
•:M

REPORT NO. IAEA-R-731-F

5;' ъ' TITLE

Radiation sensitivity of the microMal flora of
fresh white (lean) fish

FINAL REPORT FOR THE PERIOD

15 Dec. 1968 - 14 Dec. 1971

AUTHOR(S)

D.de la Sierra Serrano
G.del Real Gomiez
P. Perez Plorez
M.C.Saiz de Bustamante
M.Alonso Rodriguez
J.I.Matutano Aranda

INSTITUTE

Junta de Energia Nuclear
Direccion de Quimica e Isotopos
Madrid, Spain

INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY

DATE
M a r o h



JUNTA DE ENERGIA NUCLEAR
DIRECCION DE Q.UIMICA E ISOTOPOS

DIVISION DE QUIMICA NUCLEAR
SECCION DE ISOTOPOS

IS-2340/I-41

"RADIOSENSIBILIDAD DE LA MICROFLORA DEL PESCADO BLANCO FRESCO"

IN FORME FINAL SOBRE EL CONTRATO DE INVESTIGACION 731/RB

AL ORGANISMO INTERNACIONAL DE ENERGIA ATOMICA DE VIENA

D. de la Sierra Serrano
G. del Real Gomez
F. Perez Florez
M. C. Saiz de Bustamante
M. Alcmso Rodriguez
J . I . Matutano Aranda

Madrid, Enero de 1.972



JUNTA DE ENERGIA NUCLEAR
DIRECCION DE gUIMICA E ISOTOPOS
DIVISION DE yUIMICA NUCLEAR

SECCION DE ISOTOPOS

IS-234O/I-41

"RADIOSENSIBILIDAD DE LA MICROFLORA DEL PESCADO BLANCO FRESCO*'

INFORME FINAL SOBRE EL CONTRATO DE INVESTIGACION 731/RB

AL ORGANISMO INTERNACIONAL DE ENERGIA ATOMICA DE VIENA
O

D
e
 de la Sierra Serrano

Go del Real Q6mez

F
B
 Perez Florez

МвС* Saiz de Bustamante

M* Alonso Rodriguez

J«I» Mfttutano Aranda

Madrid, Enero de 1972

— I



En el proseiite inforne se resumen los trabajos realizados

dentro del Contrato de investigation 731/RB, de acuerdo con

las instrucciones publicadas рог el OIEA para la preparacidn

de estos informes.
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1» INFORMATION SOLICITADA POR EL O.I.E.A»

a) (i) Ndmero del contrato: 731/RB

(ii) Tftulo del proyecto: "Radiosensibilidad de la mi-

croflora del pescado bianco fresco",

(iii) Investigaciones realizadas en:

Junta de Energia Nuclear

Direccidn de jjuimica e Isotopos

Division de ^ufmica Nuclear

Seccion de Isotopos

(iv) Investipador principal:

D. de la Sierra Serrano

(v) Periodo que cubre este informe:

15 de Diciembre 1968 - 14 Diciembre 1971

b) Descripcion de la investigacidn:

Se han puesto a punto у desarrollado tecnicas raicrobio-

logicas, bioquimicas у organolepticas con objeto de llevar

a cabo las lineas &s investigacion siguientes:

— Estudios ecol6gicos sobre factores que pueden influir en

la dosis de irradiacion que permita una prolongaci6n justi-

ficable de la vida comercial del pescado, mediante tecnicas

microbiologicas, bioqufmicas у organolepticas.

- Ensayos de inoculacion artificial de filetes de pescado

bianco irradiado, con esporos del Clostridium botulinum.

tipo E. para analizar los parabetros que pueden afectar la

produccion de toxina botulinica.

Los trabajos experimentales han comprendido pruebas

preliminares у series de experiencias de irradiaci6n de

"Merlucius merlucius" (pescadilla у merluza), "Lepidorhombus

boscii" (gallos) у "Gadus morhua" (bacalao).

Para investigar. el comportamiento del Clostridium bo-

tulinum, tipo E. en el pescado irradiado se han realizado

experiencias de inoculacion de esporos a diferentes cpncen-
:
. . traciones, temperaturas у condicionss de irradiacio'n.
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9.

muestras de merluza у bacalao

c) Resultados obtenidos»

Con dosis de 100-300 Krad se ha prolongedо de dos a tres

veces la vida comercial de los filetes de merluza у pesca—

dilla de distintas procedencias. Con niveles bajos de con-

taminacion inicial, del orden de 10 glrmenes/gramo de pes-

cado у dosis de 50 Krad, el periodo de almacenamiento se

extendio hasta 10-12 dias.

En las muestras de gallos у bacalao irradiados con 100

Krad, la vida comercial del pescado aumento* tie 19 a 25 dfas

segun las condiciones del pescadc recibido, dependiendo prin-

cipalmente de las zonas de pesca у del tiempo transcurrido

desde su captura.

Los resultados de los analisis bioc^uimicos у organolepti-

cos empleados, en general han mantenido corrslacion con las

pruebaa microbiolo*gicas.

La temperature de irradiacion у conservacion de las mues-

tras ha sido de 0-2 C, medida con termohidrografo, excepto

en los ensayos de inoculacid'n del Cl_. botulinum. tipo E.

Los resultados de las series de experiencias de inocula-

cid'n artificial de filetes de merluza у bacalao con esporos

del Clostridium botulinum. tipo E. han mostrad'o <jue a tempe-

raturas de refrigeracirfn de 3-4°C у en las condiciones estu-

diadas, no se ha producido toxina botulfnica en las muestras

irradiadas у testigo (no irradiadas), durante el periodo de

tiempo en q.ue el pescado se ha mantenido apto para el consu-

mo« For el contrario a temperatura d« 12 С s£ se pudo detec-

tar la referida toxina una у dos aemanas antes de la termi-

naci6n de la vida comercial de los filetes de ambas eapecies

de> pescado. ' • ' •

d). C o n c l u s i o n e s . -•• ' . • ' - • . • :,':,, '.;" - •_*•.••.

be los resultados obteiiidos podemos deducirr:'Iae'."cpri'el,ttr-.'''

'-•'•'•- 8ione;s eiguientesj : • Г
1
',.-' .'••''..,.'' .

:
:-''
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1, La aplicacidn de dosis de 50 у 100 Krad a filetes de

.pescado bianco en condiciones adecuadas у a tempera-

turas de conservacion de 0-2°C puede permitir una pro-

longacidn justificable comercialmente del periodo de

almacenamiento,12 a 21 dias. Se requieren dosis mayo-/

res para indices de contaminacidn mas elevados у cuan-

do se utiliaan materiales de envasado permeables a los

gases.

2, Dosis de irradiaciob comprendidas entre 50 у 300 Krad

aplicadas a filetes de merluza, gallca у bacaleo, re-

ducen la carga microbiana en un factor de inactivacid'n

' 2 3

comprendido entre 10 у 10 ge*rmenes/gramo.

3. Se ha confirmado en las sucesivas series de experiencias

que la prolongacion de la vida comercial del pescado

bianco fresco es funcion principalmente del nivel de

contarainacion inicial, condiciones 9cold*gicas у materia-

les pliCsticos empleados en el empaquetado, siempre que

s^ mantengan las muestras a temperaturas constantes de

refrigeracidn.

4. Los microorganismos que se han mostrado mas radiosensi-

blea han sido los del genero . P3eudomonas у del grupo

coliforme, elirainandose en un 90$ aproximadamente a la

dosis de 100 Krad.

5* ta Microflora superviviente ea muestras de merluza irra,-

diadas con 100 Krad у cerradas las bolsas en atmo'sfera

normal ha. quedado constituida fundar.ientalmtnte por g^r—

menes de los generos Achromobacter у Micrococos.

6. En las muestras de merluza irradiadas у cerradas al ve-«

cfo, los microorganismos residuales encontrados fueron

esencialmente Lactobacillus, Aeromonas у levaduras.

7. Los filetes de "Lepidorhombus boecii" (gallos) у "Gadus

, morhua " (baealao), han presentado un nilmero rela-
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tivament* grande de ge'rmenes coryneformes (Corynebacterium,

etc.}) junto a ios g?neros Achromobacter en muestras irra—

diadas у ceriradas en atmoVfefa normal у a los Lactobacillus

en las csrradas e irradiadas al vacf'o.

8« Б1 tratamiento de los filetes de pescado con polifosfatos,

ha ire j or ado su presentaeion comercial, evitando la exuda-

сгбп о goteo у no alterando la composicio'n cualitativa ni

- cuantitativa de la microflora residual superviviente.

9о En los ensayos de inoculaci6n artificial de filetes de

merluza у bacalao con esporos del Clostridium botulimun,

tiipo E| se ha comprobado an margen de seguridad entre el

periodo de tiempo coaprendido en la vida comercial у la

poaible produccion de la toxina botulfnica, a temperatu-

ra de refrig'eracioir de 3-4°C, mientras que a temperatu-

ra de 12°C, la presencia de dicha toxina pudo ser detec-

tada-antes de la deseomposicio'n del peseado»

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 polifosfatos con xespecto a

" los que no han recibido dicho tratamiento »n 'filetes in«-

culados con esporos de los referidos microorganismos e

irradiados a dosis de 100 у 200 Krad.

e) Bibliografia.

(i)Adema's de la bibiiografia indicada en los cuatro informes de '

desarrollo anteriormente enviados, las referencias relaciona-

das con este informe asf corao las consultadas durante su reali-

zacion son las siguientes:

(1) Pe la Si rra Serrano, D.», Alonso Rodriguez
 t
 M., Matutano

: Aranda, J»I. Proiongacid'n de lift vida comercial del pescade

mediitnte radiaciones- ioMizantes» Ponencia envim^a. •.] XTX

;.•'£. v Cohgres© Mundial d* Veterinari* celebrade en Agoeto de 1971

'^drid^'f^rerov'deLi973tft'^:-,.,. r.',',J*:\.,z[, ̂ -"̂ ':'
:.̂ : •• .'•••
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(2) De la Sierra Serrano, D. Efectos de las bajas dosis de

radiaciones ionizantes sobre la microflora tfpica у de

contaminacion del pescado bianco. Trabajo presentado a

la XV Reunion Bienal de la Real Sociedad de Pisica у

a, celebrada en Tarragona en Octubre de 1.971.

(3) Hanncsson, G. and Dagbjartsson, В., Radurization of
i

Scampi, shrimp and cod. Report of a project organized and \

supervised by the joint FAO/IAEA Division of Atomic Energy j

in Food and Agriculture. STl/DOC/lO/124, IAEA, Vienna,

1971.

Bridges, B.A., Microbiological Aspects of Hadi;>tion

Sterilization. Industrial Microbiology, Vol 5, 283-326,

London, Gordon and Breach, 1964.

(5) Brooke, R.O. and Steinberg, M.A<>, Preservation of ^resh

.» Unfrozen Fishery Products by Low Level Radiation. I

Introduction, Food Technology. 18(7): 112-3 (July 1964).

(6) Brooke, R.O,, Ravesi, E,M.,Gadbois, D.F. and Steinbergj

M.A», Preservation of Fresh Unfrozen "ishery Products

by Low Level Radiation. Ill The effects of Radiation

Pasteurization on aminoacids and vitamins in clams,

Food Technology. 18 (7): 116-20.(July 1964),

(7) Brooke, R«0», Ravesi, E»M., Gadbois, D»F» and Steinberg,

Preservation of Fresh Unfrozen Fishery Products by Lov

Level Radiation. V, The effects of Radiation Pasteurization

on e,raino acids and vitamins in Hadoek Fillets, Food

Technology 20(11)j 99-102 (November 1966).

