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! NTRODUCCI ON

El tritio es el is6topo radiactivo del hidrégeno que estd presente
en el medio ambiente terrestre, debido a que se forma de manera natural
en la atmésfera por interaccion de la radiacion césmica de alta energia
con el oxigeno y el nitrégeno. El tritio asi formado reacciona rapida-
mente convirtiéndose en agua tritiada, la cual es arrastrada por la 1lu
via e incorporada al ciclo del agua en la biésfera.

El tritio de origen natural tiene una velocidad media de produccién
de 0.2% 0.05 dtomos de tritio por centimetro cuadrado por segundo en las
capas superiores de la atmésfera (1), lo que equivale a una actividad
anual de 1.6 MCi, sin embargo, debido a su decaimiento y velocidad de
produccidn, existe una cantidad de tritio constante en la naturaleza ,la
cual ha sido calculada en 28 MCi (2).

En los Gltimos afios esta cantidad, que habia estado en equilibrio en

\ naturaleza, ha sido alterada debido a que han sido liberadas en la
5sfera grandes cantidades de tritio fabricado por el hombre. Esta acu
acion de tritio es consecuencia directa de explosiones termonuclea-

descargas de reactores nucleares; desechos radiactivos de la inves
i6n médica, quimica y bioldgica (donde el tritio es usado como tra
; distribucion comercial de productos tritiados, etc.
2gin el informe presentado en 1970 por el Comité Cientifico de la
el periodo comprendido entre 1963 y 1970 fueron incorporados a
fera 1 900 MCi procedentes exclusivamente de pruebas termonuclea
ayoria de ellas realizadas en el hemisferio norte (3).
'tra parte la escasez mundial de energéticos ha propiciado el
acelerado de la industria nuclear para la produccién de ener
ta en muchos paises del mundo y se espera que en el futuro

1lo serd mayor con lo que la cantidad de tritio también ird

‘eracion de reactores careceria de importancia si no fuese
\ctores por fisién producen isotépos radiactivos como de-
1lgunos pueden ser separados para eliminar la contamina-

y dentro de estos Gltimos se encuentra el tritio, el



cual es producto tanto de la fisidn del uranio, como por reacciones de
captura de neutrones en las superficies de los materiales que forman el
reactor. Este tritio, al igual que el natural, se transforma en agua -
tritiada (HT0), la cual constituye casi la totalidad de la radiactivi-
dad contenida en aguas de desechc de dichos reactores y un buen porcen
taje de la contenida en desechos gaseosos. En una planta nuclear tipica
para la produccidn de energia eléctrica, el agua tritiada constituye ca
si el 40% de la actividad arrojada al medio ambiente (4). Esto represen
ta todo un problema, puesto que para separarla no pueden ser empleados
los métodos convencionales, por lo que no se puede evitar que esta acti
vidad pase a incorporarse a la biésfera.

En los reactores enfriados por agua, el porcentaje de tritio arro-
jado al ambiente por Kwatt de energfa eléctrica producida es mayor y es
te porcentaje aumenta si se emplea hidréxido de litio para evitar la co
rrosién. Los reactores que emplean uranio natural como combustible, pro
ducen en sus desechos grandes cantidades de tritio, puesto que es nece
sario el empleo de agua pesada, la cual incrementa la produccion de es
te isGtopo.

La cantidad de tritio acumulada por descargas de reactores de po-
tencia en el afio de 1970, segin el informe del Comité Cientifico de la
ONU (5), fue de 0.97 MCi y conservadoramente se espera que para el afio
2000 esta cantidad se eleve a 550 MCi.

Por otra parte, desde el punto de vista de la radiacién externa,
el tritio es considerado un isétopo de baja toxicidad, puesto que es un
emisor beta puro de baja energfa, con una Emax de sélo 18.6 KeV, ésto,
aunado al hecho de su dificil deteccién y medicién, hizo que los estudios
encaminados a conocer su contribucién a la radiacién ambiental, asf co
MO su transporte e incorporacién a la bidésfera carecieran en un princi
pio de interés .

Sin embargo, el tritio estd presente en los lugares mas apartados,
ya que tanto el de origen natural como el fabricado por el hombre, se
transforma de manera inmediata en HTO, la cual se suma a las aguas su-
perficiales, de donde ya no es posible separarla puesto que pasa a
formar parte del ciclo del agua y por consiguiente se esparce por toda

.la biésfera. La importancia de ésto estriba en que el tritio puede ser
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incorporado a los seres vivos mediante los procesos metabdlicos que se
realizan tanto en animales como en vegetales y de una u otra forma, lo
gra pasar a formar parte del hombre, en donde una vez incorporado ac-

tuard como una fuente de radiacién interna. Estas circunstancias han

hecho que el tritio se convierta en un radioisétopo de interés mundial
por lo que se ha prestado mayor atencidn a su estudio; que aunque ac-
tualmente no representa un problema serio para el equilibrio ecoldgico,
si podria serlo en el futuro.

La importancia del estudio de la fijacién del tritio en los seres
vivos es de especial interés para el hombre, especialmente en aquéllos
que son base de su cadena alimentaria, no sélo por ser el tritio un ra
dioisGtopo que contribuye de manera considerable a la radiacién interna
a la que estd expuesto el hombre, sino también porque hasta el momento
se desconoce, tanto la forma en que este radioisétopo es metabolizado,
como en qué fracciones, estructuras o compuestos su incorporacién es ma
yor. Este desconocimiento impide la prediccidon aproximada del dafio que
esta radiacidn puede causar, asi como el establecimiento de niveles per
misibles que pueda aceptar el organismo cuando la radiacién debida al -
tritio aumente en forma considerable.

Este problema puede ser mds grave si consideramos que el 99% del pe
so de los seres vivos estd constituido dnicamente por cuatro elementos
fundamentales: carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno, siendo el hidré
geno el que contribuye con el mayor nimero de dtomos. Tan solo en el ser
humano tiene una abundancia relativa del 60% en peso comparado con el
25.5% del oxigeno, el 10.5% del carbono, el 2.4% del nitrégeno y el 0.7%
del sodio (6).

Otra consideracion importante es que, del hidrégeno total presente
en los seres vivos, una parte se encuentra como constituyente en todos
los compuestos orgdnicos y la mayor parte unido al agua; la cual juega
un papel de vital importancia tanto en la formacidn de estructuras como
en la determinacion de propiedades quimicas y bioldgicas de muy variados
compuestos celulares como proteinas, acidos nucléicos, lipidos, membra-

nas, etc.
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AGn dentro de la complejidad quimica que representa un ser vivo, po
demos establecer que todas las biomoléculas y estructuras biolégicas que
lo forman, por muy complejas que éstas sean, en Gltima instancia derivan
por uno u otro camino, de tres precursores quimicos sencillos: COZ' N2 y
HZO’ los cuales se convierten en materia viviente a través de los proce-
sos metabdlicos; donde el agua entra tanto por el proceso fotosintético
como por absorcién directa, de esta forma el tritio, como HTO, puede in-
corporarse al metabolismo y pasar a formar parte de cualquier biomolécu-
la. Teniendo en cuenta los hechos expuestos anteriormente el Organismo
Internacional de Energia Atdmica (01EA), ha puesto gran interés en el es
tudio de la conducta del tritio en la naturaleza, tanto en sus mecanismos
de transporte como en su incorporacién a los seres vivos, especialmente
en aquellos que forman parte importante de la cadena alimentaria humana;
por ello ha patrocinado un amplio programa de investigacidon tendiente a
conocer el transporte e incorporacién del tritio a ecosistemas particu-
lares. E1 programa se realiza a nivel internacional en el que participan
los siguientes pafses E.U.A., Francia, Holanda, Bélgica, Repiiblica Fede-
ral Alemana, Finlandia, India, Filipinas, Tailandia y México.

A México, a través del Comité de Seguridad Radiolégica del Institu-
to Nacional de Energia Nuclear (INEN), en su Departamento de Radiactivi
dad Ambiental, le ha sido encomendado el estudio de un ecosistema agri
cola constituido por plantios de maiz y frijol.

Existen muchas razones que acentlan la importancia del estudio del
tritio en el mafz, entre las cuales destaca el hecho de que el maiz re-
presenta la fuente principal de energia de una gran parte de la pobla-
cién mundial. El mafz no sélo es utilizado en forma directa en la dieta
sino que existe una gran variedad de productos industrializados tales co
mo: almidones, harinas, maicenas, mieles, aceites, grasas, etc., cuya
base es el maiz, las cuales a su vez son empleadas para la fabricacion y
preparacién de multitud de productos alimenticios, Por otra parte, tan-
to el grano como la planta misma, son empleados como forraje para alimen
tar animales domésticos muchos de los cuales también contribuyen a enri-

quecer la dieta humana.
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Si el problema se considera desde el punto de vista de la contamina-
cién, hay un hecho que aumenta la importancia de la incorporacién del tri
tio en el maiz, debido a que un gran procentaje de las tierras cultivables
en México son sembradas con este cereal.

El proyecto para estudiar la fijacion deltritio al ecosistema, consis
tié basicamente en producir una contaminacién aguda en un plantio de maiz
en estadfos tempranos del desarrollo de la planta, para lo cual se sembrd
y cultivé en un terreno experimental el maiz hibrido H-309, bajo las con-
diciones acostumbradas en México, en un terreno experimental del INEN, di
vidido en cuatro parcelas. La contaminacién fue realizada por aspersion de
1 Ci nominal de HTO diez dias después de la germinacion.

La primera parte del proyecto se propone evaluar la cantidad de tri-
tio incorporada en la planta en las distintas etapas de su desarrollo,

as7 como la cantidadde tritio remanente en el suelo y aire.

El trabajo que se presenta en esta tesis se incorporé a la segunda
parte del proyecto que consistié en determinar la cantidad de tritio in-
corporada al grano de maiz, tanto en sus estructuras como en sus principa

les compuestos.

El tritio, por su condicién de isétopo del hidrégeno, serd utilizado
por la planta de forma similar al hidrégeno, encontrdndose unido al agua
libre que se localiza en los lfquidos intersticiales y protoplasma celular
asi como formando parte de diferentes moléculas (tritio ligado) en las
cuales es incorporado en las diferentes reacciones bioquimicas que efec-
tda la planta y por el proceso fotosintético. Si consideramos que la re
lacién de masas entre el tritio y el hidrégeno es de 3 a 1, podemos su-
poner que el tritio no serd utilizado por la planta de maiz en forma idén
tica al hidrégeno puesto que esta diferencia no sélo de masas sino también
de Qo]umen, influird directamente en su reactividad.

El conocimiento de la incorporacidn del tritio a los distintos com-
puestos del maiz es basica dado que este cereal es utilizado directamen-
te en la dieta humana y el metabolismo de las diferentes substancias ali
menticias en el hombre es distinto ya se trate de lipidos, carbohidra-

tos o proteinas, y por tanto, el comportamiento del tritio en cada una de
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estas fracciones ser3 diferente, es decir, serd incorporado o eliminado

por el organismo humano con mayor o menor facilidad.

Por las razones expuestas en parrafos anteriores, la determinacidn
del tritio fue realizada en los compuestos siguientes: agua libre, almi
dén, protefnas, grasas y fibra, igualmente se determiné en las tres es-

tructuras mias importantes del mafz: endospermo, embridn y cascarilla.

El tritio se determiné como HTO por el método de centelleo 17quido.
El agua libre se obtuvo directamente de la muestra por destilacién azeo
trépica con benceno, en tanto que el tritio ligado a compuestos orgéni-
cos fue transformado a HTO mediante la oxidacidon de las muestras en at-

mésfera de oxigeno.



CAPITULDO |
EL TRITI1O

A) .- Caracteristicas radiactivas.

Existen tres isétopos del hidrégeno: el hidrégeno normal o protio

), el deuterio o hidrégeno pesado ( D & 24 ) y el tritio (T & ? H ).

0y :

1
El tritio fue descubierto en 1934 por Lord Rutherford al bombar-
dear con deuterones agua pesada en el acelerador de Cambridge, encontran
do que en el producto de la reaccién se habfan formado dos nuevos iséto-
pos, uno de ellos con una masa atémica tres veces mayor que la del hidré
geno al cual denomind tritio y otro con una unidad de masa atémica menor
que la del helio normal (% He), también descubridé que la muestra bombardea
da era radiactiva pero atribuyé esta radiactividad al %He. Sin embargo,
un anilisis posterior realizado por Libby demostré que la radiactividad
presente en la muestra de Rutherford era ocasionada por el tritio (7,8).
Estudios posteriores de este radioisétopo han demostrado que se de-
sintegra exclusivamente por emision de particulas beta negativa (electro-
nes) con energia bastante baja si es comparada con otras emisiones beta
producidas por otros radioisétopos (9).
La reaccién de desintegracién puede esquematizarse de la forma si-
guiente:

3

W e s @ ¢ v

en dande podemos observar que el nicleo de tritio original aumenta
su ndmero atémico en una unidad por expulsién de una particula beta, pe
ro su nimero de masa permanece constante en tanto que el nimero de neu-
trones también disminuye en una unidad, transformdndose de esta forma en

- . -
un nucleo de helio can nimero de masa tres.

