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RESUMEN

La histamina es un producto del metabolismo bacteriano que se forma en altas concentraciones
en la carne de pescado debido a la falta de normas higiénicas y malas précticas de almacenamiento
del producto. La carne de pescado con altos niveles de histamina puede ocasionar una intoxicacion
alimenticia a las personas que la consumen. Actualmente, en el Laboratorio de Inocuidad de
Alimentos del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion de Guatemala no se cuenta con
un método para la cuantificacion de histamina para asegurar que los productos se encuentren dentro
de los limites permitidos para el consumo humano. Por ello, se desarrolld, estandariz6 y validd un
método analitico para la identificacion y cuantificacién de histamina presente en carne de pescado.
La metodologia consistié en una extraccion con acido perclérico, una derivatizacion pre columna
con cloruro de dansilo, una deteccion y cuantificacion por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion con detector ultravioleta a 254 nm. El método desarrollado cumplié con las
caracteristicas de desempefio establecidas por organismos internacionales para los parametros de
validacion, que son: especificidad, repetibilidad, recuperacién, linealidad, rango, limite de
deteccion y limite de cuantificacion. Ademas, se analizaron muestras de lomo de atin utilizando el
método validado y se determiné que cada una de ellas contenian menos de 50 mg/kg, siendo 100
mg/kg el limite permitido por el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion de
Guatemala. Por lo tanto, se comprob6 que el método puede utilizarse para el monitoreo oficial de

la histamina en los productos para consumo en Guatemala y con fines de exportacion.



|. INTRODUCCION

La histamina es un producto del metabolismo bacteriano que se forma en altas concentraciones en
la carne de pescado debido a la falta de normas higiénicas y malas practicas de almacenamiento del
producto. El consumo del producto contaminado en el ser humano causa intoxicaciones que pueden ser
confundidas con reacciones alérgicas. Actualmente en Guatemala, no se cuenta con un método validado
en las instituciones gubernamentales para identificar y cuantificar su contenido en alimentos que son
consumidos por la poblacién, el cual es necesario para garantizar la calidad de almacenamiento y de

manipulacion de los mismos.

La histamina es una amina biogénica, que se forma a partir de la descarboxilacién del aminoécido
L-histidina. La sintesis de la histamina en la carne de pescado se debe a la actividad de la enzima
histidina descarboxilasa de las bacterias presentes en ella. Esta enzima tiene poca actividad en las
bacterias que forman parte de la microbiota de los pescados, por lo que las bacterias que afectan mas a
la produccién de histamina son aquellas que se adquieren por malas practicas higiénicas y malas
practicas de almacenamiento del producto carnico durante su manipulacién luego de su captura. Al
almacenar los productos a temperaturas cercanas al punto de congelacién poco después de capturarlos
se inhiben la enzima histidina descarboxilasa y, por lo tanto, la concentracion de histamina en la carne.
Ademés, los tratamientos con altas temperaturas solo desnaturalizan la enzima, pero no disminuyen la

histamina ya formada.

El producto de carne de pescado con altos niveles de histamina puede ocasionar una
intoxicacion alimenticia al consumidor del mismo. Esta intoxicacion, se conoce como escombroidosis
y se caracteriza por los siguientes signos: urticaria, erupciones de la piel, enrojecimiento, dolor de
estdbmago, nausea, diarrea, sensacion de dolor, disminucion de la presion arterial, dificultad para respirar
y taquicardia. La intoxicacion puede tratarse con antihistimicos y la mayoria de pacientes presenta una

recuperacion total luego de 24 horas.

Para cuantificar el contenido de histamina en carne de pescado por medio de un método
espectrofotométrico, es necesario desarrollar un proceso de extraccion efectivo y formar un complejo
que absorba en la regi6n ultravioleta o fluorescente mediante una derivatizacion. Es por ello que en el
presente trabajo se desarrolld y validé una metodologia analitica para la cuantificacién de histamina en
productos de carne de pescado destinados para el mercado guatemalteco o con fines de exportacion. La
validacion del método asegurard que los resultados obtenidos de la cuantificacion del contenido en
muestras de carne de pescado son confiables y reproducibles en las condiciones en que se trabaja en el

Laboratorio de Andlisis Instrumental Avanzado de la Universidad del VValle de Guatemala.



Il.  MARCO CONCEPTUAL

A. Antecedentes

La histamina en carne de pescado se forma por la descarboxilacion bacteriana de L-histidina,
gue es un aminoacido que se encuentra libre o en proteinas en los tejidos de algunos de estos
animales. La sintesis de histamina en carne de pescado se ve incrementada cuando no se cuentan
con buenas précticas de almacenamiento 0 no se tienen buenas practicas higiénicas al manipular
los productos. El consumo de productos con alta concentracion de histamina puede causar una
intoxicacion alimenticia llamada escombroidosis. La cuantificacion de la histamina en carne de
pescado indica si el producto es seguro para los consumidores y es un indicador de la calidad del
mismao. Por ello, en la actualidad, es importante determinar la cantidad de histamina en carne para
conocer si esta cumple con los parametros de la concentracion establecida como segura por

organismos internacionales y tiene la calidad necesaria para su exportacion.

En la actualidad, se cuenta con varios métodos para determinar la cantidad de histamina en
carne de pescado. La Comisién Europea utiliza el método de HPLC con una derivatizacion pre
columna del extracto con cloruro de dansilo. Codex Alimentarius utiliza un método que consiste
en una separacion con cromatografia de intercambio idnico, luego una derivatizacion con ftaldehido

y una deteccion por espectrometria de fluorescencia.

Por el potencial efecto téxico de la histamina presente en la carne de pescado, se han
desarrollado diferentes metodologias para cuantificar la histamina presente en los productos, entre

ellos se pueden mencionar los siguientes estudios:

e ENn 1999, Ingrid Benitez en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad
San Carlos de Guatemala realiz6 un analisis de la determinacién y cuantificacion de las aminas
biogénicas por medio de cromatografia liquida de alta resolucién en productos carnicos procesados,
expendidos en la Ciudad de Guatemala. El método consisti6 en una extraccion con &cido clorhidrico
a partir de las muestras y una determinacion HPLC con detector de fluorescencia realizando una
derivatizacion pre columna con ftaldehido (Benitez, 1999).

e En el 2009 Min-Ki Kim, Jae-Hyung Mah y Han-Joon Hwang de la Universidad de Corea
analizaron 41 especies de mariscos para determinar su contenido de aminas biogénicas. Analizaron
la relacion entre las condiciones de almacenamiento, la concentracion de aminas biogénicas
encontradas, el tipo de bacterias mas encontradas en las muestras y la actividad de la histidina
descarboxilasa en estas bacterias. EI método utilizado para la cuantificacion de las aminas

biogénicas consistioé en una extraccion con acido perclérico y el analisis por medio de HPCL con

2



detector UV realizando una derivatizacion pre columna con cloruro de dansilo (Kim, Mah y
Hwang, 2009).

e En el 2010, Diana Pinagel de la Facultad de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
de la Universidad San Carlos de Guatemala realizé un estudio de la determinacion de niveles de
histamina presente en muestras de lomo de atuin que provenian de la industria atunera de Guatemala.
El método empleado consistio en realizar una extraccion de la matriz utilizando &cido perclérico y
realizando la cuantificacion por medio de HPLC con detector UV realizando una derivatizacion pre
columna con cloruro de dansilo. Antes de la cuantificacion, se realiz6 también, la validacion del
método analitico para la que se determind la precision, exactitud, linealidad, limite de deteccion y
limite de cuantificacion (Pinagel, 2010).

e En el 2014, Guillermo Fabian de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad San Carlos de Guatemala realizé un estudio en el que se determinaron los niveles de
histamina en la carne de pescado dorado que se vendia en diferentes mercados municipales de la
Ciudad de Guatemala. ElI método utilizado para la determinacién fue ELISA utilizando el kit
VERATOX en 42 muestras recolectadas en tres mercados municipales diferentes (Fabian, 2014).

e En el 2016, Altieri et al del Departamento de Seguridad Alimenticia y Salud Pdblica de
Instituto Superior de Sanidad en Italia realizo la validacion del método oficial europeo para la
determinacion de histamina en productos derivados del pescado utilizando el método de HPLC con
detector UV con una dansilasion como derivatizacion pre columna. Las caracteristicas de
especificidad, linealidad, exactitud y precisién encontradas en el método lo hacen aplicable como

un método de control oficial (Altieri et al, 2016).

Las investigaciones anteriores utilizan diferentes metodologias de analisis para la
cuantificacion de la histamina en carne de pescado. En Guatemala, solo una de ellas ha sido
validada en la Universidad San Carlos de Guatemala, pero no para una institucion gubernamental.
Por otro lado, la metodologia aprobada por la Unién Europea fue recientemente validada en el
Instituto Superior de Sanidad en Italia y se identifico que este método es aplicable para el control

oficial de los productos cérnicos.



