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Resumen.- Muestras de dorado (Coryphaena Irippims) fucron analizadas con modificacioncr dcl mktodo Lcrkc A. Peter. Porcuna N. 
Martina, and C%in B. Henry (1978). Lac muestras dc pcscado fucron prcviamcntc cspucstas a tcmpcratura ambicntc por 18 horas, 
con ei fm de incrementar su contenido de histamina. Fueron usadas dilucioncs dc 3, 4 y 5 mg/ml dcl rcactivo dc pcrosidrsl (HRP) 
en el d s i s  de las muestras de pescado con una concentracibn mayor a 10 mg/100 g dc histamina. 

El mejor desml lo  de color luego de 30 minutos sc obscrv6 con la conccntraci6n dcl rcactivo dc 4 mg/ml dc HRP. 
La presmte modifjcacii6n mejora la metodologfa dc Lcrkc y otron, dcbido a quc cr mis fdcil dc apliar cn el laboratorio y en cl 

camp, pennitiendo una mejor ejecuoien en un corto perlodo dc ticmpo. 

Abtnct.- Ssmples of Dolphinfish (Coryphaena liipprrms) wcrc analysed for histamine contcnt using the mcthod of Lrrkr. A. Pctcr, 

fi Porcuna N. Martina and Chin & Hcnry (1978) with modifications. Ihc  samples wcrc previously c s p o d  at roan1 tcmpcrature for 
18 hows in order to increase their histamine contcnt. Dilutions of 3, 4 and 5 mg/ml of horscrrdish pcrosidasc (IIRP) rcascnt wcrc 

P used, in the a&yws of fa m p l m  known to mSabie more than 10 mg/100 g of histaminc concrntrition. Tllc hcst cIc~rlopmcnt 

4' 
of'the oobwafter 30 n&m@s wassobserved with a reagcnt conccntration of 4 mp/n~l of HRP. 

The present modifreation irnprovcs thc Lerkc, ct. al. (op.cit.) methodology and makes it casy to rlsc in t llr I:ihor:itory and in - 
P the f ~ l d .  

En  la costa ecuatoriana, donde la temperatura de sus aguas fluctda entre 20-29OC con una temperatura ambiente en- 
tre 30-3S°C durante el dfa donde ademas la manipulaci6n y el enfriamiento de la pesca son inadecuadas en algunos 
casos y en otros no  existe, 10s peces como atdn, (T\~urrnlts alhac.ares); dorado ( C o ~ ~ p i ~ a r r ~ o  Aipprrrrrs) y macarela han 
mostrado niveles de histamina significativos que va aumentando a medida que pasa el tiempo expuestos a esta tempe- 
raturas, y como con un  simple andisis organol6ptico estos niveles n o  pueden ser detectados, es que se vi6 la urgente 
necesidad de introducir y adaptar una metodologfa rapida y semicuantitativa para detectar por simplc desarrollo de 
color el contenido de histamina que sobrepasa el lfmite escogido como maximo de  10  mgs O/o (rcf. Lcrke, et. al., 
1978), la observaci6n de este color da un criterio objetivo al analista para poder reportar positiva o negativamente, 
sin situarse en grados intermedios, cuenta ademis, con la ventaja de que pueden en un momento detcnliinado ser 
cuantificados 10s resultados en el laboratorio mediante el uso de instrumentaci6n. y puede ser usado para detectar 
histamina en cantidades apreciables de  pescado. 

Se describe en este trabajo una metodologfa usando enzimas que son especfficas y catali~adoras eficicntcs, las nlis- 
mas que ya han sido probadas y usadas en analisis bioqufmico (Towshead, 198 1 ). 

En el procedimiento que se describe, la histaminasa (diamino oxidasa), actlSa sobre la histamina formando per6xi- 
d o  de  hidr6geno que es luego transformado por peroxidasa, con la formaci6n simultanea de cristalcs de color violeta 
por oxidaci6n de  su forma leuco, como lo reporta Mottola et. al., 1970. 