La actividad A del tritio, (definida como desintegraciones por se-
gundo), sigue como cualquier otro nicleo radiactivo la ley del decaimien

to exponencial, que puede ser deducida de la siguiente manera:

dN
'T‘=1N=A (1)

_en donde el signo negativo indica el decaimiento, o sea, que el ndmero
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de nicleos originales disminuye con el tiempo. N representa el nimero de
nicleos en el tiempo t vy A establece la probabilidad de que un nicleo se
desintegre, cominmente es llamada constante de decaimiento. La ecuacién

diferencial (1) tiene como solucidn:
N=N e-At (2)

donde N0 es el nidmero de nicleos originales en el tiempo t = C.

Una medida muy Gtil del tiempo con respecto a la actividad para un
radioniclido dado es la ''vida media'" T1/2, estando definida como: el tiem
po requerido para que el nimero de nicleos disminuya a la mitad, de otra
forma, el tiempo requerido para que la actividad disminuya a la mitad.

Teniendo en cuenta la consideracién anterior, podemos substituir en

la ecuacién (2).

N =N

o/2 vy L =T (A/2) obteniendo:
1n2 i 0.693
Fir2" T2 (3)

de esta forma podemos reescribir la ecuacién (2) como:

(1n2) t

N=N e-
T1/2 )

o
La ecuacién (2) también la podemos escribir en términos de activida-

des como:
A= Aoe-lt (5)

La vida media del tritio ha sido determinada experimentalmente por va
rios métodos; en las referencias bibliogrdficas se registran valores que
van desde 31 afios para el primer valor reportado (10), hasta 12.3 afios (11)
aunque algunos autores consideran que éste es de 12.35 afos (12). Actual-
mente se propugna por establecer una convencién acerca del valor que debe

ser empleado (13).
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Aceptando la vida media del tritio como de 12.35 afios podemos emplear

la ecuacién (3) para calcular la constante de decaimiento del tritio.

4 1

= 1.53 x 10 ' dfas
tritio
Las particulas beta tienen las siguientes caracteristicas, su masa es

de 1/1840 uma (9.1 x 10-28 g), su carga tiene un valor de 1.6 x 10_19

cb y
puede ser positiva o negativa; son particulas que se mueven a una gran ve-
locidad (entre 0.93 y 0.99 c) y por tanto san portadoras de una gran ener-
gia cinética, la cual fluctda entre 0.017 y 4 MeV. Las particulas beta emi
tidas por un elemento radiactivo no son monoenergéticas como las de radia
cién alfa o gama, sino que presentan un espectro continuo de energias des

de cero hasta un valor méximo, E , caracteristico del emisor. (Fig. 1).

D

max

Fiilg . .

espectro caracte-
ristico de un emi
sor beta.

E E
max

La energia maxima, E , en el espectro corresponde a la diferencia

entre los niveles energét?izs entre el padre y el hijo, esto es, para el
caso del tritio la diferencia entre el nivel de energia del tritio y el
nivel energético del g He.Sin embargo, y para poder explicar la continui
dad del espectro, las particulas beta s6lo poseen una parte de la energfa
total disponible en la desintegracidn, la diferencia la posee un neutri-
no. ‘

El valor de la Emax de las betas del tritio se ha determinado tedri
ca y experimentalmente y es de 18.6 KeV, valor bastante bajo si lo compa
ramos con las betas de otros radiondcl idos emisores beta puros, los cua-
les llegan a tener valores hasta de 4 Mev (14).

Al interaccionar la radiacién beta con la materia se producen funda
mentalmente tres fendmenos: a) ionizacién y excitacién, b)dispersion y c)
Bremsstrahlug. E1 fenémeno de ionizacidén y excitacién es quizad el mas

importante pues en €l se basa la deteccién y medicién de la radiacién.
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Las particulas beta pueden ionizar los dtomos del material que atraviesan,
pero debido a su gran velocidad tienen menor probabilidad de interaccién
que las particulas alfa, consecuentemente su alcance es mayor, dependiendo
de su energia, recorriendo trayectorias tortuosas, puesto que son desvia-
das facilmente por su pequefia masa. Estas particulas también pierden ener-
gia excitando a moléculas odtomos cercanos a su trayectoria, elevdndolos a
niveles de energia superiores sin producir ionizacién. Eﬁ estos fendmenos
se basa la determinacidn del tritio por centelleo liquido, los cuales se-
ran explicados en el capitulo siguiente.

Por otra parte, debido a la baja energia de la emisi6n beta del tri
tio, la radiacién es muy poco penetrante en la materia. Tiene un alcance
maximo de sélo 6 mm en aire vy su coeficiente de absorcién miasico es de 6
micras ( en un material de densidad unitaria y uniforme como el agua)
(15). Esto implica que las medidas de seguridad radiolégicas que deben
tenerse en el laboratorio durante el desarrollo del presente trabajo, no
ameritan el uso de blindajes ( para este radioniclido ) y las precauciones
son en el sentido de evitar tanto la contaminacién del laboratorio como la
contaminacién por radiacién interna.

La actividad de una muestra radiactiva estd definida como el nidmero
de desintegraciones por unidad de tiempo. La unidad mds usada es el Curie
(Ci), la cual se definié en principio como la cantidad de radiactividad
debida al Zgan que est3 en equilibrio con un gramo de zggRa (16).

El valor del curie en desintegraciones, puede ser calculado si se
conoce la vida media del zggRa que es de 1620 afios. Por tanto, substitu-
yendo la ecuacién (3) en la ecuacién (1) y haciendo N=Na/226, donde N es

el nidmero de nicleos en un gramo de zggRa y N el nimero de Avogadro, ob

tenemos:
A =AN
A = _1n2 x Na
T”2 226
Por tanto:

3.7 x 1010 dps

1Ci
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donde dps representa desintegraciones por segundo.

Los mGltiplos y submiltiplos de esta unidad son:

Kilocurie KCi = 103Ci
Megacurie MCi = 106Ci
milicurie mCi = 1073¢i
microcurie NCi = 10_6Ci
nanocurie nCi = 10_9Ci
picocurie pCi = IO-IZCi
B).- Origen.

El tritio estd presente en la naturaleza tanto por procesos naturales
como artificiales.

El tritio de origen natural fue detectado por primera vez en el hidré
geno atmosférico, por Filtings y Harteck (17), posteriormente Libby demos-
tré su existencia en agua de lluvia (18).

Antes de las pruebas termonucleares, en 1954 se calculé que la canti-
dad de tritio presente en la tierra era de 900 g, lo que equivale en térmi
nos de radiactividad a aproximadamente 9 MCi (19).

El tritio natural es el resultado de reacciones nucleares inducidas
por rayos césmicos de alta energfa al colisionar neutrones rapidos, proto-
nes y deuterones con moléculas de nitrégeno, oxigeno e hidrégeno y formar
dtomos de tritio altamente energéticos (tritones) en las capas superiores

de la atmésfera. Ejemplos de estas posibles reacciones son:

14 1 a3 12

N & o w=ss > s

14N + 1H ----------- > 3H + fragmentos
7 1 1

LTI N >3 o+ 4

Los tritones producidos en estas reacciones pueden, ( es muy posible
que asT ocurra) interaccionar a su vez con las moléculas de agua presentes
en el medio, por dos procesos: oxidacidén o intercambio, para producir agua

tritiada y 6xido de tritio (20).
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T20 oxidacidn

M0+:H intercambio

La produccién natural del tritio en la atmésfera ha sido medida en for
ma directa e indirecta; por este Gltimo método se ha obtenido un valor de
0.12 atomos de tritio/cmzseg. Una medicién efectuada recientemente de mane-
ra directa calcula la velocidad media de produccién en 0.2 * 0.05 stomos de
tritio/cmzseg (21). Siendo este Gltimo el valor mis aceptado, se ha calcula
do, basandose en él, que la produccién anual de tritio es de 1.6 MCi, co-
rrespondiendo a un inventario en la atmésfera de 28 MCi (2,22).

En muestras de agua de lluvia obtenidas antes de marzo de 1954, fecha
en que se marca el inicio de las pruebas termonucleares y de la liberacidn
de grandes cantidades de tritio al medio ambiente, los niveles de tritio
en aguas superficiales variaron de 6 a 24 pCi/litro de agua (23).

Por otra parte, aproximadamente el 90% del tritio ambiental reside en
la hidrésfera, un 10% en la estratdsfera y escasamente un 0.1% se encuen-
tra en la tropésfera (24); como puede observarse el contenido de tritio en
la tropésfera y estratésfera es bajo, esto se debe fundamentalmente a que
el tritio formado en estas regiones se convierte rapidamente en HTO, la
cual es arrastrada a las capas inferiores de la atmésfera y finalmente
acarreada por el agua de lluvia. Los primeros trabajos tendientes a cono-
cer el tiempo de residencia media del agua tritiada en las capas superio-
res de la atmbsfera, revelaron que éste podria ser de 20 a 40 dfas (25),
pero estudios mds recientes han demostrado que este tiempo es de escasa-
mente 10 dias (26).

Es importante conocer la dosis a la que esta expuesto el ser humano
por radiacién debida exclusivamente al tritio. En un esfuerzo por solu-
cionar éste problema la dosis promedio de exposicidén ha sido calculada
bajo la hipGtesis de que la relacidon hidrégeno-tritio presente en el

cuerpo humano, es la misma que en las aguas superficiales; de ésta



_13_

forma la dosis promedio que un ser humano recibe por radiacién interna
debida exclusivamente al tritio natural puede encontrarse entre los 17
mites de 0.6 y 2.5 rad/afo (27).

En lo tocante al tritio producido artificialmente, éste ha aumen

\

tado considerablemente en los Gltimos afios, debido a que se produce en
explosiones termonucleares, en reacciones controladas en reactores y
en desechos de la investigacidn cientifica.

Erikson (2) ha estimado que se han arrojado a la atmésfera 1 900

MCi por pruebas termonucleares a partir de 1963.



CAPITULDO 11

CENTELLEO L IIQUEDD.

A) .- Métodos de deteccidn del Tritio.

Para la deteccién de la radiacidn beta, se puede hacer uso de de
tectores gaseosos (cdmara de ionizaci6n, detectores proporcionales y
Geiger-Muller) de paredes suficientemente delgadas para permitir el
paso de la radiacién al volumen sensible del detector, o bien detecto
res internos donde el radioisétopo a detectar se encuentra dentro del
volumen sensible.

Para los detectores con ventana, la eficiencia de la deteccidn,
que.es funcién de la energfa de las particulas beta y del espesor ma-
sico de la ventana, puede llegar a ser cero si las betas son poco ener
géticas o la ventana muy gruesa.

En el caso de los detectores internos (sin ventana) esta eficien
cia puede aumentarse hasta cerca del 100% en cdmaras con geometria
4ar

Los cristales de centelleo comunes, en general, no pueden emplear
se para detectar betas, porque su envoltura metdlica absorbe gran par
te de la radiacién, sin embargo, existen centelladores especialmente
disefiados para betas como es el caso de los cristales de antraceno y
los centelladores plasticos.

En la deteccién por centelleo liquido el radionlclido emisor se
incorpora a una mezcla de uno o varios compuestos disueltos en el sol
vente apropiado. Esto permite el 7ntimo contacto entre el radiondclido
y el centellador, aumentando la eficiencia puramente geométrica al
100% (28).

Para la deteccién de las betas del tritio se han desarrollado
técnicas especificas dependiendo del estado fisico de la muestra y
si ésta es discreta o es un flujo.

Para muestras discretas, la deteccién por centelleo liquido es
la técnica mas usual. Una gran variedad de soluciones y suspensiones
tritiadas pueden ser determinadas directamente o después de un trata

miento previo como en el caso de este trabajo.
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El detector proporcional gaseoso con muestra interna también
puede ser usado para determinar tritio, con la ventaja de tener una
alta eficiencia, un bajo fondo y buenas caracteristicas de medicidn.
Es también utilizado eficientemente en laboratorios de bajo nivel
de actividad, pero existe el problema de que la muestra tiene que
estar en estado gaseoso, para lo cual puede ser oxidada y el agua re
sultante ser reducida mediante Zn o Mg para producir hidrégeno -----
(T2 o HT), que al reaccionar con acetileno o etileno produce etano
que es un buen gas de conteo (29).