B. Justificacion

Los altos niveles de histamina en carne de pescado pueden causar una intoxicacion alimenticia
conocida como escombroidosis. Esta se caracteriza por generar signos de: urticaria, erupciones en
la piel, enrojecimiento, dolor de estdbmago, nausea, diarrea, sensacion de dolor, disminucion de la
presion arterial, dificultad para respirar y taquicardia. Esta intoxicacion, generalmente, no es grave,
pero debe tratarse con antihistaminicos. Ademas, debe determinarse la etiologia de la intoxicacion,
ya que puede confundirse facilmente como una reaccion alérgica por alimentos. La mayoria de
pacientes presenta una recuperacion total luego de 24 horas del tratamiento con antihistaminicos.
Segun el CDC, el 5% de las intoxicaciones por mariscos se debe a intoxicaciones de histamina; sin
embargo, no se reportan correctamente los casos ya que se confunden facilmente con reacciones
alérgicas. En el 2009, esta intoxicacion afect6 a 1383 personas en Estados Unidos, de las cuales 59
necesitaron de hospitalizacion. No se tienen reportes de la epidemiologia de esta enfermedad en
Guatemala o Latinoamérica (CDC, 2009) (Macromatis y Quantick, 2002).

Actualmente, se ha priorizado desarrollar ensayos para la cuantificacion de la histamina en
mariscos con dos finalidades: establecer la calidad del producto para la exportacion y determinar
que es seguro para su consumo. La cuantificacién de histamina puede reflejar las medidas
higiénicas y de almacenamiento tomadas durante la manipulacion del producto. Codex
Alimentarius utiliza el método proporcionado por la Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos
(AOAC — Association of Official Analytical Chemists, por sus siglas en inglés) que consiste en
determinar la histamina por medio de espectroscopia de fluorescencia con una cromatografia de
intercambio i6nico previa como método de separacion. Sin embargo, la Comision Europea utiliza
el método de determinacion de histamina por medio de cromatografia liquida de alta precision con
detector ultravioleta con una derivatizacion pre columna con cloruro de dansilo. Este Gltimo
método, a pesar de ser el mas utilizado, solo ha sido validado en pocos laboratorios, por lo que
requiere de examinar el método fuera de los laboratorios de la Comision Europea para lograr la
validacion en laboratorios internacionales para asi mejorar la proteccion a la salud puablica. En
Guatemala, no se cuenta con un método validado en las instituciones gubernamentales para realizar

esta cuantificacion (Hungerford, 2010).

Por lo que se llevara a cabo la estandarizacion y validacion de la metodologia analitica para
cuantificacion de histamina en carne de pescado para garantizar que la técnica es selectiva y

especifica para la cuantificacion de la misma en los productos guatemaltecos. La validacion dara



confiabilidad que los productos cumplen con los parametros de calidad internacionales respecto a

la concentracion de histamina y garantizara que son seguros para el consumo humano.
C. Planteamiento del problema

¢Utilizando cromatografia liquida de alta resolucion con detector ultravioleta y derivatizacion
pre columna utilizando cloruro de dansilo es posible obtener resultados confiables y reproducibles
para la cuantificacion de histamina en carne de pescado en productos para el mercado guatemalteco

o con fines de exportacion?
D. Alcances y limites

1. Alcances: desarrollar, estandarizar y validar un método analitico para la cuantificacion y
deteccion Unicamente de histamina en carne de pescado por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion con detector ultravioleta con una derivatizacion pre columna con cloruro de dansilo que

pueda aplicarse a cualquier institucion que presente el problema planteado.

2. Limites: la metodologia analitica propuesta cuantifica el contenido de histamina en carne

de pescado obtenida del proceso de extraccion descrito, en un rango de 50 — 350 mg de histamina
en kg de carne de pescado.



lIl.  MARCO TEORICO

A. Histamina

La histamina, 4 — (2-aminoetil) imidazol, es una molécula que puede dividirse en dos partes
estructurales basica, una amina alifatica con un pKa; de 9.4 y un anillo de imidazol con un pKa. de
5.8 (Jones, 2013).

[lustracion 1 — “Estructura quimica de la histamina”

HN

<\N | NH,

1. Sintesis. La histamina es una amina biogénica, ya que es una molécula nitrogenada que se
forma a partir de la descarboxilacion de un aminoécido, en este caso la L-histidina. La sintesis de
la histamina es catalizada por la L-histidina descarboxilasa y no puede generarse por otra ruta
enzimatica. La histidina descarboxilasa puede encontrarse en diversos tejidos del cuerpo, como, el
sistema nervioso central, neuronas, mucosa gastrica, células parietales, mastocitos y baséfilos. El
rol en la salud, de la histamina, en estos diversos tejidos del cuerpo se debe a que interacttia con
cuatro diferentes receptores. Una vez sintetizada, la histamina se almacena o inactiva rapidamente.
La mayoria de la histamina histica se encuentra almacenada en forma de granulos en los basofilos
y mastocitos, de donde se libera en grandes cantidades durante diferentes estimulos (Shadid et al,
2010) (Katzung, 2012).

2. Receptores de histamina. La histamina es una molécula que produce una amplia variedad
de efectos que dependen de su interaccion con diferentes receptores que se encuentran en la
superficie de las células blanco. Actualmente, se han identificado cuatro receptores de histamina,
cada uno se distribuye de forma diferente en los diferentes sistemas del cuerpo (Ver Cuadro 1)
(Shadid et al, 2010).



Cuadro 1 — “Distribucion de los subtipos de los receptores de histamina Yy sus funciones

fisiologicas”

Caracteristica

Receptor H:

Receptor H2

Receptor Hs

Receptor Ha

Expresion del  Altamente Altamente Altamente Altamente
receptor distribuido, distribuido, expresado en expresado en la
principalmente en principalmente neuronas médula dsea y
neuronas, musculo mucosa gastrica histaminérgicas células
liso (vias parietal, musculo hematopoyéticas
respiratorias, liso, miocardio, periféricas
vascular), sistema mastocitos (eosindfilos,
nervioso central, neutrofilos,
tracto linfocitos T CD4)
gastrointestinal,
hepatocitos, células
endoteliales
Sefiales Ca**1, cGMP, NF- cAMP1, Ca®, Ca**1, MAP Ca**1, MAP
intracelulares kB, PLCT, proteina cinasa C, cinasa 1, cinasa 1,
activadas fosfolipasa A2 y D, fosfolipasa C inhibicion de inhibicion de
cAMP, NOS cAMP | cAMP |
Relevancia Ciclo del suefio, Neuroendocrino, Ingesta de Respuesta inmune
fisiolégica regulacion térmica, secrecion gastrica alimentos, ciclo
memoria, de suefio,
aprendizaje, liberacién de otras
contraccion del aminas
musculo liso neurotransmisoras
Relevancia Reacciones alérgicas  Ulceras gastricas Deterioro Inflamacion,
patofisiolégica cognitivo, reacciones
estudios en inmunes
sindrome
metabolico

Abreviaciones: cAMP = adenosin monofosfato ciclico, cGMP = guanosin monofosfato ciclico, MAP =
proteina cinasa activada por mitdgeno, NF-kB = factor nucelar kB, NOS = éxido nitrico sintasa, PLC

fosfolipasa C

(Shadid et al, 2010)

3. Mecanismos de liberacién de histamina.

a. Liberacion inmunitaria. El principal mecanismo de liberacion de histamina es por

la respuesta a estimulos inmunitarios de los mastocitos y basofilos. La histamina es mediadora

durante las reacciones alérgicas inmediatas, tipo I, en donde los baséfilos y mastocitos son

sensibilizados por medio de los anticuerpos IgE adheridos a sus membranas, que se desgranulan al

ser expuestos a antigenos apropiados. Esta desgranulacion causa la liberacion de histamina,

adenosina trifosfato (ATP) y otros mediadores. Durante las reacciones inmunitarias mediados por

1gG o IgM también se libera histamina desde las células cebadas y baséfilos. La histamina liberada

tiene funcién moduladora en las reacciones inflamatorias e inmunes. Esta causa vasodilatacion

local, salida de mediadores de inflamacién aguda y anticuerpos por medio de los receptores H, 0
Hs (Katzung, 2012).



Ademas, la histamina puede modular su propia liberaciéon y la de otros mediadores en
algunos tejidos, como la piel y la sangre, por medio de los basofilos. En estos se ha observado un
mecanismo de control por medio de la retroalimentacion negativa mediada por receptores H.. Sin

embargo, este mecanismo no se observa en los mastocitos del pulmon (Shadid et al, 2010).

b. Liberacién quimica y mecanica. En este mecanismo, la liberacién se da por
farmacos como la morfina y tubocurarina. La histamina almacenada en los mastocitos se da sin la

necesidad de desgranulacion ni lesion (Katzung, 2012).
4. Efectos de histamina en el cuerpo

a. Sistema Nervioso. Las células nerviosas sensitivas a histamina estan mediadas por
el receptor Hiy median el dolor y prurito. Estos receptores también intervienen en el envio de
sefiales de la inspiracion y espiracion en las neuronas que interfieren con la respiracion. Los
receptores Hi y Hs tienen funciones en la saciedad y apetito. Por otro lado, los receptores Hs
presinapticos modulan la liberacion de varios transmisores del sistema nervioso como acetilcolina

y transmisores peptidicos en varias areas del cerebro y nervios periféricos (Katzung, 2012).