(8) Sinnhuber,R
B
O», and Lee, J,S«, Effects of the Irradiation

on the Kicrobial Flora Surviving Irradiation Pasteuriza-

tion of Seafoods, Annual Report, April 1, 1966-March 31,

1967, USAEC Report TID-24171, Oregon State University,

April 15, 1967,
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(9) Home, Т., European Conference on the Use of Ionizing Radia-

tion for Pood Preservation, International. J. Radiation

Biology, 1: 95-102 (Jan. 1959)

(10) Sinnhuber, R.O., and Lee J.S. , Effects of Irradiation of

the Microbial Flora Surviving Irradiation» USAEC Report

TID-22289, Oregon State University, April 26, 1965.

(11) Sinskey, T.J., Pablo, I.S., Silverman, G.J, and Ronsivalli, L.,

Effect of Packaging on the Major Microbial Flora of Irradi-

ated Hadock, Nature, 213: 425-6 (Jan. 28, 1967).

(12) Slavin, L.V., Ronsivalli, L.J., and Connors, T.J., Status of

Research and Developmental Studies on Radiation Pasteurization

of Fish and Sellfish in the United States, in Food Irradiation,

Proceedings of the International Symposium, Kareruhe, June

6-10, 1966, pp. 509-33, International Atomic Energy Agency,

Vienna, 1966 (STI/PUB/127.

(13) lu, T.C., Landers, M»K., and Sinnhuber, R.O., Drowning

Reaction in Irradiation- Sterilization of Seafoods products,

Food Technology, 23$ 224-6 (Feb. 1969).

(14) Van der Schaaf, A., and Mossel, I).A.A., Gamma Radiation Sanita-

tion of Fish and Blood Meals, International Journal of Applied

Radiation and Isotopes, 14: 557-62 (1963).

(15) Tinker, B.L.» Ronsivalli, L.J«, and Slavin, J.V«, Suitability

of Flexible Plastics as Packaging Materials for Radiopesteuriza-

tion of Seafoods, Food Technology
t
 20(10): 122-4 (Oct. 1966)«

(16) Spinelli, J«, and Miyauchi, D., Irradiation of Pacific Coast

Fish and Shellfish. 5. The Effect of 5* inosine monophosphate

on the Flavor of Irradiated fillets, Food Technology, 22: 781-

3 (June 1968).

(17) Anonimo, Some Aspects of Food Irradiation; A Visual Posrtfolio,

Food Technology, 20(2): 44-̂ 5 (Feb. 1966).
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(18) Segner, W»P., Schmidt, C«F», Boltz, J.K. Groth Characte-
ristics of type E Clostridium botulinum in the temperature
Range 34 to 50 F. Contract No.: AT(11-1)1183) Annual Report
to the United States Atomic Energy Commission, COO—1183-30,
TID-4500, January 15, 1968.

(19) Spinelli, J., Dollar, A.M., Vedemeyer, G.A., and Gallager,
E.C., Irradiation of Fish Fillets: Relation of vapor phase
reactions to storage quality, International Journal of
4ppied Radiation and Isotopes, 20: 167-75 (1969).

(20) Vard, В.Ц., Inoculated Pack Studies on Low Dose Irradiated
Marine Products: Shrip. USAEC Report 0R0-3698-2, University
of Miami, May 1, 1968.

(21) Wheaton, E., Pratt, G.B» and Jackson, J«M., Radioresistance
of Five Strains of Clostridium botulinum in Selected Pood
Products, J.,Food Sex., 26: 345-50 (1961).

(22) Vhitehair, L»A* and Anderson, D«L., Vholcsomeness, Bioche-
mical and Microbiological Aspects of the AEC Radiation
Pasteurization of Food Program, Res. Develp. Ass* Activ,
Rpt., 16: 56-62 (1964)»

(23) lu, T.C,, Landers, M»K«, and Snnhuber, R.O., Browning
Reaction in Radiation-Stetilized Seafood Products, Food
Technology, 23: 224-6 (Feb. 1969)

f) (i) Los trabajos efectuado* durante el desarrollo del contra—
to se han ajus tadо a las directrices у recomendaciones
propuestas у aprobadas por el OIEA desde su iniciacion у
en las sucesivas renovaciones del contrato.

(ii)La relacion de gastps corresponcHente a personal, equi—
pos> material у 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 DE LOS TRABAJOS HEALIZADOS

2,1. Introduccidn

En el presente informe final correfspondiente al contrato do

investigaeidn OIEA-JEN 371/BB se resume la labor efectuada para

dicho proyecto dosdo Diciembre de 1.968 basta Diciembre de 1.971*

Los trabajos han sido llevados a cabo en los laboratories у de-

pendencias de la Seccion de Isotopos do la Junta de Enorgia Nu-

clear, en la Soccion Vetorinaria de la Escuela Nacionaf de Sani-

dad у en el Lafooratorio de Radiobiologfa del Servicio de Pisio-

zootecnia del Patronato de Biclogia Animal,

Las especies de pescado ensayadas han sido "Merlucius merlu-

cius" (merluza), "Lepidorhombus boscii" (gallos) у "Gadus raorhua"

(bacalao)e Durante el desarrollo de las investigaciones se han

seguido dos lfneas fundamentales de trahajo:

A) Determinaciones de la prolongacion de la vida comercial

del pescado irradiaclo modiante pruebas microbiologicas,

bioquimicas у seusoriales.

B) Estudio de las condiciones que p tie den afcctar la produce ion

de toxina botulfnica en filetes de pescado irradiado, pre-

viamente inoculados con esporos de Clostridium botulinum.

tipo E
o

En las series de experiencias se tuvieron en cuenta у aplica-

ron las recomendaciones у normas publicadas por el OIEA sobre la

investifgacion en la irradiacion de pescado , metodologxa micro-

b.iologica de los alimentos irradiados, у conclusiones del Panel

sjpbre Irradiacion de Productos de la Pesca organizado рог la Di-

vision Conjunta F.AO/OIEA celebrado en Viena del 15 al 19 de Bi-

ciembre de l
e
969.

Asimismo, se adoptaron todas las precauciones necesarias re-

lativas a los trabajos con gerraenes patogenos en las experiencias

de inoculacion artificial de esporos del Cl. botulinum. tipo E«
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2*2* Material

С ото materia prima se utilizd pescado capturado por

barcos de arrastre en diversas zonas у profundidades raari-

timas a la altura del litoral Noroeste de Езрайа. £1 trans-

porte зе realizo desde el puerto pesquero de Vigo a la

Junta de Energia Nuclear, eviscerado, en vagones frigori-

ficos о camionea siempre en condiciones de refrBgeracio*n«

Б1 tiempo transcurrido desde su captura hasta la irradia-

ci6n oscil6 entre las 48 у las 72 horas.

Las piezas se hicieron filetes de un peso aproximado

de 100 gramos empaq.ueta'ndose en bolsas de polietileno о

rilsan (nylon francos), permeable e impermeable a los ga-

ses respectivamente, esterilizadas previamente por irra-

diacio'n у cerradas hermeticamente con maquina soldadora

electrica en atm6sfera normal у vacfo.

Los lotes do muestras irradiadas у control se mantu-

vieron durante las experiencias a temperatures de 2— 0'5 C

excepto en las pruebas de inoculacio'n del Clostridium

botulinum, tipo E« El control de dichas temperaturas se

efectuo mediante termoliidrogragos instaladoa en los frigo-

rfficos.

2»3, Te'cnicas de trabajo

Las irradiaciones se lleraron a cabo introduciendo las

muestras rodeadas de bolsas de hielo en el" recipiente de

la geometria tres de la Unidad de Irradiacio'n Gamma de

Co - 60 denominada "Nayade", perteneciente a la Seccio'n

de Is^iopoa, Division de ûf;aica Nuclear, Direccion de

Qufoioa e Isotopos de la J.E.N» Las intensidades de do-a

sis fueron 0 Ml/Mrad/hora en las pruebas preliminares

у de 1*134 Mrad/h. en 2a s restantes experiericias*
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2*3.1. Dosimetria

Teniendo en cuenta las nor mas у recomendaciones del Panel de la

Division Corijunta FAO/OIEA (15-19 Diciembre 1.969), se efec-

tuaron comprobaciones periddicas у sistematicas de la dosimetria

en las muestras de pescado, para hallar la forma mas adecuada de

colocacion de los filetes, con objeto de conseguir la. ma's unifor-

me distribucid'n do la dosis aplicada. Dada la situacion vertical

de las fuentes de Co-60 (90 barrel) у la trayectoria d* ieodosie,

• • conffidero* 9̂ ue la posicio'n ma's adecuada es la horizantal a am-

bos lados del piano medio perpendicular a dichas fuentes.

La colocacidn dft dosfinetros centrales у laterales so gun te"c-

nica de Fricke, confirmo esta teoria obtenfe"ndose datos de las

lectures de las densidades opticas en los que so procuraron evitar

las fuentes de error que pudieran afcctar a los valores (diferen-

cias entre las densidades opticas del bianco у la del dosimetro

irradiado, etc.).

Сото la altura de las fuentes radiactivas es de 9 cm el piano

medio formado рог una lamina de aluminio se coloco a 4
f
5 cm de la

base, dentro del recipiente contenedor de las muestras.

2„ 3.2, Tecnicas microbiologicas

Los me'todos empleados fueron similares a los indicados en los

informes de desarrollo IS 2340/1-24, 28, 33 у 35 .correspondientes

a los periodos do tiempo cubiertos por este mismo contrato de in-

vestigiicion у remitidos al OIEA.

En los ©studios experimentales comparativos efectuados con

las especies de merluza—gallos у merluza—bacalao, se ampliaron у

perfeccionaron los ne*todos de aislamiento e identificacio'n con

medios de cultivo selectivos у numerosas pruebas bioq.ufmicas сод

la finalidad de establecer una posible relacion entre la microflo-

ra tfpica у de contaminacion, fecal у las condiciones ecologicas

del pescado que pudiera reper'cutir en los ge*rmenes residualee

supervivientes del pescado irradiado; obteniendose interesantes

datos que se detallan mas adelante.
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En las prueb^.s sisternaticas de control se utiJizaron los

procedimientos siguientes:

A) Me4odos fie enumeracion de microorga.nismos

1) Ge'rmenes mesofilos aerd"bios

Se ofoctimron estos recuentos medianto siembras en pro-

fund idad en plactis Petri con modios do cultivo "Plate Count

Agar" (P.C,A) de la casa "Difco" siguienclo la te*enica de las

diluciones decimales» En las ultimas experiencias se empleo

tambien el "Tryptic soy—yeast extract agar" (TSIEA) del

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

que los цеЧ-nienos sobrepasaban los 3.000 por gramo de mues-

tra la-« siembras se realizaron en superficie despue's de se-

car bien el agar niitritivo durante 24-48 horas a temperatu-

ra ambiente у extend i end о O'l ml c\e la dilucion con una vr-ri-

lla ^
e
 vidrio de ciimensionea aproximadas de 3'5 mm de <Li&-

metro, 20 cm dn lonyitud doblada en tfngulo recto a 3 cm de

su tcrmiiiacion.