Si la determinacién no requiere de una gran precisién se pueden
usar detectores gaseosos de ventana delgada ( 30).

Para determinar tritio en flujos liquidos y gaseosos existen va
rias técnicas ya publicadas (31,32), entre las cuales se destacan el
empleo de centelladores 1iquidos, centelladores plasticos, cristales
de antraceno,’cémaras de ionizacidn y contadores proporcionales de
flujo.

Sin duda el método mds sensible para determinar tritio es el de
espectrometria de masas basado en la separacién del gHe, que es el
producto de la desintegracién del tritio (33), sin embargo por este
método la determinacion es muy tardada.

La cromatografia de gases también ha sido empleada con buenos
resultados y esta basada en una separacién isotépica (34).

La seleccién del método mis conveniente para una determinacidn
dependerad de la sensibilidad y precisién requerida en la misma, del
tiempo que toma la medicién, del grado de especificidad para tritio,
de la forma fisica o quimica de la muestra, de la disponibilidad
del equipo, del nimero de muestras, etc.

De lo expuesto anteriormente puede deducirse que un método apro
piado para la determinacién del tritio en este trabajo es el de cen
telleo liquido puesto que cumple con los requerimientos como son:

bajos niveles de actividad especifica y el bajo fondo requerido

B).- El Proceso de Centelleo Liguido.

El proceso basico del centelleo liquido es hasta el momento poco



conocido, puesto que en él tienen lugar fenémenos de gran complejidad
que son bastante dificiles de explicar.

Un centellador l7quido es una solucién orgdnica que interacciona
con un cuanto de radiacién ionizante para dar un espectro de fotones
cuya energia integrada depende de su composicién y cuya forma es ca-
racteristica del soluto (35).

El centellador liquido es normalmente usado en combinacidn &pti-
ca con un tubo fotomultiplicador que se encarga de convertir el espec
tro de fotones producido por la particula ionizante en la solucién
centelladora, en un pulso eléctrico que puede ser interpretado.

El proceso de centelleo, desde la salida de la radiacién ioni-
zante hasta la formacién de un fotoelectrén en el fotocdtodo del tubo
fotomultiplicador, es una combinacién de etapas de gran complejidad.
Hipotéticamente el proceso podria ocurrir de la siguiente forma:
la radiacidn nuclear puede ionizar una molécula del solvente para dar
como resultado un catién y un electrén libre, las moléculas del solu
to que pueden sufrir este proceso son despreciables debido a su baja
concentracién, en este estado excitado ocurren rdpidos cambios y re
combinaciones de las moléculas del solvente; posteriormente tiene Tu
gar una secuencia de transferencias de energia, con lo cual el Glti-
mo soluto emisor (generalmente el soluto secundario) emite un espectro
caracteristico de fotones que es registrado por el fotocitodo (36).

Entre las condiciones que requiere este tipo de deteccién pueden
mencionarse las siguientes: cada molécula excitada por la emisidn
radiactiva debe emitir s6lo un fotén; el nimero de fotones emitidos
tiene que ser proporcional al nimero de moléculas excitadas; el pul-
so de voltaje obtenido del tubo fotomultiplicador debera ser propor
cional al nimero de fotones capturados; los fotones emitidos por el
centellador, especialmente por los solutos, deberan tener la longi-
tud de onda adecuada (generalmente en el ultravioleta) para ser de-
tectados por el fotocidtodo: el pulso de voltaje o cuenta sélo se pre
sentard si es ocasionado en Gltimo término por un radioniciido sufi-
cientemente energético para producir un nimero de fotones detectables

(37).
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En el aspecto de aplicacién practica directa, los problemas mas
frecuentes encontrados en las mediciones por centelleo liquido son
referentes a la incorporacién de la muestra al centellador, de modo
que la solucidén siga siendo homogénea, ya que de no serlo asi, la

eficiencia de la deteccidn disminuird considerablemente.

C).- Quimica de los centelladores l7quidos.

Un centellador liquido estd formado por uno o mds solutos di-
sueltos en uno o mds solventes. La energia de las particulas ionizan
tes es absorbida en primer término por el solvente, algo de esta
energia es transferida a los solutos de donde un alto procentaje es
emitida como luz que puede escapar del liquido y ser detectada.

Los solventes m3s apropiados son el benceno y sus homélogos,
el tolueno y p-xileno. El tolueno es el solvente de uso mas frecuen
te puesto que tiene un bajo costo y un punto de cangelacién, (-95°C)
menor que la temperatura de refrigeracién usada en algunos equipos de
deteccidn, sin embargo, en sistemas modernos se ha demostrado que la
refrigeracién es innecesaria (38). Por tanto, el uso del p-xileno
(punto de congelacién de 12°C ) también se ha extendido.

La gran desventaja de los solventes aromiticos es su incompatibi
lidad con el agua. Debido a que el agua y las muestras acuosas re-
presentan una gran proporcién de las muestras tritiadas, se han desa
rrollado esfuerzos para encontrar mezclas que sean capaces tanto de
incorporar muestras acuosas como de transmitir eficientemente la ener
gia absorbida. E1 solvente no aromdtico que ha resultado mas conve-
niente es el dioxano, el cual fue introducido por Kallman (39); pero
el dioxano por si mismo es incapaz de transferir la energia absorbida
al soluto de manera eficiente, no obstante se pueden obtener eficien-
cias comparadas con las obtenidas con solventes aromaticos afiadiendo
naftaleno como solvente secundario en cancentraciones relativamente
altas. La mejor formulacidén, de entre las determinadas experimental-
mente, incorpora alrededor de 20% en volumen de naftaleno sin afectar
en gran medida el espectro obtenido (40). La desventaja del sistema

dioxano naftaleno es la degradacién de luz cuando estan presentes
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compuestos inorgdnicos, el efecto de fosforescencia vy su alto cos
to (41).

También se ha logrado hacer que los solventes aromdticos acep
ten muestras acuosas mediante la incorporacion de detergentes alquil
fendlicos a la solucién centelladora (42), ejemplos de éstos deter
gentes son el Triton-100 y el Tritén N-101. La mayoria de los cen-
telladores liquidos disponibles comercialmente como el Instagel y
el Aquasol estan basados en el uso de detergentes para ayudar a la
formacidn de una emulsidén estable de la muestra acuosa con el to-
lueno (43).

Los solutos en el proceso de centelleo, tienen la funcidn de
tomar la energia del solvente y transmitirla en la longitud de on-
da apropiada para que sea detectada por el tubo fotomultiplicador,
Horrocks (44a) ha resumido las propiedades de los solutos mas co-
minmente usados en las soluciones de centelleo.

El mids comin de los solutos primarios es el difeniloxasol (PPO)
que tiene un maximo en el espectro de emisién a 370 nm, el -------
p-terfenilo también es ampliamente usado pero no es tan eficiente
como ej PPO y no puede ser usado con naftaleno, todos los demds so
lutos primarios tienen maximos de emisién del orden de 370 nm, o me
nores. Puesto que muchos fotomultiplicadores son mds sensibles a la
luz de 400 - 450 nm, se hace necesario el empleo de un soluto secun
dario que se encarga de emitir la luz enuna longitud de onda mayor.
De entre los muchos solutos secundarios los mds adecuados parecen
ser el p-bis-2 (5-feniloxasolil)-benceno (POPOP) tiene un maximo
en 415 nm, el derivado dimetilado del POPOP (MZ—POPOP), que es mas
soluble que el primero, tiene un maximo en 427 nm y el p-bis-
(o-metilestiril) -benceno(bis-MSB) (44b,45).

Los nuevos fotomultiplicadores can fotocdtodo bi-alcalino son
maés eficientes a longitudes de onda de 380 a 390 nm, de donde se

deduce que en este caso el soluto secundario no es necesario (46).
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En el cuadro | se resumen algunos de los solutos y solventes

mas cominmente usados en los liquidos centelladores.

S OLVENTE s

AROMATICOS NO AROMATICOS
P
CHy CHy CHy c\ 0
/
CHrCHz
teluene P-xilene diexano

S OLVUT 0O S

PRIMARIOS
P-terfenilo naftaleno

SECUNDARIOS

TV @»@ ‘%

PoPOP bis.nsu

CUADRO 1

Los siguientes centelladores liquidos han sido recomendados
para muestras acuosas (47,48) en donde las concentraciones de los
solutos se expresan por gramo de solvente.

1) Solvente: Tolueno o p-xileno con un deter-

gente alquilfendlico en una relacidn de

3-5 a2
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Soluto primario: PPO o p-terfenilo en propor
cién de 5 a 10 mg.
Soluto secundario: bis-MSB, POPOP o
MZ-POPOP en concentracion de 0.5 a 2 mg.

11) Solvente: Mezcla dioxano-naftaleno en una re-
lacién en volumen de 8-12 a 1.
Soluto primario: PPO en proporcién de 5 a 10 mg
Soluto secundario: bis-MSB a una concentra-
cién de 0.5 a 2 mg.

Entre los centelladores 17quidos mencionados se escogié, para la
realizacién experimental de este trabajo al Gltimo, debido a que se
adapta mejor a las condiciones de trabajo y del equipo disponible ob-
teniendo una eficiencia de conteo del 40 al 45%.

La incorporacién directa de las muestras al centeilador 1iquido
es diffcil, debido a que se presentan diversos problemas como son:
un mezclado incompleto de la muestra con el centellador, dificulta-
des para evaluar la eficiencia de conteo y alto grado de extincidn.

En la bibliografia se encuentran algunos de estos métodos (49).

D) .- Instrumentacién.

Un detector de centelleo l1fquido (Fig. 2,) se puede describir
como la combinacién 6ptica entre el liquido de centelleo y el tubo
fotomultiplicador, mediante el cual se convierte la energia de la
particula ionizante en un pulso eléctrico. Las componentes electré
nicas que siguen al tubo fotomultiplicador tienen funciones separa
das para realizar la amplificacién del pulso, la discriminacidn
del mismo y la presentacion de los datos.

Para realizar estas funciones, el sistema basico de un espectré
metro de centelleo 17quido consta, de un detector formado por el 17
quido de centelleo y la muestra radiactiva, los tubos fotomultipli-
cadores, la fuente de alto voltaje, el circuito de anticoincidencia,
uno o varios sistemas de amplificacién, una analizador monocanal y
un escalador, asi como un control general, un sistema automatico de
medida para una o varias muestras y un contenedor con una fuente ra

diactiva para estandarizacidn externa.
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E1 tubo fotomultiplicador estd b3asicamente constituido de tres
partes: el fotocdtodo cuya funcién es recibir el espectro de fotones
producidos en el centellador y transformarlo en electrones mediante
el efecto fotoeléctrico, estos electrones son a su vez multiplicados
en una serie de dinodos a diferentes voltajes y finalmente recibidos
en el anodo del tubo, de donde son alimentados a un preamplificador
que sirve como puente entre los circuitos de alto voltaje del tubo vy
los amplificadores subsecuentes. En la salida del tubo fotomultipli-
cador, como consecuencia de la diferencia de potencial entre los
electrodos, se forma un pulso cuya amplitud es proporcional a la can
tidad de fotones recibidos y consecuentemente es representativo de
la energia de la particula ionizante producida en el centellador (50) .

Los amplificadores mas usados tienen ganancias del orden de
40 000 y no deforman de manera apreciable la forma del pulso.

La clasificacién de los pulsos estd a cargo del discriminador y
est3d afectada tanto por la amplitud como por la duracién del pulso.
La funcién del discriminador consiste en producir un pulso de salida
normal izado de todos aquellos pulsos iniciales que estén comprendi-
dos entre ciertos voltajes mdximos y minimos establecidos previamen-
te. Esto hace posible la seleccién de los pulsos adecuados para el
estudio.

En la mayoria de los casos se tienen dos discriminadores que re
ciben el mismo espectro de pulso, pero con diferente nivel de discri
minacién, los cuales estdn acoplados a un circuito de anticoinciden-
cia, el cual producird pulsos normalizados de todos aquellos pulsos
iniciales que se encuentran entre los dos niveles de discriminacidn
(ventana o canal). A este dispositivo se le denomina analizador mono
canal y con €l es posible clasificar los pulsos que se encuentran en
tre determinados 1Tmites de energia de las particulas ionizantes.

