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|. RESUMEN

Reciben el nombre de aminas biogénicas (AB) aquellas que forman parte del
contenido normal de muchos alimentos, encontrandose presentes en bajas
concentraciones. Sin embargo, en alimentos expuestos a actividad bacteriana
pueden alcanzar altas concentraciones como producto del metabolismo y/o actividad

de microorganismos.

En el presente trabajo de investigacién se realizé la identificacion y
cuantificacion analitica de las aminas biogénicas en productos camicos procesados
(cecina, ahumado, adobado de res y adobado de marrano), expendidos en mercado y
supermercados de la ciudad capital, a fravés de un método de cromatografia liquida

de alta resolucion.

Para dicho estudio se estandarizé un método de HPLC con el cual se logré la
separacion e identificacion simultdnea de 10 derivados fluorescentes de aminas
biogénicas por medio de un meétodo de derivatizacion pre-columna, utilizando el

reactivo OPA (oftadialdehido).

£l grupo muestral estuvo constituido de 58 muestras de came procesada: 15

cecina de res, 13 ahumado de res, 25 de adobado de res y 6 de adobado de




marrano.

Posteriormente se determinaron las concentraciones en mg/100g de camne
fresca para cada amina biogénica presente en base al tipo de carmne procesada,

calculdndose el valor promedio, la desviacion y el error estandar.

En base a los resultados obtenidos se concluyd que la came cecina de res
muestra los niveles mas altos de aminas biogénicas en comparacion al de los otros

tipos de carnes procesadas.

El presente trabajo confirma que en Guatemala no existe un verdadero control
de Sanidad a las empresas encargadas del expendio de alimentos, en este caso
camicerias, marranerias de mercados y supermercados.' Ademas se puede
observar que algunas de elfas, no cumplen con condiciones higiénicas elementales

para la venta y despacho de productos alimenticios,




“LIn informe es como un témpano de hielo en el océano,
nuastra un octavo del esfuerzo y el material que se utilizoé

para la presentacion del documento final. 8in embargo, son los
siete octavos restantes los que proporclonan solidez, autoridad
y convencimiento,” -

F. Dickson




ll. INTRODUCCION

Las aminas biogénicas son compuestos que forman parte del contenido
normal de muchos alimentos, en los que se encuentran presentes en bajas
concentraciones.  Sin embargo, en alimentos expuestos a actividad bacteriana
pueden alcanzar altas concentraciones. Esta actividad puede producirse durante su
almacenamiento y/o descomposicién asi como durante procesos biotecnoldgicos de
preparacion de alimentos. Aminas biogénicas en altas concentraciones, pueden ser

perjudiciales para la salud."! (Ver anexo 2).

Entre las aminas biogénicas presentes en los alimentos se incluyen
compuestos potencialmente peligrosos, como aminas vasoactivas y psicoactivas que
producen intoxicacion cuando son ingeridas en cantidades moderadas en el caso de
la histamina 10.4-16.9 mg/100 gramos; altas como la cadaverina con un limite
superior de 78.7 mg/100 gramos para embutidos crudos '* y aminas que por
calentamiento reaccionan con nitritos para formas n-nitrosaminas, compuestos

il

altamente cancerigenos. El contenido de aminas biogénicas es claramente

influenciado por el procesamiento y almacenamiento de los productos carnicos, por lo

v Ref. 7.ges Hyg. 30 (1984} Heft 2.66



gue el contenido de aminas biogénicas puede servir como indice de la calidad de la

{1

carne. Aungue no existen normas nacionales sobre los contenidos maximos

permitidos de aminas biogénicas en los alimentos, en otros paises se ha dado mucha
importancia a los estudios sobre este tipo de compuestos. Esto ha permitido
recomendar niveles de riesgo y peligro, como los establecidos para la histamina por la
Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA) 2. En la
presente investigacion se determind, por medio de un método de cromatografia
liquida de alta resolucién, los contenidos de aminas biogénicas en came procesada
gue se expende en el area metropolitana de la Ciudad de Guatemala, y se establecid

una tabla con las cantidades detectadas en las diferentes cames procesadas.




Il. ANTECEDENTES

3.1 AMINAS BIOGENICAS

Las aminas son compuestos organicos gue contienen el grupo amino (-NHz).
Se pueden clasificar como primarias, secundarias y terciarias, segun el numero de

sustituyentes (diferentes al hidrogeno) sobre el atomo de nitrégeno.

También pueden clasificarse como aminas aromaticas y aminas alifaticas
dependiendo de si los sustituyentes son grupos de la familia del benceno o grupos
con carbono sp3 Unicamente. ‘Dentro de las aminas alifaticas se pueden distinguir ias
aminas aciclicas (de cadena abierta) y las aminas ciclicas (sustituyentes ciclicos no

aromaticos).

Reciben el nombre de aminas biogénicas (AB) aquellas formadas como
productos del metabolismo yfo actividad de organismos vivos.  Es muy comin
encontrar aminas biogénicas alifaticas aciclicas, como la putrescina; amina alifatica
aliciclicas como la tiramina; heterociclicas con el grupo amino hexociclico, como la
histamina™.  En el siguiente cuadro se muestra la clasificacion de algunas de las

aminas biogénicas.




CUADRO No. 1

CLASIFICACION DE LAS AB COMUNMENTE ENCONTRADAS EN ALIMENTOS

AMINA TIPO ESTRUCTURA
Histamina Heterociclica aromatica 2““2*‘32*5]'-““ >
Cadaverina Alifatica aciclica N (CH, )N, -
Putrescina Alifatica aciclica .

NH, (CH, )N,
Triptamina Heteociclica aromatica

H LHNH,

2-feniletilamina Aromatica R :%;
’ 3
Espermina Alifatica aciclica H ZN(CH o) 3NH(CH2 ) 4NH
NHo(CHol g
Espermidina Alifatica aciclica
NH, (CH,) ,NH(CH, ) ;NH,,
Tiramina Aromaética H CH-NH
HO 2L g g
Agmatina Alifatica aciclica H ZN—ﬁCNHH(CHg ) NH
Serotonina Heterociclica aromética

HZCHZNHZ

Etanolamina

Alifatica aciclica

HOCH2(C’}H' P
Dimetilamina Alifatica aciclica (GH3)Z“H
Trimetilamina Alifatica aciclica

(GH3)3N




3.2 OCURRENCIA DE LAS AMINAS BIOGENICAS
La presencia de las AB ha sido detectada en muchos materiales biolbdgicos y

431 como pescado 'y sus productos;

en varios tipos de alimentos: productos del mar
productos cémicos procesados fermentados,”| como salchichas y otros embutidos;
carne fresca de res empacada al vacio y carne cruda de res; bebidas alcohdlicas
como vinos y cerveza; frutas y vegetales, como uvas frescas y repollo; productos
derivados de la leche, como guesos y otros alimentos que contienen caseina;

levadura y pastas de tomate; en platos tipicos de la comida china, etc.™.