b. Aparato Cardiovascular. La histamina causa una accion vasodilatadora directa en
las arteriolas y esfinteres precapilares, por lo que disminuye la presién sistolica y diastolica y
acelera la frecuencia cardiaca como reflejo. Ademas, por su interaccion puede surgir hiperemia
facial, sensacién de calor y cefalea. EI edema inducido por histamina se debe a que la actina y
miosina se contraen en el interior de las células endoteliales y aumentan la permeabilidad de liquido
y moléculas pequefias, esto es también lo que causa la urticaria en la piel. Estos efectos de
vasodilatacion estan mediados principalmente por el receptor Hi, la estimulacion directa del
corazon se debe a los receptores H,. Entre los efectos de estimulacion directa del miocardio se
incluyen mayor contractilidad y aceleracién del ritmo de descarga. Sin embargo, los principales
efectos anafilacticos del sistema cardiovascular en los seres humanos se deben en su mayoria a

otros mediadores y no a la histamina (Katzung, 2012).

c. Musculo liso bronquial. La histamina causa la broncoconstriccion mediada por los
receptores Hi. En otras especies de mamiferos, como el conejo, se observa un efecto de

broncodilatacion que refleja que en sus vias respiratorias predomina el receptor H, (Katzung, 2012).

d. Mdasculo liso del tubo digestivo. La histamina contrae el musculo liso del tubo
digestivo, que en altas dosis puede causar diarrea. Este efecto es mediado por los receptores Hi
(Katzung, 2012).



e. Otros drganos de musculo liso. En general, en el ser humano la histamina no
produce efectos significativos en el musculo liso. Sin embargo, en mujeres embarazadas con
reacciones anafilacticas se puede producir el aborto por consecuencia de las contracciones del Gtero
debido a la liberacion de histamina (Katzung, 2012).

f. Tejido secretor. La histamina es un estimulante de la secrecidn de &cido en el
estdmago y en menor magnitud, de la pepsina gastrica y la produccion de factor intrinseco. Esto se
debe a la activacion de las células parietales del estbmago por medio de los receptores H.. Esto
causa una mayor actividad de adenililciclasa, mayor concentracion de CAMP e incremento en el
calcio intracelular. La histamina también aumenta la secrecion en el intestino delgado y el colon.

Ademas, puede originar descargas de la médula suprarrenal (Katzung, 2012).

g. Efectos metabdlicos. Se ha demostrado en ratones, que el blogueo del receptor Hs;
intensifica la ingesta de alimentos y disminuye el consumo de energia, con lo que se origina la
obesidad. También se observo resistencia a la insulina y mayores concentraciones de leptina en
sangre. Actualmente, no se ha comprobado que estos receptores tengan una funcién similar en los
humanos (Shadid et al, 2010) (Katzung, 2012).

h. Respuesta triple. La histamina causa la respuesta caracteristica de rubor, edema y
eritema, seguida por una sensacion de prurito. Esto se debe a su interaccion con las células del
masculo liso, el endotelio de capilares y las terminaciones nerviosas sensitivas. En esta respuesta

pueden participar los receptores Hi, Hy, y Hs (Katzung, 2012).

i. Otros efectos mediados por receptores histaminicos. Se ha observado que la
estimulacion de las terminaciones nerviosos por medio de los receptores Hi y Hs pueden contribuir

a la sensacion de dolor (Katzung, 2012).

5. Metabolismo y excrecion. La histamina se excreta como molécula intacta en un 3%. El
otro 97% es metabolizado antes de la excrecidn, el metabolismo de la histamina esta regulado por
dos vias que involucran las enzimas: histamina N’-metiltransferasa y diamina oxidasa. La histamina
N’-metiltransferasa metaboliza entre un 50 — 80% de la histamina a N-metil histamina, que luego
es transformada por la monoamino oxidasa en &cido N-metilimidazol acético. La diamino oxidasa
metaboliza entre un 15 — 30% de la histamina a &cido imidazol acético. El &cido N — metilimidazol
acético y el &cido imidazol acético son metabolitos que pueden excretarse en la orina (Shadid et al,
2010).
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B. Histamina en carne de pescado

1. Formacién. La histamina en los alimentos se produce por la decarboxilacion de la L-
histidina catalizada por la enzima histidina decarboxilasa de las bacterias que crecieron en ellos.
La L-histidina se encuentra en los alimentos como parte de las proteinas, pero también se encuentra
como un aminodcido libre en los tejidos de algunos pescados, como el atdn. La histidina de las
proteinas presentes en el pescado puede liberarse por medio de protedlisis autolitica o bacteriana
(Slorach, 1991).

La histidina descarboxilasa se encuentra en varias especies de bacterias. Sin embargo, en el
caso de la produccion de histamina en el pescado se encuentran diferencias significativas en las
especies que producen la mayoria. Las bacterias mas importantes son entéricas como, Proteus
morganii, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes. Las bacterias del género
Lactobacillus son las que afectan mayormente a los quesos. Estas pueden producir histamina en un
corto periodo de tiempo a temperaturas mayores de 15°C. La formacién de histamina depende
principalmente de la temperatura a la cual se mantiene el pescado entre la pesca y su consumo o
tratamiento para enlatar o empacar. Los tratamientos de calor (ahumado, asado, entre otros) matan
las bacterias que contienen la histidina descarboxilasa y ademas inactivan la enzima que es 1abil a
altas temperaturas. Sin embargo, estos tratamientos no destruyen la histamina previamente
formada, por lo que esta de igual forma llegara al consumidor. La cantidad de aminas en el producto
puede cambiar el olor y sabor del mismo, sin embargo, altas concentraciones de histamina pueden

formarse antes de que estos cambios puedan ser percibidos (Slorach, 1991).

2. Limites. La histamina no es en si misma una molécula toxica, pero al consumirse en altos
niveles puede causar una intoxicacion. En el pescado recién atrapado los niveles de histamina son
generalmente menores a 10 mg/kg, pero en el pescado procesado que no ha sido almacenado
correctamente en refrigeracion los niveles pueden cambiar ampliamente. En los productos que se
han almacenado de buena manera, las concentraciones son por lo general, menores a 50 mg/kg. La
determinacion de los limites de histamina gque son tolerados en un producto es complicada, ya que
la toxicidad no depende Unicamente de la presencia de histamina sino de otros compuestos y de la
idiosincrasia de cada consumidor. En el caso de la histamina, una ingesta de 5 — 10 mg puede
ocasionar efectos en pacientes sensibles, 100 mg induce una toxicidad media y 1000 mg es
altamente tdxica. Otros autores sefialan que 8 — 40 mg de histamina causan toxicidad leve, de 40 —
100 mg toxicidad intermedia y por encima de 100 mg toxicidad severa (Stadnick y Dolatowski,
2010).
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a. Limites legales. Con base en diferentes estudios, la Unién Europea establecié que
los niveles de histamina deben ser menores a 100 mg/kg en los pescados crudos y por debajo de
200 mg/kg en pescados salteados de las familias Scombridae y Clupeidae. Sin embargo, la Agencia
de Drogas y Alimentos (FDA — Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés) acepta una
concentracién no mayor a 50 mg/kg. La FDA tomdé esta decision porque la concentracion de
histamina encontrada puede variar incluso entre diferentes partes del pescado, por lo que al
encontrar 50 mg/kg deben tomarse medidas para asegurar que el resto del lote no tenga mayor
concentracién (Stadnick y Dolatowski, 2010) (Steadman, 1999).

En Guatemala, segun el Acuerdo Ministerial 0271 — 2010 se estableci6 que por cada lote de
atunes deben tomarse nueve muestras del muasculo dorsal para su analisis. El valor medio del limite
maximo residual de histamina debe ser inferior a 100 ppm o mg/kg. En dos de las muestras se
pueden tener valores superiores a 100 mg/kg, pero deben ser inferiores a 200 mg/kg. Ninguna
muestra puede tener un valor superior de 200 mg/kg de histamina. En el pais se utilizan los mismos

niveles de regulacion que en la Union Europea

3. Medidas para controlar la formacion de histamina. La mayoria de las bacterias
productoras de histamina en carne de pescado son mesofilicas, por lo que las temperaturas bajas
controlan efectivamente su crecimiento. Por ello, la medida mas importante para el control de la
formacion de histamina es asegurar que el producto se somete a enfriamiento lo antes posible
después de ser capturado y se mantiene asi hasta que se consume 0 se somete a tratamiento de calor
(Steadman, 1999) (Slorach, 1991).

La formacion de histamina también depende de la naturaleza y cantidad de bacterias presentes
en el pescado. Las bacterias productoras de histamina proceden principalmente del manejo del
producto y no de la microbiota normal del mismo. Por lo que, al mejorar las practicas higiénicas en
la cadena de manejo del producto, puede reducirse la contaminacién y asi, la formacion de
histamina (Steadman, 1999) (Slorach, 1991).

C. Intoxicacion alimentaria por histamina.

Escombroidosis es el nombre de la intoxicacion alimentaria que se origina luego de consumir
pescado con un alto nivel de histamina. No se ha logrado establecer una relacion entre la dosis de
histamina y la respuesta, ya que la administracion de la histamina pura a las mismas dosis no
produce los mismos efectos toxicos. Se ha sugerido que en el pescado se pueden encontrar

productos potenciadores que disminuyen el umbral de la dosis necesaria de histamina para crear
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una intoxicacion. Un mecanismo sugerido es que se encuentran moléculas que inhiben las enzimas
de diaminooxidasa y la histidina metiltransfersasa, las que estan encargadas del metabolismo de la
histamina en el cuerpo. Muchos otros mecanismos toxicologicos se han propuesto, sin embargo,

ninguno de ellos ha sido comprobado (Hungerford, 2010).

