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RESUMEN

El presente estudio tiene como finalidad determinar la concentracién de Histamina en diferentes
especies de pescado fresco, provenientes del mercado municipal “El Arenal” de la ciudad de
Cuenca; utilizando para su analisis el kit Veratox® por el método de ELISA. Concluyéndose
luego del estudio, que el 50% de las muestras recolectadas se encuentran dentro del limite de
control establecido por la FDA que es < 17 ppm. Ademas se pudo evidenciar, con un intervalo
de confianza del 95%, de que no existen diferencias significativas entre los puestos de venta de

pescado.
Finalmente se elaboré un manual que se ha basado en las medidas de prevencién eficientes

para impedir la formacién de histamina en el producto, durante todas las etapas de transporte y

comercializacion.

PALABRAS CLAVES: Histamina, Aminas Biégenas, Histidina, Intoxicacion.
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ABSTRACT

This study aims to determine the concentration of Histamine in different species of fresh
fish from "£I Arenal” municipal market of the city of Cuenca. The Veratox® test kit by
ELISA method was used for the analysis. After the study, it was concluded that 50% of the
collected samples are within the control limit set by the FDA, which is < 17 ppm.
Furthermore. with a confidence interval of 95%, it was evident that there were no
significant differences among the fish stalls. Finally, a manual based on effective
prevention measures so as to avoid the formation of histamine in the product during all

stages of transport and marketing was developed.

KEYWORDS: Histamine, Biogenic Amines, Histidine, Intoxication.
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en el mercado municipal “EL ARENAL” de la ciudad de Cuenca”

INTRODUCCION

La intoxicacién por histamina es una intoxicacidon quimica debida a la ingestion de alimentos
que contienen altos niveles de histamina. Histéricamente, esta intoxicacién se denominé
intoxicacion por escombridos debido a la frecuente asociacibn con peces de la

Familia Scombridae, entre los que se incluyen el atlin y la macarela o caballa.

La histamina es una biotoxina que se forma a partir de la descarboxilaciéon de histidina, un
aminoacido presente en concentraciones elevadas principalmente en el tejido muscular de
algunos peces. La intoxicacién es un problema de alcance mundial en los paises donde los

consumidores ingieren pescado que contiene altos niveles de histamina.

Como se muestra en la Figura 1, la histamina se forma en el pescado post mortem por
descarboxilacién bacteriana del aminoéacido histidina. Frecuentemente, los pescados afectados
son aquéllos con un alto contenido natural de histidina, como los pertenecientes a la
familia Scombridae, aunque también pescados distintos a los escémbridos como los de la

familia Clupeidae y el mahi-mahi (dorado), pueden provocar la intoxicacion por histamina.

Las bacterias productoras de histamina son ciertas Enterobacteriaceae, algunos Vibrio sp., y
unos pocos Clostridium y Lactobacillus sp. Las productoras mas potentes de histamina
sonMorganella morganii, Klebsiella pneumoniae y Hafnia alvei. Estas bacterias pueden
encontrarse en la mayoria de los pescados, probablemente como resultado de una
contaminacion postcaptura. Se desarrollan bien a 10 °C, pero a 5 °C el desarrollo se retarda
considerablemente. M. morganii no produce histamina cuando las temperaturas eran en todo
momento < 5 °C. No obstante, M. morganii producia grandes cantidades de histamina a bajas
temperaturas (0-5 °C) después de estar 24 horas almacenada a altas temperaturas (10-25 °C),

si bien a 5 °C o por debajo no hubo proliferacion bacteriana.
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Figura 1. Estructura Quimica de la Histamina (Cervantes, 2009)

La principal bacteria productora de histamina, M. morganii, se desarrolla mejor a pH neutro. No
obstante, puede desarrollarse en un rango de pH entre 4,7 y 8,1. Este microorganismo no es
muy resistente al NaCl, pero si el resto de las condiciones son 6ptimas la proliferacion puede
producirse hasta con un 5 por ciento de NaCl. Por lo tanto, la produccién de histamina por este

organismo es sélo un problema en productos pesqueros muy ligeramente salados.

Debe recalcarse que una vez producida la histamina en el pescado, el riesgo de que se
provoque la enfermedad es muy alto. La histamina es muy resistente al calor, y aunque el
pescado se haya cocido, enlatado o haya sido sometido a cualquier otro tratamiento térmico

antes de su consumo, la histamina no se destruye.

La prueba de que la histamina cause o no la enfermedad es muchas veces circunstancial. Se
han encontrado de forma coherente niveles altos de histamina en muestras relacionadas con
brotes, y los sintomas observados en los brotes son semejantes a los de la histamina como
agente causante. No obstante, una ingestién alta de histamina no siempre causa la
enfermedad, incluso cuando se excede el “nivel de intervencién por riesgo” (50 mg/1000 g para

el atan).

El cuerpo humano tolera una cierta cantidad de histamina sin ninguna reaccion. La histamina

ingerida sera detoxificada en el tracto intestinal por al menos 2 enzimas, la diamina oxidasa
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(DAO) y la histamina N-metiltransferasa (HMT). Este mecanismo de proteccion puede
eliminarse si la ingestién de histamina y/o otras aminas biégenas es muy alta, o si las enzimas

son bloqueadas por otros compuestos como se muestra en la Figura 2.

Histamina de la Histamina
hemoglobina en alimentos

¥ K

Histamina
en fracto
intestinal

Alimentos  Medicamentos

deteriorados
{aminas) *

Blogueo q
DAQ
Alcohol

’ A Eticlogia Patogénesis Aparicion de la
Enfermedades enfermedad
gastrointestinales

Incrameanto
Histamina
en plasma

Histaminosis

Figura 2. El concepto de la enfermedad de la histaminosis inducida por los alimentos
(Gonzalez, 2008)

Otras aminas biégenas como la cadaverina y la putrescina, que se sabe estan presentes en el
pescado deteriorado, pueden actuar como potenciadores de la toxicidad de la histamina.
Presumiblemente, la inhibicion del catabolismo intestinal de la histamina causara un mayor

transporte de la histamina a través de las membranas celulares y en la circulacion sanguinea.

La medida preventiva méas eficaz es una baja temperatura de preservacion y almacenamiento
de los productos de la pesca en todo momento. Todos los estudios parecen estar de acuerdo en
que el almacenamiento a 0 °C, o muy cerca de 0°C, limita la formacién de histamina en el

pescado a niveles insignificantes. (Gonzéalez, 2008)

El riesgo a padecer de una intoxicacién por histamina lo tiene cualquier persona, no solo
aquellas que se alimenten de peces de zonas calidas y templadas. Para asegurar la inocuidad,
la regulacion 2073/2005 de la Comision Europea (Comission regulation, EC) establece como
niveles maximos para las especies de pescados ricos en histidina un valor medio, calculado

sobre nueve muestras, no mayor a 100 ppm de histamina, ninguna de las cuales debe exceder
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200 ppm. Las pautas sefialadas en Estados Unidos por la Administracion de Drogas y
Medicamentos (FDA/2001) fijan una concentracion méaxima de histamina, considerando que no
se distribuye uniformemente en el pescado, de 50 ppm. La mayoria de las especies
relacionadas con la intoxicacién ha evidenciado valores de histidina libre mayores a 1000 ppm
(Hungerford, 2010). Si se considera la estimacion de toxicidad de la histamina de 500 ppm
sefialada por la FDA, una ingestion de 300 g de pescado alterado susceptible de provocarla
corresponderia a 150 mg de histamina, que en un individuo de 70 kg supone una concentracion
de 2,1mg/kg peso corporal. En personas con intolerancia a la histamina debida a causas
genéticas, patologicas o farmacolégicas, la cantidad tolerable puede ser mucho menor (Gozzi,
Piacente, Cruces, & Diaz, 2011). Lo que es claro que cualquier porcentaje de histamina superior
al que contienen normalmente los peces ya causa alteraciones en la salud de los consumidores
(Field & Calderon, 2008).

