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Resumen.- Muestras de dorado (Coryphaena hippurus) fueron analizadas con modificaciones del método Lerke A. Peter, Porcuna N.
Martina, and Chin B. Henry (1978). Las muestras de pescado fucron previamente expuestas a temperatura ambicente por 18 horas,
con el fin de incrementar su contenido de histamina. Fueron usadas diluciones de 3, 4 y § mg/ml del reactivo dc peroxidasa (HRP)
en el andlisis de las muestras de pescado con una concentracion mayor a 10 mg/100 g de histamina.

El mejor desarrollo de color luego de 30 minutos se obscrvé con la concentracidn del reactivo de 4 mg/ml de HRP.

La presente modificacién mejora la metodologfa dec Lerke y otros, debido a que es mds f4cil de aplicar en cl laboratorio y cn el
campo, permitiendo una mejor ejecucién en un corto perfodo de ticmpo.

Abstract.- Samples of Dolphinfish (Coryphaena hippurus) were analysed for histamine content using the method of Lerke A. Peter,
Porcuna N. Martina and Chin B. Henry (1978) with modifications. The samples were previously exposed at room temperature for
18 hours in order to increase their histamine content. Dilutions of 3, 4 and 5 mg/ml of horscradish peroxidase (HRP) reagent were
used, in the analyses of fish samples known to .containe more than 10 mg/100 g of histamine concentration. The best development
of 'the colour-after 30 minutes wasobserved with a reagent concentration of 4 mg/ml of HRP.

The present modification improves the Lerke, ct. al. (op.cit.) mcthodology and makes. it easy to use in the laboratory and in -
the field.

INTRODUCCION

En la costa ecuatoriana, donde la temperatura de sus aguas fluctia entre 20-29°C con una temperatura ambiente en-
tre 30-35°C durante el dfa donde adem4s la manipulacién y el enfriamiento de la pesca son inadecuadas en algunos
casos y en otros no existe, los peces como atin, (Thunnus albacares); dorado (Coryphaena hippurus) 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 andlisis organoléptico estos niveles no pueden ser detectados, es que se vi6 la urgente
necesidad de introducir y adaptar una metodologfa rdpida y semicuantitativa para detectar por simple desarrollo de
color el contenido de histamina que sobrepasa el Ifmite escogido como maximo de 10 mgs @fo (ref. Lerke, et. al.,
1978), la observacién de este color da un criterio objetivo al analista para poder reportar positiva o negativamente,
sin situarse en grados intermedios, cuenta ademas, con la ventaja de que pueden en un momento determinado ser
cuantificados los resultados en el laboratorio mediante el uso de instrumentacién, y puede ser usado para detectar
histamina en cantidades apreciables de pescado. ;

Se describe en este trabajo una metodologfa usando enzimas que son especficas y catalizadoras eficientes, las mis-
mas que ya han sido probadas y usadas-en andlisis bioqufmico (Towshead, 1981).

En el procedimiento que se describe, la histaminasa (diamino oxidasa), actiia sobre la histamina formando per6xi-
do de hidrogeno que es luego transformado por peroxidasa, con la formacion simult4nea de cristales de color violeta
por oxidacién de su forma leuco, como lo reporta Mottola et. al., 1970.

El método de Shore/Taylor fue usado para cuantificar las concentraciones de histamina presentes en las muestras

(Anexo 1) realizdndose los dos anélisis al mismo tiempo
MATERIALES

- Dorado (mahi-mahi) Coryphaena hippurus almacenado a temperatura ambiente (30-339C) durante 18 horas, con el
fin de obtener materia prima en la que se habfan desarrollado concentraciones apreciables de histamina.
Con el fin de conseguir un rango de diferentes concentraciones de histamina se procedi6 a tomar muestras cada 3
horas las mismas que fueron congeladas hasta el subsiguiente andlisis.
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Reactivos y Buffer

- Diamino oxidasa. (DAO) Sigma Chemical Company 7876 disuelta en agua y almacenada a (0-5°C).

- Hidrégeno peroxidasa-6xido-reductasa horse radish peroxidase (H R P) sigma chemical Company P-8250 se disolvi6
en agua y se almacend a (0-59C).

- Leuco cristal-violeta (LCV) Sigma Chemical L5760, disuelto en CIH al 0.5%/0 protegiéndolo de la luz y refrigerado
a la misma temperatura que los anteriores.

- Soluci6n buffer que fue una mezcla de 2 soluciones 0.15 M de PO4 HoK y PO4-H Na,, también refrigerada.

