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Resumen:

Las proteinas que componen la carne del pescado contienen todos los aminoacidos
esenciales por lo que es considerada de alto valor biolégico. Es un medio muy propicio
para el desarrollo de bacterias, algunas de las cuales intervienen en la formacion de
una variedad de aminas, como resultado de la descarboxilacién directa de los
aminoacidos. La descarboxilacion de la histidina por enzimas bacterianas resulta en
histamina, una amina bidgena con propiedades toxicas, en ciertos niveles, para el
humano. Normalmente, los pescados involucrados son aquellos con un alto contenido
de histidina libre como los pertenecientes a la familia Scombridae y otros distintos
como los de la familia Clupeidae y Scaridae. La mayoria de las bacterias productoras
de histamina pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Luego de ser capturado, el
pescado puede contaminarse por contacto con superficies no higiénicas y exposicion
a temperaturas inadecuadas por largos periodos. Consumida en cantidades mayores
a las permitidas por el decreto 4238/68 del SENASA puede afectar la salud del
consumidor. Uno de las técnicas empleadas para la determinacién de esta amina
biégena es la cromatografia, un método fisico de separacion, en el que los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una estacionaria y otra que se
mueve en una direccion definida. En el presente trabajo se determiné el contenido de
histamina en conservas de pescado mediante la técnica de cromatografia en capa
delgada, segun Torry Research Station. Se analizaron muestras de conservas de
atun, caballa, bonito y sardina argentina, recibidas en el Laboratorio del Departamento
de Fisico-quimica del Centro Regional Buenos Aires Sur (SENASA) de la ciudad de
Mar del Plata, en el periodo comprendido entre abril y julio del afio 2016. Como
resultado, se obtuvo una proporcién de muestras aptas ampliamente superior a las no
aptas.
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1. INTRODUCCION

En Argentina, durante el 2015, se capturaron mas de 760.000 toneladas entre mas de
100 especies de peces, lo que demuestra una tendencia declinante en comparacion
con los dos afos anteriores, con una caida del 3,2 % con respecto al 2014 y un 7,5 %
con el 2013. Para tener una mayor perspectiva, puede apuntarse que las toneladas
del afio 2015 suponen una caida del 10 % respecto a la media de los ultimos quince
afos, que se ubico en 846.021 toneladas (Redes & Seafood, 2016).

En el 2015, se exportaron 460.000 toneladas, teniendo como principales destinos a
Espafia, China, Estados Unidos, Japén, Italia y Brasil. En cuanto a la importacion, el
valor arrojado fue de alrededor de 45.000 toneladas cuyo origen son Chile, Ecuador,
Tailandia y Brasil como més destacados.

El consumo local per capita se estima entre los 7 y 8 kilos anuales, incrementandose
en aquellas comunidades con mayor historia pesquera (Ministerio de Agroindustria,
2016).

Las proteinas que componen la carne del pescado contienen todos los aminoacidos
esenciales por lo que es considerada de alto valor biolégico. Es un medio muy propicio
para el desarrollo de bacterias, algunas de las cuales intervienen en la formacion de
una variedad de aminas, como resultado de la descarboxilacion directa de los
aminoécidos (Huss, 1998).

La descarboxilacién de la histidina por enzimas bacterianas resulta en histamina, una
amina bidgena con propiedades tbéxicas, en ciertos niveles, para el humano. Esta
intoxicacion se denomind intoxicacion por escombridos debido a la asociacién con
peces de la Familia Scombridae, entre los que se incluyen el atin y la caballa (Huss,
1997).

La temperatura de mantenimiento, el paso del tiempo y las condiciones higiénicas,
son factores que afectan directamente la formacion de este compuesto quimico en la
materia prima, por lo que resultan imprescindibles las buenas practicas de
manufactura (INTI, 2011a).

Niven et al. (1981) sostienen que las bacterias productoras de histamina son casi
todas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y dichos microorganismos no

pertenecen a la flora normal del pez, el cual podria contaminarse por contacto con



superficies no higiénicas y exposicion a temperaturas inadecuadas por largos
periodos.

La intoxicacion por histamina es un problema de alcance mundial en los paises donde
los consumidores ingieren pescado que contiene altos niveles de la misma. Es una
enfermedad cuyo periodo de incubacién es muy corto, de pocos minutos a pocas
horas. Los sintomas mas comunes son los cutaneos, como el rubor facial o bucal,
urticaria, o edema localizado, pero también puede verse afectado el tracto
gastrointestinal con aparicibn de nauseas, vomitos, diarrea, o0 producirse
complicaciones neurolégicas como dolor de cabeza, hormigueo y sensacion de
quemazon en la boca (Huss, 1997).

Para asegurar la inocuidad, el decreto 4238/68 del SENASA, establece que el valor
medio de un conjunto de muestras de un mismo lote para histamina en pescados
frescos, deberéd ser inferior a los 100 ppm y ninguna muestra podra tener un valor

superior a 200 ppm.

