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1. RESUMEN

Se determinó la concentración de histamina en 16 muestras de lomo de atún, siguiendo la metodología propuesta por 
Eerola y col. (2). Previo al análisis, se evaluó dicho método en los siguientes parámetros; límite de 
detección, cuantificación, linealidad, precisión y exactitud.

La metodología se basa en la extracción de histamina con ácido perclórico, a partir de una muestra 
homogenizada de lomo de atún, su derivatización con cloruro de dansilo, detección y cuantificación del producto de la 
derivatización con cromatografía líquida de alta resolución con un detector UV a 254nm.

El estudio de la evaluación del método es satisfactorio, ya que cumple con los parámetros estadísticos evaluados; 

presentando buena repeti bilí dad, reproducibilidad, exactitud, linealidad (r2 = 0.9997) y con límites de detección y 
cuantificación (2.50 y 8.35 mg/kg respectivamente) que están por debajo del límite permisible establecido por la Unión 
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 cuantificación de histamina en lomo de atún. Por último se concluyó que la 
concentración de histamina en la población del estudio, no exceden dicho límite.
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Determination of histamine levels present in samples of tuna steak, fish (Family Escombridae) from 
Guatemala tuna industry

Histamine concentration will be limited in 16 tuna loin samples, following the methodology proposed by Eerola et al. 
(two). Prior to the analysis, said method was evaluated in the following parameters; detection limit, quantification, 
linearity, precision and accuracy. The methodology is based on the extraction of histamine with perchloric acid, from a 
homogenized sample of tuna loin, its derivatization with dansyl chloride, detection and quantification of the derivatization 
product with high resolution liquid chromatography with a UV detector at 254nm. The study of the evaluation of the 
method is satisfactory, since it complies with the evaluating statistical parameters; presenting good repeatability, 
reproducibility, accuracy, linearity (r2 = 0.9997) and with detection and quantification limits (2.50 and 8.35 mg/kg 
respectively) that are below the permissible limit established by the European Union in Regulation (EC) No. 2073/2005 
(100mg/kg), so it is demonstrated that the method is precise and exact, suitable to be used for the quantification of 
histamine in tuna loin. Finally, it was concluded that the concentration of histamine in the study population does not 
exceed this limit.
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2. INTTTODUCCTó\

Guate¡t¿la es Lrn país con muchos tecursos
hidrobiológicos. e¡rtre estos destaca cl atún. Lo\
peces de la femilia L.túnlbti¿a?, entre los que \e
rnencion0 el aiÍin llonilo f5'íl1/¿/ vrr d./l del Atlilntico.
atún patudo (Pd¡uÍhLtnnus (r¿rer¡r.\i. ¿tún aletu

annrilla (. l hu¡¡.n u.r ulba.d/r,.\ I y el alb¿icot a I f¡ ¿rn /1l

allaltu¡gd), \e destrcan por sel mu! i¡rpor'I¡ntes
de¡tro de la industria alimentaria glatemnl!eca- nlás

r.l)r..tl:t ¡(r're rel..'''o r,.d. . :..r' el ¡t, :e.rnrerrto
de lonlos de atú¡ pr¡ra expor-t¡ciól (5).

Las proteínas del pesc¡do están formadas por

ar¡inoácidos quepuedcn hallarsc librcs.lJno de ellos

es la hi\tidina (1,.1). La histami¡a es generada por

la desc¡rboxilacióD de la bistidina. ¡ !ra\'és de

enzimas provcnientes plincipalmente de b cteias
prüm negxri\'as (5, NnlrniLl0icnre. la hr(tilmina e.
un conrpuesto que se encuenh'¿t presente a bajus

concenlraciores dc ¡¡¿rner¡ n¡lural en peces. no

constillDe¡ldo unpeligro su con\umo: \in eDrbargo.

su presencia en gr-andes caniidddes es un indicativo
de un proceso de detcfioro, qúe se relacion¡ con unir

i¡lid¿d s:rnit¡ri.r rletlr irnrr. el¡\'rJa contirnünJcioil
y/o condiciones inapropildas dutante el
proces¡rrjento ) alnr¡cena¡'rienlo. que ¡rt¡ctan l¡r
calidad nliüerltariá pudieDdo pr-ovocar en personas

sensibles ul}a intoxicación (3. J).

En Guatemala no se disponía de utr ¡rétodo
normalizado v ¡econocido intetnacion¡lntente por'

I¡. olc"nr.n o. ñfLcr:rli. Je lñ. pJis,., .uLio(
. n nerci¡le' p.ira lJ (r.iIril.. i.!idr de hr.rJnrir,;. por

e\ta razón. se justiticó el desauollo del pr-esente

cs¡Lrdio cle esta toxinA.

