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1. RESUMEN

Se determiné la concentracién de histamina en 16 muestras de lomo de attin, siguicndo la metodologia propuesta
por Eerola y col. (2). Previo al andlisis, se evalud dicho método en los siguientes pardmetros: limite de
deteccidn, cuantificacidn, linealidad, precision y exactitud.

La metodologia se basa en la extraccidn de histamina con dcido perclérico, a partir de una muestra
homogenizada de lomo de atin, su derivatizacion con cloruro de dansilo, deteccidn y cuantificacion del
producto de la derivatizacién con cromatografia liquida de alta resolucién con un detector UV a 254nm.

El estudio de la evaluacion del método es satisfactorio, ya que cumple con los pardmetros estadisticos evaluados;
presentando buena repetibilidad, reproducibilidad, exactitud, linealidad (* = 0.9997) y con limites de deteccion
y cuantificacion (2.50 y 8.35 mg/kg respectivamente) que estin por debajo del limite permisible establecido
por la Unién Europea en el Reglamento (CE) No. 2073/2005 (100mg/kg), por lo que queda demostrado que
el método es preciso y exacto, apto para ser usado para la cuantificacion de histamina en lomo de atdn, Por
iltimo se concluyo que la concentracion de histamina en la poblacion del estudio, no exceden dicho limite.

11



VOL. 18 No. | REVISTA CIENTIFICA

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS Y BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

ANO 2.010 4
ANG 2,01 UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
2. INTRODUCCION un método normalizado para llevar a cabo la

Guatemala es un pafs con muchos recursos
hidrobiolégicos, entre estos destaca el atun. Los
peces de la familia Escombridae, entre los que se
menciona el attin bonito (Sarda sarda) del Atlantico,
atin patudo (Parathunnus obesus), atin aleta
amarilla (Thunnus albacares) y el albacora ( Thunnits
alalunga), se destacan por ser muy importantes
dentro de la industria alimentaria guatemalteca. mas
especificamente relacionadas con el procesamiento
de lomos de atdn para exportacion (5).

Las proteinas del pescado estdn formadas por
aminodcidos que pueden hallarse libres. Uno de ellos
es la histidina (1,4). La histamina es generada por
la descarboxilacion de la histidina, a través de
enzimas provenientes principalmente de bacterias
gram negativas (5). Normalmente, la histamina es
un compuesto que se encuentra presente a bajas
concentraciones de manera natural en peces, no
constituyendo un peligro su consumo: sin embargo,
su presencia en grandes cantidades es un indicativo
de un proceso de deterioro, que se 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 intoxicacién (3, 4).

En Guatemala no se disponfa de un método
normalizado y reconocido internacionalmente por
los organismos oficiales de los paises socios
comerciales para la cuantificacion de histamina, por
esta razon, se justificé el desarrollo del presente
estudio de esta toxina,

Este estudio tenfa como objetivo principal, evaluar
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cuantificacién de histamina en muestras de lomo de
atin. Los resultados se compararon con el limite
maximo permisible para histamina en atin, de 100
mg/kg, establecido en el Reglamento de la Unién
Europea para la exportacién del mismo al mercado
internacional,

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron al uzar 16 muestras de un lote
procesado, provenientes de la planta atunera mas
grande de Guatemala y la cuarta en tamaiio de
América Latina.

Se determind la presencia y concentracién de
histamina, por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC, por sus siglas en ingles),
siguiendo la metodologia propuesta por Eerola y col
(2).

Para la extraccion de histamina, fueron adicionados
20 mL de dcido perclérico 0,4M a 4 gramos de
muestra homogenizada con un homogenizador
Ultra-Turrax”. Posteriormente se centrifugé por 20
min a 4000 r.p.m, el sobrenadante fue filtrado con
papel Whatman No.4.

Con la finalidad de formar un derivado fluorescente,
I mL de extracto sc alcaliniza con 200 ul de NaOH
2N. Se anaden 300 °ul de Na,CO, saturado y 2 mL
de cloruro de dansilo (10mg/ml en acetona),
manteniéndose a 46°C durante 45 min.
Transcurrido el tiempo se agregd 100wl 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. filtrdndose el sobrenadante con
papel filtro Whatman No. 4. La derivatizacién de
los estandares de 1, 2, 5, 10, 20 mg/l para la
calibracién se hace por triplicado, siguiendo el
procedimiento descrito para la muestra.
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Se inyectaron 20 pl de cada extracto a un
cromatégrafo liquido Agilent 1100, los cuales se
detectaron en la salida de una columna Merck, RP-
18 Lichrospher®” de 12,5 cm de longitud por 4,5 mm
de didmetro interno, tamafio de las particulas de
silica 5 °m. Se utilizd un detector UV-Visible modelo
Agilent 1100, a una longitud de onda de 254 nm.

