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RESUMEN

En el presente estudio se determind la concentracién de histamina, en pescado fresco
de la especie Thunnus alalunga, las muestras para el analisis se obtuvieron en el
mercado municipal 10 de Agosto de la ciudad de Cuenca, empleando un total de 192
muestras, que se analizaron con el kit Veratox® para histamina por el método de ELISA

(Enzymelinked immunosorbent assay).

Se encontrd, luego del estudio, que un 18,7% del total de las muestras de atin
analizadas presentaron valores superiores a los permitidos por la FDA (Food and Drug
Administration), el cual refiere como limite permitido 50ppm, lo que indica que
determinados puestos de venta no cumplen las condiciones ideales de conservacion y
mantenimiento de este producto para su comercializacion y que podria representar un

riesgo para la salud del consumidor.

Palabras clave: Histamina, Atun, Thunnus alalunga, Veratox®.
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ABSTRACT

In this study the concentration of histamine was determined in fresh fish species Thunnus
alalunga, samples for analysis were obtained at the municipal market August 10 Cuenca,
using a total of 192 samples, they were analyzed with Veratox® kit for histamine by the

ELISA method (Enzymelinked immunosorbent assay).

It was found, after the study, that 18.7% of the total tuna samples analyzed had values
higher than those allowed by the Food and Drug Administration (FDA), which refers to a
permitted limit of 50ppm, indicating that certain Stalls do not meet the ideal conditions of
conservation and maintenance of this product for marketing and could pose a risk to

consumer health.

Key words: Histamine, Tuna, Thunnus alalunga, Veratox®.
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INTRODUCCION

Las aminas bidgenas son componentes de tipo organico de bajo peso molecular y en
su estructura quimica presentan al menos un grupo amino (Fernandez & Alvarez, 2005).
Se producen por descarboxilacion de aminoacidos en procesos de putrefaccién por
accion de enzimas microbianas, por lo que también se consideran indicadores de
alteracion alimenticia (Sanchez, 2005). Este tipo de compuestos estan presentes en los
alimentos que se consume habitualmente pudiendo provocar efectos de tipo
perjudiciales sobre la salud y dependiendo de su estructura los tipos son: histamina,

putrescina, cadaverina etc. (Huss, 1997).

Con relacion a la histamina, los alimentos que presentan esta biotoxina son los
mariscos, quesos (corteza), carnes (ahumadas), pescados, embutidos, entre otros.

(Institut Ferran de Reumatologia , 2010).

La inadecuada manipulacién y conservacion del pescado crudo favorecen la
contaminacién y proliferacion de microorganismos, que no solo pueden afectar
directamente la salud del individuo, sino que también pueden hacerlo de manera
indirecta a través de los metabolitos que forman, como en el caso de la histamina a partir
de la histidina (Texeiria, Azevedo, & Carmona de Sao, 2001). Sin embargo, la carga
microbiana propia y la incorporada en los procedimientos post-captura encuentran en el
pescado un medio excelente para ser colonizado como es el caso del Thunnus alalunga
perteneciente a la familia Scombridae, considerada una especie con altos niveles de
histamina (Iriarte & Torres, 2013). Segun la FDA, un pescado es seguro cuando su
contenido de histamina se encuentra por debajo de 50ppm. (Fish and Fishery Products

Hazards and Controls Guidance, 2011).

Se desarroll6 este estudio en la especie de atin, Thunnus alalunga conocida
comunmente como “albacora”, en el mercado municipal "10 de Agosto” de la ciudad de
Cuenca, con la finalidad de analizar los niveles de concentracién de esta amina bidgena,
debido a que, en este mercado municipal, las condiciones de almacenamiento y

distribucion de este producto no son las adecuadas.

Gabriel Montesel - Franklin Rodriguez -17 -
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MARCO TEORICO
1.1 Aminas Bidgenas
1.1.1 Definicién

Las aminas bidgenas son compuestos nitrogenados de bajo peso molecular que se
forman principalmente por descarboxilacion de aminoacidos, los precursores de las
aminas bidgenas se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Aminas biégenas.

AMINAS BIOGENAS

Amina Aminoéacido precursor Clasificacién
Histamina Histidina Heterociclica, primaria, mono amina
Tiramina Tirosina Aromética, primaria, monoamina
Feniletilamina Fenilalanina Aromética, primaria, monoamina
Triptamina Tript6fano Heterociclica, primaria, monoamina
Putrescina Ornitina, arginina Alifatica, primaria, diamina
Cadaverina Lisina Alifatica, primaria, diamina

Fuente: Maijala & col., 2003.

1.1.2 Clasificacién

Atendiendo a su estructura quimica se pueden clasificar en alifaticas (putrescina,
espermidina, espermita, cadaverina), aromaticas (tiramina, feniletilamina) o
heterociclicas (histamina, triptamina) y en funcién del nimero de grupo aminos de la
molécula, podemos mencionar las monoaminas (histamina, feniletilamina, tiramina),
diaminas (putrescina, cadaverina) o poliaminas (espermidina) (Rivas & Carrascosa,
2010)

Se clasifican de acuerdo al lugar donde se elaboren, es decir, pueden ser elaboradas
en el organismo (enddgenas) o encontrarse en los alimentos que se ingiere (exdégenas),
elaboradas por las células de éste o durante su procesamiento o su almacenamiento

(Tapia, Universidad Autonoma de Nuevo Leon, 2000).

1.1.2.1 Aminas biégenas enddgenas

Son moléculas con funciones fisioldgicas esenciales para los seres vivos, este tipo de

aminas son formadas durante los procesos metabdlicos normales de las células vivas,

Gabriel Montesel - Franklin Rodriguez -18-
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a partir de la degradacion de proteinas o amino&cidos, se producen en diferentes tejidos
y desempefian diversas e importantes funciones, estan implicadas en procesos tan
relevantes como la divisién celular o la transmision nerviosa. Asi, por ejemplo, la
histamina actia como neurotransmisor y la tiramina es un intermediario de las rutas de

biosintesis de otros neurotransmisores (Tapia, 2000).

1.1.2.2 Aminas biégenas exdgenas

Las aminas bidgenas, exdgenas se forman en los alimentos principalmente al eliminarse
el grupo carboxilo —COOH (“descarboxilacién”) de sus aminoacidos, por accion de las
enzimas propias de sus tejidos o de los microorganismos que los contaminan. Algunos
alimentos frescos pueden contenerlas en niveles bajos, los que pueden incrementarse
durante procesos como la fermentacion, el almacenamiento y la descomposicion del
alimento (Cid, 2011).

Entre los factores que influyen en este incremento estan la contaminacién microbiana,
temperatura, pH, concentracion de sales, etc. La ingestién de estos alimentos puede
provocar la presencia de concentraciones altas de estas sustancias en el organismo de
forma que tras su ingestién pasan a la circulaciébn sanguinea desde donde ejercen
diversos efectos toxicos producir sintomas de toxicidad, como se puede apreciar en la
tabla 2, por lo que son un indice del grado de frescura y seguridad del alimento.
(Shalaby, 2006).

Tabla 2. Aminas biégenas y sus efectos farmacolégicos.

AMINAS BIOGENAS Y SUS EFECTOS

Aminas Bidgenas Efectos Toxicos

Histamina Sintesis de Noradrenalina y Adrenalina, palpitaciones, vomitos
y nauseas

Tiramina Hipertensién, migrafias, vasoconstriccion, lagrimacion vy
salivacion

Putrescina y | Rigidez mandibular, Bradicardia, hipotension, Potencia el efecto

Cadaverina de otras aminas

Triptamina Hipertension

Fuente: Shalaby, 2006.
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1.1.3 Intoxicaciones alimentaria causadas por aminas bidégenas

Las intoxicaciones alimentarias mas frecuentes estan relacionadas con la histamina y la
tiramina. La intoxicacion por histamina es la mas conocida, existiendo referencias desde
finales del siglo XIX sobre la incidencia de esta enfermedad, conocida como enfermedad
de escombroide debido a que los trastornos se presentaban tras la ingesta de pescados
del grupo Scombridae (Lyte, 2004). La intoxicacion producida por tiramina se conoce
también como reaccién del queso, debido a los altos niveles que esta sustancia presenta
en algunos quesos. Por otro lado, diaminas como putrescina y cadaverina pueden
reaccionar con nitritos dando lugar a la formacién de nitrosaminas de conocido efecto

cancerigeno (Bover & Latoore, 2005).
1.1.4 Bacterias implicadas

La presencia de estas sustancias quimicas en los alimentos se debe a la accion de
microorganismos sobre las proteinas y mas especificamente a las reacciones de
descarboxilacién de los aminoéacidos llevadas a cabo por bacterias especificas.
(Baraggi, Velazquez, & Castro, 2010). Por lo tanto, hay dos factores clave para su
acumulacién en los alimentos: la presencia de las bacterias con actividad aminoacil-

descarboxilasa y la disponibilidad de los sustratos de la reaccion (Nollet & Toldra, 2016).

Los microorganismos que se encuentran con mayor frecuencia son bacterias tanto Gram
positivas como Gram negativas como: Citrobacter, Klebsiella, Proteus, Salmonella,
Shigella, Staphylococcus, Micrococcus, Morganella, Vibrio e incluso en bacterias acido
lactico (BAL) pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Enterococcus,
Carnobacterium, Pediococcus y Lactococcus. (Burdychova, 2007). En cuanto a los
alimentos que presentan una mayor posibilidad de contener aminas bidgenas, son
aquellos que contienen una elevada carga de proteinas (Baraggi, Velazquez, & Castro,
2010). (Gozzi, Piacente, & Cruces, 2011).

1.2 Histamina

1.2.1 Definicién

La histamina es una de las principales aminas elaboradas por nuestro organismo, se
considera una hormona debido a que cumple funciones fisiolégicas variadas, entre los
cuales actla regulando procesos alérgicos, inflamatorios, metabdlicos y también como

neurotransmisor (Izquierdo, Cespedes, & Camacho, 2008). Se encuentran en muchos
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tejidos del cuerpo y, en pequefias cantidades, en los alimentos que comunmente se

consume (Montes & Flores, 2005).

La histamina se forma a partir de la histidina, cuando se pierde su grupo carboxilo
(“descarboxilacién”) por accién de una enzima (L-histidina descarboxilasa), como se
describe en la figura 1 (Cervantes, 2009). Los mastocitos y basofilos son por excelencia
los sitios en los que predomina el almacenamiento de la histamina; dichas células se
encuentran en altas concentraciones en la piel y las mucosas. (Montes & Flores, 2005).
También estan en alimentos como pescado, quesos, vinos o embutidos, inclusive puede
encontrarse en conservas porque resiste el calor de la esterilizacion y es un indicador
de inadecuadas condiciones higiénicas en su elaboracién o el uso de materia prima en

malas condiciones (May, 2008).

.\I':u:;
CH, —CH—COO

N NH
Histidina
Histidina PLP
Descarboxilasa A
> COZ
$II;;
CH,—CH.
N. NH

Histamina

Figura 1. Estructura quimica de la histamina. Fuente (Cervantes, 2009).

1.2.2 Efectos de la Histamina en el organismo

Para producir sus efectos especificos en el organismo, la histamina se une a los
llamados “receptores” en diversas partes del cuerpo, estos receptores histaminicos son
de cuatro tipos: H1, Ho, Hz y Ha. La histamina tiene un efecto diferente que depende del

tipo de receptor con el que ha reaccionado (Gomez, 2003).

Los receptores Hi son los més importantes (localizados en el masculo liso, el endotelio
y tejidos del sistema nervioso central) producen vaso-dilatacién, bronco-constriccion,

contraccion del musculo liso, dolor y picazén. Los anti-histaminicos bloquean la union
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de la histamina con los receptores H; (Humberto, 2001). Los receptores H; (localizados
en la mucosa del estbmago) regulan la secrecion de los acidos géastricos y el aumento
de secrecién de moco en las vias respiratorias. Los receptores Hs (localizados en el
tejido del sistema nervioso central) regulan la liberacion de histamina y de otros
neurotransmisores (acetilcolina, norepinefrina y serotonina) (Aquino, Molina, & Arias,
2012). Los receptores Hs (localizados principalmente en el timo, intestino delgado, bazo
y colon), cuya funcién no se ha esclarecido a cabalidad (Medina, Croci, & Crescenti,
2010).

La histamina también es conocida como “escombrotoxina” porque es asociada con
intoxicaciones por consumo de pescado, especialmente de la familia de los
Scombridae (caballa, atin) en mal estado (Fundacion Vasca para la seguridad
Agroalimentaria, 2013). El tejido muscular del pescado, sobre todo cuando empieza a
deteriorarse, libera histidina, la que puede transformarse en histamina por las enzimas
presentes y por accion de algunas bacterias, que crecen muy lentamente a baja
temperatura (cerca a los 0°C), pero lo hacen muy rapidamente cuando ella aumenta.