Este estudio ¡enía co¡ro obietilo principal. e\.aluar

un nrétodo normalizLLdo para )levar a cubo Ia

cu¡ndficación de hlsl¡rnina en t¡uestras cle loll1o de

xtú¡. Los resultado\ se co¡rpararon con el tiDjte
nú¡imo pe.misible para hi\tami¡a e[ atún. dc I00
mg/[g. est¡blecido en el Regl¡nento de ]¡ U[ión
Eluroper para h export¡ción del mis¡Do al rnercado

inteInacional.

NIATERIAL Y N{ÉTODOS

Se scleccion¡rt¡r al ¡zar l6 mlrestl¡s de un lote

nn\e\.,JJ. prn\c1ienle. dc li. p...nt.r drJ ir,r ntd.
gra¡de de Guxlemalu ) la cuarta ell tamaño de

Amórica Latinr.
Se dcterminó l¡ pr'ese¡ci¡ v concenÍitción de

his¡¡r¡ina. por cr'omatografía ¡íquida de alra
Iesolución (HPLC. por sus siglas cn inglcr).
sigrriendo la metodologí¡ propuest¡ por Eer-o la y col
t2).

Par a l¡ er¡-¡cción de hist¡nrina. lueton adicionados

l0 ml- clc ¿icido perclórico 0,.11\{ a .1 gramos de

muestra honrogeniTada coD un honlogenizador
Ultr'¡-Turrax . Po\tedo¡¡Dente se centrifllgó por 2l)

mill Li .+000 r.p.lli, el sobrcntLdante l!¡e fllIr'¡do con

papcl Whatman No-.l-

Con h finalidildde formaruD derivado fltorelcente.
I nrl de e¡¡racto sc ¿lc¡llniza con 100 ¡rl cle NaOH
:N. Sc ¿rñaden -100 "Ul de Na.CO. sanuado .r, l ml-
de cloruro de da¡silo (10ms/ml e¡ acelon¿),
m¡nteniéndose a 46"C dur¡nte .15 min.
Trdnscurido el ierDpo se agregó L00glde hidróxido
de amonio co¡rcentrado. Se deja en Ieposo 30 lnin y
se lleva a5 rd con acetonillilo. Se ccnt fusa dur¡tnte

5 rnin a.1000 r.p. rTl. lil¡ ¡indose el sobrenadante 0o¡¡

prpel flltro Wh¿tmao \o. .1. La deivatizacirín de

los estándares de 1. 2 5, 10. 20 mg/l para lL1

caljbración se h¡ce por triplicado. sigrLienclo el

procedimiento descrito para Ia muestr¡.
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Se inyectaron 20 pl de cadt extracto a LLn

crornatógrafo líquido ,A.gilent 1100. los cuales se

detect¿u-c)n en le salida de una colur¡nx Nferck. RP

l8 Lichrospher'i de 12.5 crndelongitu<1por.1,5 mm

de dlámctro intemo, trmaño de las p¿ulícules de

\ílica 5 1n. Se LLtilizóun detector U\'-Visible rnodelo

Asilent 1100, a un¡ loDgrlucl de onda de 254 nm.

Paü la sepalación crrrnatogláfrca se utilizó el
. -Jierrre rf¡d e re h r r f r,ñ de nl -ni1:

Sep¿ración cronatográfi ca.

Acehio de amono 01lI:Acdoniirilo

(11)

100% 0¡/

24 2ttf. 80%

100%

30 010

La dctección y cuantific¡ción de la hist r¡lna se

realizó por conlparación deltiempo de retenció1de

l¡ muestra y del est¿indar de reterencia, obteniendo

1a concentración de histarni¡a por mcdio de 1a curve

de calibmción cle 5 pturtos mediante regresión theal.

Cada estánclar se iDyectó por triplicado, 1os cuales

se aceptaron cuando l¡ desviación estlLl1dar relativa

de las áreas de los tr'es p¿fones utilizados en cada

punto de calibración no supe¡ó u¡ \alor del 107..

Los límites de detección y cuanlificación luelon

determin¡dos pol el método bas¿do en l¡ relaoión

señal/ruido. Paru estimar los línlites de detección y

cuantificrción se r¡idió la nagnitud del ruido

realizando úediciones sobre la lilea []ase de un

cfo¡ratográma obte¡ido con un blanco de ]nuesÍa.

midiéndose su ¡mplitod.

