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RESUMEN

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion se
emplea cada vez mas en el analisis de muestras de
alimentos, utilizdndose para la determinacion de
histamina en quesos, pescados y otros alimentos
que pudieran contenerla. Segiin la NC-TS 368:2010,
la validacién de un método analitico es el proceso de
confirmacion mediante el suministro de evidencia
objetiva de que se han cumplido los requisitos para
una utilizacién o aplicacion especifica 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
condensacion con o-phthaldehido, usando HPLC
bajo gradiente isocratico. Se presentan los resulta-
dos graficados y tabulados de la linealidad, preci-
sién a través de la repetibilidad y la reproducibili-
dad, la incertidumbre y la exactitud determinadas
para este método de analisis. El método es preciso,
rapido, sensible para la determinacién de histamina
en quesos y pescados.
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INTRODUCCION

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
se emplea cada vez mas en el analisis de muestras
de alimentosy es por ello que se utiliza para la deter-
minacién de histamina en quesos, pescados y otros
alimentos que pudieran contenerla. El control anali-
tico de un producto alimenticio o de sus ingredien-
tes es necesario para asegurar su eficacia y seguri-



dad durante todas las etapas de su vida util, inclu-
yendo su almacenamiento, distribucion y venta(.
Segun la NC-TS 368: 2010, la validacion de un méto-
do analitico es el proceso de confirmaciéon mediante
el suministro de evidencia objetiva de que se han
cumplido los requisitos para una utilizacién o apli-
cacion especifica prevista por medio de estudios de
laboratorio, que las caracteristicas de desempefio
de la metodologia cumplen los requisitos para las
aplicaciones analiticas previstas, asegurandose que
es lineal, exacta y precisa bajo los rangos especifica-
dos, y que los resultados son altamente confiables.

Las caracteristicas de desempefio habitua-
les que deben considerarse en la validacién de un
método analitico son: exactitud, precision, selectivi-
dad, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
linealidad e intervalo. La determinacion de estos
parametros, que se aplican de acuerdo con la cate-
goria a la que pertenezcan, es lo que fundamenta la
validacion de un método analitico®@.

La histamina es una sustancia que se deriva
de la descarboxilacién de aminoacidos o por la
transaminacién de aldehidos por accién 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 carnicos como resultado de los procesos
de degradacion y fermentacion enzimatica. Su pre-
sencia en altas cantidades en alimentos se encuen-
tra asociada con el deterioro. Sin embargo, concen-
traciones bajas de aminas biégenas son esenciales
para muchas funciones fisiologicas(34).

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 condensacion con o-ftalaldehido,
usando HPLC bajo gradiente isocratico y siguiendo
la metodologia propuesta por Gouygou y col.(1987).

MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarrollé en el Instituto Nacional de
Higiene, Epidemiologia y Microbiologia, con la parti-
cipacion 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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de cada pescado se pesaron 50 g y se diluye-
ron en 100 mL de acido tricloro-acético al
10%. Ambas muestras se homogenizaron con
un equipo Ultraturrax y posteriormente se
centrifugaron a 4°C de temperaturay 350 rpm
durante 25 min. Una vez concluido este pro-
ceso, se filtro el sobrenadante con papel de
filtro Whatman y luego se volvié a filtrar al
vacio por membranas Millipore de 0,45 micras
de poro. El liquido filtrado se colocé en viales
para proceder a su derivatizaciéon con orto-
ftaldehido (OPA)(5), para luego colocarlos en
el HPLC. La identificacion se realiz6 con un
estandar de histamina de 100 ppm en acido

Figura 1 - Curva de calibracién y/o Linealidad de la intensidad de
la fluorescencia para concentraciones crecientes de histamina.
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6 tricloro-acético al 10%. Las condiciones de la
corrida cromatogréfica fueron:

Inocuidad de los Alimentos del INHEM. El método
fluorimétrico para determinar la histamina se basa
en la reaccion del o-ftalaldehido, a un nivel de pH
altamente alcalino, que forma un producto fluores-
cente después de convertirse en un producto mas
fluorescente y estable por acidificacion(®).

