eceovesscasesessssse 1 ]

A

T e
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TABLA XXVII : RESULTADOS DT LA 19% EXPERIENCIA

3% SERIE DE IRRANIACIONGLS B PILETES DE BACALAC Y MEULUZA .

Indice de comtaminacién inicial

-

|
Bagalao Merluss ‘ ‘
My o 4 o (1)
Mierﬂflnrﬁ JUvﬁfllOm 3.5 249
totul s
| Paicrdfilas 342 2.6
i
N |
Pruchas M2 ! 1 ﬁ ?
]
Indold — o—n |
hioquinicas )
NH Put— ———
Coliformes 1.2 1.4
Lsehicrichin coly 1 — P i
Lnterococos — — i

(1) Resultados expresados en log 10 d¢l nfmero de microorganis— - }

mos viables por gramo
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TABLA

3% SERIE DE IRRADIACIONES DI FILETES DE BACALAO X MERtUZA

MUESTRAS CERRADAS EN ATMOSFERA NORMAL Y TRATADAS CON POLIw

FOSFATOS

XXVIII : RESULTADOS DE LA 19% EXPERIENCIA

\

25 dias despuds de la irradiacién con 100 Krad

Bacnlao Merluza
Recuonto Aerobios ) P (1) 53
de la
microflors Anaerohios 2.1 2
total ‘ .
Psicrdfilos 5 5
Pruebas s“z 2 2
bioquimicas Indol " —
Colifornmes 23 249
Escherichia coli 1 e ——
f Enterococos —— 1l
: Clostridium sulfito-reductores — ——
;‘ -

mos viables por gramo

{I) Resultados expresados en log 10 del ndmero de microorganis—
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TABLA XXIX m:suu:;nos DE 1A 19% EXPERIENCIA
3% SERIE DE IRRADIAGIONES DE FILETES DE BACALAO Y MERLUZA
- MUESTRAS CERRADAS EN ATMOSFERA NORMAL Y TRATADAS CON POLI-
FOSFATOS

25 dfas despiés de la irradiacién con 100 Krad

Composicién cuantitativa de lan microflora (%)

Bacalao Merluza

PEoudomonas scecesessoscsasans 8 5
AChromobacter .eesessesesceea 41 49
Flavobacterias .scesescccsane 1 3
1 Coryneformes scncescessnsecer 35 13
X MiCYOCOCOS qecesccnsnsscnsrns 6 9
éurcinas sesssesssssssasssnne 2 5
Lactobacilos cvsecvesesnsessa 2 1
Bacillu® sesesncesncssssessone 1 3
ARTOMONAS cssressscccnsanccan 3 2
‘a Ee C0li cevvsionesscencssossan o= r——
. Proteus cecccesccensosesnscnn e P
i Enterobacteridcess ...ceveeae == 7
Varios ceisnvecarsnantancsana 1 3
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" 5o PISCUSION DE RESULTADOS

La experiencias de irradiacién realizadas con "Merlucius
merlucius® {merluga), "Lepidorhobus hoscii" (galles) ¥
"Gadus morhua® (bacalao), han facilitado la obtendién de
importantes datos comparativos que amplian nuestros cono-
cimientos sobre los efectos bactericidas de las radiaciones.
ionizantes en las muestras de pescado blance ensajado,y por
consiguiente sobre la Prqlongaci6n de au vidn‘como§cia1.

Les diferenciass encontradas an el transcursoe de las ex-
petioneias desde el punta de vista microbioldgico princi=-

palmente han sido las siguiontes:

= En el aspecto cuantitativo, la carga microbiana total
en ios filetes de gallos y bacalao han sido mayor que en
los de merluze. Este hecho puede ser conasecuencia de que
las capturas de los primeros se efectua en general, m{s ale-
jada de la costa (pesca de altura "Gran Sol"), que las deo
merluza, realizada ¢n las proximidades de’ litoral y en la
plataforma continental de la regidn Noroeste de nuestra pe-

ninsula.
— En los anflisis cualitativos de la microflors tipica
y de contaminacidn, las diferencias han sido bastante signi-

ficativas, Los gérmenes predominantes de las muestras de mer— .

luza fueron los de loa géneros Achromobacter-Pseudomonas,
mientras que en les filetes de gallos y bacalao se hs encoun-—
trado un porcentaje mfs elovado de microorgenismos corynefor-
mes (Corynebacterium, etc.). Las caracter{sticas diferencia-
les de ambos grupos en el cuadro microbianc de la déscomposi-
cidn de los filetes han determinadc cambios en los irradia-
dos con reapecto a los testigo. La mayor radioresistencia

de los gérmenes Gram positivos ha’influido considerablemen~
te en la aparicién de un nuevo modelo de microflora residual,

e
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El efecto de las radiaciones en los filetes de merluza

se tradujo en la reduccién del 90% de las Pseudomonas, que-
dando eomorgGTmenes supervivientes predominantes determina-

das estirpes del género Achromobacter mfs radioresistentes
con algunos Micrococos y Sarcinas, micntras que en los pa—
quetes cerrados al vacfo han predominado los Lactobacillus,
_seguidos de Aeromonas y pequefias cantidades dc otras espe-
cies Gram positivas junto.con levaduras radioresistentes
que se han podido desarrollar al faltarles la competenciea

de la microflora t{pica.