Por ello, la cadena de frio debe mantenerse permanentemente (Goémez Castro, 2014).

Los sintomas mas frecuentes de la intoxicacion son ligera hipotensiéon arterial, picor,
enrojecimiento y dolor de cabeza; estos sintomas suelen aparecer antes de las 3 horas
de la ingestion (Maintz & Novack, 2007). En casos graves puede producirse
diarrea, calambres, nauseas, espasmos bronquiales y trastornos respiratorios. Estos
efectos son potenciados por otras sustancias (como putrescina, cadaverina y

espermina) que también se liberan en estas condiciones. (Diaz & Cruces, 2011)

Actualmente existen métodos confiables, rapidos y seguros para determinar la cantidad
de histamina de un alimento (Gomez, 2003). Los niveles permitidos en los productos
pesqueros varian: para la Comunidad Europea es de 100 ppm (partes por millén) pero
para la Food and Drug Administration (FDA) es de 50 ppm (Lehane L. , 2000).

1.3. Escombroidosis

1.3.1 Definicién

La escombroidiosis es una intoxicacion de tipo quimica ocasionada por la histamina y
causada por la ingestion de alimentos entre ellos los pescados ya sean de la familia
Scombridae o no, pero con altos contenidos de histidina, los cuales no fueron tratados
con 6ptimas condiciones de conservacion e higiene, el pescado fresco contiene cerca

de 1mg/100g de histamina y los peces afectados contienen cerca de 20mg/100g de
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histamina llegdndose a encontrar en algunos casos de hasta casi 400mg/100g de
histamina (Muller GJ, 2016).

La intoxicacion se produce por la ingesta de alimentos que contengan niveles altos de
histamina (Cervantes, 2009), aminas y compuestos vasoactivos o niveles normales de
L-histidina pero que no hayan tenido una correcta conservacion post-morten. La
histamina se forma por la proliferacién de bacterias tales como Vibrio spp, Clostridium
spp, Lactobacillus spp, Salmonella spp, Klebsiella, Pneumoniae, Proteus, entre otros
(CK Murray, 2015).

1.3.2 Caracteristicas de la intoxicacion

En condiciones no adecuadas de conservacién los peces de carne oscura sufren
descomposicién bacteriana llevando a descarboxilacion de aminoacido L-histidina
originando la formacién de histamina, explicando asi su fisiopatologia tal como se indica

en la figura 2.
Figura 2. Concepto de la enfermedad de la histaminosis inducida por los alimentos.

Histamina de la Histamina
hemoglobina en alimentos

3 K

Histamina
en tracto
intestinal

Alimentos  Medicamentos

deteriorados
(aminas) *

Incremento
Bloqueo Histamina
DAO en plasma
Alcohol

’ Etiologia Patogénesis Aparicién de la
Enfermedades enfermedad
gastrointestinales

Histaminosis

Fuente (Gonzales, 2008).

La histamina es resistente al calor por lo que no se destruye con la coccion doméstica
0 comercial sin embargo la formacién de histamina se detiene con la refrigeracion a 0°
C. El pescado afectado puede tener sabor metalico o picante pero su aspecto y textura

pueden ser normales (Cruickshank, 2010).
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1.3.3 Manifestaciones Clinicas

Los sintomas de la intoxicacion por histamina son principalmente neurolédgicos y
cutaneos ejerciendo accion sobre el aparato cardiovascular, glandulas endécrinas y
musculo liso (Lehane L., 2000). Las manifestaciones suelen darse 5 minutos después
de la ingesta o puede tardar varias horas en manifestarse, todo esto depende de las
concentraciones de histamina y aminas que se encuentren en el pescado (Taylor, 2010).

- Cutaneos: Erupciones, urticaria, inflamacion localizada, eritema.

- Digestivos: Nauseas, vomito, diarrea, dolor epigastrico, célicos.

- Circulatorios: Hipotension o hipertension, edema, taquicardia, palpitaciéon e
inyeccién conjuntival.

- Neuroldgicos: Cefalea, hormigueo, calambres, sensacion de calor, pérdida de
vision.

- Respiratorios: Bronco constriccién, dificultad respiratoria (Galvez & Dominguez,
2015).

1.3.4 Diagndstico

El diagndstico es clinico mediante una correcta anamnesis al paciente. Sin embargo, es
posible establecer un diagnéstico etioldgico mediante la cuantificacién de los niveles de
histamina en sangre, y en orina y en el propio alimento ingerido, pudiendo hablarse de
escombroidiosis cuando aparezcan mas de 100 mg de histamina en cada 100g de
pescado, o0 mas de 2-4 veces los niveles normales en orina (American Medical
Association, 2004).

1.3.5 Tratamiento

Se recomienda el tratamiento con medicamentos antihistaminicos, y la terapia de
rehidratacion (oral o intravenosa) también puede ser necesaria. Fundamentalmente se
usan antihistaminicos, tanto antiH1 como antiH2, puesto que ambos tipos de receptores
se encuentran a nivel de los vasos del organismo. (Pardo, 2004). En casos de shock,
es necesaria una expansion adecuada del volumen plasmatico e incluso el uso de

soporte con aminas vaso activas (Mena, 2007).
1.3.6 Prevencion

El riesgo de padecer una intoxicacion por histamina lo tiene cualquier persona, no sélo
aquellas que se alimenten de peces de zonas calidas y templadas (Carbajal, 2010). Los

niveles de histamina nocivos para el hombre varian, segun la comunidad Europea son
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100mg/100g de histamina en el pescado y segun la FDA son 50mg/100g de histamina
en el pescado lo que es dafino para el ser humano (Fish and Fishery Products Hazards
and Controls Guidance, 2011).Lo que es claro cualquier porcentaje de histamina
superior al que contienen normalmente los peces ya causa alteraciones en los

consumidores (Lehane L., 2000).

Para esto existen ciertas medidas que se deben tener en cuenta:
* Mantener los pescados a temperaturas por debajo de los 5°C

 Evitar el consumo de clases de pescado potencialmente peligrosos que no hayan

recibido tratamientos adecuados.

* Manipular de forma higiénica los alimentos, especialmente las conservas si van a ser

consumidas varias horas fuera del envase.

* Envasar adecuadamente los bocadillos o los productos elaborados con conservas, e

intentar mantener frio (M.A, 2003).

1.4. Thunnus alalunga.

1.4.1 Generalidades

El atan aleta amarilla (Thunnus alalunga), denominada cominmente como albacora, es
una especie epipelagica altamente migratoria de la familia Scombridae, que habita
capas oceanicas relativamente superficiales (0-100 m), clasificacion descrita en la tabla
3. Se distribuyen desde los 32° 43’ norte hasta los 37° 00’ sur, estando restringidos por
la isoterma de 28°C. Se mueven periédicamente por todo el océano dependiendo de la
edad (juveniles y adultos). (Saithon, 2008).
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Tabla 3. Clasificacion Taxon6mica de T. alalunga.

Clasificacidbn Taxondmica de la especie
T. alalunga

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Clase: Actinopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Scombridae
Género: Thunnus

Especie: T. alalunga

Fuente (Bonnaterre, 1788)

Cerca de las costas se pueden observar ejemplares juveniles y organismos adultos en
aguas mas oceanicas. Los ejemplares de hasta 50 cm permanecen en las zonas
costeras, presentando habitos migratorios moderados (30 millas) (Velasquez, 2014).
Algunos juveniles migran hacia el oeste y siguen movimientos estacionales troficos. Los
pre-adultos migran a latitudes mas altas y también siguen migraciones ciclicas. Los
adultos realizan migraciones transoceanicas y latitudes altas (Pacheco, Romero, &
Peralta, 2015).

En la década de los setenta la albacora se distribuy6 cerca de las costas ecuatorianas,
pero en la década de los ochenta su distribucion fue registrada lejos de éstas costas,
obligando al uso de dispositivos agrupadores de peces (Pacheco J. , 2013). En la
década de los noventa, se generaliza el uso de objetos flotantes por la distribucion
oceanica del recurso. En el 2000 se adopté procedimientos sobre el uso de objetos
flotantes o plantados con el fin de capturar a esta especie para su comercializacion
(Velasquez, 2014).

1.4.2 Descripcién

Esta especie posee caracteristicas variadas, entre las cuales se puede mencionar, su
forma alargada hidrodinamica, con unos 140 cm de longitud. Ademas, posee aletas
largadas pectorales, entre 25 y 35 branquispinas, dos aletas dorsales, la primera con 12
- 14 radios espinosos Yy la segunda con 3 espinosos solamente seguidos de 7 - 9
pinnulas; aleta anal con 3 espinosos, 11 - 13 blandos y tras estos 7 u 8 pinnulas. El
dorso es de color azul oscuro y el vientre plateado. Las aletas dorsales amarillas, las
anales blanquecinas, ambas con margen negro. Extremo de la aleta caudal blanco,

como se refleja en la figura 3 (Les, Gallagher.2008).
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Figura 3. Especie Thunnus alalunga. Fuente (Les, Gallagher, 2008).

1.4.3 Distribucién y comercializacion en el Ecuador

En el Golfo de Guayaquil esta especie se encuentra distribuida en la estaciéon hiumeda,
en los meses de enero, febrero, marzo y abril. Las condiciones que permiten la
presencia de larvas de atin, corresponden a temperaturas superficiales superiores a
24°C a 26°C, coincidentemente con la temperatura registradas en aguas costeras
continentales en este periodo, mientras que en la estacion seca se distribuye al oeste
de la Isla Isabela durante los meses de junio a septiembre (Hernandez & Rios-Lugo,
2009).

De acuerdo con el estudio del MAGAP (Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca), del afio 2014, Ecuador capturd en el OPO (Océano Pacifico
Oriental), 230.700 toneladas métricas de atun, para lo cual, segun las estadisticas de la
CIAT (Comisién Internacional del Atun tropical), el 65% se destina a la exportacion,
alrededor del 30% para consumo nacional, y finalmente un 15% para el proceso de

industrializacién (Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca , 2015).

En cuanto al consumo de atun fresco (lo que se compra en las pescaderias), el bajo
volumen vy la dificultad del consumidor para identificar las especies, no permite un
analisis de grupos de consumidores donde se distingan las especies (Borodulima, 2016)
(Villa, 2015).

Gabriel Montesel - Franklin Rodriguez -27 -



UNIVERSIDAD DE CUENCA

METODOLOGIA DEL ANALISIS

2.1. Tipo de estudio.

El estudio de este trabajo fue de tipo descriptivo observacional.

2.2. Localizacién del estudio.

El desarrollo del proyecto de investigacion, se llevé a cabo en el mercado “10 de Agosto”
de la ciudad de Cuenca, provincia del Azuay. En donde se realiz6 la toma de las
muestras, las cuales fueron transportadas para su analisis al laboratorio de

Microbiologia de Alimentos de la Universidad de Cuenca.

2.3. Muestreo

Se realiz6 un muestreo representativo aleatorio no probabilistico, por conveniencia.
Este muestreo fue utilizado porque las condiciones de la poblacion a muestrear no
permiten tener acceso a todas las unidades que estan presentes en el mercado. Otra
razon para establecer el muestreo por conveniencia esta en que el numero de pocillos

para el andlisis que brinda el kit es de 142

Para el plan de muestreo se establecié que en cada uno de los puestos se tomen 3
unidades diarias, por dos dias a la semana (lunes y miércoles) durante las 4 semanas
de estudio. La totalidad de muestras por puesto fueron de 24 unidades. Trabajando con
una poblacién total de 192 muestras, las cuales fueron analizadas por duplicado. El

cronograma de muestreo en cada uno de los puestos se indica en la tabla 4.
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Tabla 4.- Cronograma de muestreo durante el mes de recoleccién de muestras.

Puesto Semana 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4
Unidades a Unidades a Unidades a Unidades a
muestrear muestrear muestrear muestrear

Dial | Dia2 | Dial | Dia2 | Dial | Dia2 | Dial | Diaz2
N°1 3 3 3 3 3 3 3 3
N°2 3 3 3 3 3 3 3 3
N°3 3 3 3 3 3 3 3 3
N°4 3 3 3 3 3 3 3 3
N°5 3 3 3 3 3 3 3 3
N°6 3 3 3 3 3 3 3 3
N°7 3 3 3 3 3 3 3 3
N°8 3 3 3 3 3 3 3 3
Total 192 muestras

2.4. Toma de muestra.

Para la toma de la muestra se debe considerar en la unidad a muestrear que el corte
sea prominente en masa muscular, especificamente del lomo del pescado, se toma
aproximadamente 200 g. por cada pescado, el corte se guard6 en un recipiente estéril

debidamente etiquetado, con el nimero de puesto de recoleccién y la fecha respectiva.