Distintos autores(7:89) utilizaron la cromato-
grafia de intercambio iénico para evitar interferen-
cias con otras sustancias naturales, principalmente
histidina y espermidina como técnicas de purifica-
cién especificas. La cuantificaciéon de histamina se
realiz6 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 didme-
tro interno y un didmetro de particula 5 um), un
detector de fluorescencia (RF-10Axl). Para el analisis
de los datos fue utilizado un software cromatografi-
co Class VP, marca Shimadzu.

Para la extraccion de la histamina a partir de
las muestras de queso, se utilizé la metodologia des-
crita por Izquierdo y col.19 modificada de la que des-
cribio Zee y col.(11). De cada queso se pesaron 10 g de
muestra; luego se diluyeron en 100 mL de acido tri-
cloro-acético al 5%. Para la extraccién de la histami-
na de las muestras de pescado se utiliz6 la metodo-
logia descrita por Gouygou y col.; de cada muestra
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- Volumen de inyeccion 20uL.

- Flujo de la fase mévil 0,8 ml/min.

- Tiempo de corrida 15 min.

- Temperatura del horno de columna 33°C.

- Longitud de onda Aexc= 358 nm; Aemision=447 nm.
La fase movil esta compuesta por fosfato monosdédi-
co 50 mmol/L + acetonitrilo en una relacion 75:25.

RESULTADOS Y DISCUSION
La linealidad del sistema fue evaluada con cinco
niveles de concentracion diferentes: 1.0 ug/ml; 2.0
png/ml; 3.0 pg/ml; 4.0 pg/mly 5.0 pg/ml, utilizando
solucion estadndar de histamina. La preparacién
de las soluciones de prueba fue realizada por
duplicado, considerando la concentracion de 5 ug
equivale a 100 ppm. Los resultados del procesa-
miento estadistico obtenidos en el estudio de la
linealidad se muestran en la Figura 1 donde se
obtuvo la ecuacidén de la recta, representada por
la ecuacién y = 2357984x - 496276,6 con un coefi-
ciente de correlacion de R2=0,998 -muy préximo a 1-
demostrando que la correlacion entre la respuesta
del cromatégrafo y la concentracién de histamina es
correcta, lo que indica que existe linealidad en el
método empleado.

Marifio y col. en su estudio de desarrollo y
validacion de métodos analiticos para la cuantifica-
cion de antirretrovirales por HPLC en el 2006 obtuvo



Figura 2 - Cromatograma integrado de los puntos
de la curva de calibracién

x100,000)

tes no tienen estipulado un valor aceptable o
rechazable, pero les confieren informacién
sobre el método al determinar el alcance que

éste puede tener al analizar las concentracio-
nes mas bajas requeridas.

Se aprecia que todos los puntos
coinciden con un mismo tiempo de retencion,
que se encuentra entre 3.5 hasta 5 minutos;
durante la experimentacion se determiné que
no existen interferencias significativas dando
lecturas correctas. La evaluacién del blanco
se realizo con agua desmineralizada, siendo
la sefial del cromatograma cercana a la linea
base, al ser el blanco no se mostré un pico
definido, comprobando la no deteccién del
analito. En el estudio realizado por Flores, H.
y Pinagel, D. en el aflo 2010 en lomos de atuin

min | €n Guatemala, obtuvieron un coeficiente de

determinacién de 0,999; y ademas para com-

valores de r2 de 0,99, demostrando al igual que en
nuestro estudio que la correlacion entre el dreay la
concentracion es buena.

La figura 2 muestra el cromatograma inte-
grado de los cinco puntos de la curva de calibracion
correspondientes a las concentraciones de 1.0
pg/ml,2.0png/ml, 3.0nug/ml,4.0nug/mly 5.0 ug/ml. La
curva reporta en el eje de las Y las areas comprendi-
das para cada puntoy en el eje de las X el tiempo de
retencion correspondiente.

Se puede ver que todos los puntos coinci-
den con un mismo tiempo de retencion, que se
encuentra entre 3.5 hasta 5 minutos; durante la
experimentacién se determiné que no existen inter-
ferencias significativas dando lecturas correctas. La
evaluacién del blanco se realiz6é con agua desmine-
ralizada, siendo la sefial del cromatograma cercana
a la linea base, al ser el blanco no se mostré un pico
definido, comprobando la no deteccion del analito.