3.3 FORMACION DE LA AMINAS BIOGENICAS

La sintesis de las AB ocurre exclusivamente por medio de: 1)
descarboxilacion de aminoacidos por la accidn de descarboxilasas especificas, y 2)
por aminacién de aldehidos y cetonas, ya sea mediante aminacion reductiva (lo que :

practicamente no ocurre) o por transaminacion catalizada por transaminasas. Las

_aminas primarias se forman, principaimente, mediante la descaboxiiacion de

aminoacidos. Las descarboxilasas actian con alta especificidad sobre un
aminoacido determinado, y casi siempre sobre su forma -L-, configuracion que se
mantiene en el producto. Las secundarias y terciarias aparecen como resultado de

sustitucion alquilica.”,

[$2]




lL.as AB son productos de la actividad enzimatica bacteriana relacionada con
los procesos de fermentacion, ya sean deseables, como en ia fabricacion de algunos
productos alimenticios o deseables, como resultado de la descomposicién de los
alimentos. En la descomposicion de los alimentos las AB son formadas por la flora
bacteriana contaminante normal de estos, y su formacion es dependiente de las
[1o]

condiciones de almacenamiento. tas AB se forman por reacciones de

descarboxilacién enzimatica de sus aminoacidos precursores por ejemplo: de la
histidina se forman la histamina, de la tirosina la tiramina; de [a fenilalanina la
feniletiiamina, etc.).'™  Estas reacciones de descarboxilacién son catalizadas por
enzimas provenientes del metabolismo natural de algunos microorganismos
contaminantes. Las condiciones necesarias para la formacion de una AB especifica
son: a) suficiente concentracion del aminoécido apropiado en su forma libre, y b) la
presencia de organismos suficientemente activos que produzcan la descarboxilasa
necesaria, como ejemplo, las especies Pseudomonadeceae y Entereobacteriacea
han mostrado que producen cantidades significativas de putrescina y cadaverina en
marrano y came de res aimacenada en refrigeracion.  Lactobacillus divergens y
Lactobacillus camis son dos cepas importantes en la produccion de tiramina. Proteus

112}

morganii, Lactobacillus buchnen y Klebsiella pneumoniae' = son formadores tipicos de

(3

histamina: ademas existen otras especies bacterianas que también la forman



Lactobacillus buchneri fue la responsable de un brote de envenamiento por histamina
en el queso suizo.™ Klebsiella pneumoniae produce considerables cantidades de
histamina en el atin. Profeus morganii es capaz de producir niveles de histamina
capaces de provocar envenamiento por \alimentos, Clostridium perfrinfens,
Enterobacter aerogenes Klebsiella pneumoniae, Proteous mirabilis y Vibrio
alginolyticus, bacterias aisladas de atin descompuesto, produjeron histamina en
medios de cultivo con histidina a 38°C temperatura 6ptima para la formacion de
histamina."¥! El pescado escombroide (especies de la familia Scombridae), contiene
cantidades sustanciales de histidina libre que pueden ser descaboxiliada para formar
histamina por medic de bacterias entéricags presentes en el pescado

descompuesto '

34 METABOLISMO DE LAS AMINAS BIOGENICAS EXOGENAS
En la mucosa del intestino estan presentes las enzimas histidina
descarboxiiasa, histamina-N-metiltransferasa y diamina oxidasa (DAD); esta Ultima es

preeminente en ol catabolismo de la histaming, y en la regulacion del contenido da la

Fe un pez marine, de cuerpo alargadeo y fuslforme
moderadamente comprimide en algunos géneres, las especiles
mA8 comunes son los atunes, bacaretas, benites, caballos,
estorninos, melva, son muy apreclados por 8su excelente
palldad de carne y Be comercializan en fresco, ahumado y
eplatado., ' En Guatemala se encuentra uplecamente en el
Paciflen, v es eonoclido come pez Slerra, ™ )



histamina en la mucosa de! colon. La actividad de histidina descarboxilasa es
importante para controlar la cantidad de histamina presente en la mucosa

géstrica.[s'm

La DAQ presenta actividad también con otras aminas, especialmente
putrescina (diaminobutano) y cadaverina {diaminopentano) sin embargo la afinidad de

la enzima intestinal por la histamina es mas alta que para la putrescina.”gl

En el hombre, la DAO se encuentra presente en muchos tejidos, pero su
actividad predomina en el rifidén y el intestino. La distribucion tipica de la enzima a lo
largo del tracto gastrointestinal muestra una minima actividad en el estomago, mayor
en el duodeno y yeyuno, la mas alta actividad en el fleo y una actividad disminuida en
el intestino grueso. El origen de la DAQ liberada en el plasma en humanos no esta

clara.m

Los principales sustratos de la DAO intestinal: putrescina, metilhistamina y
especialmente histamina, inhiben la enzima cuando estan presentes en exceso
(concentraciones supradptima). Las moncaminas serotonina, benzilamina y tiramina,
y las poliaminas espermidina y espermina no son afectadas por la DAQ intestinal. La
DAOQ es sensible a los reactivos del grupo carbénico como los derivados de

hidroxilamina, hidrazina y guanidina. La aminoguanidina ha sido considerada como




el inhibidor mas potente y selectivo. También es sensible a algunos andlogos de la

histamina como el imidazol y sus derivados™”.

Una de las aminas que mas ha sido estydiada es la histamina, por lo que se
conoce mucho acerca de su met'abolismo en el organismo. La histamina esta
presente en grandes cantidades a lo largo de! tracto intestinal de los mamiferos, es de
primera importancia en muchas reacciones patolégicas en el intestino y podria estar

involucrada en procesos reguladores fisioldgicos aungue no hay prueba de esto.

3.5 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS AMINAS BIOGENICAS

Las AB producen efectos fisiolégicos y patoldgicos complejos en el cuerpo
humano. En relacién al tipo de accién producida, se distingue entre aminas
vasoactivas y psicoactivas. Las primeras actian en forma directa o indirecta sobre el
sistema vascular, elevando (tiramina, fenilamina, isopamilamina) o disminuyendo
(histamina, serotonina) la presion sanguinea. Las psicoactivas (dopamina,

. . . . . . 21
serotonina) actiian como sustancias mensajeras en el Sistema Nervioso Centrat ?"