Ademas debe recalcarse que una vez producida la histamina en el pescado, el riesgo de que se
provogque la intoxicacion a quien lo consume es muy alto. La histamina es muy resistente al
calor, y aunque el pescado se haya cocido, enlatado o haya sido sometido a cualquier otro

tratamiento térmico antes de su consumo, la histamina no se destruye. (Gémez C, 2014)

Enrojecimiento e inflamacion en los ojos, picor en la piel, hormigueo y sabor metalico en la boca
y en los labios, son los sintomas de intoxicacion; y si se ha experimentado alguno de estos
sintomas luego de consumir pescado marino y si se cree que esto significa que una persona es
alérgica a estos alimentos se puede estar equivocado. Probablemente, en vez de una alergia,
haya sufrido una intoxicacibn o envenenamiento por histamina, sustancia que se encuentra
asociada principalmente al consumo de algunos pescados cuya refrigeracion ha sido
inadecuada luego de su captura. EI comun denominador en los alimentos responsables de la
intoxicacion o del envenenamiento por histamina es que contienen niveles elevados de
histamina y otros compuestos relacionados que se forman durante el proceso de
descomposicion de la carne y de los pescados. Los sintomas de este padecimiento, aunque
incémodos, no duran, en la poblacién en general, mas de un dia. La intoxicacion por histamina
es considerada una de las enfermedades mas comunes en los pescados. Aun asi muchos
incidentes pasan desapercibidos y no son reportados a las agencias concernientes por falta de
conocimiento de los profesionales de la salud o porque tienden a confundirse con otras
condiciones, como por ejemplo, las alergias. La histamina regula varias funciones fisiolégicas en
el cuerpo y se produce principalmente en las células conocidas como mastocitos las cuales
abundan en la piel, en la boca y en el tracto gastrointestinal y respiratorio. A pesar de que la
histamina juega un papel clave en esta enfermedad y en las reacciones alérgicas, su
mecanismo de accion es diferente. Cuando se es alérgico al pescado, el sistema inmunolégico

libera histamina al torrente sanguineo luego de que la persona consume este alimento. El efecto
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vasodilatador de la histamina es el responsable de los sintomas iniciales que aparecen. Cuando
se consume una especie propensa a la formacion de histamina y que ha sufrido abuso de
temperatura, el sistema inmunol6gico no interviene. En este caso, el cuerpo reacciona a los
niveles altos de histamina que se ingieren con el pescado. La histamina ingerida en la carne
produce sintomas similares a los producidos durante una alergia. Cabe sefialar que la histamina
ingerida como parte de un pescado descompuesto es mucho mas téxica que una dosis
equivalente de histamina administrada sola oralmente. Aparentemente, los otros productos que
se forman durante la descomposicion tornan al cuerpo més sensitivo a la intoxicacién. Una
diferencia entre esta intoxicacién y las alergias es que los consumidores que la sufren no
poseen historial de reacciones adversas a los pescados. Ademas, cuando ocurre; casi todas las
personas que consumieron el pescado contaminado sufre el envenenamiento. Esto es dificil

que suceda con las alergias.

Los pescados de carne roja, pertenecientes a la familia de los escombridos, como por ejemplo,
el dorado, el atun, la sierra el peto, cuya carne esté deteriorada son las especies generalmente
vinculadas a esta intoxicacion. Esta es la razén por la cual es conocida también como
intoxicacibn o envenenamiento escombroide. Sin embargo, este problema de salud puede
también presentarse al ingerir pescados de carne blanca como los dorados, los jureles, las
agujas, las sardinas y los arenques que no estan tan frescos como quisiéramos y el pescado
procesado como las anchoas enlatadas. Varias de las especies asociadas a este

envenenamiento son capturadas por pescadores recreativos.

La intoxicacion se produce al ingerir una sobredosis de histamina presente en las especies de
pescados mencionados anteriormente, siempre y cuando éstas no hayan sido enfriadas rapida
ni correctamente en cualquier momento luego de su captura. A su vez, estos niveles altos de
histamina se producen en estas especies gracias a una enzima que se encuentra en ciertas
bacterias marinas. Esta degrada el amino&cido - histidina que esta presente en mayor cantidad
en la sangre de algunos peces marinos - y lo convierte en histamina. Las bacterias se
encuentran en las agallas y en el sistema digestivo de los peces marinos. Al éstos morir, los
mecanismos de defensa que mantienen a estas y a otras bacterias bajo control dejan de
funcionar, de manera tal que se multiplican y comienzan a descomponer la carne y a producir
histamina en aquellos peces propensos a su formacion. Las bacterias crecen mas activamente
a temperaturas sobre 70 °F. Es interesante notar que la coccién inactiva a las bacterias
responsables de la formacion de histamina y a sus enzimas pero no a la histamina, mientras
gue la congelacién solo inactiva a las bacterias pero no afecta a las enzimas ni a la histamina.
Esto significa que si se quiere prevenir esta intoxicacion, se debe evitar a toda costa la

formacién de la histamina ya que una vez que esta sustancia se forma, no existe manera de
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desactivarla. La histamina es estable al calor, la congelacion, el salado, el ahumado y al

proceso de enlatado.

Los sintomas iniciales (enrojecimiento y sudoracién de la cara, sensacién de quemazon, sabor
a pimienta 0 a metal en la boca y en la garganta, mareo, vomitos, nausea y dolor de cabeza)
son similares a los sintomas producidos por una reaccién alérgica. Esto hace que en ocasiones
el envenenamiento por histamina sea diagnosticado incorrectamente. Estos sintomas se
presentan con rapidez, desde casi inmediatamente hasta dos horas después de consumirse el
pescado en proceso de descomposicion y pueden agudizarse y provocar erupciones en la cara
y en el torso, urticaria, hinchazén, dolores abdominales y palpitaciones. En la mayoria de los
pacientes estos sintomas son leves y se resuelven en pocas horas y sin tratamiento. Raras
veces duran mas de uno o dos dias. En algunos casos, se hace necesario el uso de
antihistaminicos o epinefrina. Cuando se sufre este tipo de intoxicacion, lo antihistaminicos
administrados tienen una accién méas rdpida que en los casos de alergias alimentarias. En
consumidores de edad avanzada o que toman medicamentos como izoniazida y doxiciclina, los
cuales hacen mas lenta la destruccion de la histamina en el higado, los sintomas pueden ser
mas severos (inflamacién en la lengua, problemas respiratorios vision borrosa) y/o tener mayor

duracién.

Los experimentos realizados muestran que la histamina puede alcanzar niveles toxicos después
de 6 a 12 horas del pescado haber estado sin refrigeracion. Debido a que la formacion de
histamina en el pescado esta intimamente relacionada al crecimiento de ciertas bacterias
durante el proceso de descomposicién, la temperatura y el tiempo son dos factores que afectan
directamente la formacién de este compuesto quimico. Entre més tiempo estos pescados estén
expuestos a temperaturas altas, mayor es la posibilidad de que los niveles de histamina

aumenten. (Riesco, 2008)

En los ultimos afios el pescado y los productos derivados de la pesca, han registrado un
incremento en su consumo, debido principalmente al elevado valor nutritivo que estos poseen,
ya que son ricos en proteinas (entre 15 y 17%), vitaminas liposolubles A, D y E, y su contenido
en grasas es bajo, principalmente representado por &cidos grasos poliinsaturados, en particular,
de la serie omega 3, que han sido relacionados con la prevencion de enfermedades

cardiovasculares. (Izquierdo et al., 2004)

Es importante entonces determinar la concentracion de histamina en pescado debido al impacto
gue posee sobre su inocuidad y, por ende, sobre la salud humana. EI método analitico oficial

empleado en diferentes paises y en la Comunidad Europea (directiva EU/2005) es la
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cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Este procedimiento es costoso para muchas
investigaciones y plantas procesadoras de productos pesqueros por lo que ha surgido interés
en el desarrollo de equipos portatiles capaces de efectuar una deteccion rapida de la toxina in
situ para aplicaciones regulatorias en los programas de calidad. El equipo cuantitativo para la
determinacion de histamina en alimentos, empleado en el presente trabajo, evidencia una
buena correlacién y compatibilidad con los resultados obtenidos por el método de ELISA.
(Gozzi, Piacente, Cruces, & Diaz, 2011)

La determinaciéon de histamina en pescados por el método de ELISA (Enzymelinked
immunosorbent assay) utiliza un lector de microplacas es un procedimiento de ensayo
inmunoenzimatico. Se basa en la deteccion del antigeno (Ag) o anticuerpo (Ac), inmovilizado
sobre una fase sélida y mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una
reaccion. La prueba recurre al empleo de inmundégenos, haptenos o anticuerpos marcados con
una enzima cuyo producto colorido, puede ser medido espectrofotométricamente. Este principio
tiene las propiedades de un inmunoensayo ideal: es versatil, robusto, simple en su realizacion,
emplea reactivos econémicos, posee especificidad entre reactivo y analito, reproducibilidad de
resultados, sencillez, rapidez y permite analizar varias muestras simultdneamente. (Gémez C,
2014)

En la transformacién de los alimentos, es importante aplicar las buenas practicas de higiene y
los programas de andlisis de peligros y puntos de control critico (APPCC). Tratamientos de
inactivacién Una vez formada la histamina en los alimentos, no hay ningln tratamiento que la
inactive, por lo que es necesario aplicar una serie de medidas a lo largo de la cadena

alimentaria para evitar que se genere la histamina:

e Minimizar la aparicién de bacterias productoras de histamina mediante unas materias
primas con calidad higiénica, y donde sea posible, realizar controles microbianos
adicionales.

e En el caso de alimentos fermentados, todos los aspectos de la elaboracién (incluyendo
ingredientes, fermentacion y maduracion), distribucion y almacenamiento deben ser

ajustados y equilibrados en cada alimento para minimizar la formacién de histamina.