2)" MesofiJos totnles (aerobios mas anaerobio)

Sierabra у cultivo en tubos de 160 x 16 mm en "AC Medium"

(Tifco). Este randio debido a su contenido en acirto ascorbico^

unido a. los restantes componentes permite el recuento con

saficiente aproxisiacion no solo de los fjermenes aerobios

sino tarnbieu de los anaerobios.

Las siembras en cada dilucion se realizaron por dupli—

сайо у triplicado.

La incubacion duro 72 horas con dos tomperaturas: estu-

fa a 30 С у a teroperatura de laboratorio que oscil6 entre

18-2O°C.

3) Microorganismos anaerobios mes^filos

- ._̂, Se determinaron con el"PCA"y "Nutrient Agar (difco)«

Los anaerobios estrictos con canpana especial meta"lica para

efectuar el vacio о introdufcir las placas Petri aembradas



рог los dos procedimie'ntos indicado's anteriormente,, Los

anaerobios estrictos junto con los facultativos mediante

siembras у cultivos similares en tubos largos de 420 X 8 mm,

4) Psicrofilos

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

у "PCA" (Difco). Incubacid'n a 4-6°C durante 12 dias у a 15°C

6 dias«

5) Bacterias colifortnes

Siembras en placas Petri con agar desoxicolato sodico

у en caldo lactosado con verde brillante у bilis al 2jS oon-

tenido en tubos de 160 x 16 mm con campana Durham. Incuba—

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

de aislamiento e identificacidn de los geVmenes fecales у

aerogenes se emplearon iambiIn los medios de cultivo soli-

dos "Eosin Metilene Blue Aga"r" y"Endo Agar" у el medio lf-

quido"Lauryl Sulphate Tryptose Broth" (Difco) este ultimo

con campanaDurham para registrar las fermentaciones gaseo-

sas»

6) Escherichia coli, tipo I.

En los casos que iniere'so determinar estas bacterias se

siguio la tecnica de Makonzie con posteriores.comprobacfo-

nes mediante las pruebas о teats del IMViC (indol, rejo de

metilo, Voges-Proskauer у Citrato), teniendo en cuenta el

cuadro recomendado por la Asociacion Internacional de Socie-

dades de Microbiologfa en su Coraite' para las espsscificacic-

nee en los alimentos (ICMSP)

B) Determinacionee del comportamiento bioquimico microbiano.

La presencia de ge*rmenes productores de SH
2
 se efectu6

con agua de triptona adicionada del 0*05^ de citrato de

.hierro у del 0*02# de cistina, observando los tuboe en que

se prodiice el ennegrecimiento debido a la precipitaci6n del

hierro. •-.--.-'
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El indol se detecto mediante el reo.ctivo tie iirlich-

Kovacs,

En la reali saoion rie las pruebas bionuimicas se enmloaror

los siguientes reactivos:

Koser Citruta Medium (Difco)

G F Basal Meciium (Lifco)

Diferentation Disks Oxidaso ^ifco)

Motility Test Medium con Beef Extrnct (Difco)

bonsitivity ])isks Ppnicilliii (Difco)

Sensitivity Disks Terivimycin (Pifco)

Kn los analisis do invostigacion <lirigitlos al aialarniento

с idontif icucion de mi croorganismos es3pecificos so util i?o In

clusificftcion del "Bergey's Manual of Determinative Bacteriolo-

gy" (7- Edicion de 1O957)« Las resiembras a i>artir de IOK me—

dios dc culti^'o empleados en las praebas tie- control indicadas

permitieron em Е.±Я larniento да numerosa.s colonias en cada una

(1 e l,->,s exj>firioticias. iuicosivos pases en miulios do cultivo es-

pociulfts у soloctivos prrmitifron sa ulterior idfiiitificaci6n«

La panta yencro.l se;;ui(!a para la iu^ntificacion de los

ns ijrupos jirinci palas d« ,'j<*niffnos ha sidos

1) Microorpanisi.ios Gram- yu'sitivos

a) Baci-l-os« Esnorulados (Catalasa +) у по esporulado.s

(catalasa +) : Corynobe-ctorium.

Cat;-rlasa(—) у Lactato (—) *= Lactobacillus

b) Cocos»— Con temperatara optima de 20-30 С aerobios

degradan los hidratofde carbono por raetabolismo oxi«

dativo .y no crt:ccn «n «1 medio seloctiro Cihapman 110

son Micrococos y e n el caso de que se preslenteh en"

s cubicos de 8, Sarcinas»

Los Estafilococos se investigaron mediante*?! media

"Baird-Рагкег" incubando ft 3O-37°C durante l*rhor.4S.
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- .- с) Closiridium velchii.

La investigacic*n de los ge'rmenes del ge*nero Clostridium

•w&Ichii^ у del grupo sulfito-reductores en general

se llevtf a cabo empleando el medio de cultivo
w
lron Sulphite

Agar" (Oxoid). Incubacio*» a 44 С durante 24 horas»

2) Microoraganismos Gram—negativoc;

Рог ser los g<?rmenes ma's numerosos que se encuentran en

las muestras de pescado se omplet? una sistema'tica mas comple-
•V

ja con arreglo a la siguiente pauta:

«

ft) Reacci(5n de Hugh у Leifson, para conocer el modo de ataq.ue

a los hidratos de carbono (glucosa y/o lactosa)« Бе esta

forma se subdividieron las colonias en dos grandes grupos:

productores de la degradacio*n de dichos azucares por meta-

bolismo fermentativo сшп о sin produccidn de gas, entre las

que se encuentran las colonias constituidas por En»terobacte»

ritCeeas у Aeromonas diferenciadas a su vez por flagelos pe-

ritricos о cefalotricos respectivamente; y, las que podian

• producir distinto procbso de degradacidn de los azucares,

, bien oxidativb-,,.. iherte о fermentativo entre las que se en-

contraron las de Paeudomonas con pigmento fluorescente, las

no pigmentadas, los Flayobacterium con pigmento araarillo, у

las de Achromobacter sin pigmentaciones.

b) Las Enterobacteriaceas se investigaron segun la produccirfn

de £cido, i"cido у gas у SH
2
 asf como por el test INViC para

distinguir las bacterias fecales de las aer6*genas, del gru-

por Escherichia-Achromobactero

c) Reaccion de la oxidasa, que permitio' la distincid'n entre

importanies grupos bacterianos unida a las pruebas de di-

ferenciacidn de la sensibilidad a los antibidticoa de pe-
;
': nicilina у terramicina, asf comp las reacciones de decar-

boxilacid'n de la arginina facilitaron la clasificacid"n de

las Pseudomonas, Achromobacter, FlaTobacterium у Yittios.,

. I
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С) Poblacid'h fungica

Para el recuento у tipificacidn de la poblacitfn fdngica

se han aplicade las te"cnicas у medios de cu'ltivo recomendados

рог el C^mite* Mixto PAO/OIEA en el n* 104 de los "Technical

Reports Series"*

2»3«3* MeHodos bioqufmicos

Se llevaron a cabo detorminacionee del nitrdgeno de las ba-

ses vola4iles totalee (NBVT), do la trimetilamina (TMA) у de

los a"cidos vola"tiles totales (AVT), do las muestras, como fn-

dices de la actividad bioqufmica de la microflora residual у

testigo« Para las valoraciones del NBVT se empleo la te*cnica

de Okoloff basada en el desplajamiento de las bases voliCtiles

рог el 6*xido de magnesio у posterior medida volume*trica del

destilado рог retroceso. En la TMA se ha utilizado el me4odo

espectrome'trico de Dyer у en los analisia de los AVT la t6*cni-

ca de la Asociacio'n Oficial de qufmicos de Agriculture de los

ЕЕ*ии* (AOAC), con ligeras modificaciones. Asimismo se ha apli»

cado el metodo de ASAKAWA fundado en la determinacion de la

*Relaci6*n de destilacion" (RD) de los £cidos vol^tiles* Este

•Jltimo metodo sigue esencialmonte la tecnica de la AOAC pero

relaciona proporcionalnwnte la frescura del pescado con los

valores de la RD que existe entre el tanto par ciento de aci-*

dez de la segunda fraccion de 50 ml del destilado con la prt-

mera*

Todos los me'todos bioqufmicos anteriormente indie ados han

sido descritos con detalle у figuran en las referencias biblio-

gr£ticas de los informes de desarrollo IS 2340/1-24 у Ii-28

(1*969 у l,97O)«

2*3*4« Tests sensoriales

Mediante un test escalar hedohico de 5 puntоs у utilizando

UK paneI no entrenado de 20 miembros procedente del personal

de la plantiHa del laboratorio, se han valorado los caracte—

res seiisorialee de mpariencia, olor у textura de los filetes

en estado crudo» (ficha n2 1).
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Para valorar el sabor de las rauestras cocidas, se ha cons—

tituido un segundo panel compuesto de 10 jueces, sele cciona-

dos del anterior por poseer mayor agudeza en la yaloracfon

para el pescado crudo.

Las muestras control e irradiadas se han presentado a los

juoces codificadas, reflejando estos, individualmente, sus

marcas en las fichas n^ 2 у 3.

Las valoraciones de poscado cocido so efectuaron preparan-

do las muestras de la forma siguienteilos controles congelados

se sometieron a vapor fluonte durante veinte minutos, sin pre-

via descongelaeid'n; las irradiadas se sumergioron en un Ьайо

de agua hiviendo durante diez minutos.

El criterio de calidad se establecio considerando q.ue to-

dft rauestra que no alcanzara con arreglo a la escala hedd'nica

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

se estiroa concluida su vida comercial, siendo igualraente de-

sechada toda rauestra q.ue no obtenga, en alguao de los paraine-

tros un valor mfnirao de"2*8".

para estimar si los datos obtenidos en las valoraciones

halladas de cada uno de los parabetros procedentes de una

pobiacion ре<^иейа como la de nuestros paneles, pudieran ser

significativos dosde el punto de vista de grupos numerosos

de consumidores, se soinetieron estos resultados a tra-

tamiento estadfstico, utilizando la distribucitfn de la "t"

de Student, adoptando una probabilidad del' 9O?6.

A partir de las experiencias realizadas a comienzos del

айо 1.970 у de acuerdo con las recomenduciones del Panel

Mixto FAO/OIEA (1969), las determineciones organollpticas

se centraron en la valoracio*n del olor en estado orudo veri-

ficandose mediante una escala hedonica de 9 puntos propuesta

рог el "Bureau of Commercial Fisheries of Gloucester, ,
•r,

Massachusetts"* Los resultados se sometieron al analisis" ,

de la varianza.



- 22 -

P I C Д А № 1

Escala de valoracion de 5 punios para la apariencia, olor

у textura del pescado bianco irradiado у control on estado crudo

l
e
 Apariencia

5»- Muy brillante, como fluorescento a la luz, sin defectos
(hemorragias о копая violfCceas u oscuras)

4.- Color brillante, pero algo apagado como de cera.

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

2,- Pequeffas opacidades, presencia de defectos (heraorr£~
gias, zonas oscuras о viola'ceas)

4,- Cornpletamente opaco (a la luz) у presencia de defectos
ostensibiss.

2,- Olor

5.- Muy bueno - fuerte olor fresco como a mar

4,- Bueno - sin olor.

3*- Regular — Ligero olor a pescado

2«— En el lfmite para el consumo - Fuerte olor a pescado
pasado

1-е- Incomible - Fuerte olor a descomposicio'n о podredumbre
(olor amoniacal).

