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|. RESUMEN

Con el objetivo de cuantificar la concentracion de histamina en muestras de
lomo de atin, con un método normalizado y reconocido internacionalmente,
se evalud el método propuesto por Eerola et al. (6). La evaluacion consistio
en la determinacion de los siguientes parametros: limite de deteccion, limite

de cuantificacion, linealidad, precision y exactitud.

La metodologia se basa en la extraccion de histamina con acido perclérico,
a partir de una muestra homogenizada de atun, su derivatizaciébn con
cloruro de dansilo y la separacion cromatografica mediante cromatografia
liguida de alta resolucion y posterior deteccion y cuantificacion del producto

de la derivatizacion con un detector UV a 254nm.

El estudio de la evaluacion del método es satisfactorio, ya que cumple con
los parametros estadisticos evaluados; presentando buena linealidad (r* =
0.9997), con limites de deteccion y cuantificacion (2.50 y 8.35 mg/kg
respectivamente) que estan por debajo del limite permisible establecido por
la Union Europea en el Reglamento (CE) No. 2073/2005 (100mg/kg), por lo

gue queda demostrado que el método es preciso y exacto.

Por ultimo se concluyd que la concentracion de histamina en la poblacién
del estudio, se encuentra por debajo del limite permisible establecido por la
Unidn Europea para la exportacion al mercado internacional, por lo que el
producto se considera apto para la exportacion, ya que ninguna muestra

supero este valor.



II. INTRODUCCION

En la actualidad, la globalizacién y los diferentes tratados de libre comercio,
han forzado el desarrollo de normas nacionales e internacionales que velen por
la buena calidad de los productos alimenticios que los consumidores pueden
encontrar en el mercado, demandando cada vez mas un mejor producto de las
industrias alimentarias. Por esta razébn se puede observar como estas
industrias ponen cada vez mas énfasis en el desarrollo de politicas de calidad,
reduccion en el uso de insumos y en la conservacion del medio ambiente,

preocupadas por asegurarles a sus consumidores un producto de gran calidad.

El pescado como alimento, constituye una de las principales fuentes de
proteinas de alta calidad que el ser humano requiere para su alimentacion. Los
peces de la familia Escombridae, entre los que se menciona el atin bonito
(Sarda sarda) del Atlantico, atun patudo (Parathunnus obesus), atiun aleta
amarilla (Thunnus albacares) y el albacora (Thunnus alalunga), se destacan
por ser muy importantes dentro de la industria alimentaria guatemalteca, mas
especificamente relacionadas con el procesamiento de lomos de atun para

exportacion.

Las proteinas del pescado estan formadas por aminoacidos que pueden
hallarse libres. Uno de ellos es la histidina, que en el transcurso del
procesamiento y/o almacenamiento del producto es degradada por bacterias y

enzimas formando la histamina (12).

La histamina es una amina biogénica que es relaciona con una calidad
sanitaria deficiente, elevada contaminacién y/o condiciones inapropiadas
durante el procesamiento y almacenamiento, que afectan la calidad alimentaria

pudiendo provocar en personas sensibles una intoxicacion (8, 12).



Una elevada concentracion de histamina puede ser detectada por medio de
una evaluacion organoléptica; sin embargo esta metodologia no es suficiente
cuando se requiere detectar los niveles mas bajos que aln siguen siendo
toxicos para el ser humano; por esta razon se ha establecido maneras mas
exactas y seguras para su cuantificacion, tales como la cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en ingles) con derivatizacion pre-

columna con cloruro de dansilo (11,12).

No se disponia en Guatemala de un método normalizado y reconocido
internacionalmente por los organismos oficiales de los paises socios
comerciales para la cuantificaciébn de histamina, por esta razon, se justifico el

desarrollo del presente estudio de esta toxina.

Este estudio tenia como objetivo principal, evaluar un método normalizado para
llevar a cabo la cuantificacion de histamina en muestras de lomo atun. Para ello
se sometié el método a ensayos de linealidad, precision, exactitud y se
establecieron los limites de deteccién y cuantificacion del mismo, para evaluar
si las muestras de atun cumplen o no con el limite permisible establecido por la

Unién Europea para la exportacion del mismo al mercado internacional.



[Il. ANTECEDENTES

3.1 PROTEINAS

Las proteinas tienen una estructura molecular compuesta principalmente por
carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno. Sin embargo la mayoria de las
proteinas también contienen algunos &tomos de azufre, fésforo y otros
elementos. Estas se encuentran en plantas y animales, lo que hace que estas

moléculas sean esenciales para la vida terrestre.

Las proteinas son polimeros construidos por mondémeros denominados
aminodcidos. Los aminoacidos son caracterizados por tener en su estructura

molecular un grupo amino (-NHz) y un grupo carboxilo (-COOH).

Actualmente hay unos 22 diferentes aminoacidos reconocidos. De éstos, unos
10 son designados como aminoacidos esenciales, ya que no pueden ser
sintetizados por el hombre o por los animales, sino que deben ser
proporcionados como tales por los alimentos consumidos. Los restantes
aminoacidos son sintetizables a base de otros aminoacidos y compuestos

nitrogenados, y son designados como aminoacidos no esenciales.

Entre los aminoacidos esenciales mas conocidos se encuentran: arginina,
leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, triptéfano, valina e histidina
(24).