En el hogar debido a que la mayoria de las intoxicaciones histaminicas estan relacionadas con
una inadecuada conservacion de los alimentos y una falta de higiene en la manipulacion de los
mismos, es recomendable seguir unas buenas practicas de higiene y conservacién de los
alimentos (Elika, 2013):
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e Limpieza de las manos antes de manipular cualquier alimento.

e Desinfeccién de los utensilios, tablas y superficies.

e Mantener la cadena de frio durante el transporte de los alimentos crudos susceptibles
de ser contaminados con bacterias productoras de histamina.

e Mantener refrigerados los pescados y alimentos en general hasta su preparacion y

consumo.

Por tanto, para contribuir en la concientizacion de la manipulacion del pescado en buenas
condiciones, se ha realizado un estudio acerca de la cuantificacién del nivel de histamina en
pescado fresco proveniente del mercado municipal “El Arenal”’, en donde se ha constatado la
falta de conocimiento acerca de las buenas practicas de manipulacion y de seguridad

alimentaria.

La hipotesis que se plantea para realizar dicho estudio es: El contenido de Histamina presente
en el pescado que se expende en el mercado municipal “El ARENAL” de la ciudad de Cuenca,
se encuentra dentro de los limites permitidos por la FDA; por lo que no causa dafios a la salud

de las personas que lo consumen.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el nivel de Histamina por el método de ELISA, en diferentes tipos de pescado

fresco, que se expenden en el mercado municipal “El Arenal” de la ciudad de Cuenca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el nivel de Histamina por el Método de ELISA en las diferentes muestras de
pescado obtenidas.

e Verificar el cumplimiento del Reglamento de la FDA, en base a los valores obtenidos.

e Elaborar un manual sobre el manejo higiénico del pescado a fin de capacitar a las
personas que expenden dicho alimento en el mercado municipal “EL ARENAL”,

colaborando asi a la preservacion de la salud y la seguridad de los consumidores.
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CAPITULO |

MATERIALES Y METODOS

1.1 Localizacion del Estudio:

Para la presente investigacion, se determind el contenido de Histamina en diferentes tipos de
pescado fresco que se expenden en el mercado “El Arenal” que esta situado en el sector de la
Av. de las Américas, entre las calles Eduardo Arias y Roberto Crespo, perteneciente a la

parroquia el Batan, de la ciudad de Cuenca.

1.2 Muestreo:

Como resultado de un muestreo aleatorio representativo, las muestras analizadas se
recolectaron de 10 puestos de venta de pescado, de un total de 25 situados en el centro

comercial antes mencionado.

Las muestras fueron tomadas por tres ocasiones, cada 15 dias en horas de la mafiana, con un
namero representativo de 210 muestras en total, las cuales fueron transportadas en cajas
tecnopor (cooler) a temperaturas bajas y debidamente etiquetadas, para luego ser analizadas
en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad del

Azuay.

El muestreo que se realiz6 para este estudio, estd basado en el Reglamento de la FDA: “Fish &
Fishery products. Hazards & Controls Guidance”, el cual hace referencia a los productos de la
pesca procedentes de especies de pescados asociados a un alto contenido de histidina; en
donde establece que se deben tomar un nimero de 3 muestras por lote, en donde se podria
decir que para este caso seria por lugar de expendio del producto en estudio (10 puestos) y en
7 especies diferentes de pescado (bagre, albacora, camotillo, corvina, tiburdn, tilapia y chinito);
a los cuales se los ha seleccionado por la frecuencia de disponibilidad de la especie y de la

preferencia por parte de los consumidores.

1.3 Metodologia del manejo de las muestras en el laboratorio.

Se recolecta la muestra a la altura del lomo de 4 dedos antes de la base de la cabeza, se corta

aproximadamente 50 gramos por cada pescado Yy se identifica para ser analizada.
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La determinacion de Histamina en el pescado, se realiz6 a través del Método de ELISA, cuyo kit
esté especialmente disefiado para realizar un andlisis cuantitativo de Histamina en especies de

pescado azul como el atin, y las harinas de pescado.

Este sistema es un inmunoensayo tipo ELISA competitivo directo con un rango de cuantificacién
de 2.5 a 50 partes por millén (ppm) en tan solo 20 minutos de andlisis. La extraccion de la
Histamina para su valoracion, se realiza por un sencillo procedimiento con agua. El Kit se
subministra con todos los reactivos necesarios para su realizacion. Al ser un test cuantitativo,
aunque visualmente se pueda tener una idea del resultado, es necesario el uso de un lector de

ELISA para poder cuantificar correctamente. (Vargas, 2006)

1.4 Procedimiento

1.4.1 Extracciéon de la muestra

Mezclar 10 g de muestra + 90 ml de agua destilada o desionizada en una botella de

plastico.

Agitar vigorosamente durante 15-20 segundos.

Dejar reposar durante 5 minutos.

Agitar por segunda vez durante 15-20 segundos.

Dejar reposar durante 5 minutos.

Agitar por ultima vez durante 15-20 segundos.

Dejar reposar durante 30 segundos.

Filtrar el contenido a través de papel de filtro o por una jeringa con filtro y pasarlo a un

recipiente nuevo.

1.4.2 Dilucién del extracto

e Mezclar 100ul ml del extracto filtrado de la muestra + 10ml del tampén diluyente en un tubo

de plastico.

e Agitar suavemente para mezclar.
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1.4.3 Realizacion del test

e Antes de empezar el test, comprobar que los reactivos estan a temperatura ambiente y
agitarlos para asegurar su homogeneidad.

e Coger un pocillo marcado en rojo por cada muestra a analizar mas cinco pocillos mas para
los controles. Coger el mismo namero de pocillos cubiertos de anticuerpo.

e Afiadir 100ul de conjugado en cada uno de los pocillos marcados en rojo.

e Transferir 100ul de cada control y de las muestras en los pocillos marcados en rojo.

e Con una pipeta multicanal mezclar el liquido de los pocillos marcados en rojo pipeteando
arriba y abajo tres veces.

e Transferir 100ul de la mezcla a los pocillos cubiertos de anticuerpo. Descartar los pocillos
marcados en rojo.
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Incubar 10 min. a temperatura ambiente.

Eliminar el liquido de los pocillos.

Picar los pocillos sobre papel absorbente para eliminar los restos de tampén de lavado.

Poner la solucién substrato en la bandeja de substrato para facilitar su pipeteado.

Transferir 100ul de substrato a los pocillos usando un multicanal.
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e Incubar 10 min. a temperatura ambiente.

e Transferir 100ul de solucién de parada a los pocillos usando un multicanal.
e Leer los resultados entre los primeros 20 minutos. Utilizar un lector de ELISA usando un
filtro de 650 nm.

1.4.4 |Interpretacion de Resultados

El lector de ELISA calculara con las absorbancias obtenidas de los cinco controles la recta de

regresion. A partir de aqui, los valores de las muestras seran introducidos. (Vargas, P., 2006).



Arciniega Alvarado, 15

1.45 Analisis de Resultados

En primer lugar se realiz6 un andlisis descriptivo de las variables. Los resultados obtenidos se
representaron por medio de gréaficas de control de calidad, histogramas, diagrama de cajas y

grafico de barras.

Adicionalmente, para determinar las diferencias significativas entre los niveles de histamina que
contiene el pescado en cuestion entre un puesto de expendio a otro, se realiz6 un Analisis de
Varianza (ANOVA) de un factor comparando los niveles de histamina con un nivel de
significancia del 5% (p < 0,05), el cual fue realizado a través del programa estadistico IBM
SPSS Statistics 22.0.
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CAPITULO Il
RESULTADOS

2.1 Resultados para la Curva de Calibracién para el Primer Muestreo.

La curva de calibracion para este estudio fue construida a partir de concentraciones de 0, 2,5,

10, 20 y 50 ppm de histamina (Tabla 1 y Figura 1).

Tabla 1. Resultados de absorbancia de las concentraciones estandar del Kit Veratox®,

lectura a 650 nm en el Primer Muestreo.

Concentracién estandar .
Absorbancia

(ppm)
0 1,548
2,5 1,226
10 0,733
20 0,533
50 0,363

Figura 3. Curva de Calibracion del Primer Muestreo

r=-0990vy c = 2,003 slope =- 1,9563
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A través del equipo STAT® FAX READER 321, se ha determinado la sefial que representa a
cada una de las soluciones provistas (controles) por el kit VERATOX con concentraciones
conocidas a 650 nm.