3.— Textura

5»- Pirme - Elistico a la presidn digital

4
0
- Alguna perdida de elasticidad

3'.- Ptfrdida de la firraeza о elasticidad sin llegar a bland о

2,— Blando о correoso. *

1,- Muy blando, como fofo о pulposo, retiene la impresion
digital.
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P I С И А № 2

Valoraoi6n sensorial del -peBoado oruflo lrradiado

Nombre Feeha

^
!!
**s*

!!Si
^ Muestrae

Parametros*
1
^»^^

Apariencia

Olor

Textura

Muestra
no

Muestra

n«

Muastra

no
Muestra

Nota,- Бе aouerdo con su apreoiaci6n,colo(iue la marca que oree co-
rresponde a oada rauest3?a,en oada tmo de ios perfimetroes oon-
siderados.
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2
O
4. Material у meHodos 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 у de

la produccion de su toxina se siguieron las te*cnicas recomen—

dadas por el Panel de Extertos de la FAO/OIEA con la colabo«-

racion. de la Asociacidn Internacional de Sociedades de Micro—

biologfa (JAMS) ^Technical Reports Series No. 104) у los me"to-

dos utlizados por Segener у col (18)»

Las experiencias, en esta linea do trabajo, so realiea-

ron con las especies "Merlucius merlucius" (merluze)y "Gadus

morbua" (Bacalao), ambas en estaclo fresco«

Para las inoculaciones artificiales de filetes de pes—

cado se prepararnn diluciones de dos cepas de С1„ Botulinum,

tipo S.: una procedente de "Welcome" (Inglaterra) у otra

del Institute Pasteur de Paris. Ambas hen sido valoradas

.para probar su poder toxigeno, con resultados positivos»

La obtenci6n de suspensiones de esporos con suficiente

concentracio'n se llevd a cabo sembrando a partir de la се-

ра "Velcome" en el medio de cultivo "TPG" adicionado del •

1$ de Yeast Extract". Transcurrido el tiempo de incubacion

de 96 boras a 30 С, so eentrifu«6* obteniendose una densa sus-

pension <j.ue fue pasterizada para eliminar las formas vegeta-

tivas. En observacion microscopicu los frotis teSidos por

los colorantes hnbi^tuales, se comprobo", en cada campo, la

existencia de elevado numero de formas esporuladas tfpicas,

del referido microorganismo, Los esporos producidos,antes

de preparar la suspension, fueron lavados repetidamente у de

nuero centrifugados con objeto de eliminar toda posible exis—

tencia de toxina»

La inocuLocid'n de cada filete se realizo" por inyecciones

fraccionadas, en numero de 12 a 14 practicadas a distinta

profundidad del espesor del filete a trave's de diferentes
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puntos de su superficie para eonseguir la mayor uniformidad

posible en la distrueidn de los esporos*

Simultanearaente a la inoculacio'n de los filetes de pesca-

do se sembraron esporos de la suspension en medios de oultivo .

"Cooked Meat Medium" у Tarozzi", que actuaron como testi-

go у pftra tfomparar las vuloraciones de la toxina.

Las pruebas de control para coraprobor la existencia de

germenes botulfnicos у do su toxina se efectuaron semanalmente

a partir йш los siete dias siguientes a las inoculaciones tan-

to de los cultivos sembrados como de los filetes contaminados

artificialraente»

Ademas de la tecnica clasica de inoculacion 4e ratones

protegidos у no protegidos con cl suero botulinico correspon-

diente, se detect^ la presencia de toxina por la tecnica de

doble difusion en gel de agar.

En ladeteccion de la toxina botulinica se utilizd el pro-

cedimionto del acetato s6*dico (solucion tampan, pH 5'5, 05 M)

con у sin previa digestion trfpsica, empleada por Segner у col.

(18), comprendiendo los siguientes tiemposs

a) Afiadir con pipeta 2g de la muestra (macerado de pesca-

do triturado у homogeneizado con el "Ultraturrax") a 2 ml de

la solucion de acetato sodico tampon,

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

ras para asf procurar la toxina que pudiera existir retenida

intracelularmente.

c) En los casos en que se ensayo la digestion trfpsica

se afiadio 0'2 ml de tripsina a 10?5 recientemente preparada

incubandose durante 3 horas & 37 С •

d) Se inocularon intraperitonealraente fracciones de 0*5 ml

a pares de ratones con у sin proteccid*n de,suero antibotulf-

nico, tipo E., ^rocedente del.Inetituo pasteur dc Paris,obser-

vindose los «intornas clinicos у muertes. ' -
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Los recuentos del numero de germenes botulfnicos de las

dis'tintas suspensiones у de las muestras de pescado inoculado

artificialmente, se efectuaron mediante siembras en raedios

solidos de agar-sangre y"Reinforced Clostridial Agar" (oxoid),

incubados en condiciones de estricta anaerobiosis con campanas

de vacio asi como tambien por siembras en tubos con tioglico-

lato adicionado del 1% de agar.

La comprobacidn de que los microorganismos de las colonias

formadas pertenecian a la especie Clostridium botulinura, tipo

E, se realizo por la roaccion de inmunofluoroscencia.

2.5. Parametros ensayados.

En el planteamiento de las experiencias se ha tenido en

cuenta el estudio de los efectos producidos por-la variacion

de los parametros considerados de mayor interns desde el pun-

to de vista tecnologico у sanitario. De acuerdo con los obje-

tivos propuestos, se han ensayado у analizado l&s variables

siguientes:

2.5.1. Dosis de irradiacion

En las experiencias preliminares se aplico la dosis de 300

kilorads у posteriormente las de 50, 100, 150 у 200 Krad,

con la finalidad de haliar la dosis que permitiera prolon-

gar la vida comcrcial del pescado un tiempo mfnimo justifi-

cable desde el punto de vista comercial.

2.5«2. Niveles de cpntaminacio*n inicial.

Se utilizo" pescado procedente< de distintas zonas у

diferentes condiciones ecologicaa eg, objeto de poder valorar

la influencia de los niveles de contamlnacio'n inicial у del

tierapo transcurrido desde la captura sobre la extension del

periodo de almacenado en las muestras irradiadas en compa-

racirfn con las testigo."

- 2.5.3. Condicionee de irradiacidn.

Se emplearon distintos materiales pldtsticos de empaque-
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tamiento у diferentes atraosferas. En primer lugar se . ett-

plearon bolsas ' de polietileno (permeable a los ga-

ses)y despues nylon francos denominados comercialmente

"rilsan". El 70$ de las muestras (aproximadamente) se cerra-

ton en atmosfera normal у el 30$ restante se soldaron al

vacio. Durante las irradiaciones las muestras fueron raante-

nidas en todo momento a teraperatura de refrigeracion de

0-2 С - 1 С mediante la coiocacion de bolsas de hielo que

rodearan las muestras de pescado.

3. EXPERIENCIAS REALIZADAS HASTA 1971.

3.1. Resumen de las expcriencias efectuadas.

Se llevaron a cabo dos experiencias prelimin»res sobre

muestras de pescado procsdentes del raercado minorista, pa-

ra asi poder conocer las condiciones reales de la сontami-

пае ion inicial dc esta clase de pescado en el comeicio, tal

corao lo adquiere el ama de casa. En estas pruebas detalladas

en el informe IS 2340/1-24 (1969) ia ilnica dosis aplicada

fue la de 300 Krad utilizandose сото material de empaquetado

el polietileno comercial. La temperatura de conservaci6n

se mantuvo a 3° - 1**С. El 25̂ 5 de las muestras no. se irradia-

ron conservandose como testigo.

De acuerdo con lo indicado en los cuatro informes de de-

sarrollo de esto contrato de investigacion enviados al OIEA,

se han rcalizado hasta el 15-3—71 las siguientes experien-

cias:

1. Viez exporiencias de irradiacion de "Merlucius merlu-

cius" (merluza) en las que se han v^ria^) •: las teiape- -

raturas de conservaci^n^ materiares de empaquetado у* С
1
 •• "

dif«ren1»8 atradsf^ra? (atmosfera normally vac'fo) asf cbmo

las coniiciones ecolagicas detcrminadas рог distintas ronas

de captura у profundidades del mar» .

2» Cuatro
;
 experiencias de irradiacidnmixta de las espe-

cie» "Merlucius msrlucius" (inerluza) у "Lepidorhombus boscii"

(gallos) para efectuar estudios comparativos, ••
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3» Dos series de pruebas do inoculaeioi artificial de

esporos del Clostrirlium botulinura, tipo E a filetes de

raerluza con objeto de estudiar las condiciones que pueden

afectar la produccion de toxina botulinica correspondiente,

Los detalles de todas experiencias у pruobas se han co-

municado al OIEA en los inforraes de desarrollo IS 234O/I—24,

28, 33 у 35 у han servido de base a los trabajos publicados

у presontados en las XIV у XV Reuniones Bienalos de la Real

Sociedad de Ffsica у ^uimica celebradas en Sevilla (1969) у

en Tarragona (1971), en la Reunion organir^ada por la Div:r,ion

Mixta FAO/OIEA sobre conservacion de pescado por irradiacion

celebrada en Viena (1969) у como poricncia en el XIX Congreao

Mundial de Veterinaria quo ha tonido lugar en Mexico (1971)$

cuyas referencias biblxgraficas se indican en los cuatro in—

formes anteriormente citados,,

Corao ampliacion de cada una de las referidas experiencias

a continuacion se indican los resultados obtenidos al te'rmino

de las misraas, nn.i*a asi poder establecer de forma significa-

tiva, los efectos de 1яз dosis de irradiacion aplicadas sobre

la prolongaci6"n de la vida comercial de los filetes de pesca-

do, mediante datos ts,bulados no publicados con anterioridad,

( Tablas № I а

• 1 . -
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Т А В L A I : RESULTADOS DE LA IS EXPE'.IIENCIA

IRRADIACION CON 200 KRAD I CONSKRVACION A DOS TEMffiRATURAS

23 d i a s despu^s de l a irra<3iaci6n

Recuento

do la

microf lox'a

total

^ruebas

biociufmicas

Aerobios

Anaerobios

PsicrtJfilos

SH
2

Indol

NH
3

- „.- Coliforraes

Clostridium sulfito-reductores

Prueba de Makenzie

Enterocoeos

, Enterobacieri^ceas •

Estafilococb»; (Baird-P*rker)

A + 2°C

6.4W

3.2

6»2

2,1

— -

2.2

—

0

"•••'-• w -
; ? ;

 ••••••.

A + 8-10°C

8.7

5Л

7 = 6

4.2

2

1

4«5

-—

1*2

2.

0

(l j Resultados expresadps en log 10 detr inSraero de1 raicrqorganis-

' ,, ' m o s р о т g r a m e » . ' ' '• • ."' ' :• • : . . ' - '
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Т А В L A II : RESULTADOS DE LA 2% EXPEUIENCIA

APLICACIOK DE JHFKRIJNTES DG3IS Бл IKRADIACION A MUESTRAS

EMPAQUETADAS CON POLIETILKNO

24 dias despu^s do la irradiacion

Rocuento

de la

microflora

total

Pruebas

bioqufmicas

Aerobios

Anaerobios

PsicrcSfilos

««2

Indol

Coliformas

Prueba de Makenzie

JSnterococos

Clostriditun sulfito-reductore

Estafiloeocos (Baird-Parker)

100 Krad

2,3

бЛо

1

-—

1.2

1

Сг

200 Кг ad

5,4

2.2

5.2

,

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

nos por gramo, - - " S'-



T А В L A I I I : RESJJLTADOS DE LA 3* EXPERIENCIA

IRRADIACION DE MUESTRA3 DE PESCADO EMPA^UETADO EN "RILSAN"

CERRADAS AL VACIО У EN ATMOSFERA NORMAL.( 100 KRAD )

10 dias despue's do la irradiacio'n

Recuento

de la

microflora

total

Pruebas

bioqufiaicas

Acrobios

Anaerobios

Psicrofilos

SH,

Indol

NIL

Coliforraes

Prueba de Makenzie

Enterococos

Clostridium sulfito-reduqtores

Estafilococos (Baird-Parker)

Atmdsfera
normal

5.5(1)

2.3

5.4

1.3

<2

Vacfo

5Л

3.3

1.1*

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

roos рог gramo. .