El mbtodo de Shore/Taylor fue usado para cuantificar las concentraciones de histamina presentes en las muestras 
(Anexo 1) realizhdose 10s dos anaisis al mismo tiempo 

s 
MATERIALES 

- Dorado (mahi-mahi) Coryphae~ra hipptrnrs almacenado a temperatura ambiente (30-33OC) durante 18  horas, con el 
fin de obtener materia prima en la que se habfan desarrollado concentraciones apreciables de histamina. 
Con el fin de conseguk un  rango de diferentes concentraciones de histamina se procedi6 a tomar muestras cada 3 
horas las mismas que fueron congeladas hasta el subsiguiente anaisis. 
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Rnctivos y Buffa 

- Diamino oxidasa. (DAO) Sigma Chemical Company 7876 disuelta en agua y almacenada a (0-S°C). 
- Hidrbgeno peroxidasadxido-reductasa horse radish peroxiaase (H R P) sigma chemical Company P-8250 se disdlvib 

en agua y se almacenb a (0-S°C). - Leuco cristal-violeta (LCV) Sigma Chemical L5760, disuelto en CIH al O.SO/o proteg%nd&o de la luz y refrigerado 
a la misma temperatura que 10s anteriores. - Soluci6n buffer que fue una mezcla de 2 soluciones 0.1 5 M de POq H2K y PO4-H Na2, tambi6n refrigerada. 

METODOLOCIA 

Se r e a h m n  dos pruebas: 

1. Utilkando 1 ml del filtrado promiente del hbmo@%@&db be 5 g. de rnuegtra y 5 nil. de sgw destilada. 
2. Usando papel f i lm de 1 cm2 &e tam60 que era '&l&cado directamente entre el mdFDeuPo 1a1 pescado a fin de que - se impregne en su jugs. . - L _  , . 

Las muestras asl obtenidas fueron colocadas en tuWs &e'v%dH"'&e 20 rnl de capad&& 
+ 1 ml del buffer y 0.5 ml de DAO y HRP respe&vmehtt; StfgPegmoh rr cada uno d9' 
mspectiva agitacibn degpuds de cada adicibn, par-* rdi&mn * b W t ) ~  de p a ~destilada 
en lugar de la muestra, 0.1 ml de LCU fue aiiadido postedormente, el desarrollo del color fue obsma(10 visualmen- 

. . 
te, cada 5 minutos hash .media hora desptti5g. 6 .  < -:21 r -  

Se realizaron 3 determinaeiones al mismo tiernpo, bbn Y d& variante en lo que respects a k etz&&%hb&&'tltl 
HRP que fue &t: 3,4  y 5 mg/ml. 7 ' r . ,  , t , . ,  ' 

Seg(m el trabajo de M e ,  et. al. fEW8) el u b  drpl WriffW$ @f&entes pH y concentraciones, y del DAO no oamW 
la sensibilidad de este rnhtodo. Pero & el uso d e ' d E f e r & ~ n m ~ h c i o n e s  de HRP como las usadas en este traba- 
jo se 1-5 un canlbio en sensibilidad. 

Mueorrao que contenian desde 0.5 hasta 115 mg O/o (determinedas por el metodo de ShorelTaylor) fueron utiliza- 
das. 

Tambih se realfiaron pruebas con muestras enlatadas de atdrn,-niacarsla y sardina, por 10s 2 metodos. 

A1 igual que 1 hetodologia usada por Letke et. al., W78 &~si&&mw standares pescado con diferentes comntraeio- 
nes de h14tamina product0 de difmntes etapas de d e s c ' u m p ~ ; p u e s  .se c de hidro- 
clonnu, de histamina w & ~ s  as dmamollaban la coloraoih&#@i%t'~a@b&ai 
LO% anHlisis fuer& &%&&s'inmdhtamertte de d e s e u w W  -fnuegtrak,pa& a de desamllo 

de un nivel mayor de h~~ aZ que posefan. " l l * . ' # . , . J .  9 . .  

Los dos m4todos usad i idp i  tas pmebas (filtracibn del ho p la itqregnad5ii tie k mmWa eon papel 
fidtro de 1 an2)  disron &hltlldm c&nparativos y reproducibles. . . 