3.2 AMINAS BIOGENICAS

Cuando algunos aminoé&cidos son degradados por una descarboxilacion, a
través de enzimas provenientes principalmente de bacterias gram negativas, se

obtienen las aminas biogénicas (8).



Ejemplos de aminoacidos que sufre esta trasformacion se presentan en la
siguiente tabla:
Tabla No.1

Aminas biogénicas y aminoacidos precursores

Aminoacido Amina Biogénica
Histidina Histamina
Arginina Agmatina

Lisina Cadaverina
Ornitina Putrecina

Tirosina Tiramina

Normalmente, estos compuestos se encuentran presentes a bajas
concentraciones de manera natural en ingredientes y/o alimentos no
constituyendo un peligro su consumo; sin embargo, su presencia en grandes

cantidades es un indicativo de un proceso de deterioro (27).

3.21 Aminas Biogénicas en Pescado

A lo largo de los dltimos afios se ha incrementado el nimero de alimentos de
los que se tiene constancia que puedan contener cantidades importantes de
aminas biogénicas. Entre los alimentos que mas sufren de este problema se
encuentra el pescado y sus derivados, los quesos curados, carne cruda y sus
derivados (curados, en conserva y en semiconserva), la col fermentada, las
bebidas alcohdlicas fermentadas (vino, cerveza, sidra), el cacao y sus
derivados, algunas frutas y hortalizas. En general, se trata de alimentos
susceptibles de presentar una contaminacion bacteriana durante los dias
previos a su consumo o transformacion, o durante el proceso de fermentacion
(28).



Como se ha mencionado antes, los productos derivados de los peces resultan
ser muy afectados por la contaminacién de aminas biogénicas; esto se debe a
que algunas especies de peces estan entre los pocos animales que presentan
histidina libre en los fluidos musculares. Estos fluidos en el pez hacen que el
musculo del mismo sea un medio muy propicio para la formacion bacteriana
causante de la degradacion de los tejidos musculares en una amplia variedad
de aminas biogénicas, como resultado de la descarboxilacion directa de los
aminoacidos (14).

El contenido de aminas biogénicas en el pescado recién capturado, es
practicamente despreciable. A modo de ejemplo, en sardina fresca la histamina
esta presente en niveles menores a 5 mg/100 g, la cadaverina menor que 15
mg/100 g y la putrecina menor de 1 mg/100 g. Sin embargo, inmediatamente

después que el pez es capturado, comienza el proceso de descomposicion (9).

La carga bacteriana propia y aquella incorporada por los manejos post-captura
dan como resultado una proliferacién bacteriana, que resulta en la formacion de
las aminas biogénicas, la cual va aumentando al no implementarse las buenas
practicas de manufactura en el proceso de manipulacion del pez. Cuando estan
presentes en carne fresca y procesada, las aminas biogénicas son indicadores
de deficiente calidad sanitaria, elevada contaminacion y condiciones
inapropiadas durante el procesamiento y/o almacenamiento, que afectan la

higiene alimentaria (14).

3.2.2 Histamina

La histamina es una amina biogénica, producto de la descarboxilacion

bacteriana del aminoacido L-histidina.

La histamina es un compuesto de presencia normal en el humano,

considerado, ademés, como un potente vasodilatador, mediador importante de



reacciones alérgicas e inflamatorias inmediatas. Tiene un papel fundamental en
la secrecion de &cido gastrico y actia como neurotransmisor y neuromodulador
(2,17).

El nivel de histamina en la sangre normalmente es cercano a los 25mg/L.
Cuando el nivel de histamina circulante es muy alto, se generan desequilibrios
que alteran el estado normal de la persona, causando una intoxicacion.
Historicamente, esta intoxicacion se denomind intoxicacion por escombridos
debido a la frecuente asociacion con peces de la Familia Escombridae, entre

los que se incluye el atan (11).

El pescado como alimento, constituye una de las principales fuentes de
proteinas de alta calidad que el ser humano requiere para su alimentacion; por
eso la intoxicacion por histamina es un problema de alcance mundial en los
paises donde los consumidores ingieren pescado que contiene altos niveles de
histamina. Es una enfermedad benigna, su periodo de incubacion es muy corto
(de pocos minutos a pocas horas) y la duracién de la enfermedad es corta
(pocas horas). Los sintomas mas comunes son las alergias cutaneas, como el
rubor facial o bucal, urticaria, o edema localizado, pero también puede verse
afectado el tracto gastrointestinal (nduseas, vomitos, diarrea), o pueden
producirse complicaciones neuroldgicas (dolor de cabeza, hormigueo,

sensacion de quemazon en la boca) (11).

La razén de por que este tipo de alimentos es uno de los mas susceptibles a la
contaminacion por histamina, se debe a que los mismos presentan histidina
libre en los fluidos musculares, proporcionando un medio muy propicio para la
formacién bacteriana, como ya se menciond. Entre las bacterias productoras de
histamina se pueden mencionar ciertas Enterobacteriaceae, algunos Vibrio sp.,
y unos pocos Clostridium y Lactobacillus sp. Las productoras mas potentes de
histamina son Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae y Hafnia alves.
Estas bacterias pueden encontrarse en la mayoria de los pescados,

probablemente como resultado de una contaminacion post-captura. Este tipo



de bacterias se desarrollan bien a 10°C, pero a 5°C el desarrollo se retarda
considerablemente y existen estudios que mencionan que se puede inhibir la

formacién de histamina por debajo de 0°C (4, 16, 21).