Las muestras procedentes en el lapso del mes de estudio, se realizaron en 2 dias de
seleccién por cada semana, elegidos de acuerdo al arribo del pescado sujeto de andlisis,
a los puestos de expendio, las cuales fueron transportadas en cooler con hielo, con una
temperatura aproximada de 4°C. Cada unidad muestreada se etiquetd
convenientemente de acuerdo a cada uno de los puestos de muestreo, para su posterior
analisis en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad de Cuenca. (Anexo 1)

La toma de muestra realizado en este proyecto de investigacion, esta contemplado en
el reglamento de la FDA, en el articulo “Fish and Fishery products. Hazard and Controls
Guidance”, este hace referencia a todo producto derivado y cuya procedencia sea del

mar, que esté destinado para el consumo humano e indica que las muestras deben ser
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tomadas directamente del lugar de expendio considerando la especie y su utilidad en el

consumo diario del hombre. (Anexo 2).

2.5 Fundamento del método de andlisis.

La determinacion de histamina se realiz6 a través del método de ELISA, por medio del
kit VERATOX®, el cual esta especialmente disefiado para realizar un analisis de tipo
cuantitativo de valores de histamina presentes en diferentes especies de pescado azul

y en harinas de pescado.

Se trata de un inmunoensayo de tipo ELISA competitivo directo, que segun Cultek ELISA
es una técnica que se basa en el uso de un antigeno o un anticuerpo marcado con una
enzima; al estar uno estos componentes marcado y fijado a un soporte, se interrumpe
la reaccion antigeno-anticuerpo, posteriormente se le agrega un sustrato especifico
sobre la enzima que producird un color determinado observable a simple vista o
cuantificable por un espectrofotometro, como el método es directo este fija el antigeno
al soporte, se lava para eliminar los no fijados, luego se adicionan los anticuerpos
marcados con la enzima para que reaccione con el antigeno y que solubilizado el
complejo, se lava para eliminar anticuerpos que no reaccionaron y se agrega un sustrato
especifico para la enzima, al final se observa la coloracibn. Con un rango de
cuantificacion establecido de 2,5 a 50 ppm, en un tiempo estimado de andlisis de 10 a
20 minutos. La extraccion de la histamina para su posterior valoracion, se realiza por
medio de un sistema de diluciones, que utiliza agua destilada desmineralizada, buffer

de lavado, sustratos, provistos por el kit. (Anexo 3).

2.6 Procedimiento del analisis.

Este procedimiento se realiz6 de acuerdo a la técnica del kit VERATOX® histamina.
(Anexo 3)

2.6.1 Extraccion de la muestra
e Mezclar 10g de muestra mas 90 ml de agua destilada desmineralizada en un
recipiente pudiendo ser este de vidrio o de plastico.
e Agitar vigorosamente de 10 a 20 segundos, puede utilizarse un homogeneizador
0 una trituradora, con la finalidad de obtener una mezcla homogénea.
e Dejar reposar el extracto durante 5 minutos.
e Volver a homogenizar la muestra durante 15 a 20 segundos.

e Dejar sedimentar el extracto durante 30 segundos.
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Filtrar el contenido del homogenizado, utilizando papel filtro, pasando el filtrado

a un nuevo recipiente.

2.6.2 Preparacion de la dilucion del extracto

Mezclar 100ul del filtrado proveniente del extracto homogenizado, con 10 ml del
buffer diluyente en un tubo de ensayo o de analisis.

Llevar el tubo al homogeneizador, o agitar suavemente.

2.6.3 Preparacion de la muestra para la lectura, con el kit VERATOX®.

Sacar los reactivos del lugar de almacenaje a temperatura de refrigeracion, y
dejarlos a temperatura ambiente, previamente homogenizados.

Tomar los micros pocillos rojos, en el nUmero de muestras que vayan a ser
analizadas, mas cinco pocillos extra para los patrones. Se toma el mismo nimero
de pocillos transparentes que tienen impregnados el anticuerpo.

Colocar 100ul de conjugado en cada uno de los pocillos rojos.

Afadir 100ul de cada disolucién patrén en los 5 pocillos extra de rojo.

Con pipeta automética mezclamos el contenido de los pocillos rojos, pipeteando
el liquido de arriba hacia abajo por tres veces.

Trasvasar 100ul de la mezcla de los pocillos rojos, a los pocillos transparentes
impregnados de anticuerpos. Y se descartan los pocillos rojos.

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

Luego de transcurridos los 10 minutos desechar el liquido de los pocillos.

Lavar cuidadosamente cada pocillo con solucién buffer de lavado, por tres veces
consecutivas, desechando el liquido de cada lavado.

Golpear los pocillos sobre una hoja de papel absorbente, para eliminar el exceso
de liquido de la solucion buffer de lavado.

Afadir 100ul de la solucién substrato a cada pocillo con pipeta automética.
Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

Colocar 100ul de la solucién stop en cada pocillo, para detener la reaccion.

Leer las muestras en un equipo de lectura para ELISA a un filtro de 650nm.

2.7. Curva de calibracion.

Para elaborar la curva de calibracion se realiza una lectura de los controles en cada uno

de los pocillos de lectura, por medio de esta lectura se obtienen densidades Opticas de

los controles, con las que el equipo traza la curva tipica, éstas en la grafica realizan una

contra curva, calculando asi la concentracion exacta de histamina.
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2.8 Sensibilidad de la técnica

La técnica muestra una relacion inversamente proporcional entre la cantidad de
histamina con la coloracion que marca el reactivo, es importante dejar en claro que el
Kit VERATOX® no determina directamente la concentracién de histamina, sino que
realiza en conjunto con el equipo una lectura en unidades Opticas que, utilizando una
regresion de la curva obtenida, pueden ser transformadas esas unidades a partes por
millén. Las unidades Opticas son determinadas por medio de las lecturas obtenidas de
cada una de las soluciones patrones siendo estas de 0; 2,5; 10; 20; 50 ppm. El kit tolera
como maximo valor aceptable el de 50ppm, todas las muestras que superen este valor
deberan ser reportadas como histamina positiva. El kit VERATOX® establece un valor
relativo “r’ que ayuda a determinar el grado en el cual el modelo se ajusta a las lecturas
de absorbancia obtenidas por el equipo. El valor proporcionado debe ser mayor a 0,98

para que el analisis sea considerado valido.

2.9. Andlisis estadistico.

El analisis estadistico que fue empleado para este trabajo fue de tipo descriptivo de
variables. Representados por medio de gréaficas de control, histogramas, diagramas con

cuadros comparativos y gréaficos de barras.

Para analizar las diferencias de niveles de histamina entre los diferentes puestos de
expendio en el mercado de estudio, se realiz6 un analisis de varianza ANOVA que
brinda factores comparativos de los niveles de histamina obtenidos, ya sea aplicado a
valores de lectura directa en ppm, como en valores porcentuales. La probabilidad de
diferencias estadisticas entre los valores refleja un nivel de confianza del 95%, el cual

fue determinado a través del programa estadistico IBM SPSS Statistics V 22.0.
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RESULTADOS
3.1. Curva de calibracion.

3.1.1. Resultado de lecturas de absorbancia para la curva de calibracion de las
concentraciones estandares del kit VERATOX®.

Para el analisis de las muestras en el equipo de lectura ELISA, se realiz6 una curva de
calibracion, utilizando para ello 5 patrones de concentraciones 0; 2,5; 10; 20; 50 ppm

bajo una longitud de onda de 650nm. Los resultados se pueden apreciar en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados promedio de absorbancia de las concentraciones de
Histamina estandar del Kit VERATOX®.

Concentracion Absorbancia
estandar en ppm nm (promedio)
0 2,476

2,5 1,680

10 1,256

20 0,805

50 0,583

Las lecturas fueron realizadas con las muestras patron que se encuentra en el kit, los
cuales marcan limites inferiores y superiores para las lecturas de las muestras de

pescado, que seran previamente diluidas para sus lecturas.
3.1.2 Curva de calibracién a una longitud de onda de 650nm.

Por medio del equipo STAT FAX REARDER 321, se obtuvo la curva de calibracién
mediante la lectura de las soluciones patrones provistos por el Kit VERATOX® de
concentraciones conocidas con un coeficiente de correlacion de 0,988 coeficiente
obtenido con la lectura de las soluciones patrén provenientes del kit. Para la elaboracion
de la curva se utiliza el promedio de las lecturas de las concentraciones patron,

obtenidas de cada dia, en que se realizé la lectura de las muestras. (Anexo 4)
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Gréfica 1. Curva de calibracién promedio, de los estandares bajo la lectura de 650nm

El grafico obtenido es compatible al modelo de gréfica con escala semilogaritmica de
base 10, se traduce en una recta de tendencia que posee regresion lineal, con
coeficiente de correlacion de 0,988, aceptando la curva de calibracion. Podemos ver
que en el andlisis existe también un coeficiente de relacién negativo cuyo valor es de -
1, indicando la relacion es inversa entre variables, mientras la concentracion de
histamina aumenta, la sefial de absorbancia disminuye, que se puede apreciar en la

gréfica 1.

3.2. Calculo de maximos, minimos y medianas de las concentraciones en ppm
por cada semana de andlisis.

Con los promedios obtenidos de las lecturas del total de muestras. (Anexo 5). Se
calcularon los siguientes valores.
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Tabla 6. Andlisis descriptivo en ppm. de histamina por semana, bajo la totalidad
de muestras analizadas.

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dial | Dia2 | Dial Dia 2
Minimo 18,33 | 17,70 | 23,41 19,56 2401 | 22,46 | 17,33 14,43

Maximo 68,28 | 68,11 | 95,86 62,90 45,71 | 46,56 | 72,05 60,43

Mediana 32,40 | 32,28 | 35,33 34,80 35,02 | 29,73 | 34,10 34,08

Desviaci6on | 17,71 | 18,38 | 23,48 15,18 8,49 6,88 17,28 13,48
estandar

Varianza 274,29 | 295,64 | 482,32 | 201,73 63,00 | 41,40 | 261,39 | 159,09

Los valores de medias, varianzas, minimos, maximos, obtenidos de los estudios de
datos de los ocho puestos de muestreo. Se puede observar como limite maximo 95,86
en la semana 2.

Podemos apreciar que la varianza en cada una de las distintas semanas, marca una
diferencia entre cada uno de los dias que se realiz6 la toma de la muestra.

3.3. Gréficas representativas de concentraciones en ppm de histamina.

Con respecto a la totalidad de muestras analizadas, y los valores expuestos
anteriormente en cada una de las tablas registradas, se realizaran graficas
representativas de barras, los cuales dan una representacion global de cada uno de los
valores obtenidos de histamina en cada uno de los puestos del mercado, durante las 4

semanas de muestreo.
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Grafica 2. Valores de histamina en puestos de muestreo en ppm. dia 1
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Grafica 3. Valores de histamina en puestos de muestreo en ppm. dia 2

En la grafica 2 y 3 se pueden observar que el mayor porcentaje de histamina esté en el
puesto numero 3 en el dia 2 de toma de muestra y en el puesto 5 en el dia uno. Se
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podria considerar los puestos del dia 2, como valores que se desprenden del limite

normal, con porcentajes altos de presencia de histamina en sus muestras.

3.4. Valores de histamina promedio en ppm por cada puesto.

Los valores promedio en ppm de histamina, se elaboraron a partir del total de muestras

analizadas por cada puesto como se pueden observar en el anexo 4.

Tabla 7. Valores en ppm por cada puesto de muestreo, bajo la totalidad de
muestras analizadas.

PUESTO DE | Totalidad de muestras
MUESTREO | analizadas. Durante las 4

semanas de muestreo.

NUimero de | Concentracion
unidades promedio de

histamina ppm.

Puesto N°1 24 26,25
Puesto N°2 24 56,04
Puesto N°3 | 24 42,69
Puesto N° 4 | 24 31,88
Puesto N°5 | 24 51,71
Puesto N°6 | 24 25,85
Puesto N°7 | 24 27,13
Puesto N° 8 | 24 28,23
Total 192 36,22

Los datos obtenidos de la tabla 8 son el promedio de las lecturas de las 24 muestras
obtenidas durante el analisis, claramente los puestos 2 y 5 indican un promedio superior

a los valores limite de 50ppm.

3.5. Gréafica de concentraciones de histamina en ppm, por cada puesto de
muestreo.

Refiriéndonos al interés del estudio, la siguiente grafica 4 nos muestra un analisis de
dispersion con las concentraciones en ppm de histamina en promedio de los 8 puestos

de venta de “albacora” Thunnus alalunga.
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Gréfica 4. Dispersion de histamina en ppm, por cada puesto de muestreo.