El tiempo necesario para oMener unz vbualizaci6n &el d e ~ ~ ~ e  cokr fue de 3OS, e n c o ~ i h d o s e  dificultad al 
' 

efectuar las lecturas en el colorfmetro debfdo a que cuando se b a b e  can 12 muestras a nL el U h p o  entre la lec- 
tura de la primera y fa tllthna mu- es mficiente para que se &&a$&lb mayor cdmat~ ib  en las Bltimas, aiendo 
este mCtodo cualitativo ideal para obseivaci6n visual contra 1 fmdo b:l&tco p no colorim&rico. 

Para conseguir 10s papelbs ~IW%WIRB am la lnumtm objeto de e&Mb, es mejor coIocarlos en el cWe  d W d e  
b d e d o r  o cercano a la abeza del pescado pues se presume que es el &UL donde se concentra mayor cantidad de 
histamina, reduciendo a d  el riesgo de no poder identificar pescado con &to Contenido de histamina cuimde el pa- 
pel es cblocado en otra drea. 

Del mismo sitio donde se r e a W  el corte, para la prueba malitativa, se tom&Pmmtm IQS vP1ores 
de histamina por el m6todo de Shore/Tajrior. (Anexo I). 

Con las 3 concentraciones de HR.P (3.0, 4.0 y 5.0 aug/ml) usadas el desarrollo de k coloraci6n v ~ Q I c ~ ~  no mwtraba 
ninguna diferencia significativa en las mwtms  que contenian hasta 6 mgO/o de Histamina de ahi para adelome se 
d e m l l 6  la coloracibn per&ctamea& mas&& una mayor intentxidad, las de, kr ooncentnciBn de 
3.0 mglml m k  que la de 4 mg/ml y &&a 
Al cabo de 30 minutos las pruebas en b y e  se ed W@~sarrol laron urn colon- 

ci&n violeta fuerte con un contenido de 8 mgO/o.de histainha.- t. * : - I .  

Las muestras con 4.0 mglml de HRP desarrolaron igual coloracibn que la anterior, per0 a partir de aquellas quc 
conteniw I1 mgO/o de Histamina, y con la concentraci6n 5.0 mg/ml de HRP, la coloraci6n fuerte se demmdlb en 
b s  muestras con 16 mgO/o de Histamina. 

RECOMENDACIONES 

- En base a este trabajo se aconseja el empleo de concentraciones de HRP de 4.0 mglml a fin de evitar quc m u m  



con un contenido de 10 mgO/o o menos de Histamina no desarrollen la coloracih fuerte al t h i n 0  de 30'. - dos formas usad& para ohtener la muestra de ensayo son igualmente efectivas y del sitio de donde cw obten- 
ga la muestra, dependera la metodologfa a emplearse (en la playa, fibrica o.laboratorid - Es importante Fealizar por duplicado el an;llisis tomando muestras de los dos lados dorsales del pescrdo can d 
objeto de evitar el prublema de diferentes concentraciones de Histamina de varios sitios pmvenientes del minno 
pesado. - Este mbtodo es aconsejable como una prueba preliminar para detenninar si existe o no, altas concentraciones do Si%q Histamina, debiendo en cam positivo cuantificu la cantidad real existents en 10s pucados, por mbtodos flu- 
mbtricos. 

- La venwa de este mbtodo es la rapidez en su ejecuci6n y el nfimero de muestrao que pueden analizarw al mismo 
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Tahh I .- Ucsanollo du color despuds de trcinta minutos 

3 mg/ml. HRP 4.0 mg!ml. IlRP 5.0 mglml. IIRP 

(mf lo) 

1 1.6 
2 1.9 
3 1.9 
4 2 .o 
5 2.2 
6 2.2 

7 8 
2.3 2.5 1 1 LORACION 9~ &LORAC~ON , ] SIN COLORACION 

9 2.7 - g .  
10 3.1 - .  \ ,  

1 1  3.1 I t 

12 
c! 