Por otro lado es importante establecer que el Kit Veratox® no determina directamente la
concentraciéon de histamina; la lectura que realiza es en unidades Opticas que por medio de la
curva de regresion pueden ser transformadas a concentracion en ppm. Estas unidades Opticas
son determinadas a través de la lectura de los controles proporcionados en el kit de reactivos
(0, 2,5, 10, 20 y 50 ppm). Esto limita el analisis a determinar concentraciones dentro de este
rango Unicamente. El Veratox® provee un valor "r" que nos ayuda a determinar qué tanto se
ajusta el modelo a la absorbancia. Este valor debe ser superior a 0.98 para que el analisis sea

valido. Sin embargo se ha logrado representar graficamente la curva de calibracién necesaria.

Se obtuvo en base a la grafica tipo spline con ejes a escala logaritmica base 10 una linea de
tendencia con cuya regresion lineal se obtuvo un coeficiente de correlacion mayor a 0,98; lo que
representa una correlacién vélida, ya que ésta debe ser cercana a 1. Ademéas se puede
evidenciar que éste valor contiene un coeficiente negativo (-1), lo que indica que existe una
relacién perfecta negativa entre las variables estudiadas, es decir mientras aumenta la
concentracién de Histamina disminuye la sefial de Absorbancia y finalmente los valores que
pertenecen a la ecuacion lineal como la pendiente (slope = -1,9563) y el intercepto u ordenada

en el origen que es de 2,003.

2.1.1 Resultado de Cuantificaciébn de Histamina para cada una de las Muestras

tomadas en el Primer Muestreo.

Estos resultados corresponden a los andlisis de la concentracion de histamina de las muestras
tomadas en las 7 especies de pescado antes mencionadas, pertenecientes a los 10 puestos de

venta de los mismos en el primer muestreo con su respectiva Temperatura que es de 11,5°C.

Tabla 2. Andlisis cuantitativo del nivel de Histamina del Primer Muestreo con su

respectiva Temperatura.

MUESTREO #1

P#l |P#2 | P#3|P#4|P#s | P#6 | P#7 | P#8 | P#o | P#10
Concentracion (ppm)

ESPECIE °C)

Bagre 0,8 20 | 31 | 80 | 37,3 8,0 2,6 9,3 4,8 10,1

Tilapia 9,2 94 | 130 | 7,8 | 21,3 29 53 2,1 4,0 2,9 11,5

Albacora 25 |536[101,5| 73,6 | 91,6 |236879,0 | 224,1 | 88,0 1,1 | 10006,0
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Tiburon 0,1 16 | 38 | 47 1,2 46,2 98,8 | 4,9 8,5 94,8
Chinito 0,0 06 | 06 | 09 | 0,7 145,6 1,2 275 | 25,4 1.4
Corvina 0,0 15| 85 | 22 | 230 146,9 4,8 0,8 80,5 53
Camotillo 0,0 00| 00 | 00| 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Ademas, a partir de los resultados obtenidos del primer muestreo, se ha determinado algunos

estadisticos; entre ellos algunas medidas de dispersion:

Tabla 3. Estadisticos descriptivos del Primer Muestreo.

] ] ) Desviacién )
N Rango Minimo Méaximo Media Varianza
estandar
Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico Estadistico | Estadistico
estandar
Concentracién_ppm 70 150,200 ,000 150,200 14,2857 3,596 30,0922 905,545
N vélido (por lista) 0

Por otro lado, para determinar los valores de las medias que constituyen la concentracion de
histamina que pertenecen a los lugares de expendio de pescado en cuestidn que se encuentran
dentro de los limites de control (0 — 17 ppm), se ha elaborado una gréfica de control de calidad
con la determinacién conjunta del porcentaje de muestras que se encuentran fuera del limite

superior.

Figura 4. Grafica de Control de Calidad del Primer Muestreo
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Como se puede observar, dicha grafica evidencia a través de la estadistica de proceso
obtenida junto a la misma que el 70% de los datos se encuentran por encima del limite superior
que es de 17 ppm, mientras que por diferencia de la totalidad el 30% se encuentra por debajo

del mismo.

2.2 Resultados para la Curva de Calibracion para el Segundo Muestreo.

La curva de calibracion para este estudio fue construida a partir de concentraciones de 0, 2,5,
10, 20 y 50 ppm de histamina (Tabla 4 y Figura 4).

Tabla 4. Resultados de absorbancia de las concentraciones estandar del Kit Veratox®,

lectura a 650 nm en el Segundo Muestreo.

Concentracion estandar .
Absorbancia

(ppm)

0 2,108
2,5 1,428
10 0,832
20 0,628
50 0,629

Figura 5. Curva de Calibracion del Segundo Muestreo
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Asi mismo, como se habia explicado anteriormente se ha obtenido la curva de calibracion, en
este caso para el segundo muestreo en donde se ha obtenido un r = - 0986, el cual indica la
linealidad y la correlacién entre la variable dependiente e independiente y al tener un coeficiente
(-1); se evidencia que existe una correlacién perfecta negativa entre las mismas. Ademas se ha

determinado una pendiente de — 1,569 y un intercepto de 1,271.

2.2.1 Resultado de Cuantificacion de Histamina para cada una de las muestras

tomadas en el Segundo Muestreo.

Estos resultados corresponden a los analisis de la concentracion de histamina de las muestras
tomadas para los 10 puestos de venta de pescado y para las 7 especies antes mencionadas en

el segundo muestreo con su respectiva Temperatura que es de 10,5°C.

Tabla 5. Analisis cuantitativo del nivel de Histamina del Segundo Muestreo con su

respectiva Temperatura.

MUESTREO #2
P#L | P#2 |P#3|Pua| Pus | pue | Pu7 [Pus| P#o | P#i0
Concentracion (ppm)

Bagre 00 | 10 [ 10 [103]235] 05 | 37 [ 14 ] 28 05

Tilapia | 11,7 | 81 |156 | 133 | 145 | 25 | 07 | 31 | 0,9 2,6

Albacora | 14 | 16 | 31| 07 | 11 | 508 | 967 | 40 | 61 | 889
Tiburon | 00 | 16 | 1,4 | 15 | 33 | 450 | 25 |198]| 20,7 | 34 |105
Chinito | 00 | 04 | 04 | 99 | 1.4 | 1502 | 10,1 | 1,0 | 69,5 | 11,0
Corvina | 0,0 | 1,2 | 7.8 | 2,4 | 10,0 | 126,0 | 106 | 90,7 | 145 | 116
Camotillo | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00| 00 0,0

ESPECIE (°C)

Ademés, a partir de los resultados obtenidos del segundo muestreo, se ha determinado

algunos estadisticos; entre ellos algunas medidas de dispersion:

Tabla 6. Estadisticos descriptivos del Segundo Muestreo

] ) ) Desviacion )
N Rango Minimo Méaximo Media ] Varianza
estandar
Error
Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico i Estadistico | Estadistico
estandar

Concentracion_ppm 70 150,200 ,000 150,200 14,2857 3,5967 30,09227 905,545
N valido (por lista) 0

Por otro lado, se demuestra que en caso contrario al muestreo anterior; la grafica de control de

calidad determina que el 30% de los datos que constituyen la concentraciéon de histamina en las
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especies de pescado analizadas, se encuentran fuera del rango establecido; mientras que el

70% cumple con la limitacién reglamentaria.

Figura 6. Gréafica de Control de Calidad del Segundo Muestreo
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2.3 Resultados para la Curva de Calibraciéon para el Tercer Muestreo.

La curva de calibracion para este estudio fue construida a partir de concentraciones de 0, 2,5,

10, 20 y 500 ppm de histamina (Tabla 7 y Figura 7).

Tabla 7. Resultados de absorbancia de las concentraciones estandar del Kit Veratox®,

lectura a 650 nm en el Tercer Muestreo.

Concentracién estandar .
Absorbancia

(ppm)

0 1,947
2,5 1,323
10 0,705
20 0,482

50 0,354
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Figura 7. Curva de Calibracién del Tercer Muestreo
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Para elaborar la curva de calibracién se realiza el analisis respectivo, el cual se lee en un lector
de pocillos para obtener densidades épticas. Con las densidades 6pticas de los controles se
traza la curva tipica, luego las densidades 6pticas de la muestra se grafican contra esa curva,
calculando asi la concentracién exacta de histamina. De la misma forma se obtuvo un r mayor a
0,98, lo que indica una calibracién valida y con un coeficiente (-1); que evidencia una
correlacién perfecta negativa, y asi mismo una pendiente de — 1,768 y un intercepto de 1,337;
los cuales son datos que representan la linealidad de la curva con lo que se determina la

concentracion de las muestras desconocidas.