Los pulsos de baja amplitud, producidos por emisiones radiacti-
vas de baja energia, suelen estar acompafados de una gran cantidad
de pulsos espurios producto de emisiones termoidnicas del tubo foto-
multiplicador. Para resolver este problema se usan dos tubos fotomul
tiplicadores con circuitos de discriminacion separados, acoplados a

un circuito de coincidencia con un tiempo de resolucién que determi-
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na el intervalo de tiempo en el cual los pulsos deben llegar para pro
ducir un pulso de salida. De modo que cualquier pulso originado en el
centellador estard en coincidencia y el circuito rendird un pulso de
salida, asi que todo pulso que se origine en cualquiera de los foto-
multiplicadores no estara en coincidencia y el circuito no rendira
pulso alguno, de esta forma la emisién termoidnica no contribuiréd a
las cuentas producidas por la muestra. (51)

La presentacion de los datos de salida, culminacidon de todas las
etapas anteriores, puede realizarse de forma muy diversa, en ocacio-
nes se usa un escalador que se encarga de mostrar el nidmero de cuen-
tas recibidas en un intervalo de tiempo previamente establecido o cuen
ta el tiempo requerido para la llegada de un determinado nimero de pul
sos. También pueden usarse adicionalmente mdquinas de escribir eléctri
cas, osciloscopios o teletipos, como en el caso particular de este tra
bajo.

E) Extincidn

Uno de los problemas principales del centelleo liquido es el 1la
mado ''quenching'' que puede traducirse como apagado o extincion, el fe
némeno consiste en la absorcién, dispersién y degradacién de los foto
nes luminosos por sales, gases o substancias quimicas disueltas en la
mezcla muestra-centellador o por coloracidn de ésta y consecuentemen-
te la pérdida de informacién que llega a los fotomultiplicadores. El
resultado final de esto es que cambia la forma del espectro, bien por
la disminucién del total de los fotones o por una disminucién en la
energia de los mismos y con ello un corrimiento del espectro (52). En
suma, la extincién hace variar la eficiencia de la deteccién. Como el
sistema de medicién usa un analizador monocanal, la extinci6n causa
el corrimiento del espectro con respecto al canal esperado y por tan-
to se hace necesario evaluar un factor que corrija dicho corrimiento.

Existen en las referencias bibliograficas varios métodos que per
miten evaluar el factor de extincién (53,54).

Los productores de extincién quimica pueden ser desde trazas de
impurezas en el centellador mismo, solutos de funciones especiales,

hasta substancias constituyentes de la muestra misma. Entre los grupos

organicos que producen extincién en mayor grado se encuentran: los
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grupos nitro, yodo, mercaptanos, fenoles, aminas, aldehidos y cetonas;
con menor intensidad alcoholes, éteres, nitrilos y alquenos. Un produc
tor de extincion siempre presente es el oxfgeno disuelto y cuya separa
cién mejora el funcionamiento del centellador considerablemente. El
agua también es un fuerte productor de extincién lo mismo que la pre-
sencia de iones hidroxilo y sales inorganicas, pequefias cantidades de
estas substancias disueltas en el centellador son capaces de disminuir

considerablemente la eficiencia de la deteccién (55).



CAPITULDO 1
E-L MA I Z

Entre los muchos cereales, miembros de una sola familia botédni
ca; Gramineas, se encuentra el maiz que ha sido cosechado desde la
antiguedad en varias regiones del mundo y en la actualidad sigue
siendo uno de los cereales que prestan mayores servicios a la huma-
nidad, ya sea como base de la alimentacion de muchos pueblos o como
materia prima para obtener multitud de productos industrializados o
semi-industrializados.

El cultivo del mafz se extendié debido a las magnificas caracte
risticas que presenta: alto contenido de carbohidratos y otros nu-
trientes, facilidad de almacenaje, alto rendimiento agronémico, etc.

Se han emitido variadas opiniones acerca del origen del maiz,
algunos aseguran que es originario de América del Sur, otros de Amé
rica Central y mas especificamente de México, sea cual fuese su ori
gen debemos aceptar que el maiz se cultiva en México desde mucho an
tes de la conquista y que las culturas aborigenes en México logra-
ron desarrollar las seis tribus (mafz palomero, dulce, harina, duro,
dentado y tunicado).

En la actualidad, no sélo en México sino en muchos paises del
mundo, el mafz sigue siendo la principal fuente de energia en la die
ta humana, este grano no sélo es utilizado de forma directa, sino que
también contribuye de manera apreciable en la alimentacién de anima
les domésticos que forman parte de la cadena de alimentos para el hu
mano.

En México se cultivan anualmente de 5 a 6 millones de hectdreas
con un rendimiento promedio de una tonelada por hectdrea lo que con-
duce a una produccién anual de 5 a 6 millones de toneladas anuales
(56).

Bajo estas condiciones, la importancia tanto nutricional como
econdmica de este cereal es evidente y en consecuencia se hace nece

sario su estudio.

A).- Caracteristicas botdnicas.

El maiz es una planta angiosperma, cuyo nombre cientifico es

Zea mays L., pertenece a la familia de las Gramineas, sub-familia
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de las Maideas, tribu de las Tripsaceas, género Zea y especie mays.
(Fig 3). Presenta las siguientes caracteristicas botanicas (57):
las raices del maiz son fibrosas y cuando la planta se ha desarro-
l1lado forman una masa de raices completamente entrelazadas forman
do asf el sistema de absorcién de nutrientes. Ademds del sistema fi
broso, existen en la planta raices adventicias o de anclaje que bro
tan de los tres primeros nudos del tallo, se ha comprobado que el
crecimiento del sistema reticular est3d relacionado con el desarro-
l1lo total de la planta.

El tallo en la planta de maiz es alargado y presenta nudos de
donde brotan las hojas. Estd formado por tres estructuras: la epi-
dermis que es una capa imperméable y transparente cuya funcidn es la
proteccién del tallo, a continuacién se encuentra una pared lefiosa
que no es mas que un conjunto de haces fibrovasculares que forman ca
nales por donde circula el agua y las substancias alimenticias que
van de las rafces a las hojas y a las mazorcas. Por Gltimo se encuen
tra la médula que es una substancia suave que llena la parte central
del tallo, en ella se almacena la humedad y reservas alimenticias.

Las hojas salen directamente de los nudos del tallo y estdn co-
locados de forma alterna, son lanceoladas y envainadoras. En la epi-
dermis se encuentran los estomas que facilitan el intercambio gaseo
so de la planta con el medio. La meséfila que se encuentra distri-
buida en toda la hoja es la que contiene los cloroplastos que son
los érganos donde se realizan las reacciones fotosintéticas que dan
como resultado la sintesis de carbohidratos.

El mafz es una planta monoica, es decir, las flores masculinas
y femeninas se encuentran en la misma planta, pero en sitios dife-
rentes. Las flores masculinas aparecen antes que las femeninas y es
tan situadas en la espiga en la parte superior del tallo. Las flo-
res femeninas estan situadas en las axilas de las hojas y es donde
se desarrolla la mazorca.

El producto final de la floracién es la semilla o grano, como
es de suponerse el proceso de la formacion del grano de maiz se ini
cia con la formacién de las flores. Durante el crecimiento de la

planta ciertos grupos de células de divisién mitésica rdpida dan lu
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gar a la formacién de los primordios florales. Las flores que se for-
man en la extremidad del tallo dan origen a los gametos masculinos en
tanto que las flores formadas en las axilas de las hojas producen los
gametos femeninos y posteriormente dan lugar a la mazorca de maiz.

Las anteras, los drganos que formaradn los granos de polen, se
originan durante el desarrollo de las flores masculinas en la espiga.
A medida que una antera se desarrolla, ciertas células en cada uno de
los cuatro 16bulos se desarrollan y diferencian y cada una de ellas
origina una célula madre de polen, la cual se divide por meiosis dan-
do lugar a las microsporas que posteriormente originan los granos de
polen.

El precursor del grano de maiz es el ovario, que con la fecunda
cién se transformard en el grano de maiz, el estigma y el estilo cu
ya combinacién constituird el cabello del elote. El ovario contiene
un 6vulo, que llena completamente el espacio del ovario, Una célula
colocada cerca del vértice se desarrolla grandemente a medida que el
o6vulo crece, esta célula por divisién meidsica da origen a las cua-
tro megasporas, tres de estas cuatro células se desintegran y sélo
una continda su desarrollo, posteriormente por tres divisiones mitési
cas consecutivas se produce un saco embrionario con ocho nicleos. Una
se convierte en una célula huevo y dos, los nicleos polares, emigran
al centro del saco embrionario.

Cuando los granos de polen, transportados por el viento dan lu-
gar a una polinizacion cruzada, caen en los cabellos del elote y pro
ducen tubos polinicos. Cuando el tubo polinico penetra en el saco em
brionario, los nicleos espermaticos del polen se ponen en libertad.
Un gameto masculino se fusiona con los dos nicleos polares (doble fe
cundacién), produciendo una triple fusién de nicleos, posteriores di
visiones de este Gltimo nicleo formardn al endospermo. De esta mane-
ra el cigote dard origen al embridn, la célula producida en la doble
fecundacidn darad origen al endospermo y el saco embrionario al peri-
carpio o cascarilla.

Cuando la polinizacién se inicia, la actividad fisioldgica de

la planta aumenta de manera apreciable y se pueden observar divisio
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nes celulares por mitosis en la formacidon tanto del embrién como del
endospermo (58).
El grano de maifz madura en un lapso de cincuenta a noventa dfias

después de la fecundacién, dependiendo de la variedad (59).

B).- Utilizacién del agua.

El hidrégeno del agua que la planta de mafz toma del medio es uti
lizado en parte para la formacién de compuestos orgdnicos a través de
la fotosintesis y de las reacciones bioquimicas que se desarrollan du-
rante el crecimiento de la planta. Otra parte del agua se encuentra co
mo tal en sus tejidos, en el liquido intersticial o bien en el proto-
plasma celular.

En los vegetales vasculares, como el maiz, una corriente constan
te de agua y sales minerales se observa desde los 6rganos de absorcidn
hasta aquéllos que son el asiento de la fotosintesis y la transpira-
cidén , asi como en los diferentes 6rganos de la planta. El agua pene-
tra y circula en estado liquido y se escapa, por lo comin, como vapor
de agua durante la transpiracion. Como las sales son absorbidas en so
luciones muy diluidas, es necesario el transporte de una gran cantidad
de agua, para que la planta pueda tener las substancias minerales que
requiere.

En el maiz, como toda planta vascular, la parte esencial para la
absorcién del agua es por los pelos reticulares de la rafz. El agua con
las sales disueltas en proporciones muy débiles, penetra en los pelos
absorbentes debido al fendémeno de smosis que se establece entre el
medio externo y el protoplasma de aquéllos.

Al recibir los pelos absorbentes de manera continua el agua del
medio externo, la concentracion de su protoplasma es menor que la del
protoplasma de las células que estdn a continuacidn; éstas al recibir
el agua de los pelos, tambiefd por ésmosis, bajan su concentracién con
respecto a las que siguen y por consiguiente pasa agua a éstas. El
fendémeno se realiza de una manera sucesiva a través de todas las célu
las, hasta las células parenquimatosas que rodean los vasos, estds cé
lulas no cesan de perder agua asegurando, asi el desequilibrio osméti

co que permite una corriente constante de agua.
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El desplazamiento vertical del agua de la raiz a las hojas sigue
dos caminos; uno a través de los parénquimas lefiosos y otro a través
de los vasos (60).

E]l agua en las hojas, que son los principales érganos fotosinté-
ticos del mafz, aunque también los tallos pueden realizar esta funcidn,
es utilizada al igual que el biéxido de carbono obtenido del aire y em
pleando la luz como fuente de energfa, como materia prima para la sin
tesis de carbohidratos.

La mayor parte del agua absorbida se pierde por la transpiracion,
algo de lo que queda es utilizada en varios procesos metabdlicos y co-
mo constituyente principal de cualquier nuevo protoplasma y jugo celu-
lar que se forme, por éste proceso el tritio también es incorporado.
S61o una cantidad relativamente pequefia, generalmente menor de 1% del
agua absorbida se usa directamente en la fotosintesis (61).

El mafz es una planta que tiene una actividad fotosintética eleva
da, es decir, tiene una gran eficiencia para convertir el agua y el
biéxido de carbono, con ayuda de la luz solar en energfa quimica. Se
ha calculado que en 4000 mZ de un sembrado de mafz, se fij6 aproximada
mente el 1.2% de la energfa solar que incidi6é sobre esta superficie du
rante una estacién de crecimiento de 100 dfas, después de tomar en cuen
ta la pérdida por respiracion. Cerca de una tercera parte del producto
neto fotosintético est3d en el grano, de tal forma que la eficiencia del
maiz para convertir energfa solar en energia quimica del grano es de
aproximadamente 0.4% (62).