3.7 
13 4.6 
14 6 . 6  1 1 

LIGERA COLORACION 
1s 6.2 VIOLICT A LIGEW COWRACION i 16 6.2 VIOZImA i&'4 LGIRA COLORACION 
17 6.6 VIOLITA 
18 6.9 MEDIANA COLORACION i 1 
19 7.1 VIOLETA 
20 7.2 
?I 8.1 MEDIANA COLORACION 
? 2 9.0 VIOLETA 
23 10.0 

I 
MIDlANA COLOKACION 

24 11.2 

1 VIOLETA 
25 12.2 FUERTE OLORACION FUERTE COIDRACION 
26 16.1 VIOLETA VIOLETA FUERTE COLORACION 
27 23.1 VIOLET 
28 23.1 
29 35.3 
30 435 C O L O R A C I O N  V I O L E T A  
3 1 62.3 
32 91.4 
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re. 1 A.- ~ i i ~%" ;o  dc Iri*taminr cn Iiiucstras usando conccntnciones dc 3.0 mcr,'ml de HKp. MUESTRAS 



P@.gB n~#Plu  dc histamina cn nluestras usando conrcntncioncs dc 4.0 mg,'ml dc HRP. -4 MUESTRAS 



PL. IC.- mgsO/o de muestrrs de hittamina usando concentr~cioncs dr 5.0 mglnll dc i l ~ p  MUESTRAS 



ANEXO 1 

HISTAMINA-METODO SHORE/TAYLOR 

Batio 
I 0  g de M. Marh Ajustar a 
+SO m ~ .  Tor  2-  GRZF 100 m ~ .  

0 k 1 9 d .  
2~00r.p.i i1.3 '  1 n11. H ~ O  *-~m~~~jrabaiar 

d c  ~ e t a n o l  con Metanol liq. wbrc ~Ssionizadr ~ imi l t inca -  
nrdrntc nicntc: 

standard y blanco 

MUESTRA 
PROBLEMA 

+ 
5 ml. de liq. 

Sobrenadantc (M) + 
I ml. Na OH (5N) + 

CO3Na2 
(aprox. 1.5-2.0 g) 

Agitar vigorosamente 
t 

6 mL deH20 saturada 
con n-butanol 
Agltar 

+ Tomar 3 ml. 
Fau: o r g i ~ c a  (sup.) + 

FASE ORG ANlCA 88 
t 

3 ml.CI H (0.1 N) 

Fase i d d a  (id.) 
+2mLCIH(O.IN) 
4 

FASE AC1DA.- 88 
+ 

0.8 mL de NaOti(1N) + 
0.2 ml. de  O.P.T. + 
Dejar a temperatura 
ambiente por 4' + 

0.4 ml. de  QH(3l9 

5 nil. dc H 2 0  
Dcsionizada *+ 
I ml. Na OH (SN) + 

C03Na2 
(aprox. 1.5-2.0 g) 

Agitar vigorosamente 
t 

6 rnl. de H 2 0  saturada 
con n-butanol 

Agitar 
+ Tomar 3 mL 

F a x  orginica (,sup) 
4 

FASE ORGANICA- 88 + 
3ml CIH(O.1 N) 

F a x  icida (inf). 
$2 ml.CIH(O.1N) 
C 

FASE AC1DA.- 09 
+ 

3.8 ml. de Na OH (IN) 
+ 

D.2 mL de O.P.T. + 
Dqar a tempcratura 

ambiente por 4' 
7 3 a  + 

0.4 mL dc CIH (3N) 

EFECIWAR LAS LECTURAS CON EL FLUOROMETRO 

s r m m D  10 
+ 

5 mL Sol. de: 
SUM. HISTAMINA 

dihydroclorhidre + 
1 ml. Na OH(SN) + 

(333 Naa 
(aprox. 1.5 r2.0 g). 

6 ml de H 2 0  saturada 
can n-butanol 

Aaitar 
-+ Tomar 3 ml. 

Fase orghnia (sup) + 
FASE ORGANICA- 88 

3 ml. C@@.l N ) p ~ c k r  
+ T a m w 2 d  

*$ W.) 
%m, mml, 

F a s E  ACIDA.- 30 + 
4 

0 1  ml. d e  Na OH(3N) 
t 

0.2 mL de O.P.T. + 
Ddar a temperatun 

arnbiente por 4' + 
0.4 ml. de  CIH(3N) 

De donde: 

Hm = HISTAMINA (mg/100 g) 
LM = Lectura de la mucstra 
LS = M u r a  del Standard (0.9 ug/niD 
B = Ledura del blanco. 