Durante las 4 semanas de estudio bajo la totalidad de muestras analizadas, el puesto
nuamero 2 es el que presenta en promedio mayor valor de histamina en sus unidades
muestreadas seguido del puesto nimero 5. Los otros valores se encuentran bajo el

limite de referencia, los valores se pueden apreciar en el gréfico 4.

3.6. Estadistica descriptiva de los valores por cada puesto de muestreo.

Se llevé a cabo el andlisis de cada uno de los puestos de muestreo, con calculos de los
parametros.
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Tabla 8. Andlisis de concentraciones promedio de histamina en ppm por cada
puesto de muestreo, bajo la totalidad de muestras analizadas.

Puesto de | Minimo | Maximo Mediana Desviacién | Varianza Muestras

muestreo Estandar. analiz_adas
superiores
a 50 ppm.

Puesto N°1 | 17,33 38,58 25,82 7,82 53,57 0

Puesto N° 2 | 38,26 72,05 57,64 10,76 101,23 54

Puesto N° 3 | 30,36 68,11 37,41 12,02 126,47 37

Puesto N°4 | 17,70 45,71 32,08 8,31 60,42 4

Puesto N°5 | 32,20 95,86 44,24 20,68 374,29 50

Puesto N° 6 | 19,25 33,91 25,07 4,57 18,27 0

Puesto N° 7 | 19,75 31,43 28,37 4,20 15,42 0

Puesto N° 8 | 14,43 40,75 27,08 8,07 56,95 0

Total de 192 18,12%

muestras

En la tabla 8 se indican los resultados correspondientes al andlisis estadistico, el puesto
5 marca el maximo con un 95,86ppm. Los puestos numero 2 y 3 presentan valores que
pueden considerarse importantes para el andlisis. También en el puesto nimero 2
existen un 54% de presencia de histamina en sus muestras, es decir mas de la mitad
de muestras analizadas presentan niveles de histamina que superan el limite permitido.
El puesto numero 5 marca que el 50% de sus muestras muestran presencia de

histamina que podria ser perjudicial para el consumidor.

3.7. Analisis ANOVA.

El analisis ANOVA de un factor, aplicado a los valores obtenidos de histamina en ppm,

de los 8 puestos de venta del pescado.

Tabla 9. ANOVA de un factor. Comparacién de valores de histamina en ppm, de
los 8 puestos de venta.

Origen de las | Suma de  Grados | Promedio de | F Proba | Valor

variaciones cuadrad | de los bilidad | critico
0S libertad | cuadrados para F

Entre grupos 597,5580 1 597,558025 | 7,991 | 0,0134 | 4,60010

Dentro de los 1046,874 14 74,77678214

grupos

Total 1644,432 | 15
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El valor de probabilidad F es de 0,0134 siendo inferior al 0,05 que equivale al 5% de
error del analisis, se considera que los grupos poblacionales, no mantienen un promedio
entre ellos, es decir se notan claras diferencias en los valores de cada uno de los
conjuntos de datos tomados para el analisis. Este valor nos indica una fiabilidad del
estudio del 95%, trabajando con grupos heterogéneos de valores. El valor de F obtenido
para el estudio, indica que en la determinacién de histamina en ppm de cada uno de los
ocho puestos de muestreo no se notan valores homogéneos, sino que hay una

diferencia significativa entre los valores de un puesto a otro.

Gabriel Montesel - Franklin Rodriguez -40 -



UNIVERSIDAD DE CUENCA

DISCUSION

Los efectos adversos por la ingesta de altas dosis de histamina, segun la FDA, el nivel
de histamina es de 50mg/1000g (Fish and Fishery Products Hazards and Controls
Guidance, 2011). El analisis de los datos de este estudio, esta encaminado a determinar
los niveles de histamina que superan los parametros establecidos, para cada uno de los

puntos de venta, o0 puestos de muestreo.

Los efectos que causa la histamina en la salud son muy considerados, desde el punto
de vista de las intoxicaciones por productos derivados del mar, es por esto que Field y
Calderon (2008) indican que los porcentajes de histamina que presenten los peces, asi
no superen los valores criticos, pueden causar alteraciones en la fisiologia constante

del hombre que haya ingerido el pescado con dicha carga de histamina en él.

Se pudo determinar que en el mercado “10 de Agosto” de la ciudad de Cuenca, 3
puestos de los 8 analizados presentan gran nuimero de muestras con altas
concentraciones de histamina, estos valores fueron evidentes y reincidentes durante

cada andlisis a los que se sometia.

En la especie Thunnus alalunga la cual se analiz6 en este trabajo los niveles de
histamina, incumple en 3 puestos. Hay que recalcar que para que la histidina se
transforme en histamina tiene que estar en estado libre. La cantidad de histamina
presente en el pescado, es directamente proporcional a la cantidad de histidina presente
en él segun Cruces y Diaz (2011), no se puede despreciar bajo ningun término la carga
bacteriana (familia Enterobacteriaceae) que posea el pescado posterior a su captura. La
influencia de las malas practicas de manipulacién durante la fase de expendio al publico,
originan el aumento de la carga bacteriana en el pescado, posterior estas elevadas
cargas aportaran con altos contenidos de enzima amino descarboxilasa, aumentando la
transformacion de histidina a histamina, generando altas concentraciones de histamina

en el pescado de venta.

En los promedios obtenidos de las lecturas de histamina por cada uno de los puestos
de muestreo durante las 4 semanas de estudio, las cifras altas corresponden al puesto
namero 2, 3y 5, en estos puestos de expendio se podia evidenciar claramente la falta
de refrigeracion o bajas temperaturas de almacenamiento de los pescados, que se
exhibian para la venta, al estar a altas temperaturas ambientales, y tiempos de
exposicion prolongados, el crecimiento de bacterias productoras de histamina tenia las
condiciones ideales para proliferar. La produccién o la formacion de histamina a partir

de su precursor quimico la histidina es inducida por el abuso de temperaturas
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posteriores a la captura del pescado, ya que los niveles perjudiciales para el consumidor
resultan apreciables en pescados en donde la combinacion de una mala temperatura de
almacenaje y tiempo prolongado ocasionan el aumento de los niveles de histamina. Un
control de temperatura, el pescado debe estar a una temperatura que segun Fernandez
(2002), en su investigacion “Control de la produccion de histamina durante el deterioro
del pescado”, demuestra que la temperatura interna del pescado en el almacenamiento
no debe superar los 10°C, durante las primeras 6 horas después de haber sido el pez
sacado de su habitat natural, marcando como temperatura ideal 4°C, asi garantizaria

que la concentracion de histamina se redujera considerablemente.

Es primordial impedir la formacién de histamina en el pescado posterior a su captura,
para ello el mecanismo a utilizar es su rapido enfriamiento y mantenerlo asi durante su
transporte y su almacenamiento previo a la venta, lo resalta Gozzi, Picente (2011). Hay
que tomar en cuenta que asi se controlen el tiempo de transporte del pescado desde
los puertos de distribucion ubicados en Puerto Bolivar y Salinas al mercado “10 de
Agosto”, que supera el promedio de 4 horas de transporte, a eso se debe sumar el
tiempo que tarda el pescado en ser vendido al consumidor y recordar que la temperatura
ambiente en un promedio anual de 2016 de Cuenca es de 14,7°C segun Cuenca
Climate-Date.org, estas son condiciones que crean un deterioro del pescado en los
lugares de venta. Esto tiene mucha légica con el tema de investigacion y los datos
expuestos en los cuadros de andlisis, en donde ciertos locales muestran valores de
histamina fuera de los limites, en las 4 semanas del estudio, asi se puede distinguir que
los valores de las muestras de histamina que superan los valores permitidos, se
encuentran en cada semana de andlisis, sin excepciones, permitiendo decir que los

parametros de transporte juegan un papel primordial en el deterioro del pescado.

Se menciona que los efectos de la ingesta de albacora y productos pesqueros con altas
concentraciones de histamina provocan patologias denominadas escombroidiosis que
tienen relacién directa con las enfermedades producidas por alimentos ETA, por eso es
de suma importancia mantener un control previo de los niveles de histamina presentes
en los productos de mar que estan listos para el expendio. Asi se observé que en el
trabajo de titulacion de maestria “Determinacién de histamina en pescado fresco”
(2016), en el andlisis de 7 especies de pescados, la albacora presenta los niveles mas
altos de histamina de todo este grupo analizado. Este fue el argumento de mayor
importancia, para que este estudio se enfoque Unicamente en la determinacion de los
valores de histamina en la especie Thunnus alalunga, ya que este pescado es uno de

los mas consumidos por la poblacién, en el plato tipico conocido como “encebollado”.
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Asi la determinacion de los niveles de histamina nos ayudaria a tener un control del

pescado previo a su expendio y posterior consumo.

Los niveles que sobrepasen los valores de 50ppm, no podrian ser captados por
indicadores sensoriales de deterioro, pero si se debiera utilizar uno de ellos, el color rojo
claro, seria un indicativo de que la carne esta libre de contaminacion bacteriana, o su
carga no es la ideal para que produzca un aumento exagerado en la produccién de
histamina. Este deterioro puede darse a que el pescado luego de su muerte anula todos
sus mecanismos naturales de defensay hay resistencia nula a la formacién de histamina
por accién directa de las enzimas bacterianas. Por esto seria de suma importancia que
todas las unidades sean analizadas y las cuales hayan sobrepasado los valores limites
establecidos de histamina, sean rechazados para el consumo, y sean desechados, ya
que las unidades no podran ser utilizadas en ningin proceso posterior, para el consumo

humano. (Fish and Fishery Products Hazards and Controls Guidance, 2011).

Por otra parte, las caracteristicas perceptibles que pueden dar un indicio de altos
contenidos de histamina, son los que marcan el deterioro del pescado, como color
obscuro de la carne, olores fuertes que marguen deterioro de la carne. Esto no asegura
que el producto contenga alta concentracion de histamina, ya que el cambio de color
puede deberse a factores multiples, o al ataque previo de otras bacterias no productoras
de la enzima descarboxilasa. Por eso es indispensable establecer valores cuantitativos
de histamina por medio de la técnica utilizada en este trabajo, la cual nos brindé valores

cuantitativos por medio de ELISA.
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye que el 18,7% que representan
3 de los 8 puestos analizados presentan valores promedio, superiores al valor de 50ppm
permitidos por la FDA, esto podria indicar que estas muestras podrian ser una amenaza
para la salud del consumidor.

El porcentaje superior al 80% del total de muestras analizadas estan dentro de lo que
podria denominarse como “pescado con bajo contenido en ppm de histamina”
comercializado en el mercado “10 de Agosto” de la ciudad de Cuenca. El pescado
expendido en su mayoria no es perjudicial para los consumidores, se puede mencionar
que los puestos en donde los niveles fueron elevados, marcaron una regularidad en la
presencia en cada analisis, por cada uno de los dias en los que se realiz6 la toma de la

muestra y las lecturas respectivas.

Comparando los resultados de cada semana entre los puestos de muestreo se puede
establecer que en cada una de las semanas se pueden observar que existen valores
gue sobrepasan los limites establecidos, marcando una recurrencia en tres de los ocho

puestos.

