
RESUMEN
La Cromatografía Líquida de Alta Resolución se
emplea cada vez más en el análisis de muestras de
alimentos, utilizándose para la determinación de
histamina en quesos, pescados y otros alimentos
que pudieran contenerla. Según la NC-TS 368:2010,
la validación de un método analítico es el proceso de
confirmación mediante el suministro de evidencia
objetiva de que se han cumplido los requisitos para
una utilización o aplicación específica prevista por
medio de estudios de laboratorio. El objetivo de este
trabajo fue desarrollar un método sensible, simple, y
selectivo para analizar la histamina después de la
condensación con o-phthaldehído, usando HPLC
bajo gradiente isocrático. Se presentan los resulta-
dos graficados y tabulados de la linealidad, preci-
sión a través de la repetibilidad y la reproducibili-
dad, la incertidumbre y la exactitud determinadas
para este método de análisis. El método es preciso,
rápido, sensible para la determinación de histamina
en quesos y pescados.
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INTRODUCCIÓN  
La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)
se emplea cada vez más en el análisis de muestras
de alimentos y es por ello que se utiliza para la deter-
minación de histamina en quesos, pescados y otros
alimentos que pudieran contenerla. El control analí-
tico de un producto alimenticio o de sus ingredien-
tes es necesario para asegurar su eficacia y seguri-
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dad durante todas las etapas de su vida útil, inclu-
yendo su almacenamiento, distribución y venta(1).
Según la NC-TS 368: 2010, la validación de un méto-
do analítico es el proceso de confirmación mediante
el suministro de evidencia objetiva de que se han
cumplido los requisitos para una utilización o apli-
cación específica prevista por medio de estudios de
laboratorio, que las características de desempeño
de la metodología cumplen los requisitos para las
aplicaciones analíticas previstas, asegurándose que
es lineal, exacta y precisa bajo los rangos especifica-
dos, y que los resultados son altamente confiables.

Las características de desempeño habitua-
les que deben considerarse en la validación de un
método analítico son: exactitud, precisión, selectivi-
dad, límite de detección, límite de cuantificación,
linealidad e intervalo. La determinación de estos
parámetros, que se aplican de acuerdo con la cate-
goría a la que pertenezcan, es lo que fundamenta la
validación de un método analítico(2). 

La histamina es una sustancia que se deriva
de la descarboxilación de aminoácidos o por la
transaminación de aldehídos por acción de la enzi-
ma aminoacil-transaminasa, siendo constituyente
normal de muchos alimentos y bebidas y ha sido
encontrada en vinos, cervezas, quesos, pescados y
productos cárnicos como resultado de los procesos
de degradación y fermentación enzimática. Su pre-
sencia en altas cantidades en alimentos se encuen-
tra asociada con el deterioro. Sin embargo, concen-
traciones bajas de aminas biógenas son esenciales
para muchas funciones fisiológicas(3,4).

El objetivo de este estudio fue desarrollar
un método sensible, simple, y selectivo para anali-
zar la histamina en muestras de pescados y quesos
después de la condensación con o-ftalaldehído,
usando HPLC bajo gradiente isocrático y siguiendo
la metodología propuesta por Gouygou y col.(1987). 

MATERIALES Y MÉTODOS
El estudio se desarrolló en el Instituto Nacional de
Higiene, Epidemiología y Microbiología, con la parti-
cipación del Instituto de Investigaciones para la
Industria Alimentaria. Se utilizaron muestras de
queso y de pescados llegadas al Laboratorio de
Micotoxinas provenientes de los departamentos de
Registro Sanitario y el departamento de Higiene e
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Inocuidad de los Alimentos del INHEM. El método
fluorimétrico para determinar la histamina se basa
en la reacción del o-ftalaldehído, a un nivel de pH
altamente alcalino, que forma un producto fluores-
cente después de convertirse en un producto más
fluorescente y estable por acidificación(6).

Distintos autores(7,8,9) utilizaron la cromato-
grafía de intercambio iónico  para evitar interferen-
cias con otras sustancias naturales, principalmente
histidina y espermidina como técnicas de purifica-
ción específicas. La cuantificación de histamina se
realizó con un equipo de HPLC Shimadzu con detec-
tor de fluorescencia, que posee un automuestreador
modelo SIL-20A, una bomba LC-20AB, columna de
fase reversa (25 cm de longitud, x 4.5 mm de diáme-
tro interno y un diámetro de partícula 5 mm), un
detector de fluorescencia (RF-10Axl). Para el análisis
de los datos fue utilizado un software cromatográfi-
co Class VP, marca Shimadzu. 