1. Epidemiologia. Se estima que un 50% de las intoxicaciones alimentarias por mariscos en
Estados Unidos se debe a los elevados niveles de histamina en los productos. A pesar de ello se
cree que este dato esta subestimado, ya que no siempre se realiza un andlisis eficaz de la causa de
los casos de intoxicaciones. En afios recientes se ha observado que los casos de escombroidosis no
han disminuido a pesar del aumento en las medidas higiénicas, las regulaciones establecidas por
los entes regulatorios y un aumento en la educacion para incrementar la conciencia publica (FAO,
2013).

2. Sintomas. Los sintomas de la escombroidosis se presentan normalmente entre 10 a 60
minutos después del consumo del pescado. Los sintomas son variables, pero pueden incluir:
adormecimiento oral, cefalea, mareos, palpitaciones, presion arterial baja, taquicardia, dificultad
para respirar y sed. Los sintomas mas caracteristicos son aquellos que asemejan a la alergia, como:
urticaria, erupciones, enrojecimiento e hinchazén. Entre los signos y sintomas menos frecuentes se
encuentran: ansiedad, nausea, vomitos, dolor abdominal y diarrea. La severidad de los sintomas
dependera de la cantidad de histamina ingerida y de la sensibilidad del paciente hacia ella Para
poder diferenciar rapidamente la escombroidosis de una alergia se debe tomar en consideracion lo
siguiente: registros previos de alergia al mismo alimento, verificar si hay similitud de sintomas en
personas que consumieron los mismos alimentos y, por ultimo, un anélisis de los niveles de

histamina en los alimentos consumidos (Slorach, 1991) (FAO, 2013).

3. Tratamiento. Los pacientes presentan una recuperacion total luego de 24 horas, el
tratamiento consiste en la administracion de antihistaminicos, generalmente antagonistas de los
receptores de histamina H; 0 H. En casos leves los sintomas desaparecen rapidamente por lo que
no siempre es necesario la administracion de medicamentos. Raramente, se observan
complicaciones cardiacas o respiratorias severas en donde sea necesario el tratamiento para choque

anafilactico (Taylor, 1986) (Macromatis y Quantick, 2002).
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D. Métodos analiticos para la determinacion de histamina en carne de

pescado.

La determinacion histamina en carne de pescado se realiza por dos fines principales. El
primero, es por su potencial riesgo toxicologico y el segundo es porque su cuantificacion se utiliza
como un indicador de la calidad de estos alimentos. El indice de aminas es un indicador de las
condiciones higiénicas durante la manipulacién de los productos, este se basa en las
concentraciones de las aminas biogénicas (entre las que se incluyen: histamina, tiramina, putrescina
y cadaverina) en la carne de pescado. Sin embargo, el indice de aminas no reemplaza un analisis
microbioldgico, ya que no todas las especies de bacterias tienen la capacidad de descarboxilar
aminoacidos (Stadnick y Dolatowski, 2009).

En relacion a otras toxinas mas peligrosas encontradas en los mariscos, la histamina cuenta con
mayor variedad de métodos de deteccion. Para la cuantificacion de histamina pueden utilizarse
métodos simples y econdémicos como cromatografia de capa fina (TLC — Thin Layer
Chromatography, por sus siglas en inglés) y métodos mas complejos que involucran la
cromatografia liquida de alta resolucion (Ver Cuadro 2) (HPLC — High Performance Liquid

Chromatography, por sus siglas en inglés) (Hungerford, 2010).

Cuadro 2 — “Comparacion de los métodos mas utilizados para la determinacion de histamina”
Método
Método por HPLC  espectroscopia de ELISA
fluorescencia

Tiempo necesario

para un analisis 1-2horas 1 hora 1 hora
Equipo HPLC Espectrofluorometro  Espectrofluorémetro
Limite de
cuantificacion 1.5-5 mg/kg 1.5 uglkg 2-5mg/kg
(FAO, 2013)

El paso critico en la metodologia es la extraccion de la histamina que se dificulta por la
complejidad de la matriz, que es la carne de pescado. El analisis también se dificulta por la
presencia de compuestos interferentes, como aminoacidos libres y otras aminas biogénicas. Por
ello, la mayoria de métodos de separacion utilizan la cromatografia liquida de alta precision en fase
reversa, en donde la histamina es detectada en base a esquemas de derivatizaciones pre columna
con el fin de producir moléculas fluorescentes o cromodforos fuertes que pueden detectarse
utilizando un detector UV. Otros métodos de separacion incluyen cromatografia de intercambio
ionico, electroforesis capilar y cromatografia de gases con detector de masas con esquemas de

derivatizacion pre columna (Hungerford, 2010) (Stadnik y Dolatowski, 2009).
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1. Método por espectroscopia de fluorescencia. Para poder cuantificar la histamina en la
carne por este método, primero se realiza una extraccion con metanol. Luego el extracto debe
someterse a cromatografia de intercambio idnico para poder remover otros aminoacidos que son
moléculas interferentes. Luego la histamina separada se hace reaccionar con ftaldehido y se mide
la fluorescencia del producto obtenido. Esto se hace porque por si sola, la histamina tiene poca
absorbancia o fluorescencia. Este es el método de eleccién de la Codex Alimentarius y por la
AOAC (AOAC - Association of Official Agricultural Chemists, Asociacién Quimicos Agricolas
Oficiales por sus siglas en inglés). Una de las ventajas de utilizar ftaldehido, es que la reaccién es
rapida, el producto fluorescente se obtiene en cuestion de minutos. Sin embargo, una de las
desventajas consiste en que el complejo fluorescente tiene baja estabilidad por lo que deben
analizarse las muestras poco después de completar la reaccién (Hungerford, 2010) (Rawles y Flick,
1996).

2. Meétodos enzimaticos. En la actualidad, se busca un método que pueda ser facilmente
validado en diferentes laboratorios y que permita un analisis mas rapido, por ello se han empezado
a utilizar métodos enzimaticos porgue son altamente selectivos y pueden ser automatizados. Uno
de estos métodos utiliza la diaminooxidasa, que degrada la histamina presente en la muestra y
produce peroxido de hidrégeno. Luego se utiliza cristal violeta junto con peroxidasa para detectar
el peréxido de hidrégeno a 596 nm. También, puede utilizarse histamina oxidasa para cuantificar
la histamina en base al consumo de oxigeno originado. Ademas, existen kits de analisis en los que
se utilizan histamina deshidrogenasa, histamina — N - metiltransferasa o anticuerpos selectivos para
utilizar en Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas (ELISA - Enzyme — Linked
ImmunoSorbent Assay, por sus siglas en inglés) (Hungerford, 2010) (Taylor, 1986) (Rawles y
Flick, 1996).

3. Métodos cromatograficos.

a. Cromatografia de capa fina. Concentraciones bajas de histamina pueden
determinarse por medio de cromatografia de capa fina. EI método consiste en agregar cloruro de
dansilo a las muestras con histamina para crear complejos fluorescentes que pueden ser separados.
Este método tiene la ventaja que son econdmicos, pero no se utilizan en la determinacion de

histamina en alimentos (Rawles y Flick, 1996).

b. Cromatografia de gases. La cuantificacion por medio de este de método requiere

la conversion de histamina en un derivado volatil para que este pueda ser separado. Esto se puede
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realizar con derivados de heptafluorobutiril o de trimetilsilil utilizando un detector de ionizacion
de llama. Al utilizar cromatografia de gases se pueden tener los problemas de elucién incompleta
de las columnas y se obtienen sefiales asimétricas. Al igual que en la cromatografia de capa fina,
este método ha sido muy poco utilizado en la cuantificacion de histamina en alimentos (Taylor,
1986) (Rawles y Flisick, 1996).

c. Cromatografia liquida de alta resolucion. La histamina se cuantifica
generalmente por medio de HPLC con una derivatizaciéon pre o post columna que permite su
medicion por su absorbancia en los rangos de la luz ultravioleta o por fluorescencia. Los métodos
que utilizan una derivatizacion pre columna con cloruro de dansilo (Ver llustracion 2) generalmente
utilizan un gradiente de elucion para lograr separar todos los productos dansilados. También pueden
desarrollarse métodos que utilizan derivatizacion pre o post columna que utilizan ftaldehido (ver
llustracion 3) y los complejos se detectan con detector de fluorescencia. Una de las ventajas de
utilizar cloruro de dansilo para la derivatizacion es que los complejos formados son estables, por
lo que puede utilizarse un sistema automatizado para la cuantificacion. Por otro lado, entre las
desventajas de utilizar cloruro de dansilo se encuentra que los complejos formados son altamente
sensibles a la luz, por lo que deben mantenerse aislados de la luz y ademas la reaccidn para que se
forme el compuesto fluorescente puede tardar varias horas a temperatura ambiente (Hungerford,
2010) (Rawles y Flisck, 1996).

llustracién 2 — “Reaccion entre el cloruro de dansilo y la histamina que produce el derivado

detectable con detector UV o fluorescencia “

Histamina

N N
Cloruro de dansilo <N

Derivado de histamina dansilado

(Lazaro y Conte, 2013)
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[lustracion 3 — “Reaccion entre el o-ftaldehido y la histamina que produce un complejo

fluorescente”
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(Lazaro y Conte, 2013)

El método predilecto para la cuantificacion de histamina en carne por la Comision Europea es
por HPLC con una dansilacion como derivatizacién pre columna, principalmente porque su
desempefio es adecuado. Sin embargo, este método ha sido validado Gnicamente de manera interna,
por lo que se requieren de estudios entre varios laboratorios que demuestren que el método es
robusto (Hungerford, 2010).

E. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion se basa en la separacion de componentes de una
mezcla con base en sus interacciones con la fase estacionaria y la fase mévil. Esta es la méas utilizada
actualmente porque permite la separacién de cualquier compuesto soluble en fase liquida y por lo
tanto permite la utilizacion de temperaturas bajas. Ademas, los cambios en la fase mdvil pueden
optimizar las separaciones pues estos modifican las interacciones entre los componentes y la fase

movil y estacionaria (Skoog, West y Holler, 2005).

Los cromatografos utilizan accesorios especiales para eliminar los gases disueltos y las
particulas en suspension de los disolventes que conforman la fase movil. Esto se debe a que las
burbujas de gas y las particulas pueden interferir con el funcionamiento del detector. Es por ello
que se utilizan sistemas de filtracién y pre columnas para eliminar las particulas suspendidas y
desgasificadores para eliminar los gases disueltos. Los disolventes pueden utilizarse mediante
elucidn isocratica, cuando la composicion de la fase movil permanece constante, 0 mediante elucion
por gradiente, en donde la composicién de la fase mavil varia con el tiempo. Para que la fase movil
logré pasar a los caudales necesarios a través de la columna empaquetada con particulas de
didmetros inferiores a 10 um se utilizan bombas para alcanzar la presion necesaria (Skoog, West y
Holler, 2005).
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La pre columna se utiliza con el fin de alargar la vida util de la columna. Luego de la pre
columna, la fase mévil y la muestra pasan a través de la columna que estd empaquetada con

particulas de tamafio pequefio (Skoog, West y Holler, 2005).

Los detectores mas utilizados en la cromatografia liquida de alta resolucién son: fluorescencia,
indice de refraccion, refractor de luz, espectroscopia de masas y absorbancia ultravioleta (Skoog,
West y Holler, 2005).

Segun la polaridad relativa de fase estacionaria y fase movil utilizadas se puede hablar de
cromatografia de reparto de fase normal y cromatografia de reparto de fase reversa, siendo esta
altima la més utilizada, se calcula que se usa en un 75% de los métodos. La cromatografia de fase
normal utiliza una fase estacionaria polar y una fase movil apolar. La cromatografia de fase reversa
utiliza una fase movil polar, como agua, metanol o acetonitrilo, y una fase estacionaria apolar, con
empaguetamientos de octil y octodecilsiloxano. En las separaciones cromatograficas se utiliza,
generalmente, una fase estacionaria ajustada a la polaridad del analito y una fase mévil con
polaridad diferente para lograr separaciones con tiempos de retencion éptimos (Skoog, West y
Holler, 2005).

F. Validacion de un método analitico

La validacion de los métodos analiticos se hace con el fin de demostrar que el procedimiento
es apto para el prop6sito que fue disefiado. Asi puede asegurarse que los resultados que se obtienen
son siempre reproducibles, confiables y seguros incluso cuando son realizados por diferentes
operarios en equipos similares. Al validar se estd asegurando la calidad del proceso y de la
metodologia realizada. Antes de validar un método analitico es importante asegurarse que el equipo

a utilizar haya sido previamente calificado (ICH, 2005).

La validacion se obtiene luego de realizar pruebas de las caracteristicas de validacion. Estas
caracteristicas son: especificidad, precision, exactitud, limite de cuantificacion, limite de deteccion,

linealidad, rango y robustez (McPolin, 2009).

1. Especificidad. La especificidad consiste en la capacidad del método de evaluar el analito
a pesar de la presencia de componentes que pueden encontrarse normalmente en la muestra, estos

pueden incluir impurezas y productos de degradacién (McPolin, 2009).

2. Precision. La precision de un método analitico se expresa como la cercania o el grado de
dispersion entre las mediciones obtenidas de las muestras multiples de una muestra homogénea.

Esta se expresa como la desviacion estandar o coeficiente de variacion. Se puede ver afectada por
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errores aleatorios, como las fluctuaciones por el ruido, y errores sistematicos en el método, equipo

u operador. La precision mide la reproducibilidad del método (McPolin, 2009).

La precision puede expresarse como repetitividad, precision intermedia y reproducibilidad.
La repetitividad expresa la precision cuando el método se evalla en las mismas condiciones en un
intervalo pequefio de tiempo. La precision intermedia se expresa cuando se realizan mediciones en
dias diferentes, por diferentes analistas y equipo diferente. La reproducibilidad se expresa como la
precision entre laboratorios en estudios colaborativos para estandarizacion de metodologias
(McPolin, 2009).

3. Exactitud. La exactitud puede expresarse como la cercania entre el valor aceptado o valor
de referencia con el valor encontrado. Este indica la desviacién entre el valor obtenido y el valor
verdadero, se puede expresar como el porcentaje de recuperacion y se ve afectado por los errores
sistematicos (McPolin, 2009).

4. Limite de cuantificacion. El limite de cuantificacion se define como la menor cantidad
de analito dentro de una muestra que puede ser determinado con una precision y exactitud adecuada.

Este se utiliza para la determinacién de impurezas y productos de degradacion (McPolin, 2009).

5. Limite de deteccidn. El limite de deteccion se define como la menor cantidad de analito
dentro de la muestra que puede ser detectada con un intervalo de confianza determinado, pero no

necesariamente puede ser cuantificada en un valor exacto (McPolin, 2009).

6. Linealidad. La linealidad es la capacidad de un método, dentro de un rango determinado,
de obtener resultados directamente proporcionales con la concentracion de analito en la muestra
(McPolin, 2009).

7. Rango. El rango de una metodologia analitica es el intervalo entre la concentracion
maxima y minima de analito en que la que puede demostrarse que los resultados tendran un nivel

adecuado de precision, exactitud y linealidad (McPolin, 2009).

8. Robustez. Un método analitico es robusto si las mediciones no se ven afectadas por
pequefias variaciones en los parametros de los métodos, esto indica que los resultados son

confiables durante el uso normal del método (McPolin, 2009)



IV. MARCO METODOLOGICO
A. Objetivos

1. Generales

a. Desarrollar y estandarizar un método para la identificacién y cuantificacion de
histamina presente en carne de pescado por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion con detector ultravioleta mediante una derivatizacion pre columna con

cloruro de dansilo.

b. Validar la metodologia para la cuantificacion de histamina en carne de pescado por
medio de cromatografia liquida de alta resolucion con detector ultravioleta mediante

una derivatizacion pre columna con cloruro de dansilo

c. Generar informacion cientifica que facilite la identificacion y cuantificacion de
histamina presente en carne de pescado
2. Especificos

a. Determinar el limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad, precision,
exactitud, especificidad y rango del método analitico utilizado para la cuantificacion de

histamina en carne de pescado

b. Establecer una metodologia confiable para la cuantificacién de histamina en carne de

pescado en Guatemala.

c. Evaluar el contenido de histamina en muestras de carne de pescado obtenidas por el

Ministerios de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion (MAGA)

B. Poblacion

La poblacion estudiada son los productos de carne de pescado presentes en el mercado

guatemalteco y aquellos que estan destinados para la exportacion.
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C. Muestra

Consiste en seleccionar al azar nueve muestras de carne de pescado de tres lotes en el mercado
guatemalteco o destinado a la exportacion. Todas las muestras recolectadas de un lote se

homogenizan y se toman para analizar cinco gramos del producto.
D. Procedimiento

El procedimiento para desarrollar y validar la metodologia para la cuantificacion de histamina

en carne de pescado se dividio de la siguiente manera:

1. Preparacion de reactivos.

a. Solucién stock de histamina. Disolver 80 mg de dihidrocloruro de histamina en 50
mL de agua purificada. Para obtener una concentracion de 1mg/mL. Esta solucion puede
almacenarse a 4°C durante un mes durante el cual continda siendo estable.

b. Solucién de cloruro de dansilo. Disolver 10 mg de cloruro de dansilo en 1 mL de
acetona. Realizar una solucién fresca cada vez que se lleve a cabo un andlisis. Mantener la solucién
protegida de la luz.

c. Fase movil.

1) Acetato de amonio 0.1 M. Disolver 7.7 g de acetato de amonio en 1000 mL de
agua purificada. Filtrar la solucion utilizando un filtro de 0.45 pm.
2) Acetonitrilo. Filtrar el solvente utilizando un filtro de 0.45 pm.

2. Extraccion y preparacion de la muestra de carne de pescado. Cortar las muestras en
pequefios pedazos y homogenizar en procesadora de alimentos. Pesar 5 g de la muestra
homogenizada y agregarle 10 mL de &cido perclérico 0.4 M.. Centrifugar la muestra por 10 min a
3000 rpm y filtrar el sobrenadante. Repetir la extraccion con 10 mL de &cido perclérico 0.4M y
mezclar con un vortex antes de centrifugar. Combinar los sobrenadantes y ajustar a 25 mL con
acido percldrico 0.4 M.

3. Derivatizacion de la muestra y estandares. Diluir diferentes cantidades de la solucion
stock con &cido perclérico 0.4 M para obtener concentraciones de trabajo desde 2.0 — 14.0 pg/mL.