3.6 EFECTOS FISIOLOGICOS ADVERSOS DE LAS AMINAS BIOGENICAS
Estos compuestos organicos de bajo peso molecular, no representan ningin

riesgo a las personas, a menor que se ingieran grandes cantidades o que el

mecanismo natural de su degradacion este inhil:}ido. L.as AB en los alimentos tienen

implicaciones toxicologicas, que pueden ser:

a Efectos vasoactivos: Efeclos sobre el sistema vascular, por ejemplo la
tiramina y la histamina exhiben propiedades vasoactivas (elevando y disminuyendo la
presion sanguinea, respectivamente) el consumo de alimentos que contiene altas
concentraciones de tiramina ha sido asociado con ataques de migrafia, crisis
hipertensivas, etc., en pacientes que son tratados con inhibidores de la monoamina
oxidasa como antidepresores. En general las manifestaciones clinicas que se
presentan por el envenenamiento por AB son: alteraciones del gusto, ansiedad,
hipertermia de la cara y el cuello, prurito, atagues de migrafia, crisis hipertensivas,
nauseas, mareos, palpitaciones, en casos severos hemorragia intracerebral y

muerte.

Se ha creido que la histamina en alimentos no es peligrosa, ya gue se

metaboliza rapidamente en el fracto gastrointestinal por la DAO y no es absorbida

10




dentro de la circulacién.  Animales de laboratoric a los que se le administrd
bloqueadores de la DAO mostraron hipotension, vomitos y una elevacién
concomitante de los niveles plasmaticos de histamina (hasta 160 ng/ml) como
respuesta a la administraciéon orai de histamiqa (60mg). En humanos se puede
observar distintas reacciones hacia la ingesta de histamina, por lo que los factores de
riesgo individuales que llevan hacia un blogueo en la DAOQO pueden ser peligrosos en
combinacién con una ingesta aun moderada de histamina en el alimento.  La
importancia del estudio de la histamina en los alimento se hace evidente en el nivel
de peligro de envenamiento (= 450umol/100g) establecido por la FDA para alimentos
que contienen histamina. La histamina (en una concentracién de 8mg/100 g) es
pobremente absorbida oralmente, pero por via intravenosa puede provocar
respuestas fisiolégicas indeseebles en humanos *,  Muchos otros estudios se han
realizado en bebidas y comidas preparadas. La DAO puede ser inhibida por ingesta

de drogas, alcohol, ete.??

b. Efectos psicoactivos: las aminas psicoactivas actuan sobre los
transmisores neuronales, su ingestién en grandes cantidades puede provocar crisis
hipertensivas en pacientes bajo tratamientos con drogas que inhiben la enzima

monoamina-oxidasa.??

il



c. Formacion de nitrosaminas

Las AB en presencia de nitritos pueden producir compuestos que pueden ser
precursores enddgenos de N-nitrosaminas, las cuales son compuestos potentemente
carcinogénicos.  Por ejemplo la espermidina y la espermina, que son aminas
secundarias, o la putrescina o cadaverina que con el calentamiento pueden ser
convertidas en aminas secundarias (pirrolidina y piperidina), pueden formar N-
nitrosaminas por reaccion con nitritos.  L.os nitratos y nitritos son aditivos que se le
agregan a la carne principalmente por su efecto antimicrobial y porque mantienen su
coloracion, sin embargo existen riesgos de importencia en la utilizacién de estas
sales, puesto que los nitrafos y nitritos puecen participar en la formacion de

nitrosamidas y nitrosaminas al reaccionar con las aminas biogénicas. 24l

3.7 ESTUDIOS DE AMINAS BIOGENICAS EN ALIMENTOS

La mayoria de los estudios realizan una comparacion de los niveles de AB que
pueden producirse durante ol almacenamiento de alimentos y el efecto de la
temperatura de almacenamiento; en una menor cantidad de estudios se ha hecho el
andlisis de las AB, es decir probar varios tipos de metodologia, de extraccion,
preparacion y anélisis de las muestras. Otros experimentos han tratado de encontrar

cudles son las principales especies de microorganismes que 8e encuentran

12




involucrados en la formacion enziméﬁica de AB; son comunes los estudios de este
tipo sobre histamina. De las publicaciones consultadas solamente algunas de ellas,
(9 de elias aparecidas entre 1978 -1 991) se refieren a andlisis realizados en carne
fresca © cocida, pero ninguna a cames proce§adas. En Guatemala no se conocen
hasta fa fecha estudios sobre los contenidos de AB en los alimentos. Sin embargo,
existe actualmente el Proyecto de Investigacion "Determinacién de los contenidos de
aminas biogénicas en productos cérnicos de consumo popular en Guatemala® que
asté siendo apoyado por el Instituto de Investigaciones Quimicas y Biolégicas -IlQB- y
cuenta con la ayuda de la Sociedad Alemana de Cooperacién Técnica -GTZ-, y del
Servicio Aleméan de Intercambio Académico -DAAD-. Este trabajo se esta

realizando dentro del marco de dicho Proyecto,

3.8 Analisis de las Aminas Blogénicas

En la preparacién de las muestras para el andlisis de alimentos por
cromatografia, estén involucrados tres pasos Imprescindibles: 1) muestreo, 2)
homogenizacién y 3) preparacién, Estos pueden ocurrir ocasionalmente en forma
reversa o combinados. Aunque cada uno de estos pasos tiene el propdsito de
Incremetar la exactitud y precision del andlisis, cada paso Introduce errores

inharentes.”® En la preparacisn de la muestra el paso critico es la extraccién de las

13




AB de la matriz pues muchas veces se recuperan cantidades analiticas muy bajas.

Con respecto a ia metodologia utilizada para el andlisis de la AB, la mayoria
hace uso de los métodos cromatogréficos, se ha utilizado métodos
espectrofluorométricos, métodos  colorimétricos,  cromatografia de gases,
cromatografia de capa fina, asi como cromatografia liquida de alta resolucion -HPLC.
En general, las aminas biogénicas son compuestos que contienen grupos cromoéforos
con un poder de absorcion en el Ultravicleta relativamente bajo. Asl pues, sblo es'
posible su deteccién con un nivel de sensibilidad suficiente, si se recurre a técnicas
que incrementan la misma mediante la formacién de derivados como productos de
reaccién entre la amina y un reactivo externo.®®

Estos procedimientos son conocidos como derivetizaciones y se pueden
realizar antes de la separacion cromatografica (pre-columna), o bien después de la

misma (post-columna). !