Debe recalcarse que una vez producida la histamina en el pescado, el riesgo
de que se provoque la enfermedad es muy alto, ya que la histamina es muy
resistente al calor, y aunque el pescado se haya cocido, enlatado o haya sido
sometido a cualquier otro tratamiento térmico antes de su consumo, la
histamina no se destruye. Por esta razon la histamina es usada por las
normativas internacionales como indicador de baja calidad de muchos
productos pesqueros. Por ejemplo; la Union Europea establece en el
Reglamento (CE) No. 2073/2005, que los productos de la pesca procedentes
de especies de pescados asociados a un alto contenido de histidina
(particularmente especies de pescados de las familias siguientes:
Escombridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae vy
Scombresosidae), no deberan presentar un contenido de histamina superior a
100 mg/kg (5,11, 24).

3.3 ANALISIS DE AMINAS BIOGENICAS

Los primeros estudios sobre la formacion de aminas biogénicas se realizaron
utilizando métodos espectrofluorométricos con los que solo se valoraban
algunas aminas de forma individual. Sin embargo estos métodos tenian
muchas deficiencias y en muchas ocasiones la informacién obtenida sobre la

formacién de aminas biogénicas era incompleta.

En estudios posteriores se ha utilizado la cromatografia de liquidos de alta
eficacia (HPLC) que permite determinar de forma simultanea todas las aminas
presentes. La cromatografia de liquidos de alta eficacia con deteccion en UV o
en fluorescencia es la metodologia més utilizada para la determinacion de

aminas biogénicas en muestras de alimentos (1, 18, 19, 20)



Un inconveniente de la cuantificacion de las aminas biogénicas por medio de la
cromatografia liquida, es que la mayoria de los aminoacidos no contienen
cromoforos adecuados para su deteccidn, excepto a longitudes de onda muy

cortas, cercanas a los 200 nm (18, 19, 20).

Como hay muchos compuestos que absorben a esta longitud de onda el
andlisis se vuelve muy complicado ya que pueden estar presentes muchas
interferencias, como por ejemplo la mayoria de los disolventes y otros
componentes de las muestras. Por esta razén en la mayoria de los casos, es
necesario convertir la aminas biogénicas en derivados adecuados antes o
después de la separacion cromatografica por medio de una reaccion entre las
aminas y un reactivo externo. Este procedimiento es denominado derivatizacion

y existen dos variantes del mismo; derivatizacién pre- y post-columna.

El cloruro de dansilo y el ortoftaldehido (OPA) son los reactivos mas utilizados.
En el caso del cloruro de dansilo, la reaccion se realiza antes de la separacion
cromatografica y en el caso del OPA, la misma se puede hacer antes o

después de la columna.

Las opiniones de investigadores sobre las ventajas relativas de la
derivatizacion pre- o postcolumna, de aminoacidos seran determinadas por los
requerimientos de la aplicacion especifica. Factores como la sensibilidad
requerida en la deteccién, cantidad de muestra disponible, tipo de muestra,
fuente de muestra, velocidad de andlisis y reproducibilidad e incluso
consideraciones economicas, influirdn en la eleccion entre la derivatizacion pre-

0 postcolumna de aminoacidos.

Una gran desventaja del uso de la derivatizacion post-columna, es que se
requiere de la adicion de una o mas partes adicionales al cromatografo liquido

provocando un incremento el costo del andlisis.



Una de las desventajas de la derivatizacion precolumna, es que una porcion
sustancial de todos los derivados, sera idéntica (la parte del reactivo de
derivatizacion). Las pequefias diferencias entre las cadenas laterales de los
aminoacidos derivatizados tendrdn un efecto menor en el comportamiento
cromatografico del derivado, que en el caso del comportamiento cromatogréfico
de los aminoacidos solos. Sin embargo, ya que las derivatizaciones pre-
columna eliminan la necesidad de utilizar reactores post-columna costosos, la
derivatizacion precolumna se estd volviendo rapidamente el método de
eleccion (18, 19, 20).

3.3.1 Reactivos de derivatizacion precolumna

Se han investigado diferentes reactivos de derivatizacion precolumna, pero
ninguno ha podido alcanzar una aceptacion universal debido a la amplia gama
de matrices bioldgicas. Por esta razon, la eleccién del reactivo derivatizante
de aminoacidos sera determinada por los requerimientos de la aplicacion
especifica. A continuacion se describen los reactivos derivatizantes mas
utilizados para esta técnica.

3.3.1.1 Ortoftaldehido (OPA)

Este es uno de los reactivos de precolumna cominmente mas utilizados en la
cromatografia liquida de alta eficiencia, para la determinacion de aminoacidos

primarios.