Bajo condiciones relativamente favorables, los productos de la fo-
tosintesis se acumulan durante el dfa mad rapidamente de lo que pueden
ser usados o transportados a otras partes de la planta. La glucosa es
un producto primario usual de lafotosintesis y en el mafz gran parte de
la glucosa se convierte en almidén tan rapidamente como se produce. Du-
rante la noche, gran parte del almidén se reconvierte en glucosa y en
otros azicares solubles y se transporta a las partes no fotosintéticas
de la planta, entre ellas al grano después de la polinizacion de la
planta (63).

La glucosa y otros solutos orgdnicos son transportados usualmente

- al través del floema el mecanismo del movimiento se desconoce.
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Las diversas substancias alimenticias en el maiz se almacenan en
diferentes formas, incluyendo carbohidratos, proteinas y grasas en va
rios 6rganos de la planta. Muchas de las substancias almacenadas en
una célula también se elaboran ahi a partir de aziicares simples, o de
éstos y otros componentes.

Por otra parte, después de la contaminacidén aguda con agua tri-
tiada en etapas tempranas del desarrollo de la planta, el maiz utili
zara el tritio de manera similar al hidrégeno, por lo que sera posi-
ble encontrarlo distribuido en toda la planta durante su crecimiento
y en los componentes del grano, tanto en forma de tritio ligado a los
compuestos organicos como en forma de agua libre en el protoplasma ce
lular o en liquidos intersticiales.

Cuando se estudia el comportamiento del material radiactivo in-
troducido a una planta, como es el caso de la presente contaminacién
aguda por agua tritiada, la disminucién de la actividad se efectuara
no sélo por el decaimiento natural del tritio,sino también por los
mecanismos asociados a los seres vivos, transpiracidn, respiracién,

asimilacién y desasimilacion celular, etc.

C).- Estructura y composicién quimica.

El grano de maiz o sea la semilla, es el 6vulo maduro producido
durante la polinizacién, estd constituido por cinco partes o estruc
turas ( Fig. 4).

1.- Una cubierta exterior formada por un tejido de células muy

apretadas llamada cascarilla, epidermis o pericarpio, que

es una menbrana de proteccién del grano, incolora en la ma-
yorfa de las variedades comerciales con un alto contenido de
celulosas y hemicelulosas.

2.- Una cubierta interior que recubre el endospermo y el embridn,
muy delgada e incolora.

3.- El endospermo que es un tejido almacenador de alimentos.
Pueden distinguirse dos partes dependiendo de la variedad el
endospermo blando que se encuentra situado en la parte supe
rior y central del grano, formado por un tejido de células

muy sueltas con grandes inclusiones de almidén y el endos-
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permo duro, situado a los lados y en la parte media del grano,
estd constituido por células que tienen grandes inclusiones de
protefna y almidén de mayor densidad cuyo conjunto es 1lamado

gluten.

El embrién o germen que es una planta en miniatura, situado

en la parte inferior del grano, esta constituido por tres par-
tes: la pldmula, la radfcula y el scutelum. De la pldmula pro-
ceden el brote del tallo y las raices permanentes; la radicula
da origen a raices temporales; el scutelum transforma, absorbe
y transporta las materias de reserva contenidas en el endosper
mo hacia la plantula en vias de formacién. El embrién es rico

en grasas y proteinas del tipo albuminoideo.

La caperuza o sombrero que cubre la parte inferior del grano,

por la que se inserta al olote (64).

La composicién quimica del grano de maiz depende, entre otras co-

sas, de la variedad de la semilla, la composici6n quimica del suelo,

el uso de fertilizantes, el foto-periodo, las cendiciones de humedad,

forma de cultivo, la altitud sobre el nivel del mar y el clima, pero

podemos establecer que para un cultivo dado el factor que afecta de ma

nera predominante en la composicidn, es la variedad. En general en el

mafz, como en todo cereal, los principales compuestos son los carbohi

dratos, las protefnas y las grasas de donde deriva su importancia nu-

tricional.

Los

carbohidratos estan constituidos en la semilla del maiz fun-

damentalmente por almidén, el cual es la principal substancia de re-

serva en

los vegetales y es un representante de los polisacaridos ra

mificados. E1 almidén se encuentra en el grano en forma de inclusio-

nes en las células del endospermo y en menor cantidad en el embridn,

el tamafio de la particula es de 4 a 26 micras. El granulo de almidén

est3d formado por dos tipos de polisacdridos: la amilosa que es un po

lisacirido poco ramificado que se encuentra en la parte interior del

granulo y equivale aproximadamente a un 26% y la amilopectina que es

un polisacarido mucho mas ramificado. ( Fig. 5). El contenido de al-

midén en el grano de maiz puede variar desde un 40 a un 70% (65) .
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Otros carbohidratos constituyentes del maiz son las celulosas
y hemicelulosas que también son polisacdridos constituyentes funda
mentales de las fibras del pericarpio, el contenido de fibras en
el maiz varfia del 2 al 4%. La cantidad de azicares simples en el
grano maduro es muy baja (66).

Otro grupo de substancias con caracterfisticas quimicas seme-
jantes lo forman las proteinas (Fig. 6). El contenido de protefnas
en el maiz varia ampliamente, dependiendo de la variedad, desde un
4% hasta un 10 6 12% en variedades de mafz cristalino.

En funcién de su solubilidad pueden distinguirse cuatro tipos
de proteinas en el mafz:

1.- Solubles en agua, albdmina fundamentalmente.
2.- Solubles en soluciones salinas, globulinas.
3.- Solubles en alcohol 6 prolaminas (zeina). y
4.- Solubles en soluciones alcalinas, glutelinas.

De la proteina total contenida en el endospermo y el embridn
un 80% se encuentra en el endospermo y el 20% restante en el embridn.
E1 32% son proteinas solubles en soluciones salinas de las cuales s&
lo un 2% es albdmina y un 30% globulinas; la albimina se encuentra
en el endospermo, en tanto que las globulinas se encuentran reparti-
das 12% en el endospermo y 18% en el embrién. El gluten contiene al-
rededor del 68% de la proteina total, de la cual el 45% es zeina,
constituyente exclusivo del endospermo y el 23% de las proteinas res
tantes del gluten son glutelinas repartidas de la siguiente forma
20% en el endospermo y sélo un 3% en el embrién (67).

Los lipidos en el maiz estdn constitufdos fundamentalmente por
trigliceridos de acidos grasos (Fig. 7), como linoléico, oléico y
dcidos grasos saturados, pero también existen en menor proporcidén
acidos grasos libres, sitoesteroles, tocoferoles y otros productos
terpénicos asi como fosfolipidos, hormonas vegetales y vitaminas (68).

El contenido total de grasas varfa considerablemente de una es
pecie a otra y va de un 3 a un 9% (69).

En el grano de maiz tambien se encuentran vitaminas, aunque su
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distribucién varfa ampliamente de dn tipo de maiz a otro, entre las
vitaminas encontradas en el grano de maiz estan: la vitamina Bl' B6
y A. El contenido de vitaminas en el maiz puede encontrarse en las
referencias biliograficas (70).

Los constituyentes inorganicos del grano son compuestos de so-

dio, calcio, potasio, fésforo, azufre y cloro que forman las cenizas.



CAPITULO v

PARTE EXPERIMENTAL

A) .- Siembra y contaminacién del maiz.

La siembra del mafz utilizado en este trabajo se llevé a cabo
durante 1975, en una parcela experimental de riego del INEN en la
hacienda ''Dofia Rosa' (110°10'W, 20°37'N) en la regién del Bajio a
320Km de la Ciudad de México y 1800m sobre el nivel del mar.

La tierra donde se efectué la siembra es del tipo vertisol que
tiene un perfil uniforme entre 40 y 200cm de profundidad, de color
gris cuando estd seca y negro cuando estd himeda, tieneuna textura
arcillosa y un contenido de materia organica entre 0.5 y 1%, su pH
fluctGa entre 7 y 7.5. La zona tieneuna precipitaci6n pluvial de
500 a 600mm por afo. La irrigacién del terreno se efectud por capi-
laridad.

E]l terreno se prepard empleando 180Kg de fertilizante 18-46-0
(N, P, K/Ha y dos irrigaciones antes de iniciarse la estacidn de
1luvias, con un equivalente de 200mm de precipitacién pluvial.

La variedad de mafz cultivada fué el hibrido H-309, debido a
que se adapta mejor a las condiciones meteorolégicas del Tugar.

La siembra del maiz se efectué en surcos a 80cm de distancia
y 30 cm entre plantas. En el terreno experimental se delimitaron
cuatro parcelas rectangulares de 10m de longitud por 1.60m de an-
cho (dos surcos) con una zona de amortiguacién de tres surcos para
evitar una contaminacién cruzada.

La contaminacién fué realizada diez dias después de la siem-
bra, mediante la aplicacién de un Curie nominal de tritio por as-
persién directa en las parcelas, teniendo cuidado de que la conta
minacion fuera uniforme.

El maiz fué sembrado el 14 de abril de 1975 y cultivado por
los métodos convencionales y cosechado el 15 de octubre del mismo

afio, obteniéndose de las cuatro parcelas 31.5Kg del grano.



- 38 -

B) .- Consideraciones generales de la separacidon de los productos

del maiz.

En el capitulo anterior quedd establecido que las estructuras
mas importantes del maiz son: embrién, endospermo y cascarilla o pe
ricarpio, por lo que se decidié hacer la determinacién de la distri
bucidn de tritio en ellas.

Entre las substancias quimicas fundamentales en el grano de
maiz se encuentran: el agua, las grasas, las proteinas, el almidén
y la fibra; las cuales fueron separadas para realizar la determina
cion de tritio en cada una de ellas.

El valor de estas determinaciones, radica en que cada una de
ellas sigue rutas metab6licas diferentes al ser incorporadas al ser
humano en los procesos alimentarios. Asi, el almidén, el mds impor-
tante de los carbohidratos del maiz, entra al metabolismo a través
de la glucélisis; las grasas, constituidas fundamentalmente por tri
glicéridos, entran al ciclo de Krebs como acetil-CoA, las proteinas
son hidrolizadas hasta aminodcidos y de esta forma entran al metabo
lismo; la fibra constituida por celulosas, hemicelulosas y otras fi
bras, no se incorporan puesto que son substancias no digeribles. EI
agua libre juega un papel importante en el metabolismo y es absorbi
da en las paredes celulares para pasar al protoplasma o queda en
los instersticios celulares, para eventualmente ser incorporada a
los diversos compuestos formados engran variedad de reacciones meta
bélicas.

El criterio seguido para separar cada una de estas substancias,
estuvo dado fundamentalmente por el tipo de trabajo relacionado con
la deteccién de radiactividad a bajo nivel. Puede resumirse dicien-
do que se tratd de obtener muestras representativas, con un buen
grado de pureza, evitando un excesivo tratamiento quimico, en canti
dades suficientes para hacer varias determinaciones con el objeto
de lograr una buena estadistica y por consiguiente métodos de sepa-

racién reproducibles y confiables.
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Para poder efectuar una relacidn cuantitativa tanto en la extraccion
como en la determinaci6n del tritio, es necesario hacer un anadlisis de di
chos compuestos en el grano de maiz.

Antes de proceder a realizar las separaciones correspondientes en
las muestras tritiadas, se efectuaron ensayos para experimentar los méto-
dos sobre granos de mafz comunes y asi elegir el procedimiento mds conve-
niente para cada caso.

El andlisis del grano es necesario realizarlo sobre las muestras
contaminadas, dado que la concentracién de sus componentes cambia con la
variedad de la planta, las condiciones de luz y humedad y la forma de

cultivo entre otras variables.

C) .- Métodos de Analisis

Los componentes que se analizaron en el grano de maiz fueron: hume-
dad, materia seca, cenizas, grasas, carbohidratos, proteinas y fibra.

C-1.- Preparacién de las muestras para el andlisis.

Para obtener una muestra representativa adecuada para el andlisis,
se efectué un cuarteo sobre las muestras cosechadas en cada una de las
cuatro parcelas contaminadas, hasta obtener aproximadamente 50g de cada
una, las cuatro muestras fueron mezcladas para obtener finalmente, des-
pués de otro cuarteo, una muestra aproximadamente de 10g sobre la que se
efectud el andlisis.

La muestra asi obtenida se pulverizdé en licuadora, evitando siempre
el calentamiento, se homogeneizé en mortero hasta obtener una harina fi-
na de 250 mallas; la pulverizacién se realizé de manera exhaustiva, inclu

yendo la cascarilla que presenta problemas debido a su dureza.