El estudio realizado en Guatemala en el
2010 por Flores H. y Pinagel D. revelé limites de
deteccién y cuantificacion de 2.50 y 8.35 mg/kg, res-
pectivamente, trabajando con lomos de atun,
Medina Blanco en el 2017 al determinar histamina
en quesos obtuvo limites de deteccion de 1.48 ng/g
y un limite de cuantificacién de 4.95 pug/g; estos limi-
tes son los que definen la concentracion mas baja
detectable y cuantificable por el método. Estos limi-

probar esta linealidad aplicaron un analisis
devarianza entre el drea y la concentracion de hista-
mina obtenida, donde quedé demostrada la lineali-
dad significativa para p<0,00001.

Cuantificacion. El limite de cuantificacion (Tabla 1),
se determind por medio de las desviaciones tipicas
de las soluciones patrones con su concentracion
mas baja, caracterizada por el primer punto de la
curva de calibracién.

Tabla 1 - Limite de Cuantificacion
LMC

Pescados 0.023

Este limite define la concentracién mas baja detec-
tabley cuantificable por el método. Ademas no tiene
estipulado un valor aceptable o rechazable, pero
confiere informacion sobre el método al determinar
el alcance que éste puede tener al analizar las con-
centraciones mas bajas requeridas.

Precision. Segin la NC-TS: 368 del 2015, precisién
es el grado de concordancia entre los resultados de
analisis independientes obtenidos bajo condiciones
especificas. Estos resultados estan en funcion de los
parametros repetibilidad y reproducibilidad que se
muestran en las Tablas 2 y 3, respectivamente.
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Tabla 2 - Repetibilidad del método

Precision

X

SD

CV%

Repetibilidad

23.98

1.29

541

Tabla 3 - Reproducibilidad

Precision

SD

Y SD?x 2

Reproducibilidad

137.63

37887.10

6.6741

Reproducibilidad

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

Para el parametro de reproducibilidad se tuvo
en cuenta la desviacion estandar ponderada, ya que
se determiné con las muestras que se recibian en el
laboratorio durante seis meses.Los datos se muestran
en la Tabla 3. Hernandez Ballesteros también utilizé
en su estudio desviaciones estandar 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 aumenté la concentra-
cion de la curva patrdn, aln asi siempre se mantu-
vieron por encima del 96%.

Marifio y col realizé un estudio en el 2006 y
obtuvieron valores de recuperaciéon mayores al 96%
con respecto a la concentracion inicial en todos los
anti-retrovirales ensayados, en el presente estudio
los valores de recuperacion obtenidos también se
encuentran por encima de 96 %.

Baraggio, al trabajar con quesos y determi-
nar histamina, report6 en el 2010 concentraciones
de alrededor de 700 ppm de histamina, sus resulta-
dos estan muy por encima de lo reportado en este
trabajo (Tabla 5), donde las concentraciones son
menores, incluso menor que los limites establecidos
por la FDA. Teniendo en cuenta las concentraciones
de histamina determinadas en las muestras analiza-
das, se puede concluir que son consideradas no téxi-
cas, ya que la Administracion de Drogas y Alimentos
(FDA) de los Estados Unidos ha establecido una con-
centracion tolerable de histamina en pescado de 50
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Tabla 4 - Valores en porcientos de recobrado segiin
concentracion de la curva de calibracion

Recobrado Concentracion

(%) (ng/mL)

96.1603767 1.0ug/ml

97.7495953 3.0ug/ml

99.3228126 S.Oug/m[

ppm Yy una concentracién entre 50-200 ppm conside-
radas como riesgo. Los valores obtenidos por nues-
tro estudio se encuentran por debajo de los limites
maximos de residuos establecidos por la FDA tanto
para el pescado como para el queso (100 mg/kg y
200mg/kg respectivamente)4),

CONCLUSIONES

El método analitico para la determinacién de hista-
mina en pescados y quesos por cromatografia liqui-
da de alta resolucion en fase reversa es adecuado
bajo todos los parametros de desempefio evalua-
dos, para un rango de analisis de 1.0 ug/ml a 5.0
ng/mL, siendo lineal con un alto coeficiente de
determinacién y un alto nivel de recobrado.
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