METODOLOGIA

Se realizaron dos pruebas:

1. Utilizando 1 m! del filtrado proveniente del homogenizide de 5 g. de nmuestra y 5 ml. de agua destilada.
2. Usando papel filtro de 1 ¢m? de tamaiio gue era colﬂcado dtrectamente entre el mﬂ‘swlo del pescado a fin de que

se impregne en su jugo. =

Las muestras as{ obtenidas fueron colocadas ‘en- tubos de vidsio—de 20 :ml de capacidad provistos de tapa rosca;
+ 1 ml del buffer y 0.5 ml de DAO y HRP respectivamente, s& dpregaron a cada uno détos tubos de prueba con la
respectiva agitacion después de cada adicidn, paralelamente-se realizaren blancos de prueba®uiighd@otigna destilada
en lugar de la muestra, 0.1 ml de LCU fue anadido postenormente, ¢l desarrollo del color fue obsenaﬂo visualmen-
te, cada § minutos hasta .media hora después T

Se realizaron 3 determinaciones al mismo hempo, eon ﬁ‘ ﬂhiéa vanante en lo que respecta a la conmlsne%n-del
HRP que fue de: 3,4y S mg/ml. Fooew

Seglin el trabajo de Lerke, et. al. (1978) el uso de bufférd diferentes pH y concentraciones, y del DAO n6 cambi6
la sensibilidad de este método. Pero con ‘el uso de dffemniancenhacnones de HRP como las usadas en este traba-
jo se togrd un cambio en Ia sensibilidad.”

Muestras que contenfan desde 0.5 hasta 115 mg ©/o (determmadas por el método de Shore/Taylor) fueron utiliza-
das.

También se realizaron pruebas con muestras enlatadas de atiin, macarela y sardina, por los 2 métodos.

RESULTADO Y DISCUSION

Al jgual que 14 rhetodologfa usada por Lerke et. al., 1978 se usd‘conro ‘standares pescado con diferentes cocentracio-
nes de hiftamina producto de diferentes etapas de descompﬁﬁ‘mmi pues se comprobb que concentracionés de hidro-
cloruro de histamina usados no desarrollaban la coloracibn Gue ¢'ésperaba al; adthﬁs yedetivhs.

Los andlisis fuerdh réhferados’ inmediatamente de deseoﬁgaaaisllas fnuestrax ‘path evitar el problema de desarrollo
de un nivel mayor de histafina al que posefan. ~ 0 1

Los dos metodos usados pird las pruebas (filtracidon del homogcmzado y 1a impregnacibs de Ia muestra con papel
filtro de 1 cm2) dieron redultados comparativos y reproducibles.

El tiempo necesario para obtener una visualizacién del desarrollo @e color fie de 30°, ericontrandose dificultad al
efectuar las lecturas en el colorfmetro debido a que cuando se trabaja con 12 muestras o mds el tiémpo entre la lec-
tura de la primera y 1a tiltinra muestra es suficiente para que se ‘desarrélle mayor coloracién en las dltimas, slendo
este método cualitativo ideal para obsetvacion visual contra 1 fondo blanco y no colorimétrico.

Para conseguir los papeles impregnados conlamuestra objeto de estisdio, ‘es mejor colocarlos en el corte sitaado
alrededor o cercano a la cabeza del pescado pues se presume que es €l sitio donde se concentra mayor cantidad de
histamina, reduciendo asi el riesgo de no poder 1dent1ficar pescado con alto contemdo de h:stamma cuando el pa-
pel es colocado en otra 4rea.

Del mismo sitio donde se realiz6 el corte, para la prueba eualitativa, sé¢ tonmd 1a miestra para cumtlﬁcar los valores
de histamina por el método de Shore/Taylor. (Anexo I).

Con las 3 concentraciones de HRP (3. 0, 4.0-y 5.0 mg/ml)usadas el desarrollo de la coloracién violeta no mostraba
ninguna diferencia significativa en las muestras que contenian hasta 6 mg®/o de Histamina de ah{f para adelante se
desarollé la coloracidbn perfectamente ble- mostrande una mayor intensidad, las de. }a concentracion de
3.0 mg/ml mas que la de 4 mg/m] y ésta.mas qneh&e S/l (TablaNe. 1 y Figs. 1A By €): -

Al cabo de 30 minutos las pruebas en las que se us la concentracion de 3 mg/ml de HRPydesarrollaron una colora-
cién violeta fuerte con un contenido de 8 mg®/o.de histamina.- LA N

Las muestras con 4.0 mg/m] de HRP desarrolaron igual coloracibn que la antenor, pero a partir de aquellas que
contenian 11 mg®/o de Histamina, y con la concentracién 5.0 mg/ml de HRP, la coloracion fuerte se desarrollé en
las muestras con 16 mg©®/o de Histamina.

RECOMENDACIONES

- En base a este trabajo se aconseja el empleo de concentraciones de HRP de 4.0 mg/m] a fin de evitar que muestras
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con un contenido de 10 mg®/o o menos de Histamina no desarrollen la coloracién fuerte al término de 30°,

- 1as dos formas usadas para obtener la muestra de ensayo son igualmente efectivas y del sitio de donde se obten-
ga la muestra, dependers la metodologfa a emplearse (en la playa, fAbrica o laboratorial

- Es importante realizar por duplicado el andlisis tomando muestras de los dos lados dorsales del pescado con el
objeto de evitar el problema de diferentes concentraciones de Histamina de varios sitios provenientes del mismo
pescado.