C-2 Determinacidn de humedad.

Esta determinacién fué realizada por dos métodos; el primero por se
cado directo a la estufa y el segundo por destilacion azeotrépica con ben
ceno, que se detallarid mias adelante ( ver el inciso E de este mismo capi-
tulo) .

En el primer caso se pesaron 3g de la muestra preparada en un pesafil
tro puesto a peso constante y se secé a la estufa a 110°C hasta peso cons

tante (71). La muestra seca se enfrid en un desecador con Ca0.
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El porcentaje de humedad se obtuvo de la relacion siguiente:

ZHZO _ (M-m L 100
donde:
M = peso del pesafiltro con muestra himeda
m = peso del pesafiltro con muestra seca
g = peso de la muestra

C-3.- Determinacién de las cenizas (72).

Las cenizas se determinaron directamente por calcinacidn de
la harina en una mufla.

En un crisol puestoa pesoconstante, se pesaron por diferen-
cia 5g de la muestra de harina se carbonizaron con mechero y des-
pués se calcinaron en mufla, cuidando de que la temperatura no pa
sara de los 550°C para evitar la volatilizacién de cloruros, el ca
lentamiento se prolongé hasta que se obtuvieron cenizas blancas.

El calculo del procentaje de cenizas estuvo dado por:

%cenizas = (A-8) 100
M
en donde:
A = peso del crisol con muestra calcinada
B = peso del crisol
M = peso de la muestra

C-4.- Determinacién de las protefinas.

La determinacién de las proteinas totales en el grano de mafz
se realizd por el método de Kjeldahl (73) y por el método espectro
fotométrico de Biuret (74).

El conocido método de Kjeldahl para la determinacién de protel
nas se basa en la determinacién de nitrégeno presente en la muestra.
En este procedimiento, tanto las proteinas como las demads materias
organicas de la harina se oxidan por medio de acido sulfirico, de
modo que el nitrégeno organico se fije como sulfato de amonio, es-
ta sal se hace reaccionar con una base fuerte con el objeto de 1li-
berar el nitrégeno como amoniaco, el cual se destila y se recibe

. en un volumen conocido de acido valorado como el HC1. Su titulacién
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proporciona la cantidad de amoniaco desprendido y por consiguien-
te la cantidad de nitrégeno presente en la muestra, ésta al ser -
multiplicada por un factor de 6.25 nos da la cantidad de proteina
presente en la harina de maiz.

Se pesaron con exactitud muestras de harina del orden de - -
500mg y se sometieron a la oxidacion cldsica en un matraz de - -
Kjeldahl, con 0.3g de CuSOh SHZO’ 10g de KZSOI+ y 25ml de stob'

El amoniaco producido y recogido en HCl 0.1N, se obtuvo por
titulacién del exceso de acido con NaOH 0.1N, usando como indica-
dor rojo de metilo.

Esta determinacién fué corregida aplicando el mismo método
de Kjeldahl sobre un testigo constituido por todos los reactivos
y un gramo de sacarosa como muestra organica.

El contenido de nitrégeno se calcula por la relacion:

(p - B) N (0.014) 100

%NZ = M
donde:
P = ml de NaOH utilizados en la titulacién del problema
B = ml de NaOH utilizados en la titulacidn del testigo
N = normalidad de la solucién de NaOH
M = peso de la muestra

El segundo método empleado para la determinacién de protei-
nas fue el de Biuret, escogido entre los métodos espectrofotomé-
tricos debido a su aceptable sensibilidad para el caso presente,
ademis de ser bueno para concentraciones altas de proteina (mayg
res de 50 gamas) y por tener la ventaja de no ser tan especifico,
es decir es independiente de la composicion de la protefina.

El método estd basado en la medicién de la absorcién, en
310nm, que presenta el complejo formado entre los enlaces pepti-
dicos de la proteina y el sulfato de cobre en un medio fuertemen
te alcalino.

La operacién analitica consiste en determinar las condicio-
nes en las cuales se obtiene la absorcién en el ultravioleta de-
bida a la protefna al eliminar la absorcion debida al reactivo

de cobre y a cualquier otro material presente. Esto se logra mi-
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diendo la absorcién de la proteina en &lcali contra un &lcali como
testigo y restando este valor del obtenido por diferencia entre las
absorciones debidas a la proteina en una solucién alcalina con el
reactivo de cobre y el reactivo de cobre alcalino.

Los métodos de separacidn de proteinas del maiz serdn descri-
tros posteriormente, en donde se explicarad la obtencidn de la solu
cién proteTna-CuSOI+ en NaOH.

Para cada determinacién se prepararon cuatro soluciones conte
niendo:

A..- 2 ml de H,0 destilada mids Iml de solucién

1 2
CuSOu.SHZO al 21% en NaOH al 30%

A2.— 3 ml de solucién proteinica
B].- 2 ml de agua destilada mias Iml de NaOH al 30%
Bz.— 3ml de solucién protefinica

Las cuatro mezclas fueron agitadas vigorosamente; las lecturas
se hicieron en celdas por separado a 310nm, en un lapso comprend ido
entre 10 minutos y 2 horas después de efectuadas las mezclas. A2 se
leyd contra Al para obtener la lectura Da' B2 se leyé contra 81 pa-

ra obtener la lectura de Db, de forma que:

Da = Db =D

donde D es la densidad éptica de la proteina.
E1 valor D se interpold en una curva estandar para obtener fil=

nalmente la concentracién total de la proteina.

C-5.- Determinacion de las grasas.

Los l1ipidos en el grano de maiz estan constituidos fundamental
mente por triglicéridos de &cidos grasos como oléico y linoléico;
sin embargo existen en mucha menor proporcién &cidos grasos libres,
aceites esenciales, productos terpénicos: fitoesterol, sitoesterol,
tocoferol, ademas de fosfolipidos, todos ellos solubles en hexano,

a este extracto se le da el nombre de grasa cruda.

E] método usado para determinar la grasa cruda en el maiz (75),

consiste en hacer una extraccién exhaustiva de ésta con hexano a re

" flujo en un Soxhlet y por diferencia de pesos obtener la cantidad
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de grasa contenida en la muestra.

Se utilizaron muestras de aproximadamente 5g de la harina obte-
nida del mafz en estudio y la extraccidon se prolongé aproximadamente
48hs.

La cantidad de grasas en la muestra procesada se obtuvo de:

% grasas = —15—:—51——4551—
M
donde:
A = peso del matraz después de evaporar el hexano
= peso del matraz antes de la extraccidn
M = peso de la muestra

C-6.- Determinacién de la fibra (76).

La fibra cruda en los alimentos se define como el componente
organico que es insoluble en HZSOM y NaOH hirvientes.

Para su determinacién se partié de una muestra aproximada de kg
de la harina desgrasada, obtenida en la determinacién anterior, des-
pués de que el hexano ha sido evaporado completamente.

La muestra sedigirié a reflujo en HZSOh al 1.25%, el residuo
se sujeté a la misma operacidn con NaOH al 1.25% y el nuevo residuo
se calcinéd a 900°C.

El contenido de fibra en la muestra estuvo dado por:

Bfibrs = =Bl 100
M
donde:
A = peso del crisol con residuo sin calcinar
= peso del crisol con residuo calcinado
M = peso de la muestra

C-7.- Determinacién de los carbohidratos.

El cilculo del porcentaje de carbohidratos se realizé por di-
ferencia entre el valor de 100 y la suma de los cinco datos obteni
dos en las determinaciones anteriores. Esta diferencia se reportd

como carbohidratos asimilables (77).
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D.- Métodos de separacién de los componentes del maiz.

Los métodos empleados para laseparacion de los diferentes com-
puestos del grano de mafz, son una modificacién de métodos ya expe-
rimentados en material no radiactivo que tuvieron que adaptarse a
los requerimientos de las muestras, ya que es necesario considerar
siempre la baja actividad en tritio que cada una presenta.

La separacién se realizd individualmente sobre cuatro muestras
de 100g obtenidas por cuarteo de cada una de las cosechas pertene-
cientes a las parcelas contaminadas.

El método general de la separacidn estd descrito en el esque-

ma mostrado en la figura (8 ).

D-1.- Separacion del agua libre.

Laseparacién del agua libre se detalla en la seccion E de este

mismo capitulo.
D-2.- Materia seca.

La materia seca se obtuvo directamente de la muestra de mafiz
después de la determinacidn de agua libre por destilacién azeotrépi
ca y evaporacién del benceno bajo lampara de rayos infrarrojos.

Muestras de aproximadamente 5g se pulverizaron cuidadosamente,
el polvo obtenido se guardé en bolsas de polietileno en un desecador
con gel de silice hasta la determinacion del tritio por el método

de oxidacion (seccién F de este mismo capitulo).

D-3.- Separacion de las estructuras.

La determinacién de la cantidad de tritio incorporada a las di-
ferentes estructuras del grano del maiz, endospermo, embrién y casca
rilla, es conveniente puesto que estas tienen importancia desde el
punto de vista de la industrializaci6n del grano.

Después de haber experimentado varios métodos para la separa-
ci6én de estas estructuras como la molienda y tamizado a diferentes
velocidades y aberturas de mallas, la molienda y flotacidn en dife-

rentes solventes y mezclas de los mismos, molienda en molino, etc.
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se 1legd a la conclusion de que la dnica forma eficiente, aunque te-
diosa, para la separacion exhaustiva de estas estructuras, era la
separacion manual .

El procedimiento se realizé tomando muestras de 10g de cada par
cela a las cuales se les extrajo el agua libre por destilacion azeo-
trépica. E1 grano de mafz seco se cubrié con agua destilada para su
humectacién durante tres horas, pasado este tiempo la cascarilla que
recubre el grano es facilmente desprendible con el uso de pinzas y
el embrién se separé del endospermo por diseccién con una navaja del
gada. Las estructuras separadas se secaron nuevamente con lampara
infrarroja, se molieron cuidadosamente y se guardaron en desecador

hasta la determinacién del tritio por oxidacidn.

D-4.- Separacién de las grasas.

Debido a que en la cascarilla de maiz se localiza el mayor por-
centaje de fibra, ademds de tener muy bajos procentajes tanto de pro
tefnas como de grasas y almidén, se decidié no utilizarla en la se-
paracién de estos compuestos y extraer a partir de ella (nicamente
la fibra. De modo que las grasas, las proteinas y el almidén se se
pararon exclusivamente a partir del endospermo y del embridn.

Al grano de mafz seco obtenido después de la extraccién del agua
libre, se le separ6é la cascarilla manualmente por el procedimiento ya
descrito. El endospermo-embrién se secé en lampara de luz infrarroja
y posteriormente se pulverizé en licuadora y mortero, con las precau-
ciones ya citadas, hasta convertirlo en harina de 250 mallas.

Las muestras de harina se colocaron en un cartucho de celulosa y
se separaron las grasas en un extractor Soxhlet haciendo reflujar
40Om] de hexano durante 48hs, se comprobé que la extraccion fuese ex-

haustiva. Las grasas se recuperaron por destilacién del hexano.

D-5.- Separacién de las proteinas.

La extraccién de las protefnas del maiz presenta un problema espe
cial debido: 12 a la distribucién anatémica de las proteinas en el
endospermo y en el embrién como queds establecido en el capitulo an-
terior y 22 debido a su baja solubilidad en solventes acuosos neutros.

En la bibliografia existen algunos métodos de separacidn de proteinas
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del maiz (78,79,80). Sin embargo, ninguno de ellos permite una ex-
traccion rapida de la proteina total en cantidades suficientemente
grandes para poder realizar una determinacién de tritio de baja ac
tividad.

Se experimentaron en el laboratorio varios métodos sobre mate
rial inerte, entre los que pueden mencionarse extracciones acuosas
de NaCl, de etanol de NaOH entre otras; también se intentd una se-
paracién usando detergentes anidnicos. Se llegé a la conclusién de
que el dnico método que podria realizarse en las condiciones del la
boratorio, con una eficiencia de extraccién elevada, en el menor
tiempo y que incluyera tanto proteinas del endospermo como del em-
brién ademds de que el extracto estuviese libre de impurezas no pro
tefnicas, era una modificacién del método propuesto por Mertz y
Bressani (81).

El método estd basado en una extraccién en un medio altamente
alcalino del complejo formado por la proteina y el sulfato de cobre
en presencia de sulfito de sodio. La proteina se obtiene del extrac
to por didlisis o por precipitacién al disminuir su pH.