0 ' 3 i .•-:••,
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Т А В L Л IV : RESULTADOS DE LA 4* EXPERIENCE A

IRRADIACION DE MUESTRAS I)E PESCADO SMPAgUETADAS EN "RILSAN"

I POLIETILENO (100 KRAD)

25 dias post-irradiaci6*n

P.ecuonto

de la

microflora

total

Pruebas

bioqufmicas

ColiJ

Aerobios

Anaerobios

Psicrofilos

sn
2

Indol

ormes

Prueba de Mahenzie

Enterococos

Clostridium stilf ito-reductores

Estafilicocos (Baird-Parker)

"Rilsan"

5.1

2Л

4,8

1

—_

1.6

.

Pilietileno

6,2

2.5

5И

2

___

2.8

1

< 2

(1) Resultados expresados en log 10 del ntfmero de raicroorganis-

mos рог gramo.
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Т А В L A V : RESULTADOS DE LA 5» EXPERIENCIA

APLICACION DE DOSIS DE 50 у 100 KRAD Л FILETES DE PESCADO

21 dias despue"s de la irradiacitfn

Muestras cerradas en atmrfsfera normal

Recuento

de la-

microflora

total

Fruebas

bioqufmicas

Aerobios

Anaerobios

Psicrofilos

SH
2

Indol

Coliformes

Prueba de Makenzie

Enterococos

Clostridlum sulfito-reductoree

Salmonellas у Bntefoba'cteria-
Г-ЙЯ.К - •

50 Krad

6,1 (1)

2.2

6

1

2.1

...-

1

— .

100 Krad

5*3

1.7,

5

1.8

1

j

(1) Resultados expresados en log 10 del numero de microorganismos

por gramo. : ..'' •'.'•,.-
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T А В L A VI : RESULTADOS DE LA 6* EXPERIENCIA

APL1CACION DE DOSIS DE 50 у 100 ERAD A FILETES DE PESCADO

EN BOLSAS CERRADAS AL VACIO A + 2°C.

23 dias despue's de la irradiaci&i

Compoaicion cuantitativa de la microflora

50 Кг ad 100 Krad

Paeudomonas 11

Achromobacter .................... 5

Flavobacterias 2

Corynebacterias 7

Micrococos » 6

Sarcinas * 3

Lactobacilos 5 7

Bacilos 1

Aeromonas «9 7

E. coli . —

Proteus —

Enterobacteridceas —

Varies ....* 1

7

3

1

9

8

2

62
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Т А В L A VII : RESULTADOS DE LA 7* EXPERIENCIA

IRRADIACION DE MERLUZA CAPTURADA EN PESCA DE ALTDRA (VERTICAL

DEL PUNTO "ROCA" DE PORTUGAL)

Muestraa cerradas en atmosfera normal

Composition cuantitativa de la microflora a los 22 dias

post- irradiacion

50 Krad 100 Krad

Pseudomonas , 5 6

Achromobacter -...., 56 59

Flavobacterias ,... 4 б

Corynebacterias 21 17

Micrccocos , , 8 7

Sarcinas о 1 3

Lactobacilos 2 1

Bacilos ...." —

Aeromonas 1 . —

E. coli —

Proteus • 1 —

Entorobacterid'ceas — ~

Varios 1 1
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Т А В L A VIII : KESULTADOS DE LA 8» EXPERIENCIA

J

\

IRRADIACION DE MERLUZA PROCEDENTE DE PESCA DE ALTURA EN EL

CANTABRICO

Piletes empaquetados en bolsas al vacxo

Composicio'n cuantitativa (f«) de la microflora a los 21 dias

post - irradiacirfn

50 Krad 100 Krad

Psoudomonas ...*.. 9 6

Achromobacter 10 13

Flavobacterias 3 1

Corynebacterium „ S б

Micrococos
 o

 7 5

Sarcinas - 1 ~

Lactobacilos 54 61

Bacilos ,
5 0
 — 1

Aeromonas
 e

 6 7

E. coli —

Proteus ...«« — —

Enterobacteridceas ~ —

Varios , „ 2 —
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T А В L A IX : RKSULTAUOS DE LA 9* EXPERIENCIA :

IRHADIACION DE MERLUZA CAPTUBADA EN LA PLATAFORMA CONTI-
\

NENTAL A LA ALTURA DEL LIMITE DE LA FRONTERA CON PORTUGAL

Muestras cerradas en atmrfsfera normal

Composicion cuantitativa (#) de la microflora a los 20 dias

despue's de la irradiacion

50 Krad 100 Krad

Pseudomonas •. 7

Achromobacter 59

Flavobacteri as , 3

Сorynebacterium • 12

Micrococos о • о 7

Sarcinas «.....« 2

Lactobacilos ...................... 5

Bacilos ......»<>...•* 1

E. 6oli 1

Proteus * 1

Enterobacfceria*ceas « —

Varios 2

5

62

1

15

' 9

3

2

1
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Т А В L A X : RESULTADOS DE LA 10* EXPEBIENCIA

IRRADIACION BE MERLUZA CAPTURADA EN LA PROXIMIDAD COSTERA

( DESKMBOCADURA-DEL М1Й0)

Muestras empaquetadas en bolsas al vacfo

Composicion ouantitativa ($) de la microflora a loa 23 dias

despueJa de la irradiacion

56 Krad

Pse ufiomonas 4

Achromobacter 13

FJ.avobacterium . . . . . a « 2

Corynebacterium 1

Kicrococos . . . . „ 8

Sarсinas 4 . . . - -

Lactobacilos .? 55

Bacilos 2

Aeromonas < „ 9

E. 6oli , , 1

Proteus о 2

Enterobacteria*ceas , 1

Varios .« 2

100 Krad

6

11

3

5

10

1

61
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Т А В L A XI : RESULTADOS DE LA 11» EXPERIENCIA

1» IRRADIACION COMPARATIVA DE "MERLUCIUS MERLUCIUS" (MEBLUZA)

Y^LEPIDORHOMBUS BOSCII^GALLOS)

27 dias despu^s de la irradiacio'n con 100 Kilorads

Recuento

de la

microflora

total

Pruebas

bioquimicas

Acrobios

Anaerobios

Psicrdfilos

SH
2

Indol

№
3

Coliformes

Clostridium sulfito-reductores

Prueba de Makenzie

' •; Entffrocoeos
 il

 ,

Estafilococos (Baird-Parker)

Merluza

5o8 CD

2*2

5*4

2

1

—

2
P
4

•—

2.

< 2

Galloe

6.1

3»

5.8 .:•

1

~ " • ' ; ;

1 ••'•', ,.?••]

: • ^

•• - - W ..'.-•••..•..

(1) Resultados expresados en log 10 del numero de raicroorganis-

j- mos рог gramo*
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T А В L A XII : RESULTADOS DE LA 12* EXPERIENCIA

2a IRRADIACION COMPARATIVA DE "MERLUCIUS MERLUCIUS" (MERLUZA)

X"LEPIDORHOMBUS BOSCH" (GALLOS)

23 dia s despu^s de Та irradiacion con 100 Krad

Muestras empaquetadas on atmosfera normal

Composici<in cuantitaiiva de la microflora {%)

Pseudomonas <.

Achromobacter

Flavobacterias

Coryneformes

Micrococos

Sarcinas

Lacotobacilos

Bacilos 2

Proteus 1

E. coli о —

Enterobacteria'ceas ............ —

Varios •••• 3

Merluza

4

63

2

10

5

4

6

Gallos

6

41

3

32

7
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Т А В L A X I I I i KE.SULTADOS DE LA 13^ EXPKRIKNCIA

3* SERIE DE IRRADIACIUNES DE "MEHLUCIUS MiilRLUCIUS" (MERLUZA)

У "LEPIJJOUHOMBUS BOSCH" (GALLOS)

Muestras c e r r a d a s a l vec io 25 «Has poefc- i r rad iac ion con 100 Krad

Recuento

cle l a

m i c r o f l o r a

total

Prucbas

Bioqufwicas

Aerobios

Anaerobios

Merluza

5Л ( 1 )

Psicr<£filos

SIL

Iudol

Coliforraes

Prueba de Makenzie

Enterococos

Clostridium sulfito—reductores

Estafilococos (Baird—Parker)

2*1

< 2

CD

Gallos

5,7

1.8

Restiltados expresados en log 10 del nuraero de microorganis-

moe рог grarao.
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T А В L A XIV i RESULTADOS I)E LA 14* EXPERIENCIA

4» SERJE DE IRRADIACIONES DE "MERLUCIUS MERLUCIUS" (HERLUZA)

I "LEPIDORHOMBUS BOSCII" (GALLOS)

28 dias despu£s de las irradiaciones con 100 Krad

Muestrae cerradas al vacfo

Composici<5n cuantitativa de la microflora (^).

Merluza Gallos

Fseudomonas „.... * ...»«•*««» 8

Achromobacter «# 13

Plavobacterias • *~-

Сoryneformes .....' « л$

Micrococos ............D*f<« 3

Sarcinas «• 2

Lgctobacilos
 o

 59

Bacilos «... ».. —

Escherichia coli , —

Aeromonas .« 8

Proteus о 1

Enterobacteri£ceas — — •

Varios я 1

10

9

1

21

1

1

50



4*. EXPIiRIENCIAS REAUZADAS EN 1971
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A*. EXPEHIENCIAS EEALIZADAS DESDE EL ULTIMO INFORME DE DESA-

HROLLO ElWIADO AL OIEA*

Estas experiencias comprendieron dos series de prue—

bas con raerluza у gallos у tres grupos de ensayos de irra-

diaciob de merluza j bacalao
 f
 sieropre en estado fresco*

4*1* Continuaci6*n Ле las experiencias de irradiacio'n de las

espocies "Merlucius raerlucius" у "Lepidorhombus boscii"

Durante el segundo trimestre del айо 1971 se llevaron

a cabo dos nuevas experiencias de irradiacio'n de pescado

bianco fresco de las indicadas especies: merluza у gallos*

El pescado se transporto en cajas de 40-45 Kg conte-

niendo 25 Kg de gallos raarinos у 15-20 Kg de merluza» Es-

ta llegd en piezas de 4-5 Kg рог imidad (aproxiraadamente)

у los gallos en piezas de 500-1000 g,

Los datos facilitados por el proveedor sobrc la histo-

ria del pescado desde su capture indicaron quee la merluza

fue capturada por arte de pesca de aparejo у anzuelo en

la zona de "Beacoes" (Noroeste de la peninsula iberica),

llegando al laboratorio 72 horas despue*s de su captura.