Para la separacion cromatogrifica se utilizo el
siguiente gradiente a un flujo de 1 ml/min:

Separacion cromatografica.

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

La deteccidn y cuantificacién de la histamina se
realizé por comparacién del tiempo de retencion de
la muestra y del estdndar de referencia, obteniendo
la concentraci6n de histamina por medio de la curva
de calibracién de 5 puntos mediante regresion lineal.
Cada estandar se inyectd por triplicado, los cuales
se aceptaron cuando la desviacion estandar relativa
de las dreas de los tres patrones utilizados en cada
punto de calibracién no supero un valor del 10%.

Los Iimites de deteccién y cuantificacion fueron
determinados por el método basado en la relacion
sefial/ruido, Para estimar los limites de deteccion y
cuantificacién se midié la magnitud del ruido
realizando mediciones sobre la Iinea base de un
cromatograma obtenido con un blanco de muestra,
midiéndose su amplitud.
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La precision del método se obtuvo de la repetibilidad
de 10 determinaciones de la misma muestra, de las
cuales se calculd un promedio, desviacion estandar
y el coeficiente de variacién del método. La
reproducibilidad del método se obtuvo comparando
datos de dos analistas realizando 10 determinaciones
cada uno. Los datos obtenidos de estos pardmetros
fueron sometidos a un analisis de t de student
evaluindose 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 comparé con el limite
permisible establecido por la Unién Europea para
la exportacion del mismo al mercado internacional.

4. RESULTADOS

Linealidad

En la Tabla I, se muestran los datos con los que se
determino la linealidad del método. A partir de estos
datos estos datos se elabord una curva de calibracion
(Gréfica I) y un andlisis de varianza entre drea y
concentracién de histamina, obteniéndose los
siguientes resultados:

Ecuacion de la curva de calibracidn:
v =52.894x — 7.2827
m =0.9997

Donde:

y = Area de histamina

x = Concentracién de histamina
r* = Coeficiente de determinacion
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Tabla 1. Tabla 11.
Concentracion de Histamina contra drea Analisis de varianza entre area
¥ concentracion de histamina
C on@Entracian {mgel) Area ;
1.609 4528 70.45484
1.609 4523 80.38 767 Regresidn 1 DI3ZD 200N 4312010 12
. -_ Residics 13 SS67%18232 S0.520140%
Tote 1 2000
3.218 9056 167.8 9279
3.218 9056 167.9 0915 Exactitud
3.218 9056 168.0 0633 Para determinar la exactitud del método, se usaron
6.437 8113 330.3 2407 los mismos datos de linealidad y se generaron los
ws SSine sigulentes resultados presentados en Tabla 111
6.437 8113 330.2 8635
12.87 5622 664.7 8357 Tabla II.
Tabla de resultados de la exactitud del método
12.87 5622 662.3 0554 _ i
12.87 5622 660.7 0166 A
21.45 9371 1135. 38428 T
1.6094523 1.68 T483 ED.335%TET  0.85675137 1.07%
21.459371 1130. 69434 ol -
1.HE05E 331 1ENM
21458871 Tiar.20411 LIEI056 3 2450 TETIIE0E  DORIATTIER  Q0d%
12182056 3.4 5088
[ERTRE] [
52378113 B.38 2264 £a% 330.303053 009226367 2.01%
34370113 8,38 2029 g5
12875622 12.7 05382 9%
T 12 476852 12.5 58134 8% BE2 96023 2 [5RA05927 0%
Tab]a 1\0' 1 12875622 d2sZERMt 98%
Curva de Calibracidn 15 R e 1
21,459371 1.5 14432 00% 113442773 2.3589289 0.30%
21.489371 21,6 37505 1%
120 Fremedio 100.78%
1000 Dev 8L 439%
800+ . _ _
I - Con el promedio del porcentaje de recuperacién
se establece lo sicuiente:
400 | s
200
0 . : ; ; 4 Hipdtesis: Ho:pu = 100%
8 3 o520 2 Estadistico t: 1.52
/L . —
S Probabilidad t: 0.15076983

p>ulfa Ho no se rechaza
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Limite de deteccion y cuantificacion

Tabla VII.
Prueba t para medias de dos muestras
emparejadas
Analista Analista
MNo T No. .2
Media 50.469643 [50.364393
Varianza 1.24086878 [1.17 240539
Obser vadones 10 10
C ceficiente de 0.96 006906
correlacion de Pears on
Diferencia hipotética de 0
las medias
Grados de libertad a
Estadistico t 1.06 309602
P{T==t) una cola 0.15664376
Valor critice de t (una 1.8331186
cola)
P{T==t) do s cohs 0.31328752
Valor critico de t (dos 2.26215839
colas)

Con la prueba t para medidas de dos muestras

emparejadas se establece la siguiente hipdtesis:
Ho: ul1 =p2

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

no hay diferencia significativa entre los analistas.