El OPA es un reactivo que no tiene fluorescencia natural, la desarrolla al
reaccionar con funciones amino primarias, dando lugar a un derivado isoidolico
como se muestra en la figura No.1. La reaccion tiene lugar en medio acuoso a
pH fuertemente alcalino en presencia de un agente reductor como el 2-
mercapto-etanol, 3-mercapto-1-propanol o etanotiol para formar derivados

altamente fluorescentes (18, 19, 20).
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Figura No.1 Reaccion del OPA con una amina primaria

Una de las ventajas que presenta este método de derivatizacién, es que la
reaccion es rapida (menos de 5 minutos), tiene alta especificidad y sensibilidad
de la deteccidén fluorescente, no hay necesidad de remover el exceso de OPA
antes de la inyeccion de la muestra ya que el OPA por si solo no interfiere con
la separacion o la deteccion. Otra ventaja del mismo, es que puede emplearse
tanto para la derivatizacién post-columna como para la pre-columna (18, 19,
20).

Sin embargo, este reactivo tiene la desventaja que forma un derivado inestable
y por esta razon, es necesario tener una completa automatizacién de la
reaccion pre-columna controlando de manera muy precisa el tiempo de
reaccion. Al no controlar por completo estas condiciones, el método es
fuertemente afectado a lo que se refiere reproducibilidad y sensibilidad (18, 19,
20).



3.3.1.2 Cloruro de dansilo

El cloruro de dansilo (cloruro de 5-N,N-dimetilamino-naftalen-1-sulfonilo) es un
reactivo de derivatizacion bien conocido para la determinacién de aminas
primarias y secundarias. La reaccion con el cloruro de dansilo y la amina,
ocurre via el mecanismo de sustitucion nucleofilica (SN2), siendo esta una
reaccion concertada de un solo paso. El producto de derivatizacion es un
dansilamino&cido segun la reaccion que aparece descrita en la figura No.2.
(10,18).

Los aminoéacidos derivados con este reactivo, son altamente fluorescentes por
lo que se puede usar un detector de fluorescencia (FLD) para su cuantificacion.
También es posible detectar a los derivados de este reactivo en la regién
ultravioleta, por lo que hace posible de cuantificar a los mismos con un detector
UV (18).

Los derivados de aminoacidos de este reactivo son altamente estables,
facilmente separables en el HPLC y detectables a muy bajas concentraciones.
Sin embargo, en comparacion con el OPA, los tiempos requeridos para llevar a
cabo la dansilacién oscilan, entre 12 horas a temperatura ambiente y cercano a
los 60 minutos a 37-45°C. Otro inconveniente con esta reaccién es que el
derivado es fotosensible por lo que hay que evitar la exposicion a la luz;
requiere de la presencia de muchas sales, reactivos y ademas el costo del

cloruro de dansilo es elevado (18, 19, 20).
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Figura No.2 Reaccion de cloruro de dansilo con una amina



3.4 CARACTERISTICAS DEL ATUN

Bajo el nombre de "atunes" se incluyen diversos tipos de peces de la familia de
los Escombridos (Escombridae), que viven en bancos proximos a la superficie
en la mayor parte de las aguas del mundo y cuya carne es muy apreciada
desde los tiempos mas remotos. Algunos de esto peces pertenecen al género
Thunnus y son considerados los verdaderos atunes, como el "atln aleta azul"
(Thunnus thynnus), el "atan aleta amarilla" (Thunnus albacares) y la "albacora"
(Thunnus alalunga), y hay otros cuyas caracteristicas se consideran similares,
como el "barrilete" (Katsuwonus pelamis) y el "bonito del Atlantico" (Sarda

sarda); todos pertenecen a la familia de los escombridos (Escombridae) (22).

Los atunes son peces con caracteristicas morfoldégicas que les permiten ser
buenos nadadores; tienen cuerpo fusiforme, cabeza pronunciada en forma de
piramide triangular y boca relativamente pequefia con respecto al desarrollo del
craneo. Las escamas que cubren su dura y muy resistente piel son pequenfas,
poco evidentes y lisas; la piel esta lubricada con un moco que reduce la friccion
con el agua. La forma del cuerpo les permite nadar grandes distancias y

alcanzar altas velocidades de hasta 70 kildmetros por hora (22).

Presentan dos aletas dorsales muy proximas, rigidas y robustas y una caudal
fuerte con forma de arco terminado en dos zonas puntiagudas que le dan
aspecto de media luna. Su coloracion es tipica de los peces pelagicos con el
dorso azul oscuro y el vientre blanco plateado con reflejos irisados. Las aletas

van del pardo al amarillo (22).



3.5LA INDUSTRIA ATUNERA DE GUATEMALA

Guatemala dispone de costas marinas en el Océano Pacifico y en el Atlantico.
Especialmente el Océano Pacifico es rico en recursos camaroneros y
pesqueros. El “atun”, constituye el segundo producto de valor del sector

hidrobioldgico, pues el 34.5% pertenece a lomos de atin.

La privilegiada posicion geografica de Guatemala, mas Certificaciones de
Plantas Procesadoras otorgadas por la UE, ha facilitado el ingreso de este
producto a ese mercado. Esto ha atraido inversion extranjera, que muchas
veces procesa hasta el 80% del pescado desembarcado por las flotas

pesqueras grandes, medianas, y pequefia escala (13).

Un ejemplo de ello, es una empresa ubicada en la costa sur rumbo a Puerto
Quetzal (Rianxeira), quienes construyeron una planta procesadora para el
recurso del atun que ha logrado captar no solo la produccion nacional sino la
de otros buques de bandera extranjera. Esta empresa establecié en Guatemala
la planta procesadora de atiun méas grande y moderna de Centroamérica y la

cuarta en tamafio de América Latina.