Para efecto del andlisis en particular, de las AB, se utilizaré la derivatizacion
pre-coliinna; existen tres posibilidades de preparacion de derivados fluorescentes,
dstos son: reaceidh con cloruro de dansilo (DSCH), reaccién con g-fluoreniimetil
cloroformiato (FMOC) y reaccion con o-ftadialdehi’do {OPA). EIDSC! es un‘reactivo
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que ofrece la ventaja de reaccionar con aminas primarias y secundarias faciimente y
el derivado que forma es muy estable; sin embargo su precio es muy alto, ademas a

menudo causa problemas en la deteccidon ya que el acido dansilsulfonico es

fluorescente, "

El FMOC reacciona bien con las aminas primarias y secundarias, las
separaciones que se presentan son adecuadas, pero el exceso de reactivo debe ser
eliminado con una paso adicional posterior a la derivatizacion; por lo tanto, la
reproducibilidad no es tan buena, y la presencia de un pico de reactivo es Inevitable

en el rango cromatografico Ut %7

El reactivo OPA puede reaccionar facilmente con aminas primarias pero no asi
con las aminas secundarias, sin embargo, se han realizado trabajos en los cuales se
ha detectado la presencia de aminas secundarias, tales como la espermina y la
esparmidina. Ei derivado formado es muy inestable y puede descomponerse con la

luz; ein embargo, se consigue una separacidn adecuada y la sensibllidad es buena.®”
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IV. JUSTIFICACION

Las aminas biogénicas AB son compuestos que estan presentes normalmente
en alimentos, entre los que se encuentran los productos carnicos procesados. Las
AB se producen en los alimentos como consecuencia de la actividad enzimatica de 1a
flora microbiana normal de los aliméntos. Las AB permanecen estables aln en altas
temperaturas, lo que hace dificil su eliminacién una vez producidas. Por esto los
contenidos de AB pueden ofrecer informacion mas Utit que el analisis microbiolégico,
ya que los microorganismos resultan comunmente eliminados por el procesamiento
de los alimentos {coccién, asado, etc). Los niveles de AB en productos carnicos han
sido propuestos como indices de la calidad/aceptabilidad de la carne.

Por lo anteriormente descrito, e! estudios de las AB ha cobrado gran
importancia en los Ultimos afios, especialmente su cuantificacién, para llegar a
determinar si las AB podria llegar a constituirse en un problema de salud piblica. El
estudio de las AB data desde los afios '70 cuando se descubrié que la ingestion de
alimentos que contenia histamina, producia serios dafios ﬁsiolégioos.m En
Guatemala no se conocen estudios sobre AB en alimentos, por lo que es importante
iniciar investigaciones para este tipo de compuestos y establecer'metodo!ogias de
andlisis, de manera que la cuantificacion de AB pueda llegar a ser un indice de ia
calidad de los alimentos.
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V. OBJETIVOS

51 GENERAL

51.1 Determinar los niveles de aminas biogénicas, en muestras de carne
procesada, expendidas en camicerias de los mercados y

supermercados del drea metropolitana de la Ciudad de Guatemala.

5.2 ESPECIFICOS

52.1 Estandarizar un método de Cromatografia Liguida de Alta resolucion
(HPLC) para el analisis cuantitativo de Aminas Biogénicas en muestras

de carne procesada.

522 Obtener muestras representativas de la came procesada que se vende

en los mercados y supermercados del drea metropolitana de la Ciudad

de Guatemala.

523 Determinar los contenidos de Aminas Biogénicas en carne adobada,

cecina y ahumada de res.
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V1. HIPOTESIS

El presente es un estudio observacional en el que se determinara el Contenido

de Aminas Biogénicas en Carne Procesada.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1  UNIVERSO DE TRABAJO
Carne procesada, expendida en los diferentes camnicerias de los mercados y
supermercados del drea metropolitana de la Ciudad de Guatemaia.
7.2 MEDIOS
7.2.4 RECURSOS HUMANOS
7.2.1.1 Autor de! trabajo:
Br. Ingrid Lorena Benitez P.
7.2.1.2 Asesor.

Dr. Rubén D. Velasquez M.

7.2.2. RECURSOS INSTITUC!ONALES
7.2.2.1 Instalaciones
Para la realizacion de este trabajo se utilizé el laboratorio del
Departamento de Bioguimica, Escuela Quimica Biol6gica y el
Laboratorioc de Alimentos de la Escuela de Nutricion, de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San

Carlos de Guatemala.
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7.2.2 2Materiales y equipo

a)

Equipo de Laboratorio

El sistema de HPLC esta constituido por:

b.)

Bomba de Inyeccion HPLC para gradientes Merck-Hitachi,

modelo L-6200.

Detector de fluorescencia con lampara de Xenon 150w Merch-
Hitachi, modelo F-1050

Integrador cromatogréafico Merck-Hitachi, modelo D-2500
Columnas cromatograficas de acero inoxidable Lichrospher
100RP-18

Inyector manual Mod. LC-Organizer 9125 Merck- Hitachi
Material para el Anélisis por HPLC

Potenciométro marca CORNING Mod. Senior

Agitador Vortex marca MISTRAL Lab Line Mod 1190

Equipo de Filtracion de Solventes

Equipo de Filtracidn de muestras

Jeringa de inyeccion HAMILTON de 100 i

Jeringa de inyeccién HAMILTON de 250 P‘

Filtros Whatman de 0.20 ym, 13mm D.
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- Filtros Whatman de 0.45 ym, 47 mm D.
c) Cristaleria

- Matraces aforados de 50 ml.

- Vasos de precipitados de 250, 100 y 50 mi

- Kitasato de 1000 mi

- Pipetas volumétricas de 5y 10 ml
- Pipetas automaticas
- Viales de eppendorff

- Gradilla para eppendorff

7.2.2.3 Reactivos

- Acido Clorhidrico, Merck (p.a)

Borato de sodio, Merck (p.a)

Agua, EM Science (para HPLC)

Metanol, EM Science (para HPLC)

i Hidroxido de sodio, Merck {p.a)
} - Acetato de sodio, Merck (p.a)
; ‘ :

- OPA (Oftadialdehido) Merck (p.8)

- Estandares de las aminas a utilizar
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- Triptamina Merck

- Putrescina Merck
- Tiramina Fluka Biochemika
- Espermina Merck

- Isoamilamina Merck
- Espermidina Merck
- 1,2-Diaminopropano Merck

~ 2-Feniletilamina Aldrich

- Cadaverina Merck
- Histamina Aldrich
PROCEDIMIENTO

7.3.1 Disefio del Estudio

Por sus caracteristicas, el presente es un estudio observacional prospectivo
{en cada tipo de carne procesada se obtuvo los valores de cada una de las AB
analizadas), por medio de un muestreo simple aleatorio (seleccion de los
lugares de muestreo).