2.3.1 Resultado de Cuantificacion de Histamina para cada una de las muestras

tomadas en el Tercer Muestreo.

Estos resultados corresponden a los analisis de la concentracion de histamina de las muestras
tomadas para los 10 puestos de venta de pescado y para las 7 especies antes mencionadas en

el segundo muestreo con su respectiva Temperatura que es de 10°C.



Arciniega Alvarado, 23

Tabla 8. Analisis cuantitativo del nivel de Histamina del Tercer Muestreo con su

respectiva Temperatura.

MUESTREO #3
P#l | P#2 |Pu3|Pua| P#5 | Pee | P#7 |[P#8| P#9 | P#I0 T
ESPECIE — (°C)
Concentracién (ppm)
Bagre 00 | 20 [13[114]221] 19 | 66 | 50 ] 07 2,0
Tilapia | 135 | 95 |187 | 162 | 358 | 129 | 173 | 68 | 2,2 | 128
Albacora | 01 | 13 | 30 | 53 | 21 | 1170 | 386 | 88 | 59 | 407
Tiburén | 00 | 06 | 15 | 1,7 | 22 | 758 | 1.4 [205| 153 | 16 |100
Chinito | 00 | 1,1 [103] 36 | 19,7 | 1461 | 32 | 09 | 729 | 37
Corvina | 3,2 | 86,0 | 96,1 | 86,0 | 84,7 | 1422 | 16,6 | 848/ 104 | 16,6
Camotillo | 00 | 00 |00 [ 00 ] 00 | 00 | 00 |00/ 00 0,0

Ademas, a partir de los resultados obtenidos del tercer muestreo, se ha determinado algunos

estadisticos; entre ellos algunas medidas de dispersion:

Tabla 9. Estadisticos descriptivos del Tercer Muestreo

. ) ) Desviacion .
N Rango Minimo Méaximo Media i Varianza
estandar
Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico ) Estadistico | Estadistico
estandar
Concentracion_ppm 70 146,10 ,00 146,10 20,4171 4,1763 34,94210 1220,950
N vélido (por lista) 70

Finalmente, para este muestreo se ha determinado a través de la gréfica correspondiente que la

primera mitad de los datos obtenidos se encuentran por debajo del rango establecido por la

FDA, mientras que por diferencia el otro 50% no cumple con la regulacién sefialada.
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Figura 8. Grafico de Control de Calidad del Tercer Muestreo
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Con respecto a la totalidad de los valores que constituyen a los tres muestreos, ha sido
necesario elaborar un histograma (Figura 7), con el fin de representar las medias de cada uno
de estos; con lo cual se puede decir que éste presenta una distribucion con una cola larga a la
derecha, es decir, muestra un sesgo positivo. Como lo muestra la acumulacién de los datos en
la parte izquierda de la grafica y muy baja densidad en la parte derecha, la mayor parte de la
concentracién de histamina en estudio se ha obtenido en bajos niveles para el nUmero de
muestreos realizados. Sin embargo por encima del limite de control mencionado se calcula el
50% de los datos, los cuales seguramente no serdn capaces de ocasionar intoxicacion
histaminica con excepcién de las muestras recolectadas del P6 y P10 en los tres muestreos;
pero, de acuerdo con lo que se sefiala en el estudio realizado por Teixeira E. (2010); el cual
esta basado en la “Evaluacion del contenido de Histamina en Atdan (Thunnus sp) “In natura” y en
Sashimi procesado a partir de esta materia prima”, que también no evidenciaron altos
contenidos de histamina en las muestras analizadas; que informaciones adicionales deberian
hacerse con el objetivo de calificar la presencia de otras aminas biogénicas (putrecina,
cadaverina, espermina, espermidina, agmatina, tiramina, triptomina y 2 — feniletilamina) capaces

de hacer que el efecto toxico de la histamina sea potente.
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Figura 9. Representacioén gréafica de la Concentracion de Histamina en los Tres Muestreos

Concentracion (pp

E

Histograma

40 ~

30

20

10 7

0 . . .
<=11297 8 112988 - 225948 -

22593 8 33889,8

Finalmente, como es de nuestro interés analizar la diferencia de medias entre los valores

obtenidos a partir de los tres muestreos realizados con variabilidad de tiempo considerable

(cada 15 dias) de cada uno de los lugares de expendio de las diferentes especies de pescado;

se ha determinado el promedio a mas de sus respectivos estadisticos de cada uno de estos

para proseguir a su referido analisis. (Tabla 10 y 11)

Tabla 10. Contenido de Histamina de los 10 Puestos de Venta en los Tres Muestreos (*)

P“\e/ztr?tzde M1 M2 M3 ntS
P1 1,8+34 19+44 | 2450 20%0,3
P2 9,8+19,6 20+28 |14,2+31,8 87462
P3 18,6 + 36,8 42+57 |187+348 13,8+8,3
P4 13,9 + 26,5 54+55 |17,7+30,6 12,3 16,3
P5 25,0 + 32,6 77+88 |238+299 18,8+9,7
P6 33889,8 + 89509,8 | 53,6 + 61,9 | 70,8 + 65,9 | 11338,1+ 19530,4
P7 48,1+ 855 17,8+351 | 12,0 + 13,7 26,0+19,4
P8 18,9 + 31,9 17,1+33,1 | 18,1+ 30,2 18,0+0,9
P9 17,8+ 29,0 16,4+ 24,6 | 15,3 + 26,0 16,5+ 1,3
P10 14458 +3774,9 |169+321|11,1+14,5| 491,3+826,7

*Promedio y desviacion estandar de los 3 muestreos.

Tabla 11. Estadisticos Descriptivos de los 10 Puestos de Venta en los Tres Muestreos

Concentracién_ppm

95% del intervalo de
Desviacion Error confianza para la media
N Media Minimo | Maximo
estandar estandar Limite Limite
inferior superior
P1 3 2,03333 ,321455 ,185592 1,23479 2,83187 1,800 2,400
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P2 13 8,66667 6,178457 3,567134 -6,68147 24,01481 2,000 14,200
P3 | 3| 13,83333 8,342861 4,816753 -6,89148 34,55815 4,200 18,700
P4 1 3| 12,33333 6,297883 3,636085 -3,31148 27,97814 5,400 17,700
P5 | 3| 18,83333 9,660400 5,577435 -5,16443 42,83110 7,700 25,000
P6 | 3 | 11338,066 | 19530,3758 | 11275,86776 | -37178,076 | 59854,20986 | 53,600 | 33889,800
P7 | 3| 25,96667 19,386163 11,192607 | -22,19123 74,12457 12,000 | 48,100
P8 | 3| 18,03333 ,901850 ,520683 15,79301 20,27365 17,100 18,900
P9 | 3 | 16,50000 1,252996 , 723418 13,38738 19,61262 15,300 17,800
P10 | 3 | 491,26667 | 826,655202 | 477,269604 |-1562,2587 | 2544,79203 | 11,100 | 1445,800
Total ] 30]1194,55333 | 6180,659020 | 1128,428788 | -1113,3426 | 3502,44934 | 1,800 |33889,800

Como es de conocimiento, ANOVA es un nombre genérico y se usa para una variedad inmensa
de modelos de comparaciéon de medias, también conocido como disefio de experimentos. Por
ahora se explicara ANOVA simple, de un factor, o de una via (one way ANOVA), que se refiere
a la comparacion de medias de dos o mas tratamientos. Se denomina factor a una variable
cualitativa que se usara para designar a los grupos o tratamientos a comparar, que en este caso
seria la concentracién de Histamina (ppm) y los niveles del factor son el nimero de tratamientos
0 grupos, que serian cada uno de los puestos de venta de pescado. Por lo tanto, para realizar

dicho analisis es necesario plantear una Hipotesis Global:

Se usara p para representar la media del grupo i, para lo cual se debe docimar la siguiente
hipétesis:
Ho:uy == ... = 1k

H, : al menos una media es diferente

Graficamente podemos representar esta hipotesis:

H o las medias poblacionales son iguales H1: al menos una media es diferente
— Normal o Normal Normal
N " VR N
o / v o
v \\ //, \\. \\
| - . ] .
T
ﬂ SHFERFH, Ky

Por lo tanto, finalmente se ha establecido el andlisis estadistico para poder determinar si
existen diferencias significativas entre los promedios entre los niveles de concentracion de
Histamina segun la proveniencia de las muestras (puesto de venta de pescado). A
continuacion se presenta el cuadro de Estadisticos Descriptivos (Tabla 12) y el cuadro de
ANOVA vy el estadistico de Fisher calculado (Tabla 13).
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Tabla 12. Estadisticos descriptivos. Comparacion de Niveles de Histamina por Puesto

de Venta de Pescado

] ) ) Desviacion )
N Rango Minimo Maximo Media Varianza
estandar
Error
Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico ] Estadistico | Estadistico
estandar
Concentracion_ppm 10 11336,1 2,00 11338,1 1194,55 1128,0 3567,23 | 12725159,7
N valido (por lista) 10

Tabla 13. ANOVA de un factor. Comparacion de Niveles de Histamina por Puesto de

Concentracion_ppm

Venta de Pescado.