En el afio 2006, se logré atraer a mas de 20 buques atuneros. Debido a esto,
la produccion estimada a nivel nacional, para el afio 2000 fue de una captura
de 5560 toneladas métricas; para el afio 2007 se contd con 8 embarcaciones
para la captura de atun obteniendo un volumen por arriba de 12200 toneladas
métricas, segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO, por sus siglas en ingles) y la Unidad de Manejo de la Pesca
y Acuicultura (UNIPESCA), este ultimo, ente rector de la pesca en Guatemala,
responsable de administrar, conceder, autorizar y/o denegar la concesion de

Licencias de Pesca Maritima (13).



Las especies de captura mas comunes en Guatemala son: Atun bonito (Sarda
sarda) del Atlantico, Atun Patudo (Parathunnus obesus), Atdn Aleta Amarilla
(Thunnus albacares) y el Alb4cora (Thunnus alalunga), las cuales se
comercializan como pez vivo, en fresco o refrigerado segun especie (excepto
filetes); y finalmente, se puede comercializar como lomos de atin cocidos o
congelados. Este ultimo es el de mayor demanda en el mercado internacional

(anexo 4).

Guatemala exporta el atun a varios paises del mundo, sin embargo la Unidn
Europea como bloque es el mayor importador de este producto. Por esta razén
la industria atunera guatemalteca enfoca el control de calidad del mismo para
satisfacer las altas exigencias de dicho importador, rigiéndose por las

siguientes normas:

Reglamento (CE) No. 178/2002, por el que se establecen los principios
generales sobre la inocuidad de los alimentos y la trazabilidad.
Reglamento (CE) No. 852/2004 y reglamento (CE) No. 853/2004, sobre
la higiene de los productos alimenticios y sobre las normas especificas
de higiene de los alimentos de origen animal, respectivamente.
Reglamento (CE) No. 854/2004 y Reglamento (CE) No. 882/2004 sobre
controles oficiales de los productos de origen animal destinados al
consumo humano.

Reglamento (CE) No. 1935/2004, sobre los materiales y objetos
destinados a entrar en contacto con alimentos.

Reglamento (CE) No. 2073/2005, relativo a los criterios microbiol6gicos

aplicables a los productos alimenticios.



IV. JUSTIFICACION

Varias corporaciones europeas han invertido cerca de 45 millones de doélares
en la industria atunera de Guatemala, para establecer una base regional de
operaciones pesqueras, procesamiento y empaquetado de atin para

exportacion.

Estas inversiones han provocado un impacto socio-econémico positivo en el
pais, haciendo que la industria atunera de Guatemala llegue a ser la mas

grande y moderna de Centroamérica y la cuarta en tamafio de América Latina.

Para que el producto pueda acceder al mercado internacional, se debe cumplir
con requerimientos de calidad internacional. Uno de los parametros de calidad

es la determinacion del contenido de histamina presente en el atin.

Controlar el contenido de dicha amina en el atin, es de suma importancia, ya
que se trata de una amina biogénica que causa intoxicacion al ser humano.
Esta intoxicacion afecta a diferentes alimentos pero es mucho més frecuente
en el pescado y especificamente en aquellos del orden de los escémbridos al

cual pertenece el atan.

Por lo anteriormente descrito, el estudio de esta toxina es de suma importancia
y es necesario establecer si la misma se encuentra dentro de los rangos
permitidos para que el atin guatemalteco pueda ser exportado al mercado de

la Unién Europea.

La presencia y concentracion de esta toxina es muy dificil de detectar, por lo
gue se requiere disponer de un método normalizado y reconocido
internacionalmente por los entes oficiales de los paises socios comerciales,
para que entes nacionales puedan llevar a cabo un control oficial para
determinar la concentracion de esta toxina en muestras de atin de tal manera
de facilitar el ingreso del producto al mercado internacional; por ésto y los

anteriormente descrito se justificé la realizacion de esta investigacion.



V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general:
Determinar cuantitativamente, con un método normalizado vy
reconocido internacionalmente; los niveles de histamina presentes en
muestras de lomo de atlin proveniente de la atunera mas grande de

Guatemala.

5.2. Objetivos Especificos

5.2.1 Evaluar un método normalizado para la cuantificacion de histamina a
través de su limite de deteccién, cuantificacion, linealidad, precision y

exactitud.

5.2.3 Determinar si los valores de histamina en las muestras de lomo de
atun estan dentro de los limites permisibles para la exportacion del mismo

al mercado internacional.



VI. HIPOTESIS

Por medio de la metodologia propuesta por Eerola et al. (6), puede
determinarse si la concentracion de histamina en las muestras de lomo de
atun provenientes de la industria atunera guatemalteca, no sobrepasa el

limite permitido para la exportacion del mismo al mercado internacional.



VIl. MATERIALES Y METODOS
7.1. Universo de trabajo

En el estudio se define como “poblacion atin de diversas especies
provenientes de la atunera mas grande de Guatemala, y como “unidad

muestral” 4 gramos de lomo de atun.

7.2. Muestra y disefio de muestreo

Para la cuantificacion de histamina, se seleccionaron al azar muestras de un

lote procesado, provenientes de la planta atunera Rainxeira de Puerto Quetzal.