Poblacién: Came procesada, expendida en las camicerlas de mercados y

supermercados de 4rea metropolitana de la Ciudad de Guatemala.
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Muestra: El grupo muestral esta constituido por un total de 58 muestras de
came procesada cada una de 0.5 lbs. Estas, corresponden a tres tipos de
came: Cecina (15 muestras), Ahumada (13 muestras), Adobada (30

muestras). -

7.3.2 Procedimiento de Muestreo:

Para el estudio en mencion se eligio al azar 30 lugares de muestreo
(Carnicerias) de la siguiente forma: Se numerd cada una de las camicerias del
directorio de PROMECA ™. Luego se hizo un sorteo at azar por semana que
indicaban las 2 carnicerias a muestrear; y asi hasta completar el total de 30
expendios a visitar.  Los dias martes y jueves de cada semana se procedi6 a
visitar ias carnicerias correspondiente, entre 8:30 y 11:(50 horas, en donde se
adquiri6 media libra del tipo de 'producto camicoc correspondiente.  las
muestras se almacenaron en congelamiento (-20°C) en el laboratorio de
Alimentos de la Escuela de Nutricién de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia. El estudip se llevd a cabo en los meses de Septiembre a

Noviembre (época lluviosa del afio).
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7.3.3 Preparaciéon de la muestra

Se utilizdé el procedimiento de extraccién y preparacioén previo a realizar el

andlisis por medio de HPL.C, este se describe a continuacién:

20 gramos de muestra se homogeniza con 50 ml de HCI 0.1M. (5 minutos) La
mezcla se centrifuga (15 minutos) y la fase acuosa se separa, el residuo es re-
extraido con e! mismo procedimiento (2 veces). Los extractos se combinan y
se filtran y se guardan en un erlenmeyer de 125 mi, hasta el aforo. La muestra
se dividen en alicuotas de 1.5 ml. y se guardan en refrigeracion hasta su

~ analisis por HPLC.

7.3.4 Preparacion de los derivados
La preparacidn de los derivados fluorescentes y las condiciones

| cromatograficas que se describen a continuacion®”.,
i “J )
AN A 200 /] del extracto de AB en HCI 0.1N, se le agrega 200 ;| de la solucion de
L
el buffer de borato 0.2 M pH 8.5 y se agita durante 10 segundos, se afiade 100

yl de OPA, se agita durante 10 segundos mas y se deja reposar 220
segundos, se agregan 100 yi de HCI 0.75N y se agita 10 segundos mas. Se
toma una alicuota de 50 ul y se diluye con 500, del eluente de la columna

i ' (metanol:agua:NaOAc pH 7 60:20:20), se filtra la mezcla en membranas de
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nylon de 0.2 ym y se inyectan 20 pl en el Cromatégrafo.

7.3.5 Analisis porHPLC

Para el Analisis cromatografico se utilizarén las siguientes condiciones:

Columna: MERCK Lichrocart 100 R-18, 5 um, 1D 250*4 mm.

Deteccion: EX 330/EM 450

Elucion: Gradiente "1" para mezcla de aminas biogénicas

T (min) %A % B %C Flujo {(ml/min)
0 60 20 20 1.0
10 60 20 20 1.0
20 80 10 10 1.0
28 80 10 10 1.0
29 60 20 20 1.0
35 60 20 20 1.0

Donde: A: Metanol HPLC; B: H2O HPLC; C: NaAc50 mMpH 7

7.3.6 ANALISIS DE DATOS

Los valores obtenidos de concentraciones de aminas biogénicas en las cames

procesadas fueron evaluados mediante un analisis del valor promedio (x) fa

desviacion estandar () vy el limite de confianza {x + Z o/+n) con un ¢ = 0.05 para

cada una ds las aminas biogénicas presentes.
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VIli. RESULTADOS

METODO ANALITICO:

Para la determinacion y cuantificacion de los niveles de aminas biogénicas en

carnes procesadas, se calibré un método de cromatografia liquida de alta resolucion,

con el cual se logré la separacion e identificacion simultanea, de 10 derivados

fluorescentes de aminas biogénicas las cuales son: 1,2 diaminopropano , triptamina,

2-feniletilamina, cadaverina, histamina, putrescina, isoamilamina, tiramina, espermina

y espermidina.

Posterior a la separacion e identificacion de lag aminas biocgénicas, se

midieron los paramétros de reproducibilidad, linealidad, exactitud y precision del

método utilizado. (Cuadro No.1).

CUADRO No. 1
PARAMETROS DE VALIDACION DEL METODO
PARAMETROS TIEMPO K' REPRODUCIBILIDAD LINEALIDAD
RETENCION *1) ERROR ESTANDAR
AMINAS (min) {area) % (*2) r2

HISTAMINA 851 +0.37 8.51 - 9.01 ' 0.9636
TIRAMINA 19.22 + 0.25 14.26 9.36 0.8242
ESPERMINA 2235+ 0.30 21.35 22.51 0.8144 =
1,2 DIAMINOPROPANO 2255 +0.25 21.55 13.54 0.9904
TRIPTAMINA 24,44 +0.24 23.44 15.11 0.9954
2-FENILETILAMINA 25.32 + 0.58 24.32 17.64 0.9834
ESPERMIDINA 2571+0.22 24.71 29.35 0.7838
PUTRESCINA . 2628018 25.28 . 841 0.9734
ISOAMILAMINA 26.88 +0.21 26.77 11.54 0.9512
CADAVERINA 28.88 = 0.19 27.88 9.68 _ 0.9848
1 K'= TR TRisovtRizol;, T Riso™ 2.38 1 0.02 (n=3) =2 ES= (ofx)*100 (n=10)
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En lo que respecta a los limites de deteccion se encontré que la méaxima
concentracion detectada corresponde a 0.5 mg/ml y la minima de 6.17*10° mg/ml (6
6.17*10° ng/ml) para la mayoria de las aminas biogénicas, exceptuando ia

espermina, espermidina y 1,2 diaminopropano en donde la méxima concentracién es

1 mg/mt y la minima 0.025 mg/ml.