Suma de Media
Gl ) F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 343576713,435 9 38175190,382 ,999 AT2
Dentro de grupos 764239118,220 20 38211955,911
Total 1107815831,65 29

El analisis de estos resultados se encuentra en el apartado de Resultados del Capitulo lIl.

Adicionalmente, se ha determinado la proporcién de muestras pertenecientes al conjunto de los

tres muestreos analizados que se encuentran dentro y fuera del rango sefialado por la FDA (0 —

17 ppm) de histamina, en donde se puede establecer a través del estadistico del proceso

arrojado que el 50% se encuentra fuera del mismo y por diferencia el otro 50% cumple con la

regulacién antes mencionada.
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Figura 10. Gréafica de Control de Calidad de los Tres Muestreos
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Ademas, se ha elaborado un diagrama de cajas para demostrar la dispersion y en este caso la
asimetria con la que se comportan los datos que constituyen cada uno de los puestos de venta
de pescado. En el grafico 9.A se puede observar que en los elementos (P2 al P5) los datos se
encuentran concentrados en la parte superior de la mediana (Q2) que es de 17 ppm y (25%);

por tanto se trata de una distribucién asimétrica negativa o sesgada a la izquierda.

Por otra parte, los Puestos de venta (P1, P8 y P9) muestran una minima dispersién al tener
valores muy cercanos a la mediana, es por esto que no se pueden distinguir los valores minimo
y maximo del rango intercuartilico. Por otro lado el Puesto de venta (P7) al igual que los
anteriores mencionados presenta un bajo nivel de dispersién; sin embargo evidencia una mayor
concentracion de los datos en la parte inferior de la distribucién es decir se encuentran por
debajo de la mediana (Q2) (25%). Finalmente, como se puede observar los Puestos de venta
(P6 y P10) exponen un alto nivel de dispersion de los datos; y al igual que el P7 presentan un

sesgo positivo.

En el grafico 9.B se ha representado de manera individual al conjunto de datos, en donde se
pueden demostrar de manera global su asimetria negativa o sesgada a la izquierda, a méas de la

presencia de outliers; en donde el circulo representa los valores atipicos, mientras que el
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asterisco representa los valores extremos; para lo cual se puede decir que claramente se
muestra que el Puesto de venta 6 y 10 son valores atipicos ya que se encuentra por encima del
valor maximo, mientras que el Puesto 1 se lo observa con un comportamiento extremo al
encontrarse por debajo del valor minimo del conjunto de datos. En suma se evidencia una vez

mas que la mitad de los datos cumplen con la regulacion de prevencion.

Figura 11. Diagrama de Cajas para los Puestos de Venta de Pescado
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Ademas, con el fin de dar mas adelante una mejor interpretacion de los resultados del estudio
se ha determinado también la alta concentracion de datos segun el tipo de especie para tratar
de dar una conclusién mas descriptiva de la poblacién estadistica.

Tabla 14. Concentracion de Histamina por Especie de Pescado

Especie de Pescado | Concentracidn (ppm)
Bagre 8,42 £ 10,46
Tilapia 10,43 £ 8,39
Albacora 8257,81 + 24884,11
Tiburén 16,30 + 18,82
Chinito 24,15 + 46,23
Corvina 39,20 + 38,63
Camotillo <2,00

En vista de observar la existencia de un alto nivel de histamina en la especie de Albacora se ha
elaborado representaciones graficas con respecto a la influencia de la Temperatura (°C) en la
Concentracién de Histamina (ppm). (Figura 11y 12)
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Figura 12. Grafica de Barras para la Concentracion de Histamina en las Especies de

Pescado.
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Figura 13. Gréfica de Dispersion para la Concentracion de Histamina en Albacora
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Figura 14. Grafica de Barras para la Representaciéon de la Temperatura en los Tres

Muestreos.
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El andlisis de estos resultados se encuentra en el apartado del Capitulo Il de Resultados.
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CAPITULO IlI

DISCUSION

Como primera parte, es importante destacar que los niveles de histamina dafiinos para el
hombre varian, segln la comunidad Europea son 100mg/1000gr de histamina en el pescado y
segun la FDA son 50mg/1000gr como nivel de intervencion por razén de riesgos y de 10 a 20
mg/1000g como indicador de manipulacién deficiente del pescado. Sin embargo para este
estudio se ha establecido como limite de control de 17 ppm, ya que la FDA a través del Fish &
Fishery Products Hazards & Controls Guidance (2011), determina que cuando las muestras
sean compuestas a fin de reducir al minimo la ocultacion de los pescados problematicos; se
debera contar con los niveles més bajos que sean necesarios para las muestras compuestas
(por ejemplo, 17 ppm de histamina en un compuesto de tres muestras, en lugar de 50 ppm en

una muestra no compuesta).

Por otro lado, Field & Calderdn (2008) sefiala que lo que es claro que cualquier porcentaje de
histamina superior al que contienen normalmente los peces ya causa alteraciones en la salud
de los consumidores. Ademas Segun Bennour et. al (1991) implanta que resulta poco préactico
establecer limites reguladores de histamina en productos pesqueros, dado que una vez
producida la histamina en el pescado, el riesgo de que se desencadene la escombroidosis 0
intoxicacion histaminica asociada a su consumo es muy elevado, resultando toxico el pescado

aun cuando sea desde el punto de vista organoléptico aceptable al consumidor.

Ademas se ha analizado cada uno de los muestreos realizados en donde se han representado
las siete especies de pescado (bagre, albacora, corvina, tiburdn, tilapia, chinito y camotillo) para
cada uno de los puestos de venta de los mismos, con el fin de determinar la dispersion de los
datos correspondientes a la concentracion de histamina con el limite de control antes
mencionado. Por consiguiente se ha examinado estadisticamente a los muestreos sefialados de
manera global, en donde se ha demostrado que se ha trabajado con una distribucion asimétrica
positiva a mas de que se obtuvo el 50% de los valores por debajo de la demarcacion regulatoria
antes indicada, lo cual se debe a que los lugares de expendio de pescado como el P5, P6, P7,
P8 y P10 presentaron concentraciones muy elevadas de histamina en los tres muestreos
analizados; ya que estos a pesar de haber observado las mismas condiciones para todos los
puestos en los tres muestreos, lo que los diferencia es que las muestras pertenecientes
obtuvieron temperaturas elevadas para su adecuada conservacion; por lo que se puede decir
gue contrasta con lo sefialado por Fernandez (2002), quien a través de su investigacion acerca
del “Control de la produccién de histamina durante el deterioro del pescado”; establece que la

temperatura interna del pescado debera llevarse a 10°C o menos, durante las primeras 6 horas
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después de capturado el pez. Luego de este enfriamiento inicial, es recomendable llevar el
pescado por debajo de los 4°C dentro de las 18 horas siguientes; estas acciones previenen el
crecimiento bacteriano y la accién de la histidina descarboxilasa. Asi como Izquierdo, P. et al.
(2004) sefiala que la manera como se manipula el pescado determina el crecimiento de
bacterias productoras de histamina a partir de la descarboxilacién de la histidina. Entre los
factores que influyen en la formacion de este compuesto, se encuentra la temperatura: se ha
recomendado el uso de temperaturas de refrigeracion inferiores a 5°C, para inhibir la formacién

de histamina.