Para la extracción de la histamina a partir de
las muestras de queso, se utilizó la metodología des-
crita por Izquierdo y col.(10) modificada de la que des-
cribió Zee y col.(11). De cada queso se pesaron 10 g de
muestra; luego se diluyeron en 100 mL de ácido tri-
cloro-acético al 5%. Para la extracción de la histami-
na de las muestras de pescado se utilizó la metodo-
logía descrita por Gouygou y col.; de cada muestra

de cada pescado se pesaron 50 g y se diluye-
ron en 100 mL de ácido tricloro-acético al
10%. Ambas muestras se homogenizaron con
un equipo Ultraturrax y posteriormente se
centrifugaron a 4oC de temperatura y 350 rpm
durante 25 min. Una vez concluido este pro-
ceso, se filtró el sobrenadante con papel de
filtro Whatman y luego se volvió a filtrar al
vacío por membranas Millipore de 0,45 micras
de poro. El líquido filtrado se colocó en viales
para proceder a su derivatización con orto-
ftaldehido (OPA)(5), para luego colocarlos en
el HPLC. La identificación se realizó con un
estándar de histamina de 100 ppm en ácido
tricloro-acético al 10%. Las condiciones de la
corrida cromatográfica fueron:
- Volumen de inyección 20mL.

- Flujo de la fase móvil 0,8 ml/min. 
- Tiempo de corrida 15 min. 
- Temperatura del horno de columna 33°C. 
- Longitud de onda λexc= 358 nm; λemisión=447 nm. 
La fase móvil está compuesta por fosfato monosódi-
co 50 mmol/L + acetonitrilo en una relación 75:25.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
La linealidad del sistema fue evaluada con cinco
niveles de concentración diferentes: 1.0 mg/ml; 2.0
mg/ml; 3.0 mg/ml; 4.0 mg/ml y 5.0 mg/ml, utilizando
solución estándar de histamina. La preparación
de las soluciones de prueba fue realizada por
duplicado, considerando la concentración de 5 mg
equivale a 100 ppm. Los resultados del procesa-
miento estadístico obtenidos en el estudio de la
linealidad se muestran en la Figura 1 donde se
obtuvo la ecuación de la recta, representada por
la ecuación y = 2357984x – 496276,6 con un coefi-
ciente de correlación de R2=0,998 -muy próximo a 1-
demostrando que la correlación entre la respuesta
del cromatógrafo y la concentración de histamina es
correcta, lo que indica que existe linealidad en el
método empleado. 

Mariño y col. en su estudio de desarrollo y
validación de métodos analíticos para la cuantifica-
ción de antirretrovirales por HPLC en el 2006 obtuvo

LA ALIMENTACIÓN LATINOAMERICANA Nº 35656

A N Á L I S I S

Figura 1 - Curva de calibración y/o Linealidad de la intensidad de
la fluorescencia para concentraciones crecientes de histamina.



valores de r2 de 0,99, demostrando al igual que en
nuestro estudio que la correlación entre el área y la
concentración es buena.

La figura 2 muestra el cromatograma inte-
grado de los cinco puntos de la curva de calibración
correspondientes a las concentraciones de 1.0
mg/ml, 2.0 mg/ml, 3.0 mg/ml, 4.0 mg/ml y 5.0 mg/ml. La
curva reporta en el eje de las Y las áreas comprendi-
das para cada punto y en el eje de las X el tiempo de
retención correspondiente.

Se puede ver que todos los puntos coinci-
den con un mismo tiempo de retención, que se
encuentra entre 3.5 hasta 5 minutos; durante la
experimentación se determinó que no existen inter-
ferencias significativas dando lecturas correctas. La
evaluación del blanco se realizó con agua desmine-
ralizada, siendo la señal del cromatograma cercana
a la línea base, al ser el blanco no se mostró un pico
definido, comprobando la no detección del analito.

El estudio realizado en Guatemala en el
2010 por Flores H. y Pinagel D. reveló límites de
detección y cuantificación de 2.50 y 8.35 mg/kg, res-
pectivamente, trabajando con lomos de atún,
Medina Blanco en el 2017 al determinar histamina
en quesos obtuvo límites de detección de 1.48 mg/g
y un límite de cuantificación de 4.95 mg/g; estos lími-
tes son los que definen la concentración más baja
detectable y cuantificable por el método. Estos lími-

tes no tienen estipulado un valor aceptable o
rechazable, pero les confieren información
sobre el método al determinar el alcance que
éste puede tener al analizar las concentracio-
nes más bajas requeridas.