Gabriel Montesel - Franklin Rodriguez -44 -



UNIVERSIDAD DE CUENCA éﬂ%

RECOMENDACIONES

e Capacitar alos vendedores de mariscos por medio de las entidades competentes
como el Arcsa (Agencia Nacional de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria),
sobre la importancia de mantener parametros controlados en el almacenamiento
del producto tales como mantener el pescado la mayor parte de tiempo en hielo,
ya sea en su fase de transporte y almacenamiento, garantizando que el pescado
mantenga sus caracteristicas organolépticas en condiciones éptimas, sirviendo
de gran ayuda al vendedor a no perder el producto y aportando un pescado con
concentraciones de histamina dentro de los pardmetros.

e Llevar a cabo la vigilancia y monitoreo continuo de las practicas de higiene que
mantienen cada uno de los distintos puestos por personal de entidades
competentes.

e Se recomienda que el estudio pueda continuarse con una monitorizacion de las
concentraciones de histamina en otros mercados de la ciudad, asi como en otras
especies de pescado que sean de consumo frecuente en la poblacion también
se puede llevar este analisis a otros productos derivados del mar a los cuales se
puede aplicar esta técnica.

e Llevar a cabo el andlisis rutinario de histamina, utilizando para ello el método
ELISA que seria una prueba necesaria para que el producto sea vendido con un

control de las concentraciones de histamina.
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Anexo 1. Certificado de culminacion del periodo practico del trabajo de
investigacion.
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Anexo 2. Fish and Fishery products. Hazard and Controls Guidance.
Capitulo 7. Formacion de escombrotoxina histamina. Pag. 115-120.
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Fish and Fishery Products

Hazards and Controls Guidance
[Orientacién de controles y peligros

de los productos pesqueros y piscicolas]

cuarba edicion: ABRIL de 2011
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Lo Alianza Macional d= HACCP para Mariscos y Pescades para Capacitacidn y Educacidn trodujo esie
docemento dal ingles al espaiicl. Esperamos que encuentre il esta traduccian, & pesar de que lo Alianza
Macional de HACCF para Mariscos y Pescados para Copocitasian y Educocién ha tratodo de realizar una
traduesitn lo mas fiel posible a la versidn en inglés, reconocemas que es posible que la versidn raducida
no sea fon precisa, dara o completn como o versidn en inglés. Para fines legales y normativos de los
Estodos Unidos, el documents en inglés es la versidn nﬁ:iT

Orientacion de controles y peligros de los
producios pesqueros y piscicolas
[Fish and Fishery Products

Hazards and Controls Guidance]
cuarta edicidn: Abril de 2011

Predle comprar cofrias adicionales er:

Forida Sea Crant

IFAS - Extension Boolsione

University of Flovica

PO, By 110011

teaineville, FL 32611-0011

{ROG) 22061 v

o]

i ifashooles.cam
O prriedle dlesoargear wona oopia desde ef sitio web
Dprgfann Sl gonFooaColances

Usted pusede enwiar comentanios por eScrilo O via
electninica sobre esta orentacidn en cuslguier
mceneniio. Ervie comerntanos electiinions a
g regudations gog:. Los comentarios

por escritn los puede enviar a: Division of
Dowkers Management (HEA-305), Food and Drug
Achivinistration, S630 Fishers Lane, ro 1061,
Rockvilke, MDD 20852, Todos los comentarios se
deben identificar con & nidme o de expediente
indicado en el aviso de disponibaladad que se
publica en o Regicton Federal

El Departarmenio de Salud y Servicios Humanos
de EELLL

Centro para b Seguridad de bos Alimenios y
Nurrickn Aplicada de la

Administracidn de Medicamenos y Alinvencos
(2400 402-2300

bl de 2001
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Exe documento se podujo o partic de: b versidn 2n inglés. Solo s puede uiilizor o versidn en inglés parm fines legales v

nomais de los Efadas
CAPTULD 7

indica en l porada de sk odeniocin.

: Formacién de escombrotoxing (histamina)

Esin evieniocian mpmsenka & punio de visho aclual sobes e fama de la Adminsbocian de Alimenics y Madieo-
mienios de los EE. ULL FDW, por sus siglas en inglés]. Mo erea ri olga derscho dlguna o ninguna persena v no e
vineularke pora la FOA ni pam &f piblicn. Usied pusde war abo enloque, si diche enlogque comple los mauisiies de
lcas lyems v b reglornenins pestinenies. Si quisss analizor | pesibiidod de wor ol enfaoue, comuniguess con o per
sorl de lo FDA mesponsable de b implemeniocion de ask erisniocitn. Sino puede iderlificar ol mismies odecuode
del persorod de lo Administocion de Alimentos y Medicomertes de los BE. ULL, lame por telifone of rimens que s

ACERCA DEL PELIGRO POTENCIAL

La foemacam de escombeotonting (histamana) conmo
resulracho ded abuso del tengo vl remperarue de
chertas espevies de pescado puede provocas una
enfiermedad a s consemadores. La enfermedad el
eqrechamente msociada con e desarmllo de histaming
en estos pescadog. Fn b neworia de ks casos, os
mivedes die histarming en bos pescados que prosvocan

b enfermiediad han etado sobee 200 ppo, @ menudo
sohwe 500 pper. Sin embango, exisen abgunas proelas
e que oiras susEAnCias quimicss (poe ejenglo, amircs
ba'rgeris, comno b puitrescina y b cadaverina) tambain
pueden rener abgimo pasicipac’n en b enfermedad.
H sl prped de estas astancias quimicas en

b enfermiedad de bos consurmidones es el ema del
Capituh &

La inteaticsacion por escenbooioines rebsciorada om
s v pescados s asocia prncipabmenie oon €
comeimio dhe ardn, dorado, madin y amova, La Tabla
3= {Capatulo 1) sefaly ooras espevies que trmbidn
pueden desarmollar niveles eevadios de histaming
cuando se produce e shieso de erperanic.

La enfermedad causada por el comsumo de
presscach ex el que s fom escomboiogin se
denomina de forom mds apropiada Sroicacion
o escrambeoioning”, La enfermedad se ha conocado
histdricamente por olros ponhees, Originalmente,
b enbermmediad se T “inoxicacidn por
earrnbeotonin” por sU asockc’s con pescados
en las familias Scombridae v Soomberesocidee.
Sin embargo, ahom s sabe que oras especies
de pescades cansan b enfermedad. Los wdvminos
“imeicaciin por histaming” & “moxicaciin poc

Tristmisey dhe pescado™ rambicn se han aplicado a

b enfermexdsd. Sin embargn, debido a que aminas
Fmgemcns e e son Bistamia se hon asociado oon
b enbermended, esios wmmins wmbién presentan
dificuleados. Sin evbargn, ese cipdule hace referencia
a ks medidas de corrol pasa prevenis b foemscdn
die histamirg. e espera que bos métodos de control
wsacdos prara inhibie ks hacterias que ocwasan b
formacidin de histamina también infiban L aceias
e paroaclucen obras s Dageras

Algunos smtonmas de intosicacion pos esoomboosn
sor horriguec o andor en o alrededors de b boca o
grganta; sarpullico o usticaria en b parte supenior
dhel cverpaoy wrn T de L presadn anerialy dolor

de cabersy imrens; picazin en b piel; rdusess;
winndos; dirmed opmesa'n smilar al ssma de b vias
resparatonias; it del corsadn v dificubad
respartonia. Los sinlomas generilmente se producen
enilre uns finuios v unas horas del corsumo y durn
dhesde 12 hors hasta alpenos dizs,

+ Formackn de escombrotoxina ﬂmm i ﬂ
Ao bocterias producen la enzinma hestiding
descarhosilasa durante e crecimiento. La enging
resaccion: com b histiding, un smincdcido que se forma
dle mernera rousal v gue se encuenis en grandes
carlihides en alguncs pescados mis que en oo,

H resudtado es b foemaca’n de b esoombeoings
(histamare).

L8 bacterias forrodors de histzming son capaces

de formmar y peoducer listamise en un armplio

rarygy die terrperanira. Sin ernbango, b prolifecic’n
de histamirg es ik spica o s remperiniss

{por ejernplo, 70 9F 211 %] o superiones) que en
pernperargs de shso moderades (por gemgio, 45
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*F 725000 La prolifersciin es especialmenie dipica

1 TemyPeriurs cercings 3 bos 90 F (32250 La
histaming es neis cominmente & resultado de

b descommposaciin por b alt emperis que k
descomposaca’n & rebivamente hag emperanm de
s burgo pliao, que cominmente esel asociada oom
descorposaca’e detectable de foema ooganoléptice
Sin emtbwergn, hay ure serie de opormunichdes

i qque s oo histamsna en condioiones de
temyperanc de abuso mds moderada.

e vez quie b enzanes histiding descarobonilas es:
presente en el pescado, puede sepuir produciendo
histanirg en el pescado aungue ks eoerias

s ety dctivas. La enzing puede estar acdiva a
temperanes de refrigeracidn o casi refrgesacion. L
ETiETE S meriliene edale mienizes egd en el egado
congelado y se puede recivar muy dipedanente
despuids de b descongelacidn

H congelamierio puede inactivar algeras de ks
Fewcterzes foemadors de enzimas, Tanio b enzima
o ks hacterias se pueden insaivar medianbe
ooy Sin ermbargn, aumndo se o peoducido la
histaming, no se puede eimirar medianee ciloe
fincluich el uso de auiockive) o congelxmaenio.
Diesipiebs de la oooca'ey, se requiens volver a
contmis e pescado con bis acterias que
producen enzins para que se forme s hisamin,
Por esios motives, es neks probalbe o desarmollo de
histaming en pescados crudos ao congeladios, pero

r s cebwe diescartar en otras foemas del peoduco de
especies de pescados formadoess de escombroioeing.
Liw s e Dackerias quee estin asoczsdos oon el
desarrollo de histaming estdn comiinmene presentes
e el entoeno de g sabada. Exssten de forma
eatueal en ks branguiis, en superfices exiens, ven
o intesting de peces de agua sabida, sin cansar danios
1 los peves. Al morie, kos mecanzsmos de defersa del
sk defan dee inhibi e crecimienio hacterino

e el pegicdo muscuber v ks bacterias forrodoss de
histaming. pueden comenzar 2 crever, o que ocisiona
la producca’n de higaming, L evisceracion v la
extraccitn de lxs hranguas puede redhacr, sumoue
rics elaminar, b cantidad de becterias formadoras de
histarming. Empacer by cavidad viscersl con hielo
puede ayudar a enfrior pescados. grandes en los que
Las remperanums musculises infermnas o s pueden
pechucir Eicilmente. Sin erbargo, cuando se realizn
incorrectenie, estos pasos pueden scelerr el

proceso de desarollo de histaming en s pames
conestibles del pescado al propagar las bacterias
desde b covickad visceral a by came del pescado

o abgunas prbcticas de pesca, oomo palingre v
enmualke, la muerte s puede producie muckes hoes
antes de ouee s pescados sean sacados del agua, En
las pevmes condicaones, L fommacin de histmmina

i pede estar desarollindose anes de que s
pescades sean aubados al bareo, Esa condicim puede
enmpendar ain ks oon algunas especies de ankn que
generan caloe ko que origing lemperaniras iremos
quie pueden exceder bis lempesauiras ambientales v
aurreenitar b probabilidad de condiciones fvorables
para el crecimenio de ot formesdoras de
ETIEES

La prsibilicad de | formscidn de hisamina aumenta
crincho el musculo de los pescados formador de
esconmbroioninm e en conaco direcio con bs
hacterias formadoees de enzima. Ede contacto
dlirecio se produce cusndo se procesin ks pescados
{por ejemplo, la monanz o Aksesdo) y puede ser
especilmente problemdtion cuando la proponcidn
de supserficie a volurnen ded midseulo del pescado
expuesio es grande, como e anin desmenueado
pars ensalades. Incuso coando esos producins

s prrepskEn oon pescado enlitdo o en emvases
flexibles hermitions, se puede producis uns mueva
contamiracion durinie b prepasscidn de b ensabud,
especilmente al agregar los mgredientes crudos. 1a
mezcla de ks bacterias por wodo el produci y b aha
propoecicn de superficie 2 volumen puede sgnificar
i consicerable formacion de histaning s se
peoduice un abuso del Bergo v 1 lemperin,
oo ki, una parte de lis hacterias formadoes
de histamina son haloiolerantes (oleran bos medios
salinos) o Talifilos (viven meos en medios salinos)
Alguras son s capaces de peoducis histaming a
uria acadez eevada (hago pH)L Por consiguiente, b
foernacicn de hiszarning es posible dusarie procescs
oo el sabmuersdn, by sabizon, e ahumado, ¢
secado, b fermentacion v el encurtic hasta que &
producto es corgiletamenie o perevedern, Se puede
wsar by refrigeracidn pars inhibir ks fommscidn de
histamirs durinie esios procesos,

Lina sevie de hacterias foemadoras de hisaming

semy arcerohizs Brularivas que pueden coecer

en ambientes. con onigeno sechacado, Como
consecuencil, € ervasado con axigeno reducido
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(o epemgplo, e ervasado al vacio, e emwvasado en oo se posible despuds de b recolecoadn,
atmefers modificada v el enwasado en amosfera e o despucs de los tiempes limites indicados
controksda) o se didwe consaderar cormo inhiledor de anterionmernte, en donde el pesodo de tiempo

b formescidn de histamdro, comrenzr cuando o pescado abandona o

La hispaming e solubde en sgua (se disuelve en mi?mnqwemlxmarummrmdefﬁ"r
o agua) y no debwen de esperamse en canndades (183 “C) o menos.

sgmificativas en productos cormo el aceite de pescado P i ehumercmnona ke Bischves it rrumrt i, s ke bl s e bk
CjLie i eree U commponenie e i Sin embangn, perezmirncate ot b o ol primee pnatsocks dhel ot e o, b e
Ia histarmina podria estar presente en producos, i ireoes okl snnpdbimres v o packernl

oot el concentrado de proteinag de pescado que se
prepar a prertir de Jos componenbes musoulbises o
acucsos del tegido de pescada

*  Controdar la formacian de esoombroboocina
{histmmina)

El enfrirmiento slpido de los pescados formedones

die escombeoioxina inmedistamene despuds.

die by muente es el demenio nds imponante en

cuakguier estrategia para prevendr b fomocion de

escornbroscecing (histamina), especialmente pasa
prescados que estin expuesos 2 aguas o xire cllidos
¥ bos aunes que generan calor en sus tejidos,

L= sgguserites son algunos recomenchciones:

*  Los pescados expuesios a lemperanias de axire o
agua superiones 3 B3 5F (28,3 70 deben oodocarse
e hiedo o en agua de mar refrigerad, hielo
accso o sthmiera 2 400 °F o menos, i pronio
oo sen posdle desguds de b revoleccidn, pero
no despuds de & homs desde b hoea de muene.