El grupo muestral estuvo constituido por 58 muestras de came procesada: 15
de cecina de res, 13 de ahumado de res, 25 de adobado de res, y 6 de adobado de
marrano. Se selecciond 2 mercados semanales, las cuales fueron visitados los dias
martes y jueves, respectivamente. Después de una inspeccién visual, se procedit a
comprar media libra de cada carne procesada disponibie para la venta. Se visitaron
(anexo 3) un total de 23 mercados durante un lapso de 10 semanas. Las muestras
se almacenaron en congelamiento (-200C) en el laboratorio de Alimentos de la
Escuela de Nutricidn de ia Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. La colecta se

realiz6 de Septiembre a Noviembre (época lluviosa del afio).
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PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LAS MUESTRAS:

Las aminas biogénicas, se exirajeron mediante HCI 0.1

N; con el

procedimiento descrito (anexo 4) y se guardd en congelacion (-5°C) hasta su

-analisis cromatografico.

En el cuadro No. 2 se presentan los resuitados de concentraciones de aminas

biogénicas, los datos se encuentran tabulados en base al tipo de came procesadsa y

la concentracion de amina biogénica en mg/100 gramos de carne fresca.

CUADRO No. 2

CONTENIDO DE AMINAS BIOGENICAS (mg/100g)
EN CARNE PROCESADA FRESCA

CARNE DE MARRANO

_ CARNE DE RES
AMINA BIOGENICA ADOBADO AHUMADO CECINA ADOBADO
X+ee Xtee Xteeo Xtee
HISTAMINA 7782143 121 +2.70 13.81+4.73 113 1 49

TIRAMINA 1.05+0.23 0.88 £ 0,29 2.1+ 0.60 0.7+ 0.21
ESPERMINA 0.35+£0.30 ND ND ND
1,2-DIAMINOPROPANO 0.02 + 0.01 ND ND . ND
TRIPTAMINA 0.2930.20 ND 0.50+0.34 ND
2-FENILETILAMINA ND ND 0.15% 0.09 ND
ESPERMIDINA ND ND ND - ND

PUTRESCINA 1.67 £ 0.59 0.08 £ 0,03 251130 141 0.60
ISOAMILAMINA 1.14 1 0.65 0.31  0.22 0.48 + 0.29 ND

CADAVERINA L 0.39£013 0.10 £0.04 1.02 +0.59 0.28 £ 0.20

ee = error estandar (X £ Z o/\n) con un ¢ = 0.05.

N.D.= No detectado
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distintos tipos de carne estudiada.

CUADRO No. 3

El contenide de cada amina se comparé con el respectivo limite de toxicidad
reportado para came no procesada‘3 En el cuadro No.3 se muestran la media y la

desviacion estandar de la relacion (contenido de aminaflimite de toxicidad) en los

RELACION CONTENIDO DE AMINA BIOGENICA/LIMITE DE TOXICIDAD
PARA CARNE PROCESADA (mg/100g)

CARNE DE RES CARNE DE MARRANO
AMINA BIOGENICA ADOBADO AHUMADO CECINA ADOBADO
! X*ee X+ee X+tee Xtee
HISTAMINA 33.80 % 6.20 326 £2.70 70.8 % 253 491 % 5.30
TIRAMINA 0.44 + 0.09 0.37 £0.29 1.02x 0.33 03% 0.10
ESPERMINA 0.13%0.11 NE NE NE
PUTRESCINA 7.26 + 02.56 0.39+0.14 12,71 7.20 58+ 2.80
CADAVERINA 115+ 0.39 0.13 £ 0.05 1.61 £0.93 0.36+ 0.20
ee = emor estandar (X + Z o/} con un ¢ = 0.05, NE= No establecido
Co
[
| ‘\
B
i
|
' 3 Ref. 7.ges Hyg 30 (1984) Heft 2,66. (Anexo 2) 2o




IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En lo referente al método utilizado se hicieron varias pruebas para encontrar
las condiciones que brindaran resuitados precisos y reproducibles. En lo que
respecta. a los parametros de confiabilidad y reproducibilidad la espermidina y la
espermina  presentan altos porcentajes de emor estandar (20 y 22 porciento

respectivamente).

En cuanto a la linealidad del método, la espermina, espermidina y tiramina,
presentaron la menor linealidad. Los rangos de deteccién para la mayoria de las
aminas biogénicas fueron de 6.17*10° mg/mt a 0.5 mg/ml, con excepcién de
espermina, espermidina y 1,2 diaminopropano que presentaron rangos de 0.025 a 1

mg/mil.

Los contenidos cualitativos de aminas biogénicas son distintos para cada tipo
de came procesada; la carne adobado de res preSenté el mayor nimero de AB, en
las cuales Unicamente espermidina y la 2-feniletilamina no fueron detectadas. La
cecina de res, presenta siete de las diez aminas biogénicas estudiadas, (histamina,
tiramina, triptamina, 2-fenitetilamina, putrescina, isoamilamina y cadaverina), en la
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carne ahumada de res unicamente presenta cinco (histaming, tiramina, putrescina,
isoamilamina y cadaverina) y la carne adobado de marrano solamente cuatro
(histamina, tiramina, putrescina y cadaverina). En 1o que respecta a los contenidos
cuantitativos, es la carme cecina de res la que presenta los mayores niveles de
concentracior; siendo los contenidos de cadaverina, putrescina, tiramina e histamina

considerablemente mayores en comparacion con los otros tipos de carne procesada.

En general, en los 4 tipos de cames se encontraron niveles elevados de
histamina. En la carne cecina de res, la cadaverina y la putrescina, estan presentes
en altas concentraciones, lo que indica gque ya se encontraban en proceso de

descomposicién microbiana.

No se conocen datos de aminas biogénicas en cames procesadas del pais.

Tampoco la FDA ha establecido valores de toxicidad en tipos de cames similares a

las estudiadas. Sin embargo, para tener una idea de la toxicidad de los niveles de

aminas biogénicas encontradas, se compararon estos con los limites de toxicidad

‘para la came no procesada fresca (anexc 5). Relaciones contenido

observadoflimite de toxicidad mayores a 1, indican que estos limites son

sobrepasados. La media de estas relaciones para un tipo de came indicaria si en
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general, la camne sobrepasd este limite. Con esto se pudo observar perfectamente
que ia came cecina de res presenta en promedio valores 70 veces mayores que el
limite de toxicidad para la histamina y aproximadamente 13 veces para los limites de
putrescina.  En general en los 4 tipos de came, la histamina esta en niveles de 33-
71 veces mayores que los limites de toxicidad para la came fresca, asi mismo, la
putrescina esta en niveles de 6 a 13 veces mayor que en 3 de estas carnes (adobado
de marrano y res y cecina de res). La carne ahumada de res presenta niveles de
aminas biogénicas menores que los limites de toxicidad de came fresca, con
excepcion de la histamina. El ahumado parece ser el mejor método de preservacion

de la carne.