- Este método es aconsejable como una prueba preliminar para determinar si exjste o no, altas concentraciones de
Histamina, debiendo en caso positivo cuantificar la cantidad real existente en los pescados, por métodos fluoro-

métricos.
- La ventaja de este método es la rapidez en su ejecucion y el nimero de muestras que pueden analizarse al mismo

tiempo.
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Tabla 1.- Desarrollo de color después de treinta minutos
MUESTRA CONTENIDO DE 3 mg/ml. HRP 4.0 mg/ml. HRP 5.0 mg/ml. HRP
HISTAMINA
(mg°/0)
= = =
1 1.6
2 1.9
3 19
4 2.0
5 2.2 )
6 22 L i
7 23 >  SIN COLORACION SIN GRLORAEION L SIN COLORACION
8 25 o o
9 2.7 e
10 3.1 2000 o
11 3.1 i |
12 3.1 _ _ _
13 46 ] =]
14 “ %.6 -L LIGERA COLORACION ! o
15 i Ak 6.2 VIOLETA L. LIGERA COLORACION
16 WEH 62 _ 3 <7 VIOLETA [ LIGERA COLORACION
17 ] 6.6 ] Jj 5 VIOLETA
18 o/ 6.9 MEDIANA COLORACION }' §
19 7.1 VIOLETA o !
20 A 7.2 > " |
21 i‘ 8.1 MEDIANA COLORACION
" . 9.0 _ __|> VIOLETA = ‘ |
23 - 10.0 MEDIANA COLORACION |
24 NI, 112 ] } VIOLETA
25 12.2 FUERTE COLORACION FUERTE COLORACION ‘
2% 16.1 VIOLETA ~ VIOLETA FUERTE COLORACION |
27 23.1 : VIOLETA
28 23.1 - - |
29 353 .
30 435 -L R . «INTENSA COLORACION VIOLETA '
3 “ 623 m e . :&”f’
32 ) Ll b 914 ! a2 " w S
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Fig. 1 A.- mgs® /o de histamina en muestras usando concentraciones de 3.0 mg,/ml de HRP.
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ANEXO 1

HISTAMINA-METODO SHORE/TAYLOR
a Bano

10 g de M. Homogenizar Maria Ajustara  Transfc u uu Centrifugar B B'r 19 ml.
TorT— &) T Sl W0 >

+50 ml. oT 100 ml. 2500r.p.in.x 5" 1ml
de Metanol con Metanol

nadante

H,0 "—>Trabsajar
liq. sobre Desionizada Simultdnea-

mente:

standard y blanco

J

MUESTRA B H
PROBLEMA
-

5 ml. de lig.
Sobren_.a_damc (M)

1 ml. Na OH (5N)
+

CO3Na,
(aprox. 1.5-2.0 g)

giw vg.Fo' rosamente

6 mL deH30 saturada
con n-butanol

<Agitar
- Tomar 3 ml.
Fase orgdnica (sup.)

J
FASE ORGANICA B B
-'-

3 mLClH (0.1N)
Mezclar
—+ Tomar 2 ml.
Fase icida (inf.)
+2mLCIH(0.1N)

FASE ACIDA.- BB

+
0.8 ml. d_:_ NaOH(IN)

0.2 ml df O.P.T.

Dejar a temperatura
ambien}: por 4

0.4 ml. de CIH(3N)

b
BLANCO B B
-

5 ml. de H,0
Desionizada

1 ml:*_Na OH (5N)

C03 Naz
(aprox. 1.5-2.0 g)

_.gitar vigorosamente

6 ml. de H,O saturada
con n-butanol
Agitar

- Tomar 3 mlL
Fase orginica (sup)

{
FASE ORGANICA.- B{-B

3ml CtH(0.1 N)
Mezclar
= Tomar 2 ml.
Fase 4cida (inf).
12 mL.CIH(0.1N)

¢
FASE ACIDA- BB
+

0.8 ml. de Na OH (1N)
+

0.2 mL di O.P.T.

Dejar a temperatura
ambiente por 4°
T +

0.4 mlL de CIH 3N)

v
STANDARD QQ

§ ml. Sol. de:
SuM. HISTAMINA
dihyd_rfclorhidxe

1 ml. Na OH(SN)
+

CO3Naz
(aprox. 1.5-2.0 g).

Agitar vg orosamente

6 ml. de H,0 saturada
con n-butanol
itar
~  Tomar 3 ml.
Fase orgfnia {sup)

FASE ORGANICA.-- B B+

3 ml. GB(O-1 N) mezclar
=  Tomar?2 mil
Pase deidly (inf.)
+2ml CIH(0.1N)

FASE ACIDA.- B B
+
i

0.8 ml. de Na 2!’1 (N}
0.2 ml. de f.P.T.

Dejar a temperatura
ambienti por 4’

0.4 ml. de CIH(3N)

EFECTUAR LAS LECTURAS CON EL FLUOROMETRO

CALCULOS:
%Hm =

De donde:

— x 10

Hm = HISTAMINA (mg/100 g)

LM = Lectura de la mucstra

LS = Lectura del Standard (0.9 ug/ml).
B = Lectura del blanco.