* Lo pescados expuesios 2 lemperanis de xire v
agLa superiones 2 B37F (283 °0) deben colocase
en hielo o en agua de mar refrigerads, hielo
acucso o sabmuera 2 40°F HA "0 o mencs, 1an
oo oo sea posdhle durante b recoleccion,
et fu chesguns e 9 horas desde b hoa de
bere,

* Lo pescados sin branguias v eviscerados antes
die enfriados, deben colocarse en higlo o en ana
e mar refrigerada, hielo acunso o sabmuers a
A0°F G4 "0 0 menos, Gin proslo (oo s
premsible durarie [ recoleocicn, pero no despuds
die 12 horas desde la hom de muoere,

*  Los pescados revoleciados hajo condiciones
e exgpongin al pescado msero a sguas de
recoleccicn con lenperaneras de 65 °F (183 "0
o menod, por 24 hoas o menes, deben colocanse
en hielo, agus de mar refrigerada, hislo aoioso
o salimeera a 40 °F (4 0 o menos, tan prosto
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Less conitroles indicados anterionmente para el
enfrimiento a bondo prevendrin b formacidn
cipida de la enzina histiding descashonibisa, Cusndo
ya se ha formedo b enzinm, es pooo probable
cooroker el peligro, Es impostanie reconocer que los
prriretnos indicados. anterioomente tienen oo
obgetivo cortrolar by fomocicn de esoomibrotoecin
eslos crileros no pueden controlar eficazmente
actividad de otros onganismos de desoonmgaosicicn,
lov ejuie b b a1 b pessibsilichad de quie ks pescades
s puetin aduberar debido a b desoomposicion
(o es un paligro pan b segusicad de los alimenios
cubiemo por b noema Procedunes for the: Safe and
Samitary Processing and Importing of Fish and
Fushery Froducts (Procedinienios para b elaboracion
& importack’n segurs e higidnicas de pescado y
pooaductos pescueencs), 21 CFR 123, denomsnacio
(Andliss de resgos v punios citioos de control de
prescdos ¥ masisoos) (HACCF) en ede documento de
oaertacand antes de que se e la escombiioin
(histarmina),
Tarnbién s desealnle un mevor enfriamienio hasa
abeanzr el puro de congelacidn para protieges oontm
el desarmollo de histaming a menoe lemperanus que
= dieencs oooin Y a s brgo plasn. Asimisino,
L wicla vl w la cabidad del pescado se compromete
sgnificativimente cuiando b emperamuss del
produicto no disminuye sipidamente hasta scercarse
al pumo de congelacicio,
Aursque s posible que us barco de recoleccdn evite
corgletamente el enfriamiento a bordo e gualmene
entregue @ pescado al processdor dentro de las
limiaciones de tempo v iemperaun recommendadas
s arriba pora endfrier al pescado, no se reoomienda
resalizr esta peEictica. Mo enfriar a boodo puede
prermmitir & ks hacterias y enzines, inchedas bs que
forman b escombeioning (histamin, senensien
El tiergo nevesano par disminuic b engeraimn
imterma del pescado despuds de su capiur dependesd
e sk serie de Bctores, oo
+  E médiodo de recolecci’ne

@ Las demosks en sacar los pescadios del

nm.udﬁmdehmma.mmlm

significativamente b cantiebad de [FET
restanite part el enfriarmento v puede

prermti que shenos pescsdos aumenten s

(SIS T

CARTULD 7: F

¢ Grandes cantidades de pescados cagrurados.
en una sola red de pesca, como los
capturades en un bugue cerquent, puede
superar b capacidad que tiene una nave de
enifiriar cipidamente el produco,
*  El tmmexio de bos pescados.
*  El medodo de enfriamierio:
2 El hiebo por s soko tands mds temgo en
enfriar los pescados que el hielo souoso o
el agra de mexr refrigenda recirculads o b
salimiber, comio Conseriienci de urm menoe
drea de conpacto v ansferencia de calor.
@ L carticsd de hicks o héelo aouoso v b
capmcichid de ks sisemas apa de nar
refrigeracks o de sabmuera, aderds de b
disposacion frica de los pescados en los
medins de enfriamiento deben ser adecuados
para b canticad de b capoura,
Lina vez enfrido, bes pescades que forman
escombroioxinm se deben mantener ko mils cercnes.
al pusto de corgebacidn que sea posible (0 mantenes
congebadod) hasta su consumo, L exposica’sn a
Temnperaniras superiones @ 40 °F (4 500 se debe
reduci al mimirno. La cantidad de terapo posesion
a la recodeccicn a temperanms elevadas Gdespuds.
del coerecto enfriniento a bosdo del barco de
revndereidn) @ bs que pueden exponerse ks
pescados {por ejemplo, duranie e peocesamaernio,
el almesreramienio v Ly distrlucicon) sin efecios
adversos depende principalmene de si bos pescados
s comgedinon previanente (poe eemplo, a boodo
del hareo de recoleccidn) o fueron mamdos con calor
suficienne para destruir ks hacterias que forman
Hl alnacenamierso congelado extenso (por sempl,
24 semanad) o b coccion reducen al minimo el
riesigo de desermllo de histaming adicioral al
ircuctivar ks bacterias que fomon b enzima y, en
el caso de L coccidn, a b enminm misma Como
sz menciond anteriomenie, b recontaminaciin
oo hacterias formadons de b enzima y el abuso
de [ temperarur sgygdficativo son necesarios par
la formackn de hisamina despuods de b ooocidn.
Dicha revostaminscion puede no ser poohable si
o pescados se procesan segiin un progranz de
sahibwichad esmerado. Sin embangn, boadscdsn de
ingredienies crudos, e contacio de los emgleados o
las comdiciones de higiense deficientes podrzm volver
a introducir b contamanacics A conimesciin se
ofrece una mayor oEentac e
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Liws presscidons que fosman esoombeotoning oue
e 2 han congebado anterommente ni se lan
traticho ooy caler suficiente pars destruar b
hacteriis que ommnan eseombeolonirm no s
debren exporer @ EmperiunEs superornes 4 40 °F
(44 =0 o
2 s e 4 horas, sourebimvmente, i dusnte
akatin periodo de tempo L empersisg
superdy bos TOF (211 *0k o
9 peds de & homs, acumulaivanenie, sienyre
U en mingin memenio de ese temgao b
terrgeraiic superan los 70 °F (2101 50k
Lo, pressezachons. ojuie fommman esormlwoloning e
han sido corgebedos previzmente o han sido
tratackes oon calor suficeenie oo puisa destruarn
b Pesctierma o fomma b esoommbwodoning v som
rEnedos posterionmerie de uso msimers en guee
heya una opormunicsd de volver a comamiraros
oot b Ieicterma dque o e esoommbwotonine (o
e, Conlacto oon. pescado freson, ernplesdos
ol imcceporacicon de ingredientes enados), no
dedee expronerse @ ermnpersiunes auerimes a4
OF (A4 500 g
9 s de 12 hosas, acumulsivamer e,
si churante algin penodo de deropo la
terrgeraiicg supen ks T00F (211 %0k o
2 prs de 24 howas, acinnukstivanenie, serpee
e en fingln momenio de ese lemgo b
el superas los 70 °F (2001 50
Lo presiaacons. opue fommman esoomboodonine oue
Feisy sicho isaeadcs ooms calor suficiense ooeno jrr
lesstruir la bacterzs gue forma k esoomlwolosins
y B emzinmas v no son nanegados
prostenorenie de una roners en gue heya
una opomusidad de volver a contminases con
b Pescteria e fomma b escombeotoning (poe
ey, aliserwes de oonkacio con pescido
Freeso, emngdbendos o irgredienties crudos) tee
un P riesgo de un dessamollo posterios de
esconribrokcecine (Histanin)

Gabriel Montesel - Franklin Rodriguez

-58 -



UNIVERSIDAD DE CUENCA

"0 D 0 PO 0 LD O AL D08 B B O DD U BT DA D Dy

A LI | P 3 LB OO DR

b E

BE

FIDECdNE ¥ WOOL AR o >

[

CUREHOF EINCTH D RE 0L~

i o o e o ¢ ol iy i
sk Boqe o oo T O g cad o npTEon op ey

A A e O T
BRI 0 DT PR R O RS | O R

W RCIDISOGNE 30 Od@ELL 30 EVWECYW SYEOH B9 Doam

g
EDHEmHEEWEtEEEEt.—ESﬁ

(SVLNILSHD SYIA JUd OLNIIWYS 3008 30 SINODIONOD A SYENLVYE WAL ¥ NOIDISOdX3 Yivd "NOIDIII003Y 30 OJEvE
MM 30 00H0E ¥ OLMEMYTHENG QLD IHHO0 Bd S3INd530 YMBOLOHEWODS3 30 NODYWHOL %1 HIMNEATN Y'Y 4. 0 ¥ SIHOM3ANS
UMWY SYENIVIdWAL ¥ YNIXOLOTIWG 353 NVWHOL 3D SO0V 253d 30 NOIHSOdNE 30 SYOVaNIWG 33 SYWIYIW SYHOH

CAFTLD 72 F

e

-59-

Gabriel Montesel - Franklin Rodriguez



UNIVERSIDAD DE CUENCA

*  Deteccicn

Evabuocdn ssnsoridl

L evahecin semseortl gerersilimene s s pes
selecomar pescados que presentan indieadones

de descomposiciin gue se desarollan cuando

sl s eponen aun abuso del empo v la
temperarun,. Especificamente e olor e un medio
eficar de detevca’n de pescados quee se b sometido
a diverses condiciones de slwso, Sinembrengo, os
odioes de la desonenpaosacade que son pecos de

b descommposician a emperans relaivimente

haja pueden no estar presentes sioel pescado ha
sfracdo um descomposicicn 2 ali lemperanam. Ega
condiciin hace que b inspeccion sensorial por s solo
s s un oot eficaz para prevenir la formsodn
e escormbroiosinag Chistamarg)

Es imygporianke recomoce que la Ley Federal de
FFLC puobvilee el commpercio irgenestaral de alimentos
acduberdos (21 150 3310 En vistud de la Ley
FFIME, un alimenio que esi desoomgussio se
considern adulrerado (21 US.C 3420 Por oonsiguients,
estd proovibido que un pescado o pooduco piscicola
aquie est desoommgeeso wotal o parciabmnenie

ingrese al cosnencio intevestanal sundue ¢ tipo de
descomposicain puede no levar a la formescion de
escoenbrosoeing (histaminah. Debe distinguir entre
las pevorendaciones en este capilule paa una

imspeccidn sersoeial, cormno componenite die wree
estrategia de control HADCE para b fooracidn de

esoormbrosecing, y su obligackin de eviter que se
infrirga de otro modo b Ley FFDAC oon mespecto a b
Arredha e Al alincmins dosnnawe woina

Fruet .

L prusedias quinmicas son un medio eficaz de
deterci’m die b presencia de histamirm en b came de
pescado. Mo ohstante, b vassahiladad de los niveles
e histming entre pescados v en un solo pescado
puiede ser grande, inchuso en pescados procedenies
dhed mmisan baneo de recolecein Por esie motivo,

s establecich un nivel de orientacion de S0 ppn de
histaming en b pate comestible del pescado. S se
detertan 0 ppm en un oorte deun pescado o de un
bz, e L posibilickad de que otms oores puedian
superar ks SO0 prpin

Debaicho 2 e b histamirs generalmenie no ess)
distribuic de rmanera uniforme en un pescado o
ery um ke, la validez de ks andlisss de hastaminag
dependen del disefio del plan de nusednen. La
cantickd de muestras peouenidas pars pener en cuenta
e warriahilidad die distribucidn es necesarcomenie

hastante grande. F méodo de reocleccidn de la
st de pescado tambidn es fundamenzal En
Jos pescados grandes que Bormem esoombroioxing,
la pane inferior v anterior ideboiesa) ded oo

el preseado (no k. pared abdominal) offece mids
posbilickades de encontrar b megor indormac’n sobne
el contenido de histaminag del pescado. Ly carmacsd
e roedrras des decr, los pescados que foman
esoombroboning) necesans par o uwen devision
sobwe un bove deperide de b variabilidad peevista,
pero no debee ser mence quee 18 musestrs por ke, a
e e el koie contengs menos de 18 pescados,
e cuyo caso se debe recolectar uns muesta de cada
pescado

Cuzrdo ks muestns sean comnpuestas pars educis
la canticlad de arcilisis necesancs de un bote, se debe
realizr de o meknera que asegure b obeencidn
e resultados segnaficados. Mo mds die tres miestrs
deben ser compuestas, a fn de reducie al mingmo la
oculmcitn de los pescados problerdinioms, Asimasmn,
el oo analiico v el instromenio usado debwe sex
capuz de detectar by histamina de Exme confiable
e los miveles s boges que sean necesanos far
las miesises ooompestas (por eemplo, 17 pem de
Tiistamdre e L corpeesio de thes muestrs, en
Tugzaer dle 50 Py e usia UESE M0 COMyLestl,

La cemmbinacin de indicedones adicamales de
condiciones que pueden levar a ks fommnacion

e hzstamdng, como b inspeccidn sensoeal v

la redici’s de b emperaturs ingerma, oon los
andlisis de histarming puede proponcaonar una
meryor certer de b seguricdad del producio. 12
abservackin de b presencia de hueoos tipo panal
fwvaciog en b carme del pescada) en los ommos de ks
alires oocidos previans par enlaado es un medio
valioso de deteccitn de pescados expuesios a ks
tipnos e abwso de temgermur que pueden levar
al desarrodls de histaming, Cualguier pescado que
forrma esoormbrosecing que desssestre el mego dele
desirnuire o desvikre 3 U uso QU o S s
alimeriio.