Resultados de las muestras de atin

Tabla VII.
Concentracion de histamina en las muestras de
atin

Muesta No. Conceniracitn

mg /kg

Tabla I'V.
Resultados del limite de deteccidn y
cuantificacion
Concentracion | Relacion
mgiL afislRuido
Limite de deteccion | 0.5000804 30
Limite de 16700000 100
cuantificacion
Precisién
Tabla V,
Resultados de la repetibilidad del método
4] 3436
. TxH
=3 35.23
= ]
= T
G a0
R? 6
RS E3E
R3 35,45
R0 ada5
Me diz a0
T e
% RED 13%
Reproducibilidad
Tabla VI.
Resultados de la reproducibilidad del método
Muesira | Analista | Analista | Media | RSD
MNo. No. 1 No. 2 mag/kg 155
markg mg/kg
1 51.2 51.1 51.1| 0.129647 | 0.25%
2 49.6 491 49.3 | 0.365654 | 0.74%
3 51.8 51.8 51.8 | 0.035745 | 0.07%
4 50.0 49.8 49.9 | 0.136471 | 0.27%
5 50.8 50.3 50.5| 0.347119 | 0.69%
6 50.2 49.9 50.0 | 0.182446 | 0.37%
7 48.1 48.5 48.3 | 0.316578 | 0.65%
8 50.3 50.3 50.3 | 0.037696 | 0.07%
9 51.8 51.86 51.7 | 0.125646 | 0.24%
10 51.0 51.3 51.1 | 0.227384 | 0.44%
MEDIA 50.5 504
mg/kg
J 1.1 1.08
RSD 2.21% 2.15%
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* = La concentracion de la muestra estd por debajo
del limite de cuantificacion del método (1.67mg/L).
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

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

El primer pardmetro que demuestra esto, ¢s la curva
de regresion lineal, Grafica T, del cual se obtiene un
cocticiente 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 concentracién de histamina
es muy fuerte lo que indica que hay linealidad. Esto
también se logré comprobar a través del andlisis de
varianza entre el drea y la concentracion de histamina
de la Tabla II. 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 IIL.),
cohcentraciones

donde se las

experimentales contra las concentracioncs tedricas,

compara

obteniéndose porcentajes de recuperacion por cada
punto de concentracién. El promedio de dichos datos
fue de 100.78%.

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 superior 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
recuperacidn como vélido.

El limite de deteccién obtenido fue de 0.50mg/L
(correspondiente a 2.5mg/kg de histamina en atin)
y el limite de cuantificacién fue de 1.67mg/L

16

(correspondiente a 8.35mg/kg de histamina en attin)
(Tabla TV.).

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 atiin al
mercado internacional, donde establecen que la
concentracion del contenido de histamina en el atin
no deberd superar 100mg/kg (7).

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, desviacién estindar
relativa y un coeficiente de variacién (RSD).
equivalente a 1.29% (Tabla I'V.).

Segun El Manual del Programa de verificacion de
de la AOQOAC,
medioambientales y de alimentos, pueden oscilar

métodos las  muestras
entre 2% y mas del 20% y usando estas tablas se
estima que el método deberd tener un coeficiente de
Otro criterio de
aceptacion del coeficiente de variacion de la

variacion entre 5.3 - 7.3%.

repetibilidad del método, es por medio de la formula
de Horwitz, donde se puede percibir que el
coeficiente de variacion de aceptacién se encuentra
entre § — 11%. A partir de estos dos criterios de
aceptacidn se pucde concluir que el método es
repetible ya que estd por debajo de ambos.

La reproduibilidad fue evaluada por medio de la
determinacion del andlisis de las mismas muestras
por dos analistas (Tabla VI.). Loy resultados
obtenidos fucron sometidos a un andlisis de t de
Student; dando como resultado que p>alfa, lo que
significa que la prueba de hipétesis no se rechaza,
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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 sistemadticos y que la variacion del
personal técnico no influird los resultados obtenidos.

Los resultados de la concentracidn de histamina en
las muestras (Tabla VII), muestran que 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 desviacién
estandar y el intervalo de confianza del 95% para la
poblacidn; con lo que se concluye que la
concentracion de histamina en la poblacién objetivo
se encuentra muy por debajo del limite permisible
establecido por la Unién Europea para la exportacién
de lomo de atin al mercado internacional y las
muestras analizadas se considerardn aptas para la
exportacién, ya que ninguna supera el valor
establecido de 100 mg/kg.
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