Laprecisión delr¡ótodo se obtu\.o de larcpetibilidacl

de 10 determinacio¡es de la misma mlrestla, de les

cuale! se c¿lculó un plomedio. desviaciú1 estánda1

y e1 coeficie¡le de r.a¡iación del lllétodo. La

reproduoibilidad del método se obtllvo comparando

o,rLo¡ oe dL'r i.11.Llirrd'.e¡lizorr,l¡ ltI deteImi ..rciorle.

cada uno. Los datos obtenidos de estos pa1ámetros

llreron soneticlos a un análisis de t de s¡udent

evaluándose Ia homogeneidad de 1 s varianzas.

La exactitud del método fue establecida con los

r,ri.'ro.dr o.de rcd.rLl-d.porr redruJelpnr,en.ric

de recuper¡ción.

A las uestr'¿s de lonlo atíllr se le cua¡lificó el

co¡tenido de hislamin¡ y se comparó con el límite

permisible establecido por' la Lhión Europea p¡ra

la expofación del mismo al mercado intemacioná1.

4. RESULTADoS

Linealidad
En la Tabla I, se muesüan los datos con los que se

deten¡ino la linealiclad delmétodo. Apaltir de estos

datos estos clatos seelaboró unacur\,a decalibración

'Lri i.r lr ) uI .,.: i\i\ dc \.r irn/.. enL e :reJ :

concentración de histemina, obteniéndose los

siguientes resultadosl

Ecuación de la cul\a de calibración:

) = 52.89:1x 7.2827

rr = 0.9997

Donde:

y = Área de histamina

x = ConcentüciLír de histamina

rr = Coeticiente de dcterminació1r
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Tabla I.
Concentració[ de Hislamina contra área

c úEr¡..|ón l¡nslL)

Tabla II.
Análisis de varianza entre áre¡
y concentración de histamina

a6dr $r¡di P¡r¡i¡

¡,i¡i¡'|¡Éfj
,2t214¡.2t It?U3t 13!91t¡319 2 4.{!tir

Exactitud
Pare determinal Ia exactitud del método. se us¿uon

Ios nrisrnos cl¿tos de linealidad y se gcnemron los
siguientes lesul[aclos prcscnlados en Tabla llli

Tthla III-
Tabla de resultados de la exactitud del método

Tabla No. 1

Curva de Calih¡ac¡ón

Con el promedio del porcentaie de recupemción

se estabiece lo siguiente:

Hifcjrcsi\: Ho:! = 10o%

Estadístico r: 1.52

Probabilidedl: 0.15076983

p>alfa Ho no se rechaza

1

Iu*
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f.ímite de detección v crrnt'ificrción Tabla VII.
Prueba t para medias de dos m[estras

enlparcjadas

correlacitn de Péarsón

varor crtrco dé t (una

varor c.ricó de t (dos

Con la prueba t para medidas de dos muestras

Ho: tl,l = !r2
Conlo p > all'a, Ho no se rcchaza, lo que indica que

no hay diferencia significatlva enlre los an¿ilistas.

Resultados de las muestras de ¿tún

Tabla VII.
Concentración de hislamina en l¿s muestras de

rlrín

2

3

4
5

I
T

8

I
10

11

12 1 6.19

13

14

15

16

* = La concentración de la muesf¡l está por deb¡io

del lírnile de cuantiticaoión del método ll -67mg,L).

Tabla I\'.
Res lados del línrite de detección ]

cuantificación

0.5000804 3.0

1.6700000 1¡¡

Precisión

Tabla V Con la prueba t para mediclas de dos mues
Resultados de la repetibilidad del método emp¡rej¡das se establece la siguienre hipólesis:

Reprod[cibilidad
Tabla VI.

Resültados de la reproducibilidad de¡ mé1odo

51.2 51.1 51.1 0129647 0.25%
49,6 49,1 49,3 0.365654
51.8 51.4 51.3 0_035745

49.8 49.9 0,136471 0,27%
5 50.8 50.3 50.5 0.347119

502 50.0 0.182446 0,37./,
44.1 48.5 48.3 0.316573 0.65%
503 50.3 50.3 0,037696

51.8 51.6 51.7 0.12s646 o.24oL

51.3 51.1 0,227344

I\¡EDIA 50.5 50.4

'l t1
2,21% 2.15%
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5. DISCUSIóN DE RESUI,TADOS