CAMTLAD 7: Fermacis da swon [ i

LET
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Anexo 3. Ficha técnica del kit VERATOX® histamina.

Lea las instrucciones detenidamente
antes de comenzar el analisis

s\Veratox
Analisis Cuantitativo
de Histamina

PEHFORMANCE TESTTD

. AOAC REFRIGERESE A 2-5°C (35-46°F)

msummmmm: NG L0 COWGELE

CENMIPICAIE N

LA HISTAMINA

Se ponden dessarrolar novedes alios de heslamma on yersas sspeoes ) pEsCItus 8 MBS (e #6005 S Rscom
PONEN . ES158 AEPR0ES INCpen Mun 00300, M)WE, 00pAR, 5ardNa anctaa, boatn aresgee y catarh. La ingesdon
de MSIAMNS U0 CAUEIN INMNCCICNN ESC0MBMOe on RUMENDS, QUE PLRce Bar [Ugar 2 U virednd de SImsmas,
eree 2hos, erupcidn culénea. museEs vimios, darred, hpoterson, (anacionss y debidad mescular. Tasthen
58 ha imiarmans Casos o4 sy HSs y musrie &0 CAS0S d8 INMaeCA0in scombr e

Debido @ sy gowenc@l oe provocar exfermedsd en humanos, 12 Dirsocon Fedeny de Flarmacos y Almeanos (FOA)
¢e EEUU. ha estapkcico B irguson de egGins o reingeracon proongad 0 o ndles de hslanng én o
POOQrama de ASGias 00 Neso ¥ puntos cnticts o0 comeol (Hazawd Arayss Criteal GContron Pant, RACES) pora fs
SEPR0ES O3 PESCRO0S partineaties |3 FOA ha estabkecido un nivel de accion oo 50 partes por milon (opat) para L
BSLAMANa en ol pescate racard e importady

US0 PREVISTO
Yerstox for Hetamine st deatada par ol malals clamitaive de B RESIAMNG on pSpecRs de pescadas esoom-
roddes Lifess oo alus, Srvonva y dor ko,

USUARID PREVISTO

£l pquipo o0 S 50 ha dsedaco para 52 uso por of persomal responsatle del control de s caldad y Oerras
SO0 SOnas Tan AN 2a0as oo o anaitss de & hstamira en o pescado. Debudo 2 b Suma impoe lan o & 18 Eoncs
05 SUAN0S neces taran la capacitacon mpartith cor on representanie o8 Neogen 0 poe Jguen Que fdayk COm-
pletndo la capacfacken de Neogen

REQUISITOS DE ALMACENAMIENTO
£9% egqupo pust uliizarss hasta 13 %cha de caduodad bocada m (A ehgueta, S s oesena reingerado a
2-8'C{35-a6 F)

PRINCIPIOS ANALITICOS

Veratng for MEanes &8 on satimonsunardiss 02 afanodn deech) competithvg (CD-ELISA, par sus siglas
01 INgIe) Que permide ol COACHMT ACIINES FCICtas €8 NSIHMNG Lapresadas o partes por mikn (ppm|. Se
perrmele qud 1 NStamng e @8 B8 MuesiEs y CONYOles Compila con B histaming endimamarcaca |of conu:
S3%0| 0Ot o8 S0 02 MISLCOn 08 s arhcuamee Tras un Livedo. 52 grega U sUSIato Que feacciena con e
ConpuGn adsorhrdd parn producr o coker maul WA codor adul Sgnitca mende istanma B andisls 56 99 an o
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] |ueg|:- las uunml:lauas umn:as ua la mumra 58 gmﬁl;an |:|:l1l:ra B5a l:urw] calculandu s |i1 r;muemtrar;lun
*1 de histamina

*<TERIALES SUMINISTRADDS

44 pocillos con reseslimients de anticuerpa

14 pocilos da MEZCIar marcaas en rmjo

f Irascos con ebquetas amanilas oe controles de histamina con 0, 2,5, 510, 20 ¢ 50 ppm

Un fraseo con eligqueela azul de soluciin de conjugato de Msizming ¥ peroedasa de rabana (HRF)

! bolsa de papel metalico con 10 b de pabeo FE5, el concentrado buffer dilvyente dil extracio e la muestia
" frasco de 40 mi de concentrada de buffer para lnado con 10 mb de Tween PRS

* frson con efgueta verde de solucion de sustrain K-Blue-

1 fresco con abqueta roja de soluckdn Red Stap”

' ATERIALES RECOMENDADOS OUE MO SE INCLUYEN

Wateriales para ablencion de extractos (las adiculos “h7 a “d” estan disponibles en un equpo de Meogen,
articulo N 9510):;
A Apua destilada o desanizada
% Frascos desechables con capacidad de 125 mi
Jermguiltas fillranies de Meogen, papel de filtro Whatman N° 1, o equivalerte
1 Tubos para recaleccion de muastras
Probeta graduada de 100 ml
TABrClackar
S0porte para fubos de ensayn (articuka Meogen H° 9443)
16 tubas de engayo de 100 mm
Balanra capaz de pesar 10-50 grimas (articulo Nepoen N° 9437

* Lector de bras e pocillos con un filtre de 50 rm jarticule Heogen N5 33025

Fipida dee 12 canales (arliculo Meogen N° 9273

Pipeta de 100 pl arliculo Meogen N* 9273

Puras para pipetas de 100 ply de 12 canales jarticulo Neogen M5 5410)
Tnalkas oe papel o de un material ahscrienta equivalenie

Soparie de pocillos [articulo Neagen N° B402)

Grondrmedrs (& hculn Nesgen N7 9426}

farcador resistente al agua

Frascn de lavado jarticulo Neogen M 94040

Frasce de 1 Wire con lag

2 cubetas de reactivo para mpeta de 12 canales (arliculo Neogar K 9435)
Apud desfilada o desaanizada

=AEGALCIONES

Guarde el eouipo ge analisis a 2-8°C (35-496°F) cuando no se ublcs

Na utilice compananies del equipo qua esién caducados.

bea heben iz arse recipientes de vidrio para ohbener gxtracios. Dehido & que |2 histamina pueds adberirse
al vidrin, gl uso de recipientes de vidro puede aleclar los resullados del anakss

B ezl reactives de una serie def eguipa de analisis con los oe oira sarie.

Mo trabaje can mas da 24 pocilos por analisis,

Ohseree las Mecnicas o0& pipeleo adecuadas, inchiog 8l cehadn da 1a punta que consste an llenarla y vacaria
i BOAUCION LA ez ames de su uso.

Iy e plazas de incubacion distintos o los especificados pueds ocasionar rasultados inexacios

Las equepos de andliss deben estar a uaa 1emperalura de 18-30°C (64-86"F) antes de 5u uso

o Ewite un almacenameenio prolongado de los equipos o lemperaluras ambiante,

Mo congele ks equipos de anaksis
Para gyilar Coniaminacicnes cruramas, ubiboe puntas de Mpeta impias para cada muestra.

%0TAS DE PROCEDIMIENTO

o

Sustrato. El sustrato azul K-Bles =13 listo para su uso. El color de esbe sustrato ha de ascilar @ntre irang-
parente y anul clarg; desécheln, $ se ha pscurecida. Vierta solo el volumen necesana de sustrato an una
cubeta de reactive. No desuelva al frasco el susiraio que no héya wilizado, Cubra kb cubeta de reactivo para
prabeger &l sustrato oe los efectos da la luz hasta que lo necesie

Conlrales, Se incluyen § conirodes en agta squipo. Naogen recomeenda utilear ua combsnacion di, 3l menos,
5 onbrales con cada analisis, Esta combinacion puede vartar. Una combenacicn posible s eliminar el cantrod

Veratox Andlisis Cuantitativo de Histamina
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& 5 ppn pwa stteres NS CONEPONSeNS 4 Un Bakes LW COTGAN @ ¢ N ab 00
252 & paen Owa posiddoad o ehminy ¢ conkrdl de 2 5 0o Dara abtener reaflados e ol ntarva v
5a40 ppm Los 6 conyoies Feecun ubiiarse Con un MCI( 28 JOCEon Ait/eress [ard Und COamtficacon
COmphat o La NSTETHOG 80 of TR0 00 2 5 3 80 DM 06 5o receadne (ONGass 6N coNtac ke Lon Mesgen
POra ttoune! Mkt PAONTACon 30000 @ 8¢ 06 I Camiues
1 Bufter diuyente Sf extracto oe L muestra. Pars prepaan. agegue i Do 06 pape’ metibes s
conthend of Datter 00l eatrach & 1 V0 o6 ague Sentiads o desiniace AgW (ora mesdar Gearoe e tufer
SIS SIDACD 1 & YeTes atura arvbients
4 Bufter para Lavade. £ Dt T 50 v 220 56 SYUOOLING COTE) Lt CONCOOTAe § LNa raporiie 5 1 25 Faa
DDA MEITEs & CONENITROD 31 Suffor Dars lavade (40 ) con 50 M 00 aguis desiiada 0 Seneraad
AQRe (a2 MERC per0 Magals (o suancad Cuarda o DU DI MAR)S IRAtAITY 2 TRerENrS Jrsbints
5 Peciiing ge anticuerpos. Matiance ks 200k s en 1 Dona 6 padel NELEND Ya51a e U8 Necests
6 pocikss 00 |2 DB 26 2Py MWD W00 JetDuds 08 406 00 el acios & W8 TRASad Y
W DPOCOtNTAante e 220005 05N 1) (S MTOWR

PREPARACION DE LA MIESTRA

A Attmentatadey emboisado: ADAL #37 070 - Cologas 1300 o COmendd dd @ W2 0 DaBA '@ carme o Sauds

u-—u-mmun-umm Guards las mumstas 2 2-0°C (5-46°F)
ET )

£ Pescao orads resce ¢ sesoeageiado: ADAL 007 074 - Lenphe y e0¥ 200 s wscoras Ov s pescadey
Corte. 0 sertios Yansversal tres pedaacs de 2.5 om (1 puipady) 00 espeser. 08 B parts mama & & e
pectord. 4 mtad du camino 00l 000 ¥ U Sorte o0 1 parte Taars &6l e Duiteles 125 eapIE ¥ DITe
0 Y 25 Meastiae combetamee Nast) stfscar e MR demigirea Cumrde las messtas a 2-8°C
(35-46"F) hasta e 0 maloem

OETENCION OE EXTRACTOS DE LA MUESTRA

Nota: 3 otz s Vermnox % W1 6 GO0 26 OMMEACON (00 SEIACINE 00 NE2ETING SO 1B NITECONS WS
= nouyen e o equge 8 PUOPRra B rOPa Sohtdn D) & COENO0N B0 GUYACN. PrOCed) g S
BV ILCNS G Sguran ¢ contiuacin

L Agregue 10 grames de la maacla 2 U0 Va0 P S0e MITACIE. JesacNali ¥ o s
%l..npml

2 Cwme bian % tapa v s/ vigsrsament® of Yasco duants 15 8 20 sagundis & i v legryr b sspeanitn
el WHO0 08 PEGCACD 40 & Mg

3 Espere enos 5 minetas Lusgo agite o Fasco por 152 20 sequndes & W Ok 10gr AUsvanents B aapenson
el W00 26 Pesca

A Espero unos S masuts man Leego agia o Mmoo 20r 15 8 20 sagunoas A Tir 08 volvir 3 Sapends! o R
o pescan Duge Sus @ Mide 1 2nenk o0 of oo dil Yamco drants uaes X0 segued

& FIUe o Contens 00 & un recDns STO; pard o0 hagd usa Se u papel de NS plagedn ¢ 0e wre Sguia
fivants ds Neoges La mussya 3 e bt paa la 0o bk

DESOLUCION DEL EXTRACTO DE LA MUESTRA

Data La sensiddcia! Ou tormato TLISA. o @AY &0 Tsdst 5 Sube 0oy aries d8 Mool & mdies (vl

ol &b procedameanta N 1 3ara prepar av of Dufter Glupents dal et % 00 W mussd )

L 10 mi Ouf Detter Gl O3 TSN 08 i MUSSTS o o 180 O S2says 0 Tasco BTgio.