Luego, realizar la derivatizacién como se menciona a continuacion

A 1 mL de extracto agregar 200 pL de hidréxido de sodio 2N y 300 uL de solucidn saturada
de bicarbonato de sodio. Agregar 2 mL de solucion de cloruro de dansilo y transferir a un bafio de

calentamiento a 40°C por 45 minutos. Remover los residuos de cloruro de dansilo agregando 100
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pL de hidroxido de amonio al 25%. Después de 30 minutos, ajustar con 5 mL de acetonitrilo:

acetato de amonio 0.1M (1:1) y filtrar el sobrenadante a través de un filtro de 0.45 pum.

4. Condiciones cromatograficas

a. Columna: Eclipse Plus C18 5 um, 4.6 x 100 mm

b. Gradiente de elucién con acetato de amonio 0.1M a pH 7.9 y acetonitrilo. Iniciar
con un gradiente de 50% de acetonitrilo y 50% de acetato de amonio de 0.1 M y finalizar con 90%
de acetonitrilo luego de 19 minutos.

c. Flujo de fase mévil: ImL/min

d. Volumen de inyeccion: 20 puL

e. Longitud de onda del detector: 254 nm

5. Parédmetros de validacion.

a. Limite de deteccidn. Inyectar 20 veces el blanco este debe tener una razon entre
la sefial y el ruido de 3:1. Calcular la desviacion estandar de cada grupo.

b. Limite de cuantificacion. Inyectar 20 veces el blanco esta debe tener una razén
entre la sefial y el ruido de 10:1. Calcular la desviacién estandar de cada grupo.

c. Linealidad. Inyectar tres veces cada concentracion de las soluciones estandar de
(5.0, 20.0, 40.0, 60.0 y 75.0 pg/mL). Por el método de minimos cuadrados determinar la ecuacion
de la regresién lineal y el coeficiente de determinacion. El coeficiente de determinacion debe ser
mayor a 0.990

d. Exactitud. Inyectar por triplicado cada una de las soluciones patrén con las
siguientes concentraciones: 20.0, 40.0 y 60.0 ug/mL. Obtener el porcentaje de recuperacion y la
desviacion estandar relativa. El porcentaje de recuperacién debe estar entre 95 — 105% para cada
una de ellas.

e. Precision (repetibilidad). Inyectar seis veces las soluciones patrén con
concentracién de 20.0, 40.0 y 60.0 pg/mL. Obtener el porcentaje de coeficiente de variacion, que
debe ser menor a 5% para cada una de ellas.

f. Especificidad. La especificidad se realiza al confirmar la identidad de histamina,
esto se hace al comparar los tiempos de retencion entre las muestras, los estdndares de la curva de
calibracion y un blanco (control negativo). Se obtiene la diferencia porcentual entre las medias de
ambas.

g. Rango. Verificar que haya exactitud, precision y linealidad aceptable en el

intervalo entre la concentracion maxima y minima trabajada en la linealidad.
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E. Disefio de investigacion

Por sus caracteristicas el estudio presentado es un estudio observacional prospectivo que se
divide en las siguientes fases:

1. Revision bibliogréfica de la informacion publicada acerca de la identificacion y
cuantificacién de histamina en carne de pescado

2. Definicion del tema de trabajo: Disefio y validacion de un método analitico para la
identificacion y cuantificacion de histamina en carne de pescado

3. Definir la metodologia analitica a validar

4. Desarrollo del método analitico. EI método de anélisis se desarrollé al analizar
soluciones patron realizadas con un estandar primario de dihidrocloruro de histamina. Luego se
realiza el método de extraccion de histamina a partir de la matriz, que es carne de pescado, y su
cuantificacion a partir de ese extracto.

5. Validacion del método analitico. Consiste en evaluar los parametros requeridos para la
validacion de métodos analiticos segin lo determinado por la ICH en el 2005. Entre estos se
incluyen: limite de cuantificacion, limite de deteccidn, precision (reproducibilidad), exactitud,
linealidad, rango, robustez y especificidad. Estos consisten en realizar diferentes inyecciones de las
soluciones patrén a concentraciones conocidas para poder determinar indicadores estadisticos de
la metodologia analitica propuesta.

6. Anadlisis de los pardmetros de validacidn. Consiste en aplicar estadistica descriptiva e
inferencial, en algunos parametros, para lograr concluir si el método analitico propuesto para la
determinacion de histamina en carne puede ser validado. Esto quiere decir que los resultados

obtenidos al utilizarlo son confiables y reproducibles.



23

F. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico para determinar si la metodologia analitica cumple con los pardmetros
para ser validada se realiz6 en el programa de Excel 2016 con el complemento de Anélisis de datos.

Los parametros estadisticos descriptivos necesarios son: media, desviacion estandar,
desviacion estandar relativa, porcentaje del coeficiente de variacion y porcentaje de recuperacion.
Las herramientas de estadistica inferencial necesarias son: estimacién de minimos cuadrados,

diferencia de medias, t de student e intervalo de confianza con un a = 0.05.

1. Media aritmética. La media aritmética de la suma de los valores de todas las
observaciones divididas por el nimero total de datos (Skoog, West y Holler, 2005).

2. Desviacién estandar. La desviacion estandar es una medida de dispersion que indica
cuanto se alejan los valores del promedio en una distribucién (Skoog, West y Holler, 2005).

3. Desviacion estandar relativa. La desviacion estandar relativa es la desviacion estandar
expresada como porcentaje (Skoog, West y Holler, 2005).

4. Coeficiente de variacion. El coeficiente de variacion expresa la razén entre desviacion
estandar y la media aritmética en forma de porcentaje. Esta se utiliza para analizar el grado de
variabilidad de los datos (Skoog, West y Holler, 2005).

5. Porcentaje de recuperacion. El porcentaje de recuperacion. Indica la razén entre el valor
medio medido y el valor tedrico que es la cantidad de analito afadido. Este se utiliza para expresar
la exactitud (Skoog, West y Holler, 2005).

6. Método de minimos cuadrados. EI método de minimos cuadrados es el anélisis de
regresion lineal que permite generar la ecuacion de la recta. En donde los coeficientes de
correlacién y determinacion indican gque tanto se acercan los datos obtenidos al modelo matematico
(Skoog, West y Holler, 2005).

7. Prueba t de student. La prueba t de student se aplica cuando la poblacion sigue una
distribucién normal. Este se utiliza para analizar una hip6tesis nula para determinar si dos sets de
datos son significativamente diferentes entre ellos (Skoog, West y Holler, 2005).

8. Intervalo de confianza. El intervalo de confianza es el rango de datos en el que se estima
que estaré cierto valor desconocido con una probabilidad determinada. Este se calcula a partir de
los datos obtenidos de una muestra y se utilizan para estimar el valor de una poblacién (Skoog,
West y Holler, 2005).



V. MARCO OPERATIVO

A. Recabacion y tratamiento de datos

La recabacion y el tratamiento de datos se llevo a cabo por medio del software ChemStation
gue es el utilizado por el cromatografo liquido de alta resolucién Agilent 1100 Series. Este analiza
las sefiales enviadas por el detector. A partir de este software se obtienen las areas correspondientes
al estandar de histamina y a la histamina presente en la muestra para poder construir la curva de

calibracion y obtener las estadisticas descriptivas e inferenciales.
B. Recursos
1. Humanos
Autora: Maria Sobeyda Rosito Batres
Asesora: Licda. Ana Luisa Mendizébal

Colaboradores: Dr. Herber Morales

Dr. Elfego Rolando L6pez

2. Institucionales
Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada de la Universidad del Valle de

Guatemala.

Laboratorio de Inocuidad del Viceministerio de Sanidad Agropecuaria y

Regulaciones del Ministerios de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion.

Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria
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3. Materiales
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a. Materiales y suministros

Cuadro 3 — “Informacion sobre los reactivos utilizados”

Reactivo

Estandar de dihidrocloruro de histamina
Cloruro de dansilo
Acido perclérico
Hidrdxido de sodio
Bicarbonato de sodio
Hidroxido de amonio
Acetona

Acetonitrilo

Acetato de amonio
Agua desionizada

b. Mobiliario y equipo

Cuadro 4 — “Informacion sobre el equipo y cristaleria utilizado”

Equipo Cristaleria
Cromatografo liquido de alta resolucién Balones aforados de 25, 50 y 100 mL
Centrifuga Pipetas volumétricas de 2, 4,5y 6 mL

Bafio térmico

Beakers de 50 y 100 mL

Homogenizador de alimentos Viales de 2 mL

Filtros de 0.45 um

Pipeta automatica

Potenciémetro

Balanza analitica




VI. RESULTADOS
A. Especificidad

Gréfico 1 — “Espectro 3D de histamina a una concentracién de 1 mg/mL”

En este gréfico se muestra que la absorcion maxima de la histamina se encuentra a 254 nmy es por ello que

se realiza la cuantificacion a esta longitud de onda. Ademas, se observa que en el minuto 10.760 eluye

Gnicamente la histamina.