El nimero de muestras (n) se calcul6 estadisticamente por medio de la
siguiente formula; siendo ¢” la varianza y asumiendo un nivel de confianza (NC)
de 95% = 1.96:

ot

7.3. Medios

7.3.1. Humanos:

Estudiante: Harold Alexander Flores Quintana

Asesores: Licda. Diana Pinagel Cifuentes

Inga. Maria Gabriela Alvarez de la Cruz

Colaboradores: Personal Técnico y profesional del Area de Contaminantes de
Ambiente y Salud (CAS) del Laboratorio Nacional de Salud (LNS).

7.3.2. Institucionales:
Laboratorio del Area de Contaminantes de Ambiente y Salud (CAS), del
Laboratorio Nacional de Salud (LNS).



7.4. Materiales

7.4.1. Equipo:
1. Pipeta automatica ajustable de 25-250, 100-1000 y de 500-2500
microlitros.
Balanza analitica.
Balanza semianalitica
Equipo de filtracion a vacié “MILLIPORE” y microfiltros (0.45um)
Equipo de filtracion de agua (ultrapura).
pH-metro.
Homogenizador Ultra-Turrax.
Centrifuga (4000 RPM)
Agitador tipo Vortex.
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10. Equipo de cromatografia liquida.
7.4.2. Cristaleria:
1. Tubos de ensayo de 25 mL.
2. Tubos de ensayo de 10 y 25 mL con rosca.
3. Pipetas volumétricas de 10 y 20 mL.
4. Matraces aforados de 10, 25, 50, 100 mL .
7.4.3. Otros:
1. Filtros de papel de 11 y 15 cm de didmetro.
7.3.4. Reactivos:
1. Hidréxido de sodio para andlisis.
. Acido perclérico 70-72% para anélisis.
. Acetato de amonio para andlisis.
. Agua Ultra pura
. Acetonitrilo grado HPLC.
. Cloruro de dansilo 99% Sigma.
. Acetona para andlisis.

. Bicarbonato de sodio para anlisis.
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. Hidréxido de amaonio 30% para analisis.

10. Diclorohidrato de histamina min 99%.



7.5. Procedimiento

Se determind la presencia y concentracion de histamina, por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), siguiendo la metodologia propuesta por

Eerola y col. (6).

7.5.1 Preparacion de la muestra y extraccion:

Se pesan 4 gramos de muestra homogenizada en tubos centrifuga de 50 ml, se
afiaden 20ml de acido perclérico 0.4M. Se homogeniza en Ultra-Turrax y se
centrifugan durante 20 min a 4000 r.p.m. Se filtra el sobrenadante con papel
filtro Whatman No.4.

7.5.2 Derivatizacion de muestra y estandares

Se toma 1 ml de extracto y se alcaliniza con 200 pl de NaOH 2N. Se afiaden
300 pl de disolucion saturada de bicarbonato de sodio y después 2 ml de
disolucion de cloruro de dansilo (10mg/ml en acetona), manteniéndose a 46°C
durante 45 min. Para eliminar los residuos de cloruro de dansilo, se afiaden
100ul de hidréxido de amonio concentrado. Se deja en reposo 30 min y se lleva
a 5 ml con acetonitrilo. Se centrifuga durante 5 min a 4000 r.p.m. filtrandose el
sobrenadante con papel filtro Whatman No.4. La derivatizacion de los
estandares de 1, 2, 5, 10, 20 mg/l para la calibracion se hace por triplicado,

siguiendo el procedimiento descrito para la muestra.

7.5.3 Separacion cromatogréfica

Se inyectan 20 pl de extracto al cromatégrafo liquido los cuales se detectan la
salida de una columna Nucleosil® C18 a 254 nm. Para la separacién

cromatografica se utilizo el siguiente gradiente a un flujo de 1 ml/min:



Tiempo (min) | Acetato de amonio 0.1M: Acetonitrilo | Acetonitrilo
(1:2)
0 100% 0%
24 20% 80%
25 100% 0%
30 100% 0%

7.5.4 Analisis de datos

La deteccion y cuantificacién de la histamina se realizé por comparaciéon del
tiempo de retencion de la muestra y del estandar de referencia, obteniendo la
concentracién de histamina por medio de la curva de calibracion de 5 puntos
para el método cromatografico mediante regresion lineal. Cada estandar se
inyect6 por triplicado, los cuales se aceptaron cuando la desviacion estandar
relativa de las areas de los tres patrones utilizados en cada punto de

calibracion no superé un valor del 10%.

El ajuste de los datos experimentales a la ecuacion de la recta se comprobaron
mediante el coeficiente de determinacién r? y un andlisis de varianza para

regresion.

Los limites de deteccién y cuantificacion fueron determinados por el método
basado en la relacion sefal/ruido. Para estimar los limites de deteccion y
cuantificacion se midioé la magnitud del ruido realizando mediciones sobre la
linea base de un cromatograma obtenido con un blanco de muestra,
midiéndose su amplitud.



Generalmente se define el limite de deteccion como la concentracion que
origina una relacion sefal/ruido (S/R), igual a 3. El limite de cuantificacion
corresponde a una relaciéon S/R de 10. La magnitud del ruido se multiplico por
el factor correspondiente a cada tipo de limite y se convirti6 en una
concentracion mediante la curva de calibracion.