Se aprecia  que todos los puntos
coinciden con un mismo tiempo de retención,
que se encuentra entre 3.5 hasta 5 minutos;
durante la experimentación se determinó que
no existen interferencias significativas dando
lecturas correctas. La evaluación del blanco
se realizo con agua desmineralizada, siendo
la señal del cromatograma cercana a la línea
base, al ser el blanco no se mostró un pico
definido, comprobando la no detección del
analito. En el estudio realizado por Flores, H.
y Pinagel, D. en el año 2010 en lomos de atún
en Guatemala, obtuvieron un coeficiente de
determinación de 0,999; y además para com-
probar esta linealidad aplicaron un análisis

de varianza entre el área y la concentración de hista-
mina obtenida, donde quedó demostrada la lineali-
dad significativa para p<0,00001.

Cuantificación. El límite de cuantificación (Tabla 1),
se determinó por medio de las desviaciones típicas
de las soluciones patrones con su concentración
más baja, caracterizada por el primer punto de la
curva de calibración.

Este límite define la concentración más baja detec-
table y cuantificable por el método. Además no tiene
estipulado un valor aceptable o rechazable, pero
confiere información sobre el método al determinar
el alcance que éste puede tener al analizar las con-
centraciones más bajas requeridas.

Precisión. Según la NC-TS: 368 del 2015, precisión
es el grado de concordancia entre los resultados de
análisis independientes obtenidos bajo condiciones
específicas. Estos resultados están en función de los
parámetros repetibilidad y reproducibilidad que se
muestran en las Tablas 2 y 3, respectivamente.
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Figura 2 - Cromatograma integrado de los puntos
de la curva de calibración

Tabla 1 - Límite de Cuantificación  



Ballesteros (2014) obtuvo una precisión con un coe-
ficiente de variación menor del 2%, siendo este valor
inferior al coeficiente de variación obtenido en este
trabajo. 

Para el parámetro de reproducibilidad se tuvo
en cuenta la desviación estándar ponderada, ya que
se determinó con las muestras que se recibían en el
laboratorio durante seis meses.Los datos se muestran
en la Tabla 3. Hernández Ballesteros también utilizó
en su estudio desviaciones estándar ponderadas.

Exactitud. A partir de los resultados de la tabla 4 se
puede ver que hubo un aumento del porciento de
recobrado en la medida que aumentó la concentra-
ción de la curva patrón, aún así siempre se mantu-
vieron por encima del 96%.

Mariño y col realizó un estudio en el 2006 y
obtuvieron valores de recuperación mayores al 96%
con respecto a la concentración inicial en todos los
anti-retrovirales ensayados, en el presente estudio
los valores de recuperación obtenidos también se
encuentran por encima de 96 %. 

Baraggio, al trabajar con quesos y determi-
nar histamina, reportó en el 2010 concentraciones
de alrededor de 700 ppm de histamina, sus resulta-
dos están muy por encima de lo reportado en este
trabajo (Tabla 5), donde las concentraciones son
menores, incluso menor que los límites establecidos
por la FDA. Teniendo en cuenta las concentraciones
de histamina determinadas en las muestras analiza-
das, se puede concluir que son consideradas no tóxi-
cas, ya que la Administración de Drogas y Alimentos
(FDA) de los Estados Unidos ha establecido una con-
centración tolerable de histamina en pescado de 50

ppm y una concentración entre 50-200 ppm conside-
radas como riesgo. Los valores obtenidos por nues-
tro estudio se encuentran por debajo de los límites
máximos de residuos establecidos por la FDA tanto
para el pescado como para el queso (100 mg/kg y
200mg/kg respectivamente)(14).

CONCLUSIONES 
El método analítico para la determinación de hista-
mina en pescados y quesos  por cromatografía liqui-
da de alta resolución en fase reversa es adecuado
bajo todos los parámetros de desempeño evalua-
dos, para un rango de análisis de 1.0 mg/ml a 5.0
mg/mL, siendo lineal con un alto coeficiente de
determinación y un alto nivel de recobrado. 
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Tabla 5 - Algunos resultados de la cuantificación de histamina
en muestras de pescado y quesos