Cuadro 5 - “Tiempos de retencion de soluciones estandar a diferentes concentraciones de

histamina”
No. de Tiempo de retencién  Desviacion estandar Coeficiente de
Inyecciones promedio variacion
6 10.760 min 0.038 0.355%

Valor esperado: Coeficiente de variacién menor a 2%
B. Linealidad

Cuadro 6 — “Curva de calibracion de soluciones estandar histamina”

Concentracion (£0.182 pg/mL) Area (+ 0.00001 mA*s)
1.960 212.16312
3.919 425.32624
7.839 851.42871
11.664 1300.97873
13.719 1650.30497

Area = 119.53268 + 5.04755 * [Concentracion] — 46.70461 + 45.42141
Coeficiente de correlacion (r): 0.99733
Valor esperado: Coeficiente de correlacion (r) mayor a 0.990
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Grafico 2 - "Curva de calibracion de soluciones estandar de histamina"
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C. Repetibilidad y recuperacion

Cuadro 7 — “Resultados de repetibilidad”

Concentracion Area promedio  Desviacion

(£0.182 ug/mL)  (x0

.00001 mA*s)

Coeficiente de  NuUmero de
estdndar  Variacion (%)  inyecciones

3.919 425.80123 2.18102 0.50% 6
7.839 858.65464 2.46449 0.29% 6
11.664 1311.19414 3.74322 0.29% 6

Valor esperado: Coeficiente de variacién menor a 11%

Cuadro 8 — “Resultados de recuperacion”

Concentracion Area promedio  Recuperaciéon Numero de
(£0.182 ug/mL)  (x£0.00001 mA*s) inyecciones
3.919 439.97283 103.88% 3
7.839 848.65464 95.56% 3
11.664 1293.82280 96.15% 3

Valor esperado: Recuperacién entre 80% — 110%

D. Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Cuadro 9 — “Resultados de limite de deteccion y limite de cuantificacion”

27
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pg/mL Relacion sefial/ruido
Limite de deteccion 0.056 3
Limite de cuantificacién 0.169 10
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E. Analisis de muestras

Grafico 3 — “Comparacion entre la histamina presente en la muestra y la muestra
enriquecida a 12pg/mL”
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En azul se observa el cromatograma de la muestra enriquecida y en rojo se observa el cromatograma de
muestra sin enriquecer

Cuadro 10 — “Concentracion de histamina en muestras de atin”

Lote Concentracion de histamina  NUmero de
(mg/kg de atun) inyecciones
1 <50 3
2 <50 3

3 <50 3




VII. DISCUSION DE RESULTADOS

A. Modificaciones en el método cromatogréafico

Se realizaron modificaciones en el método propuesto por Altieri et al 2016, con el fin de mejorar
las lecturas de las muestras. El buffer de acetato de amonio sufria de crecimiento microbiol6gico
al dia siguiente de haberlo preparado. Esto se soluciond al adicionar 1 mL de azida de sodio 0.05%
por cada 500 mL de buffer preparado. Al realizar esto se aumentd la vida Gtil del buffer de 1 dia a
7 dias. Ademas, no se utilizé el estandar interno de 1,7 — diaminoheptano ya que no se logro
obtenerlo; sin embargo, se obtuvieron resultados repetibles sin necesidad de utilizarlo.

Por otro lado, las soluciones de estandar de histamina se almacenaron a 4°C por 15 dias ya que
luego de este tiempo se observé que las areas de los estandares disminuian. Al inyectar una solucion
de 8 pug/mL en el dia de su preparacion esta alcanzé un area de 430.69582 mAU *s, una semana
después el area disminuy6 en un 1.16%, en la segunda semana el area disminuyd en un 2.86%
comparada con el area inicial y en la tercera semana se observé una disminucién del 10.46%

comparada con el area inicial.

Por otro lado, las muestras derivatizadas no son estables a temperatura ambiente, ya que luego
de 3 dias de haberlas preparado al volver a inyectarlas estas disminuyen el area de la histamina en

al menos un 15%.

B. Validacion del método analitico

1. Especificidad. La separacién cromatogréafica de la histamina dansilada se logré con una
elucion en gradiente. La elucidn del analito se observé en 10.760 + 0.038 minutos en las soluciones
estandar y en las muestras a los 10.757 + 0.005 minutos. Para garantizar la identidad de la histamina
se compard el espectro UV de estandares y el de las muestras y se aseguré que estos coincidieran.
Ademas, en los graficos de tres dimensiones obtenidas por el detector de arreglo de diodos no se
observan picos de otras sustancias que eluyeran en el tiempo de retencion cercano a la histamina,
por lo que no hay otros compuestos de degradacidon o metabolitos presentes en la carne de pescado
que interfirieran con la elucion de la histamina. EIl coeficiente de variaciéon en el tiempo de
retencion del analito es de 0.355%, lo que es menor al 2.00 %, lo que demuestra que el método es

especifico para la determinacion de histamina en la matriz de carne de atin.

2. Linealidad y rango. Se analiz6 la linealidad de la histamina en un rango de 2 - 14 pg/mL

que equivalen desde 50 — 350 mg/ kg de carne de pescado. En este rango que se observo que el
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coeficiente de determinacion fue de 0.9973, lo que demuestra que los datos de &rea de la histamina
cumplen con el modelo lineal en un 99.73% de los casos. Al ser el coeficiente de determinacién
mayor a 0.99, se cumple con los pardmetros de la ICH de validacion. Ademas, el rango de linealidad
evaluado incluye los limites establecidos por la Union Europea y por el Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Alimentacion, por lo que el método es adecuado para el andlisis de histamina en

pescado con el objetivo de realizar controles oficiales.

En este caso, la curva de calibracién no se forz6 a pasar por el cero debido a que el analisis
estadistico mostrd que el error estandar del intercepto es mayor que el interecepto de y. Por lo tanto,

en estas condiciones es posible tener un intercepto de y en la curva de calibracién (Dolan, 2009).

3. Repetibilidad y recuperacion. Se analizé la repetibilidad realizando 6 inyecciones de 3
concentraciones de histamina diferentes. A partir de esto se obtuvo un coeficiente de variacién de
0.29 — 0.50%. En la AOAC vy la ecuacion de Horwitz, se establecen diferentes coeficientes de
variacion aceptables en base a la concentracion del analito dentro de la matriz, al estar trabajando
en partes por millén se permite un RSD% de hasta 11% (AOAC, 2011). A partir de este criterio se
puede concluir que el método es repetible y preciso ya que el coeficiente de variacion esta por
debajo del permitido.

La recuperacion se analiz6 por medio del método de adicion de estandar a tres diferentes
concentraciones, de 4 — 12 pg/mL a muestras de at(n. Las recuperaciones obtenidas trabajando
estas tres concentraciones en triplicado fueron de 95.56 — 103.88%. El criterio de aceptacion de la
AOAC de acuerdo a la concentracion de analito trabajada permite una recuperacién de 80 — 110%.

Como los resultados se encuentran dentro de este rango se puede concluir que el método es exacto.

4. Limite de deteccién y limite de cuantificacién. El limite de deteccion y de
cuantificacion se obtuvieron a partir del analisis de la desviacion estdndar de 20 inyecciones del
blanco y la pendiente de la curva. El limite de deteccién obtenido fue de 0.056 pg/mL, que
equivalen a 1.39 mg/kg y el limite de cuantificacion obtenido fue de 0.169 pg/mL que equivalen a
4.21 mg/kg. Estos limites son validos ya que estan muy por debajo del limite establecido por la
Union Europea y el MAGA en donde se establece que la concentracion de histamina en atun debe

ser menor a 100 mg/kg.
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5. Robustez. Se realizaron pruebas para implementar el método utilizando otra columna y
otro equipo de HPLC. Sin embargo, en ambos casos la presion de la bomba cuaternaria se elevo
por encima de los 400 bar, principalmente por el flujo y la naturaleza de la fase moévil. Por lo que
no pudo completarse la prueba de robustez dentro del laboratorio en las instalaciones de la

Universidad del Valle de Guatemala.

6. Analisis de muestras. Se analizaron tres lotes diferentes de atdn y tres lomos de cada uno
de esos lotes. En las muestras se tuvo un tiempo de retencion promedio de 10.757 + 0.05 05 min.
Para comprobar que la sustancia eluyente en ese tiempo era histamina, se utiliz6 el detector de
arreglo de diodos para comparar el espectro UV del estandar de histamina, con el de la sustancia
eluyente. Los dos espectros coincidian en las nueve muestras analizadas, por lo tanto, puede

concluirse que si habia presencia de histamina en las muestras.

La concentracion de histamina presente en los tres lotes fue menor a 50 mg/kg. La
concentracién de las muestras se encontrd por debajo del punto minimo de la curva de calibracién
y por debajo del limite establecido por el acuerdo Ministerial, por lo que no es necesaria su
cuantificacion a este nivel. Sin embargo, las muestras si se encontraban por encima del limite de

cuantificacion.

Segin el Acuerdo Ministerial 0271-2010 las muestras de un lote deben tener una
concentracién promedio menor a 100 mg/kg y ninguna muestra debe tener una concentracién
mayor de 200 mg/kg. Por lo tanto, los tres lotes analizados cumplen con las especificaciones del
Acuerdo Ministerial 0271 — 2010, son inocuos para el consumo humano y pueden ser exportados

al mercado internacional.



VIIl. CONCLUSIONES

A. Se desarrollé un método para la identificacion y cuantificacion de histamina en carne de
atn, por medio de cromatografia liquida de alta resolucion con detector ultravioleta con arreglo de
diodos previo a una derivatizacion pre columna, se cumplieron con los parametros de validacién
de: identificacion, linealidad, rango, precision, exactitud, limite de deteccién y limite de

cuantificacion.