De los datos presentaclos en la Tabl¡ l. se obtienen
resLrltados que demlLestr¿in que el método utilizado
en ese r¿mgo de concerllr¿1ción es lineal.
Elprimer parámet1o que dem uestra esto. cs ia cltr\,a
de r-eglesión lineai. GÍáficaJ. del cual se obtiene un
coctlciente de determillación (rr) de: 0.9997 ¿ parrir
de las á1eas dadas por el clornalógrafb y las
concentraciones de histamina, Como este coeflciente
es muypróximo a l,l¡ corr-elación eutre laresfuesta
del cronratógrafo y la concentración dc histarnina
es muy fuefte io que incliceque h¡y linealidad. Eslo
también se logró complobal a 1úvés del análisis de

r.arianza entre el iLr ea y la concentt xción de histamina
de ia Tabla II. donde se demuestra que e\iste uDa

lineelidad significative ya que el aríllsls de i¡
misma, muestm que p<0.00001.

La exactitud del nÉtoclo lue detenninada con los

datos expedrrentales de la llrealidad (Tabla lll.),
dunJe .e ccr_tr:..r lJ. Lnl(errr:..tore.
experiment¿rles contra l¡s concentracioncs teórices,
obteniéndose porcentajes de recuperación por cada

puntode concentración. Elprornedio de dichos datos

fire de I00 787.

Para evalu¿u sí10s datos oLrtenidos eran \.alidos. los

mismos tueron sor¡etidos a un análisis de t de

Sludent: clando como rcsullado que el \.alor de t de

StlLdent es superior a su valor crítico entre el
porcentaje de rccuperación media y el 1007¡. Esto
signiiica quc el método tiene la exactitr¡d recluetida

pudiéndose tomal el valor clel porcentaje de

recuper'¿ción oomo váliclo.

El límite de detección obtenido fire de 0.50mg/L
(correspondiente a 2.5mg/kg de histamina en eún)
y el límite de cuantificaciúr fue de 1.67rDg/L

(colr-espondiente a 8.35nu/kg de histaminaen a¡úrn)
(Tabla IV).

Los 1ímitcs obtenidos paraéste método son !/Llidos,
ya que estár muv pol debajo del límite per¡risible
eslalrlecido po¡l¡ Unión Europea en el Reglanenkr
(CE) No. 2073/200-5 par¿ la expoÍación de etún al
mcrc¿1do internacionlLl, donde establecen que 1a

concentr'¡ción del contenido de hislanha en el a¡ún

no debe¡á superar 100nrg,&g (7).

La preoisión del método fire ev¡luada a tr-evés de la
repetibilidad y rep|oducibilidad del mismo. La
primera lue determinad¡ por ntcdio del análisjs dc
l0 deterrninaciones de una mist¡a muesira.
obteniéndose una rnedi¿. desviación esliindar
relaliva v un coeficien¡e de variaciór'r (RSD).
equivalente a 1.29% (Tabla IV).

SeSún El NlanLral del Programa de ve l'icación dc
métodos de la AOAC. las t¡uestras
nledioambienlales y de alimenlos. puedcn oscilxr
entle 2% y más del 207, y usalldo estas tablas se

estimxque el método cleberi'rtenel un coeficiente de

variación ent¡e 5.3 '7.3c/.. Otro cri¡erio de
¿ceptación del coeficiente de variación de la
rcpetibilid¡d del método. es por medio de la fó¡rnula
de Hol\\'i¡2. donde se puede petcibir que el
coeliciente de vari¡ció11 de aceptación se encuentra
entre I 11t¿. A par'¡ir de estos dos crilerios de

acepl¡l{iión se puede concluir que el rnétodo es
'epelil'le \: lrrc e,r:. fof oe\Jjo üe dn bo..

La leprodlribilidad fue evaluada por r¡edio de la
detelnrineción del a¡álisis de las mismas muestús
por dos analistas (Tabla VI.l- Los resultados
obteDidos fircron soDetidos a un antilisis de t de

Student; d¡ndo corno ¡esultado que p>alf¡. lo que

signitica que la pr-ueba de hipóIesis 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 sistemáticos y que la variación del
personal técnico no influirá los resultados obtenidos.

Los resultados de la concentración de hi stamina en
las muestras (Tabla VII), muestran que 15 de 16
muestras, tienen una concentración de histamina por
debajo del límite de cuantific ación y solamente una
muestra se logra cuantificar. A partir de estos
resultados no es posible obtener la desviación
estándar y el intervalo de confianza del 95% para la
población: con lo que se concluye que la
concentración de histamina en la población objetivo
se encuentra muy por debajo del límite permisible
establecido por la Unión Europea para la exportación
de lomo de atún al mercado internacional y las
muestras analizadas se considerarán aptas para la
exportación, ya que ninguna supera el valor
establecido de 100 mg/kg.
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