La precisiéon del método se obtuvo de la repetibilidad de 10 determinaciones de
la misma muestra, de las cuales se calcul6 un promedio, desviacion estandar y
el coeficiente de variacion del método. La reproducibilidad del método se
obtuvo comparando datos de dos analistas realizando 10 determinaciones cada
uno. Los datos obtenidos de estos parametros fueron sometidos a un analisis

de t de student evaludndose la homogeneidad de las varianzas.

La exactitud del método fue establecida con los mismos datos de linealidad, por

medio del porcentaje de recuperacion.

A las muestras de lomo atin se le cuantifico el contenido de histamina y se
compar6 con el limite permisible establecido por la Union Europea para la
exportacion del mismo al mercado internacional.



VIIl. RESULTADOS

8.1. Linealidad:
Tabla 8.1.1.

Concentraciéon de Histamina contra area

Con estos datos se elaboré una curva de calibracion; obteniéndose los
siguientes resultados:

Ecuacion de la curva de calibracion: y = 52.894x — 7.2827
r’ = 0.9997

Donde:
Y = Area de histamina

X = Concentraciéon de histamina
r? = Coeficiente de determinacién



Gréfica 8.1.1.
y = 52.894x - 7.2827 Curva de calibracién

R? = 0.9997
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Tabla 8.1.2.

Andlisis de varianza entre area y concentracion de histamina




8.2. Exactitud:
Tabla 8.2.1.

Tabla de resultados de la exactitud del método
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Con el promedio del porcentaje de recuperacién se establece lo siguiente:

Ho:p !
" # $
% & &

p>alfa Ho no se rechaza

8.3. Limite de deteccidén y cuantificacion:

Tabla 8.3.1

Resultados del limite de deteccion y cuantificacion

&
*+ &'




8.4. Precision:

Tabla 8.4.1

Resultados de la repetibilidad del método

N (SO

Tabla 8.4.2.

Resultados de la reproducibilidad del método
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Tabla 8.4.3.

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
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Con la prueba t para medidas de dos muestras emparejadas se establece la
siguiente hipotesis:
7§05

Como p > alfa, Ho no se rechaza, lo que indica que no hay diferencia

significativa entre los analistas.



8.5. Resultados de las muestras de atun:

Tabla 8.5.1

Concentracion de histamina en las muestras de atln

2
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* = La concentracion de la muestra esté por debajo del limite de cuantificacion del método
(1.67mg/L).



IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Con el fin de que entes oficiales pudieran disponer de un método reconocido
internacionalmente para la cuantificacion de histamina; se evalu6 el método
propuesto por Eerola y col. (6), a través de su linealidad, exactitud, precision,

limite de deteccion y cuantificacion.

De los datos presentados en la tabla 8.1.1. se obtienen resultados que
demuestran que el método utilizado en ese rango de concentracion es lineal.

El primer parametro que demuestra esto, es la curva de regresion lineal,
Gréfica 8.1.1., del cual se obtiene un coeficiente de determinacién (r?) de:
0.9997 a partir de las areas dadas por el cromatégrafo y las concentraciones de
histamina. Como este coeficiente es muy proximo a 1, la correlacion entre la
respuesta del cromatdgrafo y la concentracion de histamina es muy fuerte lo
que indica que hay linealidad. Esto también se logr6 comprobar a través del
andlisis de varianza entre el &rea y la concentracion de histamina de la tabla
8.1.2. donde se demuestra que existe una linealidad significativa ya que el

andlisis de la misma, muestra que p<0.00001.

La exactitud del método fue determinada con los datos experimentales de la
linealidad (tabla 8.2.1.), donde se compara las concentraciones experimentales
contra las concentraciones tedricas, obteniéndose porcentajes de recuperacion
por cada punto de concentracion. El promedio de dichos datos fue de 100.78%
(tabla 8.2.1.)

Para evaluar si los datos obtenidos eran validos, los mismos fueron sometidos
a un andlisis de t de Student; dando como resultado que el valor de t de
Student es superiores a su valor critico entre el porcentaje de recuperacion
media y el 100%. Esto significa que el método tiene la exactitud requerida

pudiéndose tomar el valor del porcentaje de recuperacién como valido.



El limite de deteccion obtenido fue de 0.50mg/L (correspondiente a 2.5mg/kg
de histamina en atdn) y el limite de cuantificacion fue de 1.67mg/L

(correspondiente a 8.35mg/kg de histamina en atdn) (tabla 8.3.1.).

Estos limites son los que definen la concentracion mas baja detectable y la
concentracion mas baja cuantificable por el método. Dichos limites no tienen
estipulado un valor aceptable o rechazable, pero dan informacién importante
sobre el método ya que determina el alcance que éste pueda tener al analizar
las concentraciones mas bajas requeridas. Los limites obtenidos para éste
método son validos, ya que estan muy por debajo del limite permisible
establecido por la Unién Europea en el Reglamento (CE) No. 2073/2005 para la
exportacion de atin al mercado internacional, donde establecen que la
concentracion del contenido de histamina en el atin no deberd superar
100mg/kg. (5,11, 24)

La precision del método fue evaluada a través de la repetibilidad y
reproducibilidad del mismo. La primera fue determinada por medio del andlisis
de 10 determinaciones de una misma muestra, obteniéndose una media,
desviacion estandar relativa y un coeficiente de variacion (RSD), equivalente a
1.29% (tabla 8.4.2). Este dato es el que indica las dispersiones de resultados

obtenidos de una misma muestra y define si el campo es repetible o no.