Adicionalmente, como se puede evidenciar en el primer muestreo realizado se ha obtenido el
promedio mas alto de histamina siendo de 24752,1 ppm; en donde el promedio de temperatura
es de 11 °C, lo que difiere con el resto de muestreos; siendo esta de 9 a 9,5 °C
respectivamente. Por tanto una vez mas se comprueba que la formacién de aminas biégenas
en el pescado depende de la temperatura, cuya disminucion inhibe el crecimiento microbiano y
reduce la actividad enzimética. La produccion de histamina a partir de histidina libre es
frecuentemente inducida por el abuso de temperatura después de la captura del pescado, ya
que los niveles alcanzados dependen principalmente de la combinacién de los factores de
temperatura y tiempo. El elemento mas importante para impedir su formaciéon es el rapido
enfriamiento del pescado inmediatamente después de la captura y su mantenimiento durante el
manejo posterior (Gozzi, Piacente, Cruces, & Diaz, 2011). No obstante, a pesar de tomar en
cuenta las precauciones mencionadas después de la pesca; el tiempo es elevado al ser
transportado el pescado a la ciudad de Cuenca desde Salinas, Santa Rosa, Puerto Bolivar,
Santa Elena y Manta para cada uno de los lugares de expendio en el mercado “El Arenal” que
es la localizacién del estudio, a més de tomar en cuenta el tiempo que demora el producto hasta
ser vendido en las condiciones observadas y en este caso a una Temperatura por encima de
los 10°C que es la minima para prevenir la enzima precursora de la escombrotoxina. Con lo
expuesto se puede explicar de manera légica la correlacién existente entre la Temperatura y la
Concentracion de histamina ante este valor tan elevado que presenta este t(nido en el primer

muestreo.

Por otra parte, se muestra el andlisis estadistico basado en ANOVA de un factor con el fin de
comparar las medias de las muestras recolectadas, en donde al obtener un nivel de
significacion intraclase mayor a 0,05 (0,472), se acepta la hipétesis de igualdad de medias, es
decir, no existen diferencias significativas entre los grupos. Para esta parte es importante hacer
hincapié que a pesar de que los andlisis estadisticos realizados, presenten valores atipicos y
extremos; al realizar el test Bonferroni, como test de post — hoc que se ha determinado

Unicamente para contrastar este indicativo (Anexo 2); se puede percatar que efectivamente se
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debe aceptar la hipétesis nula. Dichos valores outliers se deben originalmente a las malas
condiciones de conservacion del pescado en los puestos especificos que como se habia
mencionado anteriormente, presentaron medias muy elevadas; en donde estadisticamente

hablando sus medias han sido sensibles a tal efecto.

Finalmente, se puede decir que la especie de pez de Albacora (Thunnus alalunga) no
solamente incumple con el valor sefialado de control, sino que ademas presenta un valor atipico
de nivel de histamina; para lo cual Gozzi, Piacente, Cruces, & Diaz (2011) sefiala que las
especies pertenecientes a la familia Scombridae, como en este caso la albacora; contiene un
alto contenido del aminoacido histidina, precursora de la histamina, para lo cual sufren este
proceso por accién de la enzima histidina descarboxilasa de origen bacteriano. Es importante
resaltar que para que se forme histamina tiene que existir histidina libre. Por otro lado, Bulushi
Al. et. al (2009) establece que la histamina se produce debido a que los tanidos presentan altos
contenidos del histidina libre (méas de 100 mg/1000 g de pescado), aminoacido que se degrada
por la accibn de determinadas bacterias contaminantes de la familia de
las Enterobacteriaceae (como Enterobacter aerogenes, Klebsiella variicola, Klebsiella
pneumoniae, Pantoea agglomerans, Proteus mirabilis o Serratia marcescens). La formacion de
histamina, dependiente de la cantidad de histidina libre que contenga el atiin (en este caso atin
blanco) y de la contaminacién bacteriana inicial, se acelera cuando el pescado se expone a
temperaturas ambiente (20 - 25 °C). Por tanto se puede decir que a mas de que esta especie ha
presentado un alto nivel de histamina por su alto contenido de histidina libre, la influencia de la
malas practicas de manipulacion y conservacion ha hecho que las Enterobacteriaceaes, a

través de la enzima histidina descarboxilasa se desencadene el nivel de la toxina en estudio.

Ademas es importante destacar que el estudio realizado por Hernandez |. y Suarez S. (2015)
del Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia (INHEM) en Cuba acerca del
“Contenido de histamina en pescados y productos pesqueros. Efectos de la vigilancia en el
periodo 2010 — 2074”; en donde 128 muestras en todo tipo de presentacion y método de
conservacion fueron analizadas con el objetivo de detectar los niveles de histamina presentes
en los pescados y productos pesqueros que pudiesen producir patologias (histaminosis)
referentes a las enfermedades producidas por los alimentos (ETA), para lo cual se obtuvo que
el 17,24% de las muestras de pescado en el caso del fresco; se encontraron por encima de 100
mg/kg; que es el Limite Maximo de Residuos para esta sustancia en Cuba. Por lo tanto se
puede decir que los resultados obtenidos a través de dicho estudio, se aproximan con los
niveles de histamina resultantes en las 210 muestras analizadas; de las cuales el 20% se
encontraron por encima del LMR establecido por la normativa de dicho pais, lo cual evidencia

una vez mas las falencias en la manipulacién del pescado.
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Sin embargo, en discrepancia con estos resultados, en otro estudio se observo que después de
analizar 35 muestras de pescado; entre éstos el atin que esta dentro de la familia Scombridae
al igual que la albacora, que fueron recolectadas de varias tiendas en Bosnia y Herzegovina por
la Inspeccion Sanitaria del Ministerio de Salud del Canton Sarajevo; para lo cual asi mismo se
utilizé un kit comercial para ELISA RIDASCREEN® para Histamina; el 100% de las mismas se
encontraron con niveles de histamina por debajo de 100 ppm (Smajlovic A., 2008). Para lo cual
se puede sefialar que las condiciones en las que trabajan estas tiendas de donde se
recolectaron las muestras son apropiadas desde la infraestructura hasta la capacitacion del

personal.

Ademas, para hacer hincapié a la influencia de la Temperatura y Atributos Sensoriales en la
contaminacion del pescado por histamina; cabe indicar que los resultados obtenidos a través
del estudio realizado por Gozzi M. et. al (2011), indican que el pescado de la especie caballa
(Familia Socombridae) mantenidas durante 2 dias a la temperatura de 6°C en heladeras
domeésticas no presentan problemas para la salud humana porque el contenido de histamina se
encuentra por debajo del maximo permitido legalmente. No ocurre lo mismo a la temperatura
ambiente de 20 °C, en que los ejemplares deben ser desechados después de las 24 horas para
su consumo. Por otra parte, sus observaciones advierten que el analisis sensorial no garantiza
la inocuidad del producto. Estas observaciones indicarian que los altos niveles alcanzados en
algunos casos en ausencia de indicadores sensoriales de deterioro se deben a que después de
la muerte los mecanismos de defensa del pescado no inhiben el crecimiento bacteriano y las
bacterias productoras de histamina comienzan a crecer y a producirla (FDA, 2001). La
protedlisis post-mortem libera histidina adicional a partir de la proteina muscular razén por la
cual la concentracion de histamina puede alcanzar niveles altos en ausencia de indicadores

organolépticos de deterioro (Rossano et al, 2006).



Arciniega Alvarado, 36

CAPITULO IV

CONCLUSIONES

El 50% de las muestras analizadas, que constituyen pescado fresco comercializado en el
mercado municipal “EL Arenal”, evidenciaron que se encuentran dentro de los limites permitidos

por la FDA que es de <17 ppm.

Al realizar el analisis de varianza ANOVA de un factor con un intervalo de confianza del 95%, se
determind que no existen diferencias significativas entre los 10 puestos de expendio de pescado
al no poder rechazar la hipétesis de igualdad de medias, ya que se obtuvo un nivel de

significancia mayor a 0,05.

El pez Albacora (Thunnus alalunga), presenté la concentracién mas alta de histamina en los 10
puestos de venta durante los tres muestreos realizados. Ademas los valores obtenidos después
de un andlisis estadistico de las variables como la Temperatura y la Concentracion mostraron
una correlacion positiva debido a que la influencia de la primera aumenta a la segunda; es decir
a mayor temperatura, mayor nivel de histamina; para lo cual se explica que por pertenecer a la
familia Escémbridos, contiene un alto contenido de histidina libre que junto con las malas
condiciones presentes en su manipulaciéon y conservacion anteriormente mencionadas han
provocado la descarboxilacion del aminoacido y consecuentemente la formacion de un alto nivel

de histamina.

Finalmente, se puede decir que los resultados obtenidos permiten concluir que las condiciones
de almacenamiento, manipulaciéon y exposicién de pescado en el establecimiento comercial
demuestran serias falencias, ya que la producciéon de histamina fue mas evidente a una
Temperatura por encima de los 10°C. Por tanto se elaboré un Manual con el fin de crear
conciencia en los vendedores acerca del riesgo que existe brindar un producto peligroso para la
salud del consumidor, a mas de capacitarlos especificamente acerca de la manipulacion del
pescado ya que la determinacién de histamina solamente se puede detectar a través de un
procedimiento quimico, debido a que el pescado puede contener niveles téxicos de histamina
sin presentar ninguno de los parametros sensoriales que habitualmente caracterizan la

descomposicion como indicador de dicha contaminacion.