Los gallos se pescaron mediante procedimiento de "Arrastre"

en la zona del "Gran Sol" invirtie*ndose de 4 a 5 dias en

llegar al Centro de Irradiaci6n.

t-

El -pescado fue fileteado con la mayor asepsia posible,

obteniendose en cada envio medio centenar de muestras de

merluza у 70 (aproximadaraente) de gallos de unos 100 g de

peso.

-, El 50^ de las muostras se trataron con polifosfatos

para evitar el goteo о exudacio'n de los filetes dentro de

las boleaa. El 70^ se irradiaron quodandо el resto como

test-igo (sin irradiar). La mayor parte se cerraron en atmos-

fera'normal у el 12?o al vacfo.
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En las dos experioncias citadas la distribucion de las

muestras en lotes fue la siguiente:

Merluza; ,

8 paquetes cerrados en atmo*sfera normal e irradiados con 0*1

Mrad.

8 paquetes " " " " no irradiados (testigo)

2 paquetes " al vacfo irradiados con 0*1 Mrad

2
 n

 и и и
 n o

 irradiados (testigo)

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

fatos

6 paquetes " " no irradiados " " "

(v
a
cfo) irradiados у tratados con polifosfatos

" no irradiados н и и

2 "

2 "

Se destinaron para las pruebas de inoculacio"n artificial

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

cerrados en atmosfera normal con la siguiente distribucio'n:

4 paquetes irradiados con O'l Mrad у tratados con poli—

fosfatos.

4 paquetes no irradiados (testigo) у tratados con poli-

fosfatos

4 paquetes irradiados sin polifosfatos

4 " no irradiados " "

Todos, los paquetes fuerqn envasados en nylon 11 denomina-

do comercialmente "rilsan" recibiendo todas las muestras

irradiadas la misma dosis de O'l Mrad

Las 70 muestras formadas рог filetes de gallos fueron

diatribuidas sirailarmente
o

Смпо testigoe en congelacio'n se restrvavon un total de

6 filetes, de los cuales 4 se cerraron en bolsas con atmo's-

fera normal у dos al vacio»
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Las muestras tratadas con polifosfatos se suraergieron

antes de ser envasadas en una solucion al У/о del producto

comercial denonrinado "TARIP TP". al quo se afiadio' el 1$ de

cloruro sddico.

Los resultados obtenidos de las siembras del macerado

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

diaci<5n (nivel de contaminacidn inicial) у de las pruebas

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

En la Seccion Veterinaria de la Escuela Nacional de Sa-

nidad se reaJLizaron inoculaciones artificiales de esporos

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

centraciones de 10 у 10 esporos/gramo de pescado, cuyos

ensayos se detallan ma's adelante»

2, Experiencias de irradiacion de "Merlucius merlucius" у

"Gadus morhua".

Siguiendo una sistem^tica similar a las anteriores ex-

periencias se filetearon las piezas recibidas de merluza

у bacalao obtenie*ndose los lotes que a continuacion se in-

dican:

Bacalao;

16 muestras (atm6*sfera normal) irradiadas con O'l Mrad

10

9

4

12

6

5.

5

" " no irradiadas (testigo)

(al vacfo) e irradiadas con O'l Mrad

(" " )no irradiadas (testigo)

(atmosfera normal у polifosfatos) irradiadas
( „ „ „ „ ) no irradiadas

(al vacfo-у polifosfatos) irradiadas

(" " " " ) no irradiadas

En congelation у para analisis comparatives se conserva-

ronj

10 muestras cerradas en atmosfora normal

10 " al vacfb

• ''••$•
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Los resultados de estas tres experiencias tiltimas se re-

flejan en las tablas XXII a XXXIV
O

4*„3* Ensayos de inoculacion artificial de filetes de pescado

con esporos del Clostridiura botulinura, tipo E.

Estas pruebas fueron llevadas a cabo aplicando las t^cnicas

descritas en el apartado 2.4. utilizando cuatro remesas de

pescado, dos inoculando filetea de merluza fresca у otras

dos inyectando simultabeamenie dichos esporos a filetes de

bacalao у iperluza siempre frescos,

Teniendo en cuenta <ще la produccion de la toxina botulf-

nica, tipo E, en el pescado irradiado puede ser influida por

varios parametros, se han ensayado corao mas impcrtantes los

siguieutes:

1) Dosis de irradiacion

2) Distintos niveles de contaminacion artificial (concen-

tracion de esporos)

3) Materiales pldsticos de envasado

4) Diferentes temperaturas de nonservacion

5) Trataniento con sales minerales (polifosfatos)

6) Condiciones de irradiacion.

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

riables.

1) Dosis de irradiacion

Aunque la dosis de 100 Krad se ha mostrade la ma's adecua-

da en nuestras experiencias, para prolongar la vida comercial

del pescado irradiado un tiempo tninimo justificable con pers-

pectivas para la industrialiiacio'n-del proceso, tambi^n se

ha ensayado la dosis de 200 kilorads con objeto de cpnseguir

таз larga conservacidn,

2) Concentracionea de eaporos

En las doe primeraa series de inoculaciones las concern?en-
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> 4 6
traci6n do espoi-os fue de 10 у 10 esporos/gramo de pes-

cado у en las dos ultimas se utilize unicamonte la concen-

tracion dc 10 esporos/gramo. Estas concentraciones de

la suspension 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*17 esporos por 10 graraos de pescado,

en las zonas donde se han hallado dichos microorganismos.

3) Materiales plasticos de envasado

Se ha empleado en la mayoria de las muestras enaayadas

el nylon denorainado comercialraente "rilsan" у en algunas

pruebas los filetes han sido empaquetados en polietileno,

para asf ensayar el efecto do los envases permeables a

los gases,

4) Diferentes teraperaturas de conservaci<Sn

Las teraporaturas a que han estado sometidas las mues-

tras han sido: de refrigeracio"n a + 3-4 С, а 12 С у a tem*-

peratara ambiente de 22-24 C,

5) Tratamiento con polifosfatos

Se ha empleado el producto coraercialraente denominado

"TARI-TP-5 " que estd" constituido por una mezcla de poli-

fosfatos. El procedimiento seguido ha sido el mismo que

en las demas experiencias es decir por inmersidn,

6) Condiciones de irradiacidri

Б1 mayor numero de rauostras {Wf° aproximadamente) han

sido irradiadas en atmtfsfera normal у el resto en bolsas

cerradas al vacfo.

Durante las irradiaciones los paquetes se protegieron

de dobles bolsas de plastico para>prevehir roturas evitan-



do posibles contaminaciones accidentales.

•4«3*1« Inoculacion de esporos de Cl. botulinum a muestras de

raerluza .

A partir de las suspensiones de esporos conteniendo

2'5 x 10^ esporos/ml у 5 x 10 esporos/ml se han efectuado

dos series de inoculaciones artificiales en filetes de

raerluza a unas concentraciones de 10 у 10 esporos/g. de

pescado.

Para llevar a cabo la primera de estas experiencias

se inyectaron en cada filote de 50 g de merluza 2 ml de

la suspension de esporos conteniondo 2
f
5 x 10 esporos/ml,

obtenidndose por consiguiente una concentracion de 10' es—

poros/g dc pescado (500.000 esporos por filete).

Los lotes de muestras fueron los siguientes:

Muestras inoculadas e irradiadas con 100 Krad

2)

3)

4)

5)

6)

inoculadas (testigo) no irradiadas

inoculadas tratadas con polifosfatos e irra—

diadas con 100 Krad (,

tratadas con polifosfatos inoculadas e irra-

diadas con 200 Krad.

tratadas con polifosfatos, inoculadas (tes-

tigo) sin irradiar.

En la segunda de estaa series de inoculaciones se si-

guio la misma sistematica, cambiando unicamente la concen-

tracion de esporos q̂ ue se realizo a partir de la suspension

que contenia 5 x 10' esporos/ml., por lo que se inoculo" en

cada filete de 50 g, 1 ml para asf conseguir el nivel de

10 esporos/g do pescado.

Todas las muestras fueron envasadas en "rilsan" у cerra-

das en atmo*sfera normal. La teraperatura de conservacidn
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fue de 3-4°C.

Los recuentos de germenes у pruebas de control reali-

zadas semanalraente raostraron que en las condic iones ensa-

yadas no se habia producido toxina en los filetes inocula-

dos irradiados у testigo (no irradiados), durante el perio-

do de tiempo coraprendido en la vida comercial del pescado,

mientras que en los cultivos sembrados simultaneamonte, si

se pudo deteetar la presencia de tosina puesta de manifies-

to mediante las pruebas de inoculaciones intraperitoneales

a ratones no protegidos у protegidos con el suero antibo-

tulfnico corrcspondienteo

4
e
3.2

fl
 Contaminacion artificial simultabea de filetes de raer-

luza у bacalao frescos con elcvadas concentraciones de

esporos del Cl. botulinura, tipo E,

Estos ensayos comprendieron dos series de inoculaciones

de filetes de ambas especies en las que se utilizo la sus-

pension de esporos conteniendo 5 x 10 esporos/ml
t
 corres-

pondiendo las muestras a las dos ultimas experiencias de

irradiacio*n de las mismas especies.

En la primera serie de dichas inoculaciones se empleo

adenî s de la temperatua*a do refrigeraci6*n de 3-4°C, la tem-

peratura arabiente de 22°̂ » 5°C у en la segunda el 50$ de las

muestras fue conservado a 12 - 0'5 С„

Los lotes de muestras formados fueron los siguientes:

1) Muestras inoculadas, introducidas en bolsas de "rilsan",

cerradas en atmo"sf era normal e irradiadas con 100 Krad.

2) Idem de Idem irradiadas con 200 Krad

3) Idem de Idem no irradiadas (testigo)

4), 5) у 6) Las mismas caracterfaticas у condiciones pero

previamente tratadas con polifosfatos .

7), 8), 9 ) , 10), 11) у 12) Lotes de muestras en las mismas

, condiciones excepto q.ue fueron, soldadas las bolsas al
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vacfo,

13), 14) у 15) Muestras inoculadas, introducidas en bolsas

de polietileno, respectivamente irradiadas con 100,

200 Krad у no irradiadas (testigo)»

Con objeto de poder efectuar los analisis semanales

de control de tan elevado nurnero de muestras, las pruebas

se realizaron escalonadamer.+.e por grupos de lotes, mante-

niendo las restantes muestras en congeIaci6n hasta el dfa

de los ensayos en que fueron descongeladas antes de las

inoculacionos у consiguientes tratarnientos.

Los resultados de todas estas series de pruebas mues-

tran e'n su conjunto una vez ma's que,en condiciones norma-

les у a pesar de lo elevado de las concentraciones de es-

poros, no se ha podido detectar la presencia de toxina en

la casi totalidad de los filetes inoculados de las dos es-

pecies ensayadas, raediante la inyeccion intraperitoneal a

pares de ratones no protegidos у protegidos con el suero

antibotulfnico,tipo E, durante el periodo de tienmo de la

vida comercial del pescado, a temperataras de refrigeracidn

de 3-4 С у envasados on "rilsan" (impermeable a los gases).