Por el contrario, en las mueatras de gailda ¥ bacalaeo, .
se¢ han encontrado ademd{s de los géneroa Achromobacter {en
bolsas cerradas en atmésfera normal) y Luctobacillus (al va-
cfo), grupos importentes de gérmenes coryneformes, que han
cambiado en cierta medida, la fisonomian de la microflora re-
sidual superviviente, como gueda reflejado en las tanblas de

las distintas experiencias,

Lus condiciones ecoldgicas han influido de formn® decisi-
va sobre ¢l contenido de gérmenes marinos y mds aiin en los
de procedencia terrestre, Por ello, las muestras de merluza
(capturadas m&s préxima a la costa) han mostrado mayor ndme-
ro de gérmenes coliforpea y enterococos propios de la conta-
minacién fecal, que los filetes de gallos y bacalao. Es mds,
dentro de cada especic se ha apreciado también este influen-
cia segin las zonas de captura y profundidad de las aguas,
Los gallos y bacalaos de mayor tamafio capturades en formas
mis alejadas y profundas presentaron fndices mds bajos de
contaminacidn terrestre ya que rderon obtenidos en pescs de
altura y arrastre del fonQp de grandes profundidades. Todas
estas condiciones determinaron cambios de rcspuesta ante la
irridiaei&n~y consiguiente extensién de la vida de zlmacena-

do.

i
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: En relecidn con las experiencias de inoculacidn artifi-
cial de filetes de merluza y bacaleao con diferentes concen-
traciones de esporos del Clostridium botulinum, tipo E, po-

: ‘ ' demos destacar los siguientes hechos:

| i = Los pardmetros que han ejercido mayor influsncia en
¥

la produccidn de la toxina botulinica han sido:

1) Temperatura de almacenamieanto

ﬁ 2) Concentracidn de esporos inoculados por gramo de pes=—

cado,
f " 3) Especies contaminadas artificialmente

. 4) Dosis de irradiacidn aplicadas, y condicionas(vacio,etc)

= No se pudo detectar la referida toxina en los filetes
inoculados incluso a elevades concentraciones de esporos‘del
orden de 10G csporos/yramo, e irradiados a las dosis de
100 y 200 Krad, siempre quc fueron almaconados a temperaturas
de rofrigeracién dc 3-4°C, Ello prueba que la temperatura
° optima de crecimiento de estos microorganismos, al mencs en

la cepa utilizada es superior a la indicada,

Para una misma concentracidn de esporos y cuando la tem-
peratura se fijé en 12° s 0'5°C,, la produccién de toxina
pudg ser detectada por primera vez en la 1%, 2% y 3% semana

de almacenamiento segdin los casos,

La precocidad en la aparicidn de la toxina segin pudo
observarse en la relacidn de rosultados,ha sido mayor en el
bacalao que en la merluza, en las muestras empaguetadas al F
wvacio que en las cerradas en atmdsfera normal y en las mues- |
tras que recibieron més elevada dosis de irradiacién

(200 Krad),

No se conocen ain las razones por las que unas especies

f favorecen mfs que otras la intensidad de produccidn de 1la

-
w R
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toxina botulinica. Se sabe, sin embargo, que 108 enzimas
proteoliticos juegan un importante papel en la destruccidn
de la Yoxin. sobre todo en los filetes no irradiasdos, asi
como también la microflora competitiva, ya que rchejan cn
general el contenido de nutrientes especialmente de carbo—

hidroatos 1ndlsppnqab1eq prra la formacidn de la toxins.

La irradiacidn al destruir la mayoria de los gérmenes
vegetativos, evita también la disminucidn de los hidratos
de carbono por los mismos, esencialmonte de la' ribosa y
glucosa, ocasivnando, por tanto, condiciones més favora=-
bles parw la produccién de la toxina a medide que aumenta
la dosis, reducidndose, al mismo tiempo, ¢) nargen de so-
guridad existente ontre la descomposicidn deY pescado y

l1a produccidn de dichn toxina,

A pesar de lo indiecsdo, las ocondiciones experimenta-
les para la produccidn de¢ la toxinn hotulinieca, requieren
concentraciones tan elevedas de esporoa que contrastan
con las reales de una posible contaminacidn natural , has-
ta ¢l punto de que el riesgo poteoncial de la seguridad
para el counsumo, puede considerarse con muy escasa proba-

bilidad de presentacidn,

CONCLUSIONES GENLRALES ¢

Las conclusiones generélas de ‘este informe final son

.las indicadas en el apartado 4 de la informacién solicita=

da por el OQIOEO*'
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