Adicionalmente, se recomienda a las autoridades competentes brindar un mayor control y
seguimiento en los mercados para poder garantizar de alguna manera la seguridad de consumo

para la comunidad.
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ANEXOS

Anexo 1: Instructivo del Kit Veratox® para histamina de Neogen®
Producto n.* 9505

Lea las instrucciones detenidamente
antes de comenzar el analisis

#F\Veratox

Analisis Cuantitativo
de Histamina
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S8 B ormato CAS0S 02 DAIENSES ¥ MUSN? &N Ca30S 00 NORICA00N esComiv e

Debdo a su patencial 08 provocar enfermodnd ea humancs |2 Direcoon Federal de Farmacos y Almentod (FOA)
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Anexo 2: Comparaciones Multiples. Estadistico Post — hoc.

Comparaciones multiples

Variable dependiente:

Concentraciéon _ppm
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95% de intervalo de
Pu:s)tos Pugc,)tos Difer?ncia de Etror Sig. confianza
venta _venta medias (I-J) estandar Limite Limite
inferior superior
Bonferroni 1 2 -6,633333 5047,2405 | 1,00 | -19208,252 | 19194,985
3 -11,800000 | 5047,2405 (1,00 | -19213,418 | 19189,818
4 -10,300000 5047,2405 |1,00| -19211,918 | 19191,318
5 -16,800000 5047,2405 | 1,00 | -19218,418 | 19184,818
6 -11336,033 | 5047,2405 (1,00 | -30537,652 | 7865,5855
7 -23,933333 | 5047,2405 (1,00 | -19225,552 | 19177,685
8 -16,000000 | 5047,2405 (1,00 | -19217,618 | 19185,618
9 -14,466667 5047,2405 | 1,00 | -19216,085 | 19187,152
10 -489,23333 | 5047,2405 [1,00| -19690,852 | 18712,385
2 1 6,633333 5047,2405 | 1,00 | -19194,985 | 19208,252
3 -5,166667 5047,2405 | 1,00 | -19206,785 | 19196,452
4 -3,666667 5047,2405 | 1,00 | -19205,285 | 19197,952
5 -10,166667 5047,2405 | 1,00 | -19211,785 | 19191,452
6 -11329,400 | 5047,2405 (1,00 | -30531,018 | 7872,2189
7 -17,300000 | 5047,2405 (1,00 | -19218,918 | 19184,318
8 -9,366667 5047,2405 | 1,00 | -19210,985 | 19192,252
9 -7,833333 5047,2405 | 1,00 | -19209,452 | 19193,785
10 -482,60000 | 5047,2405 [1,00]| -19684,218 | 18719,018
3 1 11,800000 5047,2405 | 1,00 | -19189,818 | 19213,418
2 5,166667 5047,2405 | 1,00 | -19196,452 | 19206,785
4 1,500000 5047,2405 | 1,00 | -19200,118 | 19203,118
5 -5,000000 5047,2405 | 1,00 | -19206,618 | 19196,618
6 -11324,233 5047,2405 | 1,00 | -30525,852 | 7877,3855
7 -12,133333 5047,2405 | 1,00 | -19213,752 | 19189,485
8 -4,200000 5047,2405 | 1,00 | -19205,818 | 19197,418
9 -2,666667 5047,2405 | 1,00 | -19204,285 | 19198,952
10 -477,43333 5047,2405 | 1,00 | -19679,052 | 18724,185
4 1 10,300000 5047,2405 |1,00| -19191,318 | 19211,918
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2 3,666667 5047,2405 (1,00 | -19197,952 | 19205,285
3 -1,500000 5047,2405 (1,00 | -19203,118 | 19200,118
5 -6,500000 5047,2405 (1,00 | -19208,118 | 19195,118
6 -11325,733 | 5047,2405 | 1,00 | -30527,352 | 7875,8855
7 -13,633333 | 5047,2405 | 1,00 | -19215,252 | 19187,985
8 -5,700000 5047,2405 (1,00 | -19207,318 | 19195,918
9 -4,166667 5047,2405 (1,00 | -19205,785 | 19197,452
10 -478,93333 | 5047,2405 | 1,00 | -19680,552 | 18722,685
1 16,800000 5047,2405 (1,00 | -19184,818 | 19218,418
2 10,166667 5047,2405 (1,00 | -19191,452 | 19211,785
3 5,000000 5047,2405 (1,00 | -19196,618 | 19206,618
4 6,500000 5047,2405 (1,00 | -19195,118 | 19208,118
6 -11319,233 | 5047,2405 | 1,00 | -30520,852 | 7882,3855
7 -7,133333 5047,2405 (1,00 | -19208,752 | 19194,485
8 ,800000 5047,2405 (1,00 | -19200,818 | 19202,418
9 2,333333 5047,2405 (1,00 | -19199,285 | 19203,952
10 -472,43333 | 5047,2405 | 1,00 | -19674,052 | 18729,185
1 11336,033 5047,2405 (1,00 | -7865,5855 | 30537,652
2 11329,400 5047,2405 (1,00 | -7872,2189 | 30531,018
3 11324,233 5047,2405 (1,00 | -7877,3855 | 30525,852
4 11325,733 5047,2405 (1,00 | -7875,8855 | 30527,352
5 11319,233 5047,2405 (1,00 | -7882,3855 | 30520,852
7 11312,100 5047,2405 (1,00 | -7889,5189 | 30513,718
8 11320,033 5047,2405 (1,00 | -7881,5855 | 30521,652
9 11321,566 5047,2405 (1,00 | -7880,0522 | 30523,185
10 10846,800 5047,2405 (1,00 | -8354,8189 | 30048,418
1 23,933333 5047,2405 (1,00 | -19177,685 | 19225,552
2 17,300000 5047,2405 (1,00 | -19184,318 | 19218,918
3 12,133333 5047,2405 (1,00 | -19189,485 | 19213,752
4 13,633333 5047,2405 (1,00 | -19187,985 | 19215,252
5 7,133333 5047,2405 (1,00 | -19194,485 | 19208,752
6 -11312,100 | 5047,2405 | 1,00 | -30513,718 | 7889,5189
8 7,933333 5047,2405 (1,00 | -19193,685 | 19209,552
9 9,466667 5047,2405 (1,00 | -19192,152 | 19211,085
10 -465,30000 [ 5047,2405 | 1,00 -19666,918 | 18736,318
1 16,000000 5047,2405 | 1,00 | -19185,618 | 19217,618
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2 9,366667 5047,2405 (1,00 | -19192,252 | 19210,985
3 4,200000 5047,2405 (1,00 | -19197,418 | 19205,818
4 5,700000 5047,2405 (1,00 | -19195,918 | 19207,318
5 -,800000 5047,2405 (1,00 | -19202,418 | 19200,818
6 -11320,033 | 5047,2405 | 1,00 | -30521,652 | 7881,5855
7 -7,933333 5047,2405 (1,00 | -19209,552 | 19193,685
9 1,533333 5047,2405 (1,00 | -19200,085 | 19203,152
10 -473,23333 | 5047,2405 | 1,00 | -19674,852 | 18728,385
9 1 14,466667 5047,2405 (1,00 | -19187,152 | 19216,085
2 7,833333 5047,2405 (1,00 | -19193,785 | 19209,452
3 2,666667 5047,2405 (1,00 | -19198,952 | 19204,285
4 4,166667 5047,2405 (1,00 | -19197,452 | 19205,785
5 -2,333333 5047,2405 (1,00 | -19203,952 | 19199,285
6 -11321,566 | 5047,2405 | 1,00 | -30523,185 | 7880,0522
7 -9,466667 5047,2405 (1,00 | -19211,085 | 19192,152
8 -1,533333 5047,2405 (1,00 | -19203,152 | 19200,085
10 -474,76666 | 5047,2405 | 1,00 | -19676,385 | 18726,852
10 1 489,23333 5047,2405 (1,00 | -18712,385 | 19690,852
2 482,60000 5047,2405 (1,00 | -18719,018 | 19684,218
3 477,43333 5047,2405 (1,00 | -18724,185 | 19679,052
4 478,93333 5047,2405 (1,00 | -18722,685 | 19680,552
5 472,43333 5047,2405 (1,00 | -18729,185 | 19674,052
6 -10846,800 | 5047,2405 | 1,00 | -30048,418 | 8354,8189
7 465,30000 5047,2405 (1,00 | -18736,318 | 19666,918
8 473,23333 5047,2405 (1,00 | -18728,385 | 19674,852
9 474,76666 5047,2405 [1,00| -18726,852 | 19676,385
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Anexo 4.

Manual de Buenas Practicas de Manipulacién y Conservacion del Pescado.
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