Por el contrario, en las muestras inoouladas у empa—

quetadas en bolsas de polietileno comercial (permeable a

los gases) у conservadas a temperatura de 12 С la presen-

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

dicada en la mayoria.de los casos
e

En las muestras conservadas a temperatura ambiente de

22 - 5°C., la escasa duracion del periodo de tiempo de la

vida comercial no permitid la formacion de la toxina en

las muestras testigo e irradiadas con 100 Krad prese.atando-

se algunos casos positivos en las jrradiadas con 200 Krad*

A continuacion se relacionan los lotes de muestras con

sus respectivos resultados
?
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PRODUCTION DE TOXINA POR lib CLOSTRIDIUM BOTULINUM, TIPO E

MUESTRAS KMPAQUETADAS EN ATMOSPERA NORMAL

Inoculacio'n de muostr&s envasad&s on "rilsan" (impermeable a

los gases) у alroaccnadas a 12°C«

Concontracion de la inoc ulaci. 6*n = 10 esporoa/gramo de тезсайо:

Dosis do irradiacion (Krad)

0 100 200

Pescado: Prirae r a d о t о с с i 6n dp t oxi nci

MerluRa ,,,,—•- --—« ЗС' яеш

D a c a l a o . . . . . . , . , . * . < • . « . . . » . . f t » — - 2 ) l seinunu 2°- "

С L oncjeutгасion ,<lo, l a i n o o u l o c i < 5 a » 10^ e s p o r o a / ^ r a m o do

D o a i a d e i r r ivf l iaci^n,, ^ ) i

il JM 200

Poacado: 1'riwora dotecoion de toxina

Herluaa ,.,...., —«- 3^ scmann 2» qomana

Bacalao ,, 2* " 2» ''V
й

Inoculcti^n ue mues"fcras envasadas en "poliotileno" (permeable

a los gasea) у altnacenadas a 12°C»

Concoutracion do la inoculaci<foi g 10 eaporos/gram» do poscado:

Doais dc irradiaci^n (Krad)

0 100̂  200

Pea с ado: Pririora cletecci<5n de toxina

Mcrluxa ...-гч-ат 3$ semana 2* seraana

Uacalao 2* " 2C "

Concontracion de la inoculacio*n a 10 esporos/gramo de pescadoi

Dosis de irradiacio'n (Krad)

Й 100 200

Pescado: Primera deteccio'a de toxin»

Merluz» — - 2* semana 2» seraana

B&calao 1* semana 1* " It "
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PRODUCCION DE TOXINA POR EL CLOSTRIDIUM BOTULINUM, TIPO E

MUEETRAS EMPAQUETADAS AL VAC10

Inoculacion de muestras empaquetadas en "rilsan" (impermeable

a los «jases) у almacenaOaa а 12°С.

Concentracifa Де la inoculacion = 10 esporos/gramo de pescado

Dqsia de irradiacirfn (Kyad)

() 100 200

Pescado; Frimera datocci^ de toxina

•

Horluza* ....*.«•*••«*••...•• i . t — 3* s em ana 3* eemana

Bacalao ,-r— 2* " 2» "

Concentracion de la inoculacidn a 10 oaporos/pramo de peaсado

Doais de irradiacio^n (Krad)

JO, 100 200

_. . . Primer a detecci6n de toxina

Merluia •*... •• I...TT— 3* aemana 3* aemana

Bacalao !•
 ;

 I*
 n

 2*
 n



T A D L A XT t RESULTADOS DE LA 15»EXPERIENCIA

5* IRRADIACION COMPARATIVA DE "MERLUCIUS MERLTJCIUS" (MERLU'ZA)

I "LEPIDORHOMBUS BOSCII" (GALLCS)

Nivel de contaminacitfn inicial -

Recucnto

do U

microflora

total

Pruobas

bioqufmicas

Aerobio*

Anavrobioa

Paicr^filos

SIL

Indol

NIL

Coliformea

Prueba de

Clostridiura aulfito-reducto-
res

Entvrococoe

Qallos Morluza

2*3

1Л

2.1

(1) R«suitados expresados en log 10 del ntfmero de aicroorganie-

«os рог
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T A B L A XVI : RKSULTADOS Ш LA 15* EXFEHIBNCIA

5» IRRABIACION COMPAXtATIVA BE "MERLUCIUS MEJiLUCIUS» (MERLUZA)

Y wIiEPIDO£IIO>fflUS BOSCH" (GALLOS)-

2Л d i a s deapu<?s do l a i r r a d i a c i t f n

100 Кгай

Uocuumto

do la

microflor»

Pruebas

Mesofilos

paicr^filoa

Indol

NIL

Coliformes

Prueba de Makeazie

Entorococee

Clostridium sulfito-reductoree

Eetafilococos (Baird-Parkor)

Gallos

6,1(1)

5.7

2.1

Merluza

5*2

2*8

< 2

(l) Resultados expresados en log 10 del пшаего de microorganis-

mos por gramo«
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T A E L A XVII ; RESULTADOS DE LA 15» EXPERIENCE A

5* IllIiADIACION COMPARATIVA DE "MEULUCIUS MERLUCIUS" (MKRLUZA)

I "LEPIPORHOMBUS BOSCII" (GALLOS)

Muestrae cerrodas en atraosfer» normal e irradiadas con 100 Krad

ComposicifSn cuantitativa de la microflora ($) a los 24 dias

post - irradiacidn

Gallos Merluza

Fsoudomonns •*,.*.«..••...*«•*««•• 7 5

Achromobncter ....«,.• 43 57

Flavobacteria» ....,.«..««•.«..,.• 2 1

Corynobactoria» *.. •. 32 13

Mierococot .* .....*.•..« 4 9

Sarcina» « 2 3

Lactobaciloa 3 2

Bacilo* • ••••••••
4
 -- —

A«romonas ..* 1 2

Б. coli ~> •—

Froteua • « — 1

Enterobacteridceas .........•.•,•• ~ 4

Varios 2 3

:i
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Т А В L A XVIII : RESULTADOS DE LA 16» ЕХР1ШШЛЛ

6* SEHIE DE IHUADIACIONES DE MERLUZA 1" GALLOS FRESCOS

Nive l fle contaminaci£n i n i c i a l

Microflora

total

Fruobas

bioqufmicas

Mosofilos

Pnicrrffilos

s«2

Indol

и,

Coliformos

*

Prueba de Makcnzie

Enterococos

Cloatridiun sulfito-reductores

Merluzft

2.И
1
»

2

-,—

1.5

——.

Gallos

3.2

ЗЛ

1

1

«--.

(1) Reaultados expresados en log 10 d e l nilmoro de microorganism

поя рог gramo*
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T A D L A XIX: BKSULTADOS BE LA 16» EXPERIENCIA

6* SERIE DE IUUADIACIONES DE MERLUZA I GALLOS FRESCOS

27 dias despue*s dc In irradiaci^n con 100 kilorads

Muestran empaquetadas al vacfo

Uecuento

ae 1»

microflora

total

Pruebas

bioq.ufmica8

Aerobioa

Anaerobios

Paicr^filoa

Sib

Marluza

5.9 (1)

4Л

3*8

Indol

CoJ-iformes

Prueba do Makeniie

Enterococos

ClostridiuM sulfito-reduetores

Estafilococos (Baird-Parker)

2,5

Gallos

6.2

3,5

2*3

(1) S«su|.tados expresados en log 10 del пишего de fflieroorgani*-

uos pof gramo.
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Т А В i. A XX : RESULTADOS ЭЕ LA 16» EXPERIENCE A

6* XRRADIACXON COMPARATIVA DE HERLU2A У GALLOS FRESCOS

MUESTRAS CERUADAS AL VACIO, TRATADAS CON POLIFOSFATOS

E IRRADIADAS CON 100 KUAD

Composicion cuantitetiva de la raicroflora (?°) despu^s de

transcurridos los 27 dias de la irradiaci^n

Gallon Mcrluza

Paeudomonas •, • * 8 5

Achromobacter ,*.,•...«.«*«« 10 9

FlaTobixctori&e 2 1

Corynobttcteriae , • • 11 7

Micrococos ••••••«••» 5 3

Sarcinas * *, «* 2 4

Lactobaciloa ? » 55 63

Bacilos » 2 1

Aeroraonas « 4 б

£, coli —
Proteus •• — ——

Entorobacteriacoas .» 1 <-̂ -«

e — 1

\
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T A B L A XXI : RESULTADOS DE LA 17» EXPERIENCIA

11 SERIE DE IRBADIACIONES DE "GADUS MORHUA» (BACALAO) I

DB "MERLUCIUS MEIU.UCIUS" (MEItLUZA)

Indice de contaminacidn inial

V

Microfloxa

total

Pruebae

bioq.ufmicM

Mosdfilos

Paicrtffilos

SH
2

Indol

NH,

Coliformes

Escherichia coli I

Enterococos

Clostridium sulfito-reductorea

Bacalao

3

1

_

1.1

—«,

Merluza

2,7

2.2

1

тшш

1*4

„

(1) Resulttidos expresados en lo;; 10 del ndmero de microorsania*

mot Tiablea por gramo.
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T А В L A XXII: RESULTADOS DE LA 17* EXPERIENCIA

1§ SERIE BE IRRADIACIONES DE BACALAO X MERLUZA FRESCOS

28 dias despu£s do la irradiaei&i con 100 kilorads

Huestras empaquetodas en atrao*sf«ra normal

Bacalao Merlusa

R«cu«nto
de la
nicroflorft
total

Aerobios

Anaorobios

Peicrdfiloa

6.5
(1)

2,2

6*2

5.2

Pruebas

bioqufaicat

SU,

Indol

Coliformoe 2,3

Escheriohia coli I

Enterocccos

Gl« sulfito - reductores

Eetafilicocos (Baird-Park«r) <2 <2

(1) Rtaultados •xpresados tn log 10 del ndaero d» mieroorgmnie-
KOS por graao»
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Т А В L A XXIII : liESULTADOS DE LA 17
1
* KXFEU1ENCIA

1* SEUIE I)E IRRAMACIOjSES DK FILF.TES DK BACALAO I MERLUZA

26 dias dts'Jû s d© la irradiacion con 100 kilorads

Hueatгаз corradas on atm^sfera norm&l

Conposicion cuantitativa de la mioroflora

Qacalao

J^aoudoiTionns .. !.*•,,,«•,«•» 11 7

Achromobactcr «« 44 53

Flavol)i\ctcrift,R .,*,,.«•««•« 3 2

СогумеГогтой . . . « . . . « . . . « 31 15

Micrococos . . . . « « . . . 3 8

Sarcinas 2 5

Lactobaci l lua . . . . , 2 3

Bac i l lus 1 2

Aerontouas 1 1

E. coli — —

Proteus —

Entorobacteria'cGae • 1 3

Varios 1 1

1
 /,
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Т А В L A XXIV I RESULTADOS DE LA 18& BXPER1BSC1A :

2» SERIE DE IRRADIACIONHS 3>E FILETES 3)E BACALAO X MEULUZA

Indieо do contarainacitfn inicial*

Microflora

Fruobae

bioqufmicas

Psicrdfiloa

Щ

Indol

Col itormeв

Eacherichia coli I

Enterocoeoa

Cloatridium sulfito-roductorea

Bacalao

3.3.

3.1

1

—

—

1.1

—

—

Morluza

3

2.8

1

1.3

—
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Т А В L A XXV : RESULT ADOS DE LA 18» EXPEUIENCIA

2» SEME DF. IRRABIACIONES DE FILETES BE BACALAO У MEttLUZA

24 dias desputfs de la irradiacitfn con 100 Krad

Huesiras cerradas al vacfo

j .
j

i;

i

S

i

|

j

Roeuonto

do la

mioroflora

total

Pruebae

bioqufmicas

Aerobios

Anmtrobioe

Paicrrffilos

SH
2

Indol

ra
3

Colifornos

Escberichia coli

Enterococoa

Cloatridiuai sulfito-roductorea

'Eatafilooocoa (Baird-Farktr)

Baoalao -,

6.2<
l
>

2

5.6 '

1

—

—

2.1

4

<2

Morlussa

5*7

2.1

5Л

, 1

—

3.