Se precisd por medio de encuestas realizadas al momento de comprar la
carne, (anexo 6) que el 14 porciento de las camicerias visitadas no poseen equipo dé
refrigeracion.  Que e 15 porciento de las camicerias visitadas no poseian un
mostrador con material lavable, para la atencidn del publico.  Ademas, un 25
porciento de los establecimientos, no poseen mostradores. limpios; se obsarvd
también que un 5 porciento de las personas que atienden las cémioerias no utilizan N
gabachas u ofro tipo de ropa apropiada para la manipulacion de la came; ademés, un

5 porciento de las carnicerias tienen piso de tierra. Los datos obtenidos a través de
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las encuentas fueron analizados por medio de chi-cuadrada, llegandose a determinar
que estos paramétros no correlacionan estadisticamente con el contenido de aminas

biogénicas en la carne expendida.

Un ana'alisié de correlaciones mult_iple (anexo 7) entre los niveles de las distintas
aminag biogénicas para un tipo de carne indican que Ien la carne adobada los
contenidos de putresina, cadaverina, esparmina, 2-faniletiamina y triptamina estan
correlacionadas positivamente. En la carne cecina de res existe una correlacion entre
las concentraciones de cadaverina, putrascing, histamina, tiramina y 2-feniletitamina.
En la came ahumada, que posee las concentraciones mas bajas de aminas
biogénicas, los contenidos de triptaming, tiramina, putrescina y cadaverina estan

menos correlacionadas gue en los otros dos tipos de carne procesada.

El presents trabsjo conﬂrmé ademés, que en Guatemala no exisie un
verdadero control de Sanidad a las empresas encargadas del expendio de alimentos
en este caso carnicarias, marranerias de mercados y supermercados, se puede
observar que algunas de ellas, no cumplen con condiciones higiénicas elementéies

para la venta y despacho de productos alimenticios.
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Xl. CONCLUSIONES

Se logrd establecer un método satisfactorio de Cromatografia liquida de alta
resolucion para la separacion, identificacion y cuantificacion simultanea de 10

tipos de aminas biogénicas.

A través del método cromatografico utilizado se determiné que los rangos de
deteccion para la mayoria de las aminas biogénicas fueron de 6.17*10%a 0.5

mg/ml.

La espermina, espermidina y 1,2 diaminopropanc presentaron rangos de

deteccion que oscilan entre 0.025 a 1 mg/ml.

{2 cecina de res, muestra los niveles mas altos de concentracién de aminas

biogénicas en comparacion con el adobado de res, marrano y ahumado.

En los cuatro tipos de cames procesadas, los contenidos de Histamina
sobrepasa los limites permisibles de toxicidad reportados para la came de res

fresca.
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Que las concentraciones de putrescina y cadaverina son mayores en la came
cecina de res en comparacion con los otros tipos de carnes procesadas

estudiadas.

La ubicacidn de los establecimientos y las condiciones generales del expendio

no influyen estadisticamente en el contenido de aminas biogénicas de la

carne que expenden.
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Xill. RECOMENDACIONES

Continuar con investigaciones con otros diferentes tipos de camnes.

Se debe realizar un muestreo més grande, para que sea representativo con

respecto al numero de carnicerias y marranerias en la ciudad capital.

Establecer tablas con contenidos maximos y minimos de toxicidad para

aminas biogénicas en cames procesadas expendidas en la ciudad capital.

Realizar un estudio para determinar el porqué del incremento de Histamina en

la carne.

Realizar estudios para investigar la posible relacion entre carga microbiana y el

contenido de aminas biogénicas, especialmente putrescina y cadaverina.

Realizar un estudio similar con los principales rastros y mataderos que

- expenden en la ciudad capital.
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7. Divulgar los resultados para contribuir al establecimiento de programas de
control que eviten el expendio de carnes procesadas con incremento de

aminas biogenicas.
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: . ANEXOS

“Las estadisticas, las citas y las anécdotas;
apoyan, fundamentan y resaltan el problema
de una investigacion”.

C. Schemelkes
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ANEXO 2
NIVELES DE TOXICIDAD DE LAS AB

EN CARNE NO PROCESADA {BOVINA)

VALORES DE TOXICIDAD
AMINA BIOGENINA {mg/100 g)
Cadaverina 0.80
Espermina 2,58
Histamina 0.23
Putrescina 0.23
Tiramina 2,35
Ref. Z.ges Hyg. 30 (1984) Heft 2 66
EN EMBUTIDOS CRUDOS
VALORES DE TOXICIDAD
AMINA BIOGENICA (mg/100 g)
Mas frecuente Lim. Superior
Cadaverina 24-171 78.7
Espermina 3.6-54 18.1
Histamina 10.4 - 16.9 44.2
Putrescina 9.3-276 59.8
Tiramina 10.7-21.8 88.5

Ref. Z.ges Hyg. 30 (1984) Heft 2.66

TOXICIDAD DE LA TIRAMINA

Extractos de came de res 95-305ug/lg Muestra
Higado de Vaca 274 pg/gramos de Muestra

Committee on food Protec. Washington DC 1973
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ANEXQ 3
LISTADO DE CARNICERIAS MUESTREADAS

ZONA 1

| Costa Sur Mercado Cervantes

! Supercalrniceria imperio Mercado Central

} Carniceria California Mercado Central
Marraneria Monzén Mercado Central
Marraneria la Central Mercado Cervantes
Carniceria los Toritos Mercado Cervantes
ZONA 3
Carniceria la Tolteca Mercado el Gallito
ZONA 4
Navidad TERMINAL
Marraneria Aristocrata TERMINAL
Carniceria Wendy TERMINAL
Carniceria la Antigueia TERMINAL
La Chinita TEPMINAL
Mi Sandrita TERMINAL

| Jerusalem ~ Mercado el Granero

| ZONAS

| Los Patojos Mercado la Palmita
Polleria Wendy Mercado la Paimita
Carniceria America | Mercado la Palmita
La Favorita ' Mercado la Palmita
SIN NOMBRE Mercado la Palmita
Zona 6
El divino Maestro Mercado Candelaria
Minicarniceria Mercado Candelaria
Paiz Mega seis Supermercado
ZONA 7
Carniceria Felix Gonzalez Mercado San Jose
Carniceria San Judas Mercado San Jose
Carniceria la Antigueiia Mercado San Jose
 Paiz Megacentro Supermercado 2.7