B. EI método cumpli6 con los parametros de linealidad, precision y exactitud en un rango de
2.0 — 14 pg/mL, que equivalen a 50 — 350 mg de histamina/ kg de carne de at(n. Estas
concentraciones cumplen con los requerimientos establecidos por el Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Alimentacién para aprobar como seguro el producto. Por lo que los resultados
obtenidos demuestras que el método es apto para el monitoreo oficial de la carne de atun.

C. Se comprobd la presencia de histamina en los tres lotes de lomo de atan, la identificacion
de histamina se logré al comparar el tiempo de retencion y el espectro UV de la muestra y la
solucion estandar. La concentracion de histamina presente en los tres lotes es menor a 50 mg/kg,
por lo que cumplen con las especificaciones establecidas por el Acuerdo Ministerial 0271-2010 del
Ministerio de Agricultura Ganaderia y Alimentacion y por lo tanto son aptos para la exportacion y

para el consumo humano.
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IX. RECOMENDACIONES

A. Desarrollo de pruebas de robustez ya sea aplicando el método, en otro equipo, realizando
las pruebas con otro analista o en otro laboratorio para asegurar que estos factores no afectan los

resultados del método y que este es confiable independientemente de estas variaciones.

B. Utilizacion la columna Eclipse Plus C18 5 um de 4.6 x 10 mm, ya que se observo que al
cambiar de columna la presion de la bomba cuaternaria se elevaba por encima de los 400 bar. Si se

debe trabajar con otra columna, el flujo de fase mévil debe adaptarse a las dimensiones de esta.

C. Conservacion de la cadena de frio en las muestras de atlin analizadas para inhibir la sintesis

de histamina y asi evitar obtener falsos positivos.
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XI.  APENDICE

A. Glosario

1. Amina biogénica: biomolécula que contiene uno 0 mas grupos aminos, esta se forma
principalmente por la descarboxilacién de aminoécidos por el metabolismo de microorganismos.
Entre las principales aminas biogénicas se encuentran: histamina, tiramina, cadaverina y putrescina
(Stadnick y Dolatowski, 2009).

2. Anticuerpos: glicoproteinas que se encuentran en fluidos corporales del humano cuya
funcion es identificar y marcar elementos extrafios, como bacterias y virus, que luego puedan ser
atacados por el sistema inmunitario (Katzung, 2012).

3. Antihistaminicos: farmaco que actia antagonizando los receptores de histamina,
bloqueando asi la accion de la misma. Se utilizan para reducir los sintomas de las alergias y reducir
la secrecion de acido clorhidrico para el tratamiento de Ulcera péptica (Katzung, 2012).

4. Bacterias mesofilas: bacterias que tienen mayor velocidad de crecimiento a temperaturas
entre 25 — 40°C (Steadman, 1999).

5. Basofilos: leucocitos responsables de la reaccion inflamatoria durante la respuesta inmune,
como anafilaxia, asma y dermatitis atdpica. Estos producen y secretan histamina, serotonina y
heparina (Shadid et al, 2010).

6. Calificacion: accion que demuestra y documenta que un sistema 0 equipo esta instalado y
funcionando correctamente y produce los resultados esperados. La calificacion de equipo consiste
en una serie de ensayos para asegurar que el mismo cumpla con especificaciones de instalacion,
disefio y operacién (Delgado, 2012).

7. Cromatografia de reparto de fase reversa: cromatografia en la que se utiliza una fase
estacionaria polar y una fase mévil apolar (Skoog, West y Holler, 2005).

8. Derivatizacion: técnica quimica en la que un compuesto se transforma en otro con una
estructura quimica similar, este tiene nuevas propiedades que facilitan su separacion vy
cuantificacion (Skoog, West y Holler, 2005).

9. Elucion por gradiente: elucion en la que la fase movil cambia su composicion a través del
tiempo (Skoog, West y Holler, 2005).
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10. Escombroidosis: intoxicacién alimentaria que se origina por consumir pescado con altos
niveles de histamina. Los sintomas caracteristicos son: mareos, cefaleas, taquicardia, dificultad para
respirar, urticaria, erupciones y enrojecimiento (CDC, 2009).

11. Extraccion: procedimiento por el que se separa un compuesto quimico de una matriz por
su solubilidad en un solvente determinado (Hungerford, 2010).

12. Histamina: molécula organica compuesta de una amina alifatica y un anillo imidazol
involucrada en respuestas inmunes e inflamatorias y en el funcionamiento del sistema digestivo
(Jones, 2013).

13. Histidina: aminodcido esencial de los seres humanos cuyo grupo funcional es un anillo
imidazol, se encuentra presente en productos lacteos, carne, pollo y pescado principalmente (Jones,
2013).

14. Indice de aminas: indice basado en las concentraciones de aminas biogénicas que indica
las condiciones higiénicas durante la manipulacion de la carne de pescado (Stadnick y Dolatowski,
2009).

15. Mastocitos: granulocito responsable de reacciones alérgicas y anafilaxis. Estos son ricos
en histamina y heparina (Shadid et al, 2010).

16. Matriz: todo componente de la muestra que no es el analito (Skoog, West y Holler, 2005).

17. Prurito: sintoma comun de las reacciones alérgicas que se caracteriza por irritacion de la
piel que provoca picazon (Slorach, 1991).

18. Reaccion anafilactica: reaccion alérgica grave, en todo el cuerpo generada por un alérgeno,
este se une a un anticuerpo IgE, lo que desencadena una cascada de transduccion de sefial que puede
Ilegar a la liberacion de histamina (Katzung, 2012).

19. Retroalimentacion negativa: es el sistema de retroalimentacion en el cual se responde en
direccion opuesta al estimulo. Este se emplea cuando sube la temperatura del sujeto, sube la presién
arterial del sujeto, entre otras (Katzung, 2012).

20. Tiempo de retencion: es el tiempo que toma el soluto en atravesar la columna. También, se
refiere a la suma del tiempo en que el soluto permanece en la fase estacionaria y en la fase movil
(Skoog, West y Holler, 2005).
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21. Validacion: sistema que establece evidencia con alto grado de seguridad que un proceso
conduce a resultados de calidad consistente y dentro de especificaciones determinadas. Para ello se
evaltan los pardmetros criticos que intervienen durante el proceso (Delgado, 2012).
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B. Procedimiento para el lavado de cristaleria

1. Sumergir la cristaleria en una solucién de agua jabonosa.

2. En cuanto sea posible, utilizar un cepillo para restregar con una solucion de detergente
todas las superficies de la cristaleria.

3. Enjuagar la cristaleria con agua de chorro, permitir que el agua llene el interior de la
cristaleria y desaguelos para asegurar que todos los residuos de detergente sean eliminados. Realice
este paso seis veces.

4. Enjuague la cristaleria utilizando agua desionizada al menos tres veces.

Para asegurar que la cristaleria fue correctamente lavada después de su uso, agregar 5 mL de 4cido
perclérico 0.1 M y dejar que este recorra toda la superficie de la cristaleria. Recolectar el acido y
realizar el mismo proceso de derivatizacidn que los estandares. Por Gltimo, realizar una lectura de

esa muestra para asegurar que no se observen lecturas de histamina en la cristaleria.

(Polonini et al, 2010) (Corning Incorporated Life Sciences, 2009)



C. Datos experimentales
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Grafico 4 — “Cromatograma de solucion estandar de histamina a 4 pg/mL”

DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (HISTAMINA\170224000003.D)

mAU ] i
2000 [
[
1500 -] 1
4 | |
] | |
] | N
1 'IBR I
ood ([l
] [ || ‘ ‘
500 \ | [ 3
] |\ | [ | ~
1 | | \ o
04 if ST 4 T = — L= .
T T T T T T
2 4 6 8 10 12 min|
Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
e B e e ] B |=<=-=-- |
1 10.744 BB 0.1437 482.26987 52.23780 100.0000
Totals 482.26987 52.23780

Gréfico 5 — “Cromatograma de solucion estandar de histamina a 12 pg/mL”
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Gréfico 6— “Comparacion entre el espectro UV de una solucion estandar de histamina y el
espectro UV de las muestras de los lotes de atin analizados”
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Cuadro 11 — “Tiempos de retencion y areas de las 20 inyecciones de un blanco”

Tiempo retencion blanco Avrea blanco (x0.00001
(x0.001 min) mAU *s)
10.790 13.55495
10.777 13.42754
10.763 16.29454
10.770 14.28963
10.760 11.78266
10.781 15.97580
10.772 12.79216
10.776 14.89043
10.779 11.70284
10.744 16.98006
10.794 12.52976
10.769 12.01183
10.779 12.04405
10.772 17.66805
10.768 11.41229
10.762 11.63918
10.779 14.14279
10.772 11.17861
10.758 11.58784
10.769 12.04066
Promedio 10.772 13.39728
Desviacién Estandar 0.011281564 2.014966283
Coeficiente de Variacion (%) 0.104733365 15.0401108

Cuadro 12 — “Analisis las 3 muestras de los 3 lotes analizados”
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LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3
Tiempqlde Area Tiempq’de Area Tiempq’de Area
retencion retencion retencion
10.761 83.14268 10.763 60.52900 10.759 55.34230
10.754 79.89696 10.772 59.44010 10.744 58.44671
10.757 81.55192 10.752 59.59962 10.751 56.90451
Desviacién
Estandar 0.004 1.62297 0.010 0.58806 0.008 1.55222
Promedio 10.757 81.53052 10.762 59.85624 10.751 56.89784
Coeficiente
de Variacion 0.033 1.99062 0.093 0.98246 0.070 2.72808