_-

1

—

<2

i
г

;

i

)

Г
I;

' if

^
 r

 (1) Reau£tado» «xpr««ado« *n log 10 del ndmero de aiieroorganiaaos . |

рог graao . '
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Т А В L A XXVI * itKSULTAVOS DE LA 18-3 fiXPERIENCIA

2» SERIE Dli IIIHAMACIONES DP. PILETKS DK BACALAO Y MERLUZA

2? d i a s dospu^3 do l a i r r a d i a c i ^ n con 1OQ Krad

Muostras corradne al vacfo

Conposici«5n cuantitativa dc la microflora

Morluat»

F s o u d o n u m f t i « . i , . , « , * . , « * 3

Achromobactor .«.«*..*••*14

F l a v o b a c t c r i a s ••*. 1

С о гуле formes, ,«• 8

Niorococos. ..•• 3

Sarcinr.a ..,•,,.,«,.••,••1

Lactobacilos ..........«,29

Sacillus , 1

Аегогаооая . . . . . . . . . . . . . . 6

S . c o l i I . . . —

P r o t o u s „ , . • , . . , , . . . . « « . —

K n t e r o b a c t c r i ^ c t w i , . . . , , 3

V a r i o e 1

5

9

3

4

2

3

63
3
5

1
2
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Т А Б L Л XXVII j WESIIHTADOS Ш LA 19» EXPERIKNCIA

SERIE BE IRBA!)IACION«S Ш2 FILETES Вй ВЛСАШ) T MEV.LUZA

ImHco do cowtaninacitfn inicial

iatal

Pruobaa

bioqufnsicas

M«s^filoa

PaioiM^filos

Intiol

» ,

Colifoxmes

I<scUorichia coli I

Dnterococos

Baoalao

3,2

1

—

1*2

,

MorlMia

2«9

2,6

1

—

—

1*4

— -

(l) Resultados expresados en log 10 Л<*1 mtmero de nicroorganis-

яоя viablea рог grarao

ill
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T A B L A XXVIII : RESULTADOS BE LA 19* EXPERIENCE A

\

3» SERIE DE IRUAMACIONES 1)12 PILETES DE BAGALAO Y MRRLUZA

MUESTRAS CERRADAS EN ATMOSPERA NORMAL T TRATADAS CON POLI«

POSFATOS

2? dias despu^a de la irradiaci&i con 100 Krad

Uocuonto

cU la

microflora

total

Pruebas

bioqufmicas

Aerobics

Auaerobioe

Sil,

Indol

NH,

Coliformee

fischsrichia coli I

Enterococos

Clostridium sulfito-reductor**

2Л

2,3

Merlusa

5*3

(I) Resultados expresados en log 10 del ndaero de microorganic-
•O8 Tiables por grano
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T А В L A XXIX t RESULTADOS DE LA 19* EXPERIENCIA

31 SEKIE DE IRRADIACIONES DE FILETES BE ВАСALAО I MERLUZA

MUESTRAS CERRADAS EN ATMOSFERA NORMAL I TRATADAS CON POLI-

FOSFATOS

25 dfas despu^s de la irradiacitfn con 100 Krad

Composiciln euantitativa de la raicroflora

Bacalao Merluza

Fseudoroonas «......, •••« 8

Achromobacter ••** 41

Flavobacterias .............. 1

Coryneformes .., •*•«•* 3?

Hicrococo* « »*«.•••••*» 6

Sarcinas .**...» *• 2

Lactobacilos * *« 2

Bacillus ••«... *«. 1

A d г о м о н а s ••••«•*•••*«•••*••• 3

E « c o l i « • « « • i • « * • • • • • • • • »4•• ••••"

Proteus . . , . * •«...«•*• —

Ent*robacteri£c«as —

Yarios « 1

5

49
3

13
9
5
1
3
2

7
3
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5» PISCUSION DE RESULTADOS

La experiencias de irradiacitfn realizadas eon "Merlucius

taerlueius" (merluy.a)» "Lepidorhobus boseii" (gallos) у

"Gadus morhua" (bacalao), ban facilitado la obtencitfn de

importante.s datos coraparatiros que amplian nuestros cono-

cimientos sobro los efectoa bactericidaa do las radiaciones

ionicantes en las mueatras de peacado bianco ensayadо у рог

consiguiente sobre la prolongacio*n de au rida coweroial.

diferencias encontradas en el tranacumo de las ex-

periencias desde el punto de rista raicrobiol6*gico princi-

palraente han sido las siguiontes:

— En el aapecto Quantitative, la carjja microbiana total

en loa filetes de gallos у bacalao han aido mayor que en

loa de nerluza* Sate hecho puede aer conaecuencia de quo

las capturas de loa prineroa ae efectua en general, ma's ale-

jada de la coata (peaca de altura "Gran Sol"), <ще las de

aerlusa, realisada en las proximidades del litoral у en la

pilataforma. continental do la. region Koroeste de nuest?a pe-

ninsula»

— En loa anllisis cualitativos de la microflora tfpica

у de contaminacitSn, las diferencias han sido bastante «igni-

ficatiras* Los gtfrmenea predoninantea de las muestras de mer-

lusa fueron los de loa ge'neros Achromob*cter-Peeudomonas
f

aientraa que en loa filetea de gallos у bacalao se ha encon—

trado un porcentaje т€я е1отайо de microorganiseos corynefor-

nes (Corynebacteriusi, etc*). Las caracterfsticas diferencia-

les de aebos grupos en el cuadro microbiano de la descomposi-

ci6n de los filetes han determinadc caabios en los irradiar

dos con respecto a los testigo. La mayor radioresistencia

de los grfraenes Gram positiros ha influido considerablemen-

te en la aparicirfn de un nuero modelo de Hicroflora residual*



£1 efecto de las radiaciones on los filetes de merluza

ее tradujo en la reduceitfn del 90?t de las Pseudomonas, que-

dando como ge*'rmenes supervivientea predominantes determina-

das estirpes del g£nero Aehromobaeter ma's radioresistentes

oon algunos Micrococos у Sarcinas, miontras qua en los pa-

quetes cerrados al vacfo han predominado los Lactobacillua,

seguidos de Aeromonas у pequeftas cantidades dc otras espe-

cies Gram positivas junto con levaduras radioreaistentcs

quo se h«n podido dosarrollar al faltarles la competencia

de la microflora tfpica.

For el contrario, en laa nutiHtras de flalloa у bacaluo,

ao han «neontrado «Л«ш^в de los gtfneroa Achromobacter (en

bolsas cerradas en atmdsfera normal) у Lactobacillus (al va-

cfo), grujios importante» de gt*rmonen coryneformes, quo han

cambiado en eierta medidai la fisonomia de la, microflora re-

sidual euperriYionte, como qucdu rcflojado en las tables de

las distintas experiencias.

Las condiciones ocologicas han influido de forma* decisi-

va sobre cl contenido de ge"rroenes marinos у m&z aun en los

de procecloncia terrcstie, For cllo, las muestras de merluza

(capturadae n£s pro"xiraa a la costa) han mostrado mayor nume—

ro de ge"noenes coliformes у enterococoa propios de la conta-

ninaci^n fecal, que los filetes de gal los у bacalao. £s miEs,

dentro de cad» especio яе ha apreciado tambi^n eata influen-

cia «egun las zonaa de captura у profundidad de las aguas*

Los gallos у b&calaos de mayor tamafto capturados en formas

m^a alejadas у profundas presentaron fndices ni(s bajos de

contaninacidn terrestre ya que faeron obtenidos en pesca de

altura у «rrastre del fondо de grandes profundidades. Todas

estaa condiciones deterainaron caiwbios de rcspuesta ante la

irradiaci^n у consiguiente' extension de la rida de alraacena-

do*
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En relacio"n con las expcrioncias de inoculacion artifi-

cial de filetes do merluza у bac&lao con diferentea concen-

traciones бе esporoa del Clostridiun botulinura, tipo E, po-

demos destacar los siguientea hec'aos:

~ Los paramotros que han ejereic?© mayor influencia en

la producei<Sn do la toxina botulinica han sido:

1) Tomperatura do alraacenamiento

2) Concentracio*n de esporos inoculados por gram о de pes-

ctido»

3) Especies contojninadaa artificialmont»

4
 A) Posis <ie irradi&citfn n.f>licadaa

f
 у con<licionaa(vacfo,otcj

• No •« pudo detQct»r la roferida toxino en los filetei

inoculadoe incluso a tlovattce coacontraciones do оярогоя del

orden de 10 оарогоа/ь'гапо, е irradiadot a las doais do

100 у 200 Krad, siempre цио fueron almacnnados a temperatures

dc rofrigeraci^n dc 3-4 C* Kilo pruehn q.ue la temperature

optima de crecimiento do ostoa microorganismos, al menos en

la сера utilixada es superior a la indicada*

Para una miema conccntraci^n d« aaporos у cuando la tem-

peratura so fij6 on 12° - 0'5°С,, la produceion de toxina

pudo ser detectada por primeга vez en la 1%, 2* у 3* aemana

de almaconamiento aegun los casoa.

La precocidad «n la aparicion dc la toxina segun pudo

observarse en la relacio*n de roaultados/ha sido mayor en el

bacalao que en la merluza, en las isueatraa empaquetadas al

•acfo que en las cerradas en at alb's f era normal у en las rauea-

tras que recibieron mis elevada dosis de irradiacio*n

(200 Krad)«

No se conocen a«Jn las rasones por las que unas especies

farorecen ma's que otras la intensidad de producei&i de la .



- 72 -

toxina botulinicn. So sabe, sin embargo, quo ios onzimas

protoolfticas jueg&n un inrportttnte pnpol en la destrucci6*n

de la -toxin*, sobre todo en los fiietes no irradiados, asf

como tambio'n la raicroflora competitiva, ya q,ue robajan on

general el contenido dc nutriontos ospoeialmente de carbo-

hidrntos indispensablea pr.ra la formacidn de la toxina.

La irradiacion al destruir la mayoria do los gtfrmenes

vegetativos, evita tambi<fn la disminucidn de los hidrato.s

de carbono рог los misjnoa, esencialmontR dn In riboea у

glucosa, ocasicnandoi ]>or taniO| conflicionos m&a fnvora-

bios par» la pro6ucci6'n dc la toxina a mctlitln quo aumonta

la uosis, rodu<5io*ndoao, nl raismo tiempo, o\ пг,г,̂ '
л
п do so-

jjuridad «xistente onire la, deacorapoaioidn Ло! iicscado у

In |)ro<lucci<fn de diclm toxina»

Л poaar do lo iiuHcatloi las oonfUoionofi «xperimonta-

lea para la pro«luccio*n do la toxina bottil/niea, roquioren

concontracionos tnn «levf.das do озрогоя que contraatan

con las roales de una posible contuminaci^n natural , has-

te с 1 puntо dc <nio el riesgo potoncial d« la soguridad

par» cl ccnsurao, puedc considorarso con muy евсаза proba-

bilidad da predontacidn«

G« CONCLUSIOKES GENllRALES
 f

Las conclusions gencralea dc este informe final son

las indicadas en el apart ad о d de la informacio'n solicita-

da por el O*I»E«A*
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