No existe un criterio definido para aceptar o rechazar un RSD%. Esto
dependerd de la técnica, de la calidad instrumental y del efecto de los

componentes de la matriz de la muestra.

Segun El Manual del Programa de verificacion de métodos de la AOAC, las
muestras medioambientales y de alimentos, pueden oscilar entre 2% y mas del
20% y usando estas tablas se estima que el método debera tener un
coeficiente de variacion entre 5.3 - 7.3% (anexol, tabla 1). Otro criterio de
aceptacion del coeficiente de variacién de la repetibilidad del método, es por

medio de la formula de Horwitz, donde se puede percibir que el coeficiente de



variacion de aceptacion se encuentra entre 8 — 11% (anexo 1, tabla 2). A partir
de estos dos criterios de aceptacion se puede concluir que el método es

repetible ya que esta por debajo de ambos.

El segundo parametro evaluado para la precision del método, fue la
reproducibilidad. Este fue efectuado por medio de la determinacién del andlisis
de las mismas muestras por dos analistas (tabla 8.4.2.). Los resultados
obtenidos fueron sometidos a un andlisis de t de Student; dando como
resultado que p>alfa, lo que significa que la hipétesis no se rechaza, lo que
indica que no hay diferencia significativa entre los analistas y que si hay
reproducibilidad entre ambos analistas. Esto muestra que el método no posee
errores sistematicos y que la variacion del personal técnico no influira los

resultados obtenidos.

Para la cuantificacion de histamina en las muestras de lomo de atin, se
seleccionaron al azar muestras de un lote procesado, proveniente de la planta
atunera mas grande de Guatemala. Los resultados obtenidos se muestran
expresados en mg/kg en la tabla 8.5.1. Como se observa, 15 de 16 muestras,
tienen una concentracion de histamina por debajo del limite de cuantificacion y
solamente una muestra se logra cuantificar. A partir de estos resultados no es
posible obtener la desviacion estandar y el intervalo de confianza del 95% para
la poblacion; con lo que se concluye que la concentracién de histamina en la
poblacion objetivo se encuentra muy por debajo del limite permisible
establecido por la Unién Europea para la exportacion de lomo de atun al
mercado internacional y las muestras analizadas se consideraran aptas para la

exportacion, ya que ninguna supera el valor establecido de 100 mg/kg.



X. CONCLUSIONES

10.1. En la evaluacion de linealidad del estudio, quedo demostrado que existe
una linealidad significativa entre concentracion de analito en lomo de atdn y la

respuesta instrumental en el rango de 1.61-21.46 mg/L.

10.2. Por medio de la prueba de hipétesis, se comprueba que el método
planteado es exacto, confirmandose con porcentajes de recuperacion

satisfactorios.

10.3. Los limites de deteccién (0.50 mg/L) y cuantificacion (1.67 mg/L) del
método propuesto para el presente estudio, satisfacen las necesidades
requeridas por el Reglamento (CE) No. 2073/2005.

10.4. Los coeficientes de variacion obtenidos y la prueba de hipotesis en el
estudio de precision, indican que la repetibilidad y la reproducibilidad para el
método planteado son satisfactorias, ademas se logra mostrar que el método
no posee errores sistematicos y que la aplicacién del método por diferentes

analistas no influye en los resultados obtenidos.

10.5. La concentracién de histamina en las muestras analizadas es menor a la
concentracion establecida (100mg/kg) por el Reglamento (CE) No. 2073/2005 y
las mismas se consideran aptas para la exportacion, por lo que la hipotesis de

la investigacion es aceptada.



Xl. RECOMENDACIONES

11.1. Utilizar el método evaluado para la determinacion de histamina en lomo

de atun.

11.2. Participar en pruebas de intercomparacién de laboratorios para

monitorear el comportamiento del método propuesto.

11.3. Determinar la incertidumbre del método.
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13.1 ANEXO 1
Tabla 1

Analyte recovery at different concentrations

Ana lyte % Analyte ratio |Unit RSD (%)
1100 1 [100% 1.3
10 10-1 [10% 28
1 10-2 1% 27
0.1 10-3 0.1 % 37
0.01 [10-4 100 ppm 5.3
0.001 [10-5 |10 ppm 7.3
0.0001 10-6 |1 ppm 11
0.00001 [10-7 100 ppb 15
0.000001 10-8 |10 ppb 21
0.0000001 10-9 1 ppb 30
Tabla 2

Criterio empirico para aceptar RSD% o CV%
Seglun Férmula Horwitz

1108 leat
JLU

R&DY% <2

RSD% | Concentracion C%
3 10 % 10
4 1% 1
6 0.10 % 0.1
8 100 mg/L 0.01
11 10 mg/L 0.001
16 1 mg/L 0.0001
23 100 pg/L 0.00001
32 10 pg/L 0.000001
45 1 ng/L 0.0000001

Donde: C es la concentracion de la muestra expresada como potencia de 10.
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13.2 ANEXO 2
Cromatograma de una curva calibracién




13.3 ANEXO 3
Cromatograma de una muestra

Current Chroma

togram(s)

12232 - Histamina

30

J|

49




13.4 ANEXO 4

Lomos de Atun Congelados