2 U purla de DPets bpa agregue 00 M e e ek Mato & e Gluyeeds O el Xy
v b s VT P8 DT

1 Lamowna ya omd beti pac ssalzars Sigu o miwTa procedinients con tods L muestras.
BOTA: Dar 2 asepurir ot HOADEID PUITO & 0 ESPara resutlans Leenare & 40 ppm s comes.
@ ehcia ots Aeohcidn Sl e¥ach o8 b syl tl2eadd of 2% dyerte Comence cot ora
SO Do Par e QUass. (013 1 Geouod v o asdius o o8 fecesa|o Nash Qs @ sewd rusdtady
(artus 38 & JpRCA0 0N OF Tactr 08 SOhe | 382 1000 & 42 PPN 56 0D PP ol Doy 2 108 vaires
COMagaon pard ¢ 1o X o repetcionss a8cinans &6 esias BSOL0NNES 200 PAIS Qulles 56 daden
Okl s NSl as &t U2 lps0 00 Tulpr 00 4 horas despubs 00 W LONNCHD &8 BT At

PROCEDIMIENTO ANALITICO
Die QU 15508 168 raactines Sngan e Mparating o 18-30 “C 15486 °F) antes o v arias.

L Falre 1 pociio (8 ME2Car MARIa00 &8 M0 O CAk Messiis 0ue fela anaiarse. kol Gu 5 pociios
ErTaion 60 1040 Pl los costron v ColdS 60 M Gpori (6 pociios
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2. Retire la misma cantidad de poclos con revestimeento de anticuerpo. Devuelva los pocillos de anticuerpos
que o vaya a utilizar inmediatamente al paguete de papel metakico con desecante. Cierre el paquete de
papel metilico para proteger el anticuerpo. Margue un extremo de la tira reactiva con un “17 y cologuels
en el soporte de pocillos con el extremo marcado a 1a izquierda. No margue &l Intenor ni el fondo de los
pocilios.

3. Mezcle cada reactivo agitando vigorasamente su frasco antes de utilizarlo,

4,  Vierta 100 pl de sohucion de conjugado procedente del frasco con etiqueta azul en cada pocillo de mezclar
marcado ¢n rojo.

5. Los conlrotes (viéase 1a nota de procedimeento N* 2} estan listos para ser utilizados: no 108 Cisueiva.
Utilizango una nueva punta de pipela para cada uno. transtera como se describe 100 pl de controles y
muastras diluidas a los pocillos de mezciar marcados en rojo:

Si be preocupan los niveles de histamina entre 2,5 y 40 ppmy:
0 25 10 20 50 S1 52 53 54 85 56 §7 Twat
S8 59 S1I0 S11 S12 S13 S14 S5 S16 S17 S18 519 Tia2

Si ke preocupan los niveles de histammna antre 5 y 40 ppm:
0 5 10 20 50 St S2 53 5S4 55 S6 S7 Tira 1
58 S9 S0 S11 §12 $13 S14 515 S16 817 S18 8519 T2

6. Utizandounapipeta de 12 canales. mezcle el liguido e los pocillos pipeteandodo arriba y abago tres veces,
Transgfiera 100 gl a los pocisios con revestimiento de anticuerpo

7.  Mézcielos desiizando durante 10 a 20 segundos e $oporte de los pocillos hacia atras y adelante sobre una
superficie plana. evitando derramar los reactivos contenidos en los pocilios. Incubelos durante 10 minutos
a 18-30°C (64-86°F) Deseche los pocilos de mezckar marcacdos en rojo.

8. Agite los pocillos de anticuerpos para sacar su contenido. Liene cada pacilio de anticuerpos con Solucion
buffer para lavado diluida y vacielos. Realice esta operacion 3 veces, luego invierta los pocdios y goipéels
ligeramente sobre una toalla de papel absorbente hasta que salga el liquido restante.

9, Vierta el volumen necesario de sustrato procedente del frasco con etqueta verde en fa cubeta de reactivo
con eliqueta verde. Luego, usando puntas nuevas en |a pipeta de 12 canales. pipetee 100 pl de sustrato
an los pocillos

10. Mezcielos deshzandolos hacia atras y adelante sobre una superficie plana durante 10 a 20 segundos
ncubelos ourante 10 minutos. Deseche el sustrato restante y enjuaguee 1 Cubeta de raactivo con agua

11.  Vierta salucian “Red Stop” procedente del frasco con etigueta rof (Mismo volumen gue el sustrato) en
la cubeta de reactivo con etiqueta rofa. Hacenco uso de Bs mismas puntas utdizadas con la pipeta oe
12 canales para verter el sustrato, agregue 100 i de solucion “Red Stop™ a cada pocillo y mezcielos
deshizindolos hacia atras y adelante sobre una superficie plana. Deseche 1as puntas,

12, Pase una toalla o paino seco poe el Tongo de los pocillos para luego efectuar la lectura en un lector de
pocillos utiizando un filtro de 650 nm y el saftware Veratox de Neogen, ensequida calcu'e ks resultados
comparando con a curva tipica. Elimine las burbujas de awe, porque padrian perjudicar los resultados
analiticos. Los resultados deberdn leerse en un lapso no mayor de 20 minutos sespués de completarse ¢l
analisss.

13.  Se pueden desechar sin nesgo alguno todos 10s materales en i basura.

REPETICION DE ANALISIS

Sise oblienen resuitados positivos en producios que no se habian analizago previamente, confirmelos con un método
aprobado adicional antes de tomar medidas. Los resultados entre 2.5 y 40 ppm son cuantitativos. Para asegurar
un rendimiento optimo, los resullacos superiores a 40 ppm deben diluirse en partes iguales con el buffer diluyente
del extracto, tal y como se describe en (a seccidn “Disolucion det extracto de la muestra”

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Limite de la deteceion: 2 ppm (determinado por la medsa promedio de 10 muestras sin histaming, mas 3 desva-
oones tipicas),

Limite de & cuantificacion: 2.5 ppm (descrito como el punto oe concentracion mas bajo de la curva de calibracion
en que aste analisis puede detectar confiablemente | histamina).

Intervale de |3 cuantbicacion: 2,5 - 40 ppm (para asegurar un réndmiento optimo, |0s resultacos supenares a
40 ppm requieren una disolucion adicional; véase “Disolucion del extracto de 1a muestra™ para obtener mas

INSrUCCIoNes. )

Matrices valigadas: 81Un en aceite o al natural®, dorado. angva y carne de pescado; 10008 elios frescos, enlatados
0 embolsados,

“Matriz valdada AQAC-R/

4 Veratox Analisis Cuantitativo de Histamina
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SERVICIO AL GLIENTE

Puede socedar al Servecia Tecnico y oe Asistencia al Cliente de Meogen antre las 8:00 de la mahana y 1as 6:00
de la tarce (hara diel Este de log EE.WLL); llame a loe ndmeros 800-234-5333 0 517-372-0200 v pida habtar con
un representanta de ventas o con ks Servicios Tecnicos. Puete chtensr assiencia lag 24 haras del dia, Bamando
Al B00-BE7-0308,. Se puede recibir capacitacion sobre este producto, &l igual que scbre fodos 8 equigos de
aralisis de Meogen

INFORMACION DISPONIBLE S0BRE FICHAS DE SEGURIDAD DE LIS MATERIALES
Fugde oblener fichas oe sequindad oe |os materiales para este equipo analitica y para 1dos 108 equipos analiticos
Meogende sequridad de los almenbos enw s Neogen.com. a llamando 3 log nmaros BO0-234-33330517-372-0200.

GARANTIA

MNeogen Corparation no afrece garani de ninguna especie, explicita o impicita, Salvo kb de gque oS materizkes
utilizados en sus producios son de calidad satislactoria. 5ialgun material es dedeciuoso, Neogen facilitara

un producha susbriutiv. £l comprator Bsume todo e respo y ioda la responsabddad temananies del uso oa
este producie. No hay garaniia de comerciabilidad de este producio, ni de la adecuacion del misma a nngan
propisitn. Neogen ra se kace responsable de ningon dafo, con inclusidn de daios especiales o consscpenes
i de gasios derivadas direcla o mdnectamente del uso de esle producta.

EOUIPOS AMALITICOS DISFONIBLES EN NEOGEN
Toxinas naturales
= Aflatoxing, Deoxinivalenol (DON). Ooratoxing, Zearalenona, Towina T-2, Fumonising, Histamina
Bacterias presentes en los alimentos
& Fooif 01 57:HY, Salmonedk, Lisfars, Lt maviospiogees, Simpodaciey. SEpmhacoccss swens
Saneamiento
= Trifostata de Adenosina (ATP) sigias en Ingles, Levadura y Moho, Contado Total de Platos, £ colf gens-
rica, Coliformas Totales, Resduns Proleicos
AlErgenos alimentarios
» Cacamieles. Leche, Hievos, Admendias, Ghaen, Soja, Svellana
Modificacion genética
& CP4 Roundup Resty )
Subproductos para rumiantes
= Haring o G y hueisns, piensos

CORPORATION

620 Lasher Place, Lansing, M 48812
BOV234-5333 (EE UL Canaddl o 517/372-0200 = fax: 5177372-2006
carred glectrmics: foodsafety@Encogen com = www neogen com

ENengen Comporation. 2005 Keaqen, Veratax y K-Azul son mancas regestracdas te Neogan Conparation. Todas [as demeas

MaAGag ¥ NOMDNes 48 pgucios 50N MAarcas comenciales o marcas reqiEiradas 0 Sus respeclivas compaas.
16G004a0 W-Hisl-ENSP_0304

5 iPreguntas? Liame al B00/234-5333 o al 5177372-8200
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Anexo 4.- Valores de absorbancia de los patrones por cada dia de
andalisis.

Lecturas de los patrones del kit, por dia de analisis.

Absorb Absor Absor Absor Absor Absor Absor Absor Prome
ancia bancia bancia bancia bancia bancia bancia bancia dio
1 2 3 4 5 6 7 8

0 2,464 2,453 | 2,475 2,484 2,456 2,475 2,464 2,453 2,476
2,5 1,686 1,654 2,690 | 1,684 | 1,657 | 2,694 1,686 | 1,654 | 2,680
10 1,253 1,335 1,276 | 1,252 | 1,257 1,271 | 1,253 1,335 1,256
20 0,803 0,812 | 0,811 | 0,807 | 0813 5 0803 | 0806 | 0801 | 0,805
50 0,580 0,537 0,581 0,587 0,534 0,584 0,580 0,537 0,583

La tabla recolecta los datos de las lecturas de los patrones del kit VERATOX®,
en cada dia del analisis se corrié los patrones, de los cuales se obtuvieron un
promedio para grafica de la curva.
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Anexo 5. Valores en ppm de histamina, por cada puesto de muestreo, bajo
la totalidad de muestras analizadas.

Valores en ppm de histamina promedio por puesto de muestreo.
PUESTO SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4

DE Dial Dia2 Dial Dia2 Dial Dia2 Dial Dia2
MUESTREO

PuestoN°1 18,33 24,9 3858 19,56 34,96 29,65 17,33 26,73

Puesto N°2 54,85 62,93 50,36 62,9 38,26 46,56 72,05 60,43

Puesto N°3 49,21 68,11 38,05 47,26 35,08 30,36 36,76 36,73

Puesto N°4 31,55 17,7 32,61 2558 45,71 29,81 33,68 38,45

Puesto N°5 68,28 40,55 95,86 48,23 42,45 32,20 46,03 40,08

PuestoN°6 28,85 33,91 23,41 28,85 24,38 22,46 19,25 25,75
PuestoN°7 19,75 30,65 30,65 22,98 24,86 28,06 28,68 31,43

Puesto N°8 33,25 24,73 24,73 40,75 24,01 29,43 34,551 14,43

La tabla recolecta datos de los promedios de las lecturas de todas las muestras
obtenidas en cada uno de los ocho puestos de muestreos, indicando el dia de la
toma y andlisis de las muestras como dia 1 y dia 2.
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