La modificacién introducida al método consiste en congelar y
descongelar repetidamente el extracto para solubilizar la protefna
y variar el pH de precipitacién disminuyéndolo a 5.7; puesto que el
punto de minima solubilidad de las proteinas del endospermo se en-
cuentra a un pH de 6, en tanto que para las protefnas del embrién
el pH de minima solubilidad es de 5.5. De esta forma, aunque no se
obtiene una precipitacién cuantitativa, si se logra obtener una
muestra representativa del total de las proteinas presentes en el
grano.

Se describe a continuacién la metodologia de la extraccion:

Muestras de aproximadamente 50g de harina desgrasada y seca se
pulverizaron hasta obtener particulas de 250 mallas, ya que la efi-
ciencia de la extraccidon depende del tamafio de la particula.

La harina se mezclSé con 10ml de agua destilada y se llevd a
un pH de 9 con una solucidn al 0.2% de NaOH agitando continuamente
para evitar la gelificacidon, la suspensién se congelé y desconge-

. 16 tres veces, la muestra descongelada se diluyé con 1250ml de agua
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destilada (25ml por cada gramo de muestra seca). Posteriormente se
tratdé con 7.5g de sulfato de cobre pentahidratado y 1g de sulfito
de sodio (15 gramos de CuSOh y 2g de Na2503 por cada 100g de mues-
tra)se agité para disolver completamente las sales. Una vez disuel
tas y sin suspender la agitacion,la solucidn se llevd lentamente
hasta un pH de 12 con NaOH 0.IN. Se requiere agitacion continua pa-
ra evitar la formacién de zonas alcalinas que pueden provocar la ge
lacion de la suspensidn y consecuentemente disminuir el rendimiento

La suspencidn con pH 12, se agitd a temperatura ambiente duran
te 6 horas y posteriormente se centrifugé a 2000rpm durante 20 mi-
nutos. El sobrenadante se guardé y el residuo se agitd nuevamente
durante una hora con 800 ml de una solucién de NaOH de pH 12. Esta
suspension se centrifugé nuevamente y el sobrenadante se combind
con el primer extracto. Este se congelé y finalmente se centrifugd
para eliminar el almidén precipitado.

¥ El residuo de ambas extracciones se recogid de los tubos de
centrifuga con una solucién de HCl de pH 4 y la suspensidn se uti-
1iz6 para la obtencién del almidén.

La proteina se obtuvo del extracto por precipitacién de la mis
ma al ajustar el pH de la solucidén a 5.7. El precipitado se separé
por centrifugacién y posteriormente se secd, primero al vacio y lue
go en lampara infrarroja.

La proteina seca se guardé en desecador para posteriormente de

terminar su contenido de tritio previa oxidacidn.

D-6.- Separacién del almidén.

Los residuos obtenidos de la extraccién de las proteinas que
fueron recogidos con una solucidén de HCl con pH 4, se agitaron du-
rante 30 minutos a temperatura ambiente con el objeto de solubili-
zar el cobre. La solucién fué centrifugada a 3000rpm durante 30 mi
nutos, el sobrenadante se descartd y con espdtula se separé la par
te mds ligera del residuo. La porcidn restante se recogié con otros
500ml de solucién de HC1 con pH 4. El procedimiento se repitid tres

veces. (82)
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Después de haber separado la proteina insoluble y alguna otra
substancia de densidad menor que la del almidon, el residuo final
se suspendidé y agité en 500m] de agua destilada y nuevamente se
centrifugd, repitiéndose el procedimiento hasta que el sobrenadan-
te no dié reaccién acida. El residuo final formado por almidén, se
lavé con etanol al 70% y se secd en lampara infrarroja para elimi-
nar la humedad, se guardé en desecador hasta la determinacion del

tritio.

D-7.- Separacién de la fibra.

La fibra cruda se obtuvo a partir de la cascarilla del grano,
la cual se secé y pulverizé hasta obtener una particula de 80 ma-
llas.

La separacién de la fibra se basé en obtener los compuestos
insolubles en stoh hirviente y NaOH hirvientes al 1.25%, para lo
cual se dej6 a reflujo durante 30 minutos una suspension formada
por 500ml de una solucidn de stoh al 1.25% piedras de ebullicién
y 10g de cascarilla pulverizada.

La suspensién aiin caliente se filtréd aplicando vacio y el re-
siduo se lavé con agua destilada, hasta que las aguas de filtrado
no dieran reaccién acida al rojo de metilo.

El procedimiento se repitié sobre el nuevo residuo usando
NaOH al 1.25%, al término del cual se lavé con etanol al 70%, se
sec6 en lampara infrarroja y finalmente se guardé en desecador has

ta la determinacion del tritio.

E.- Determinacidn del tritio en agua libre.

Se da el nombre de tritio en agua libre al HTO que se encuen-
tra en los Iiquidos intersticiales y el protoplasma celular.

La separacién de esta agua se realizd por destilacién azeotrd
pica del agua. Entre los solventes que forman azedtropos con el
agua se encuentran, el xileno, el tolueno y el benceno, éste Glti-
mo fue seleccionado debido a que el vapor durante la destilacidn
mantiene una relacién constante benceno-agua, el punto de ebulli-
cién es de 64.4°C, en tanto que los puntos de ebullicién de los

otros azedtropos son mas elevados y puesto que las muestras utili-
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zadas en este trabajo son bioldgicas y sensibles a la descomposi-
cidén a altas temperaturas, esto es una ventaja. El benceno es pro
ducido a partir del petréleo y por consiguiente no contiene tritio,
ademds de que el intercambio isotépico entre el benceno y el agua
es minimo (83). El porcentaje de agua en este azedtropo en la fase
de vapor es de 8.9% comparado con el 20.2 y el 40.0% en el tolueno
y el xileno respectivamente, por ello requiere de un mayor tiempo
de destilacién. El porcentaje de agua en el benceno destilado es
de 0.06% en tanto que en la capa acuosa es de 99.94%, lo cual ase-

gura una buena separacidn.

Técnica de separacidon.- La destilacidn azeotrdpica se efectud
en el equipo que se muestra en la figura (9). Las muestras de maiz
se colocan en el matraz A y se cubren con benceno anhidro. Se ca-
lienta a ebullicién utilizando la manta de calentamiento E, el
azedtropo se condensa en el refrigerante C y el agua se separa en
la trampa tipo Barret B; la ebullicidn se continia hasta que el ni

vel del agua en la trampa se mantiene constante.

Un mililitro del agua obtenida se coloca en un portamuestras
de polietileno y se agregan 10ml de solucién centelladora para la
medicion del tritio.

El 1Tquido de centelleo usado en estas determinaciones fué
tanto el SO-X1 de la casa Fisher como un centellador preparado en

el laboratorio (inciso G de este mismo capitulo).

F.- Determinacidén del tritio ligado.

Al tritio utilizado por la planta para formar compuestos orgd
nicos se le da el nombre en este trabajo de tritio ligado.

Para determinar el tritio ligado en el endospermo, embridn,
cascarilla, almidén, proteinas y fibra es necesario convertir el
tritio ligado a estos compuestos a una forma que sea compatible
con el liquido de centelleo. Los métodos mds comunes son la oxida-
cién de la muestra o su disolucidn.

El primer método, el de oxidacidn, consiste en tratar de con-
vertir mediante una combustién en atmsfera de oxigeno todo el

carbono e hidrégeno presente en la muestra en biéxido de carbono y



TRAMPA PARA
HUMEDAD (Ca Cl;)

TIPO LIEBIG-

—

REFRIGERANTE __, LL
c

TRAMPA TIPO__,
BARRETT

MATRAZ

MANTA DE
CALENTAMIENTO

Fie 9

EQUIPO PARA LA DESTILACION A ZE OTROPICA



=G =

agua, de este modo el tritio ligado a las diferentes substancias
puede ser medido como HTO. Se han desarrollado técnicas especifi
cas para lograr este objetivo en las que se distinguen dos cate-
gorfas: oxidacién himeda y combustién seca. En el primer caso hay
que digerir la muestra mediante el uso de oxidantes fuertes y cla
rificar posteriormente la solucién formada para reducir la extin
cién producida tanto por la coloracion como por los residuos de
agentes oxidantes. Una al fcuota de esta solucidon puede tomarse pa
ra la determinacién del tritio. Sin embargo, la oxidacién hidmeda
no es un método recomendable para un andlisis que requiera preci-
sién y sensibilidad o para muestras de baja actividad ya que pre-
senta considerables pérdidas de tritio, los residuos de agentes
oxidantes pueden provocar quimioluminiscencia durante la deter-
minacidn y es necesario agregar reactivos hidrogenados a la mues
tra.

E] método de oxidacién seca se basa en la combustién de la
muestra en una atmésfera de oxigeno, este método fué desarrolla-
do en el laboratorio para la realizacién de este trabajo y es una
modificacién del de Schdniger (84).

E1 equipo para la oxidacién seca (fig.10) consistié de un ma
traz Kitasato A de 2 litros conectado a través de una 1lave de pa
so B con un manémetro de mercurio.

El matraz se cierra con un tapén de hule C que forma el siste
ma de combustién propiamente dicho, el tapén de hule C contiene
dos conductores de cobre del No. 12 conectados a una canatilla por
ta-muestras formada por 25 vueltas de alambre nicromel del No. 20
que funciona como una resistencia. La canastilla utiliza aproxima-
damente 90 cm de alambre, cuyo costo permite desecharla después de
cada combustidn evitando asf una posible contaminacién cruzada.

En la parte superior del sistema de combustién se encuentra la
1lave de paso D que une el matraz de combustién con el sistema de

vacié y el tanque de oxigeno.
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Técnica de oxidacidn.

1.- Las muestras obtenidas de las distintas separaciones se
secan con ldmparas de rayos infrarrojos durante 30 minu-
tos.

2.- Se pesan con exactitud entre 100 y 200 mg de la muestra
en media hoja de papel para lentes, este papel no produce
extincién quimica, es de ficil combustién y permite un pe
sado rapido.

3.- El papel se dobla envolviendo la muestra y se sella utili
zando cemento ''Duco'' (Dupont).

L.- La muestra se coloca en el sistema de combusti6n, se in-
troduce en el matraz y se presiona el tapén hasta conse-
guir un cierre hermético.

5.- Se hace vacio en el matraz y se inyecta oxigeno hasta una
presién ligeramente mayor que la atmosférica (en el labo
ratorio se hizo un vacio de 13 cm de Hg y se oxidé la
muestra en una presion de oxigeno de 2.5 cm de Hg) .

6.- El matraz se introduce en la camara de seguridad (Figll)
y se conectan los conductores al suministro de corriente
eléctrica a través de un rebstato ''Controvac''.

7.- Se aumenta el voltaje paulatinamente hasta que se inicia
la combustion de la muestra.

8.- Terminada la combustidn, se saca el matraz de la camara
de seguridad y se coloca en un bafio de salmuera durante
45 minutos para que el vapor de agua producido en la com-
bustidon se condense en las paredes del matraz.

9.- El1 agua condensada se recoge al abrigo de la luz con 15m1
de solucién centelladora, se deja reposar durante 30 minu
tos para que la solucién centelladora baje al fondo.

10.- Se recogen 11 ml de la muestra-centellador medidos con
exactitud y se colocan en un porta-muestras de plastico

para la determinacidn del tritio.

El contenido de tritio de las muestras de grasa fué medido
tanto por oxidacién como por disolucion directa de las mismas en
el centellador. .

En el primer caso, la oxidacidn se logré empapando un pequefio
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trozo de algodén en la muestra de grasa y pesando por diferencia
la grasa absorbida,la oxidacién se efectud por el método ya des-
crito. Sin embargo por este método la combustion lograda es incom-
pleta y produce mucho humo el cual entorpece la medicion del tri-
tio.

En el segundo caso, las grasas también fueron medidas por di
solucién de las mismas en el centellador, para este caso fué nece
sario corregir la medicidn por estdndar interno.

En todos los casos, cuando la mezcla muestra-centellador ad-
quiere un color amarillento es necesario hacer una correccion por

extincién debida a la coloracidn.

G.- Medicidn del tritio por centelleo 17quido.

La medicién del tritio se realizé por el método de centelleo
17quido, que satisface las condiciones requeridas en este trabajo.

El equipo empleado para la determinacién fué el espectrémetro
Beckman LS-150 para cien muestras, con un sistema especialmente di
sefiado para determinar analfiticamente tritio y carbono 14, opera a
temperatura ambiente y los resultados los entrega con un doble ni-
vel de confianza en un teletipo.

Las muestras a contar se colocan en un portamuestras de plas-
tico con el objeto de disminuir el fondo.

En cada grupo de diez muestras para determinar el tritio se
incluyeron una muestra blanco y una muestra estandar.