ZONA 10
Carniceria la Unica

Mercado la Villa

El Refugio

Mercado la Villa

Samaritana Reforma

SUPERMERCADO

ZONA 11
Marraneria Santa Marta

Mercado el Guarda

Polleria Ruby Mercado el Guarda
Mi dulce Sefior Zona 11

Paiz Utatlan SUPERMERCADO
Paiz Novicentro SUPERMERCADO
ZONA 12

SIN NOMBRE Mercado Villalobos

La Torre Aguilar Batres

SUPERMERCADO

Santa Catarina

Mercado Ciudad Real

ZONA 13

Carniceria Cesar Mercado Santa Fé
Monte Limar

ZONA 18

El corazén de Jesus Mercado Alameda
SIN NOMBRE Mercado Alameda
ZONA 19

Mercado San Vicente

San Francisco |

MIXCO
Santo Domingo No. 3

Mercado Mixco

Marraneria San Francisco

Mercado Mixco

Carniceria la Milagrosa

Mercado Mixco

Marraneria la Mixquefiita

Mercado Mixco

Los Tres Reyes

Mercado Mixco
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ANEXO 4
METODO DE EXTRACCION Y DERIVATIZACION

METGDO DE EXTRACCION

20 gramos de came
+

50 ml HCI0.1N

i o Se licuan
Se repite |a extraccion
Con un total de 150 mi
De HC! 0.1 N (3 veces)

¢ Seune los extractos
e Centrifugar

Filtrar los

Sobrenadantes

Aforar a 125 ml con
HCI 0.1N, guardar -50C

METQDO DE DERIVATIZACION

Descongelar Tp amt.
Tomar 200 muestra

f

Agregar 50ul Bufer de
Boratos, agilar 10 seg.

l

Agregar 100t OPA
Agitar 10 seg,

l

¢ Reposar 210 seg.

Agregar 100 pl HCI
0.75N agitar 10 seg.

» ab50pimezcla

Agregar 500 pl fase
movil *(mezcla)

* Fase Movil: (AcNa:MeQH;H20) (20:60.20)

o Filtrar
¢ [nyectar
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ANEXO 5
RELACION CONTENIDO AMINAS BIOGENICAS/LIMITE DE TOXICIDAD

Para determinar la relacién ABILT, se realizaron los siguientes pasos:

1. A los dalos originales (mg/100 grarmos) de las distintas carnes, se dividio el contenido de amina
biogénicas entre el valor de toxicidad reportado para las carnes no procesadas.

2. Se determing el valor promedio, desviacién y error estandar de dichas relaciones.
Ejemplo; Carne Adobado-marrano

Datos orginales

MSTA {HYS [TYR |ESP |PUTR |CADV
01 = 1225 103 |ND 5.1 .25
02 235 [05 |[ND 48 0.31
03 211 104 IND 52 027
04 224 (05 |ND 5.0 0.26
05 238 (086 [ND 4.6 0.30

VALORES DE TOXICIDAD
MSTA |[Mg/100 g |

HYS [0.23
TYR_ ]2355
ESP__|258

PUT {023

CADV. [0.80

Se procede a dividir los datos originales entre los valores de toxicidad, construyendose la sig. tabla.
MSTA [HYS |TYR [ESP |PUTR | CADV
01 978 10.12 |ND 221 1031
02 102.1 {0.21 |ND 209 [0.39
03 9.7 (017 |ND 226 10.34
04 97.4 1021 |[ND 21.7 10.33
05 103.4 {0.26 |ND 20.0 10.38

Media (984 (019 |- [213 |0.35
Deasvst | 4.6 0.05 je— 1.0 0.03
8.8 402 (004 |—— |01 0.03

Ejemplo: 22.5/0.23=97.8
Por lo tanto 1as relaciones medias para came 1 son:

Hys 984402

Tyr  01810.04

Esp nodeterminada
Putr. 21.3%0A1

Cadv. 0.35+0.03
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ANEXO 6

CONDICIONES DEL EXPENDIO

POSEEN EQUIPO DE REFRIGERACION

NO
13.8%

Sl
86.2%
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CONDICIONES DEL EXPENDIO
POSEEN ROPA ADECUADA

NO
5.0%

95.0%

CONDICIONES DEL EXPENDIO
ESTABLEC. CON PISO DE TIERRA

sI
5.0%

95.0%
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CONDICIONES DEL EXPENDIO
MOSTRADOR LAVABLE

85.0%

CONDICIONES DEL EXPENDIO
MOSTRADOR SUCIO
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ANEXO 7
TABLA DE CORRELACIOMNES MULTIFLES

CARNE ADOBADO

AMINA JHYS |TYR |ESP _ |DIAMIN [TRIPT |FENILE |ESPM |PUTS |ISOAM |GADV

HYS 1.00

TYR 0.25 1.00

ESP 0.06] -0.14 1.00

JTOIAMI 0.16] -0.18] 0.12] 1.00 -

TRIP 0.38] 034 -011] -0.08| 1.00

FENIL 0.03] 002] 073 -0.04f 025 1.00

ESFM

PUTS 065{ 038 o020 o002 o063 o011 000l 1.00

ISOAM 043] o008] 049] o018 01s] 002 000 068 1.00

CADV 0.66] 026 -0.11 0.08] .74l 015 000] 057] 021 1.00

CARNE AHUMADO

AMINA [HYS |TYR |ESP  |DIAMIN [TRIPT |FENILE J[ESPM |PUTS [ISOAM |CADV

HYS 1.00

TYR 0.06 1.00

ESP -0.11 0.18 1.00

DIAMI 048] 0.01f -0.07 1.00

TRIP -0.17] 055! -0.08] -0.07 1.00

FENIL

ESPM

PUTS 0.12] -0.24! . 008 -0.05] -027] o000 000 1.00

ISOAM 0.26] -0.33] -0.18| 0.42] -0.15] 0.00] 0.00] 041 1.00

CADV 040  -027| -021] -0.21] 025 000] 000 064] 001 1.00

CARNE CECINA _

AMINA [HYS  |TYR _ |ESP _ |DIAMIN |[TRIPT |FENILE JESPM |PUTS |ISOAM |CADV

HYS 1.00

TYR 0.76 1.00

ESP 013] -020] 1.00

DIANI 0.03] 022] -00i 1.00

TRIP 0.83] 067] -0.43] 035] 1.00

FENIL 0.70] 085 -0.13] 0.51 0.74 1.00

ESPM 0.30] 0.31 0.58] -0.08] 017] 036} 1.00

PUTS 0.91 o068 -0.10] -0.04f o087 o060] 021 1.00

ISOAM 0.38] 030] -0.14] -0.10] 035 020 -005 045 1.00

CADV | 093] o074 -013] 021 0.97| o0.78] 022] 0094] 040] 100
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ANEXO 8
CROMATOGRAMAS DE LAS MUESTRAS
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