Los estandares para la determinacién de tritio en agua libre
se prepararon mezclando un mililitro de agua tritiada con una acti
vidad de 1830 dpm en 10 ml de centellador, en tanto que las mues-
tras estandares para las muestras de tritio ligado fueron prepara
das mezclando 0.05 ml de agua tritiada con una actividad de 915
dpm en 10 ml de centellador 17quido. Las muestras blanco fueron
preparadas de la misma forma, s6lo que se empled agua destilada.

El l1iquido de centelleo se preparé en el laboratorio disolvien
do 6 g de PPO, 1.5 g de bis-MSB y 120 g de naftaleno en un litro
de dioxano, utilizando un agitador magnético para una completa di-

“solucién. Para eliminar el aire que se introduce en la solucién du
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rante su preparacién se burbujeé nitrégeno durante cinco minutos.

Medicién del factor de extincidn.

Las muestras de grasa obtenidas tanto por disolucién directa
como por oxidacién y las muestras de tritio ligado que presentaron
coloracién al incorporarlas al centellador fueron corregidas por
extincién aplicando el método del estdndar interno (85).

El contenido del tritio en las muestras de agua libre se calcu
16 aplicando la férmula:

- fondo

pCi/ml= cpin
(E) (v) (2.22)

En tanto que para las muestras de tritio ligado se empled la

férmula:

sel /g = cpm - fondo

(E) (W) (@) (F) (p) (A/B) (2.22)

donde:
cpm = cuentas por minuto de la muestra
fondo = cuentas por minuto de la muestra blanco
vV = volumen de agua usada en la determinacidn
W = peso de la muestra en gramos
E = eficiencia de la determinacidn
Q= factor de extincion
F = eficiencia de la oxidacion
D = factor de decaimiento
A= alfcuota de centellador tomada en la determinacién
B = volumen de centellador empleado para recuperar la muestra
2.22 = factor de conversion de dps a pCi.

La eficiencia E de la determinacién del nimero de cuentas estd

definida como:
cpm_ - fondo
E=—2
dpm
donde:

cpm, = cuentas por minuto del estandar

dpm = desintegraciones por minuto del estandar.
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Para el caso de las muestras corregidas por estandar interno,

el factor Q de extincidén se calculd de la siguiente forma:

+
Q = E':S
donde:

Em+S = es la eficiencia de la determinacion para la muestra
dada a la cual se le ha incorporado el estandar inter-
no y viene dada por:

s cpm L TCPM
m+s dpmS
donde:

cpm Lo = cuentas por minuto de la muestra después de haber in--

corporado el estandar interno.

cpm = cuentas por minuto de la muestra antes de agregar el

estandar

dpmS = desintegraciones por minuto del estdndar interno agre-

gado.

La ES de la ecuacién de Q es la eficiencia de la determinacidn

para el estdndar interno Gnicamente definida como:

cpm
E_ = s
dpmS
donde:
cpms = cuentas por minuto de la muestra con el estdndar inter

no y centellador Gnicamente.
Por lo tanto substituyendo ambas eficiencias en la ecuacién pa=

ra Q obtenemos:

cpm - cpm

m+s
cpm
P S

El factor de decaimiento D puede calcularse empleando la ecua-
cién (5) del capitulo |. Sin embargo, para el presente trabajo este
factor estd muy cercano a la unidad debido a que el muestreo del

"maiz se realizé en el mes de octubre de 1975 y el andlisis de tri-
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tio en el perfodo abril-junio de 1976, siendo éste un lapso de tiem-
po muy corto en comparacién con la vida media del tritio que es de
12.35 afos.

La eficiencia de oxidacién F fué obtenida aplicando el método
ya descrito a muestras de intercomparacién de almidén, leche, papa,
chicharo, pasto y alfalfa con contenido de tritio conocido prove-
nientes del laboratorio del Centro Nuclear de Mol, Bélgica, que es
miembro del programa de tritio del OIEA.

Cinco muestras provenientes de las muestras de intercompara-
cién se oxidaron y analizaron por el sistema empleado en el desarro-
1lo experimental de esta tesis y de esta forma se obtuvo un factor
de recuperacién para cada grupo de muestras, se tomaron los promedios
de cada una de las muestras intercomparadas y con estos promedios se
obtuvo un nuevo promedio el cual fué tomado como eficiencia de oxida

cion F.



CAPITULO V

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

A) .- Resultados.

1) El contenido de los principales componentes del maiz hibri
do H-309 en base himeda, se obtuvo con los métodos de andlisis ya

expuestos y son los siguientes:

Agua libre (Humedad) 13.5
Grasa cruda 6.1
Proteinas 9.3
Fibra cruda 3.5
Carbohidratos totales 68.3
Cenizas 2.3

Los valores calculados en base seca indicados en la tabla 1,
muestran una aceptable cancordancia con aquellos obtenidos de la
bibliografia, a pesar de que no se refieren explicitamente a la va
riedad de maiz que se utilizd en este estudio.

El contenido de tritio determinado en agua libre fué de -----
7.35 * 0.8 pCi/ml., en tanto que el de tritio ligado a compuestos
organicos determinado como materia seca total fue de -------------
64.29 * 13.61 pCi/g.

Los valores de tritio orgdnico encontrados en las diferentes

estructuras del mafiz fueron:

Endospermo 47.50 ¥ 12.31 pCi/g
Embrién 59.29 ¥ 14.93 pCi/g
Cascarilla 43.36 * 7.22 »pCi/g

El tritio ligado a los diferentes compuestos de interés biold

gico fué el siguiente:

Proteina 63.62 T 9.96 pCi/g
Grasa cruda 87.23 * 3.23 pci/g
Almidén 39.23 * 10.65 pCi/g
Fibra 38.23 + 8.74 pCi/g

Estos resultados san los promedios de 12 determinaciones y el
.error estadistico sefialado en todos los casos se expresa con un

96% de nivel de confianza. :



TABLA 1

% en base seca
Resul tados Maiz Maiz Maiz Maiz Maiz Maiz Maiz Maiz
en este dulce amarillo blanco negro rojo hibrido hibrido hibrido
trabajo (86) (87) (88) (89) (90) blanco amarillo amarillo
(91) (92) (93)
COMPUESTOS
Materia seca total 89.5 3907/ 91.79 86 .42 86.27 84.32 87.23 90.89 91.53
Grasas 6.81 7.9 5.46 2.54 1.50 3.43 3.69 5.89 7=l
Proteinas 10.39 11.5 10.43 8.19 7.30 1113 9.09 7.63 8.51
Fibra 3.91 23 2.64 3.14 1.90 5.95 4.55 12.53 3.18
Cenizas 2.56 1.8 2,09 3.14 1.76 371 2522 1.79 2.05
Carbohidratos 76.31 765 79.38 80.40 87.54 75.78 80.45 7216 79.10
———
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La eficiencia de la determinacién del tritio por centelleo 171
quido obtenida en este trabajo varié del 40 al L5%.

El error en la determinacién de la actividad de las muestras
varié del 3 al 7%.

La eficiencia de oxidacién para el método de oxidacidn fué de

83 + 2.5%

B) .- Conclusiones

1) De los métodos.-

El método utilizado durante la contaminacién del plantio de
mafz fué bueno debido a que se obtuvieron resultados estadistica-
mente compatibles tanto en tritio en agua libre como en tritio uni
do a estructuras y compuestos organicos.

Los resultados del andlisis son similares a los reportados pa
ra otras variedades de mafz lo que indica que los métodos de anali
sis empleados son aceptables.

Debido a que los datos obtenidos, de estructuras, vy de compues
tos son compatibles, implican que los métodos de separacidn emplea-
dos fueron buenos.

La destilacién azeotrépica empleada para la separacién del
agua libre, fué muy eficiente ya que al compararla con el método de
secado en la estufa se obtuvieron resultados similares.

E1 método de oxidacién empleado para la determinacidn del tri
trio ligado a compuestos orgdnicos, presenta grandes ventajas para
el tratamiento de un gran nimero de muestras, no emplea equipo com-
plicado y costoso y la eficiencia de oxidacién es de 83% con varia-
ciones muy bajas (2.5%).

A pesar de que las particulas beta del tritio son poco energé-
ticas y las actividades medidas en este trabajo son bajas, por el
método de centelleo liquido se lograron eficiencias en la medicion
de la actividad del 40 al 45% usando el liquido de centel leo basa-
do en la mezcla dioxano-naftaleno. Estas eficiencias son elevadas

dado que se trata de muestras acuosas.
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El uso de portamuestras de polietileno también contribuyé a
mejorar la medicidn por centelleo liquido, debido a que con ellos
se lograron fondos de 9 a 11 cpm en tanto que usando portamuestras
de vidrio el fondo que se obtuvo fué de 18 a 20 cpm. Indudablemen-
te este cambio mejord la estadistica de la determinacién.

El burbujeo de N, en el liquido de centelleo después de su

2
preparacién mejoré su eficiencia, lo mismo que el guardar y extraer
las muestras al abrigo de la luz disminuyé considerablemente la fos
foluminiscencia.

En lo referente al factor de extincion determinado por estan-
darizacién interna, también fué un método apropiado, ya que su eva-
luacién por otras técnicas no es confiable, como consecuencia tanto
de la baja energia de la radiacidn del tritio camo de la baja acti-
vidad que presentan las muestras estudiadas en este trabajo.

Esta determinacién se mejoré empleando un estdndar interno de

una actividad mucho mayor que la de la muestra.

2) De los resultados.

De los resultados obtenidos en la parte experimental de este
trabajo podemos establecer que el tritio introducido al sistema co-
mo HTO, fué incorporado por la planta de maiz a pesar de que el
tritio tiene una masa tres veces mayor que la del hidrégeno normal,
lo que demuestra que su conducta dentro del ecosistema estudiado es
parecida a la del protio.

La presencia de tritio, ligado a compuestos orgdnicos o como
HTO, en el grano de mafz, demuestra que este radioisétopo es absor
bido del medio e incorporado por la planta en los diferentes com-
puestos que sintetiza. Este hecho implica que el trito, como HTO,
que se encuentra en las aguas superficiales, provenientes tanto de
procesos naturales como el liberado a la biésfera por el hombre,
serd incorporado por las plantas de maiz, por tanto, pasard a for-
mar parte de la cadena alimentaria humana contribuyendo de esta
forma a aumentar la radiacién interna a la que estd expuesto el
hombre. Como la cantidad de tritio liberado a la atmésfera se in-

‘crementa dia a dfa, es de esperarse que el tritio que entre a la

.
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cadena alimentaria sera mayor, con lo que también la radiacién in-
terna que reciba el hombre ird en aumento.

Un resultado interesante de este trabajo es que la cantidad
de tritio ligado a los diferentes compuestos organicos es mayor que
el encontrado en agua libre, esto agrava el problema del cdlculo de
la radiacién interna recibida por el hombre, pues si bien la vida
media biolégica del agua tritiada en el organismo humano es conoci-
da, se desconoce por completo, no sélo el metabilismo del tritio 1i
gado a los diferentes compuestos bioldgicos, sino también su vida
media bioldgica.

En los compuestos de interés biolégico separados y analizados
se encontrd un contenido de tritio mayor en grasas y proteinas res-
pecto a todos los demds, lo que implica que el tritio no es incorpo
rado en igual proporcién en todos los compuestos y que existen pre-
ferencias en su incorporacidn.

Esta incoporacién puede realizarse posiblemente por intercambio
isotépico con &tomos de hidrégeno 1abiles o por incorporacién direc
ta durante la sintesis de esos compuestos en posiciones no intercam
biables.

El hecho de haber encontrado diferencias significativas en cada
una de las fracciones separadas indica que el tritio no estd homogé-
neamente distribuido en el grano.

El grano de maiz cuando ha sido separado del resto de la planta
forma un sistema independiente y el tritio contenido en €l decaera
con su vida media radiactiva de 12.35 afios independientemente de su
vida media bioldgica.

El metabolismo del tritio como HTO en el hombre, ha sido amplia
mente estudiado habiéndose fijado una vida media biolSgica de 8 dias
(93). La vida media biolégica del triftio en compuestos bioldgicos
tritiados se desconoce por completo y se supone que variard con el
tipo de compuesto, consecuentemente no se ha fijado aln el valor co-
rrespondiente a grasas y proteinas.

Como ha quedado demostrado en este trabajo, una contaminacién
aguda en un cultivo de mafz provoca una mayor fijacion de tritio en

grasas y proteinas: el estudio del metabolismo de estos compuestos
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tritiados es importante para establecer el factor de transporte en-

tre la contaminacién ambiental y la dosis en el hombre provocada por

el tritio.
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