Una de las técnicas empleadas para la determinacién es la cromatografia, que
comprende una serie de métodos de separacién de analitos de una muestra, los
cuales se distribuyen de acuerdo a su afinidad diferencial entre dos fases, una
estacionaria y otra movil, para poder ser identificados y/o cuantificados (Christian,
2009).

Objetivo general:
e Determinar el contenido de histamina en conservas de pescado mediante la

técnica de cromatografia en capa delgada (TLC).



2. MARCO TEORICO

2.1 El pescado

Los peces generalmente se definen como vertebrados acuéticos, que utilizan
branquias para obtener oxigeno del agua y poseen aletas con un nimero variable de
elementos esqueléticos llamados radios (Thurman y Webber, 1984, citado por Huss,
1998).

Son los mas numerosos de los vertebrados; existiendo por lo menos 20.000 especies
conocidas y mas de la mitad (58%) se encuentra en el ambiente marino (Huss, 1998).

2.1.1 Composicion quimica

La carne de pescado es un alimento con caracteristicas nutricionales muy favorables
gue contribuyen a mantener y mejorar el estado de salud. Sus principales nutrientes
presentan atributos beneficiosos para toda la poblacion, desde nifios hasta adultos
(Alimentos Argentinos, 2014).

La composicion quimica de los peces varia considerablemente entre las diferentes
especies y también entre individuos de una misma especie, dependiendo de la edad,
sexo, medio ambiente y estacion del afio. Estas variaciones estan estrechamente
relacionadas con la alimentacion, migracion, desarrollo gonadal y desove.

En cuanto a los nutrientes del pescado, el mismo suministra una gran cantidad de
agua, entre un 66 % y un 81% aproximadamente, lo que favorece el crecimiento de
microorganismos y a su vez lo vuelve un producto altamente susceptible al deterioro.
Por otro lado, la fraccién lipidica es el componente que muestra la mayor variacion,
entre un 0,2 % y un 25%. El contenido de lipidos en filetes de pescado magro es bajo
y estable, mientras que el contenido de lipidos en filetes de especies grasas varia
considerablemente. Sin embargo, la variacion en el porcentaje de grasas se refleja en
el porcentaje de agua, dado que la grasa y el agua normalmente constituyen el 80 %
del filete (Huss, 1998). El contenido de grasa en el pescado, independientemente de
gue sea magro o graso, tiene consecuencias sobre las caracteristicas tecnologicas

post mortem, ya que a diferencia de los animales de sangre caliente, los lipidos del



pescado se encuentran en estado liquido, debido a la gran cantidad de &cidos grasos
insaturados que éstos contienen, haciéndolos mas susceptibles a la oxidacion. Los
lipidos presentes en mayor cantidad son los fosfolipidos y los triglicéridos (Zavalza
Ortega, 1994).

El contenido de carbohidratos en el musculo del pescado es muy bajo, generalmente
menor al 0,5%. Esto es tipico del musculo estriado, en el cual los carbohidratos se
encuentran en forma de glucdégeno y como parte de los constituyentes quimicos de
los nucleotidos. Estos ultimos son la fuente de ribosa liberada como consecuencia de
los cambios autoliticos post mortem (Huss, 1998).

El contenido proteico en el pescado es alto, representa entre un 16 % y un 21 %,
teniendo las proteinas un excelente balance de aminoacidos esenciales, por lo cual
estan clasificadas como de alta calidad; siendo ademas, altamente digeribles debido
a las fibras cortas del masculo (Henrickson, 1978; Dean, 1990 citado por Zavalza
Ortega, 1994). Las proteinas del pescado son muy susceptibles a la desnaturalizacion;
éstas pueden degradarse facilmente debido a las condiciones de manejo del masculo,
mediante procesos fisicos, quimicos y mecéanicos (Zavalza Ortega, 1994).

La cantidad de vitaminas y minerales es especifica de la especie y, ademas, puede
variar con la estacion del afio. En general, la carne de pescado es una buena fuente
de vitamina B y en el caso de las especies grasas, también de vitaminas A y D.
Respecto a los minerales, la carne de pescado es considerada una fuente
particularmente valiosa de calcio y fosforo, asi como también de hierro y cobre. A su

vez, los peces de mar tienen alto contenido de yodo (Huss, 1998).

2.1.2 Clasificacion

Los peces generalmente se pueden clasificar de acuerdo a la naturaleza de su
esqueleto en cartilaginosos y teledsteos.

Los peces cartilaginosos, también conocidos como condrictios, son una clase de
peces caracterizados por tener su esqueleto formado por cartilago. Este grupo incluye

animales marinos muy conocidos, por ejemplo: los tiburones y las rayas.



Los peces 6seos, también conocidos como osteictios, poseen esqueleto formado por
huesos 6seos. Este grupo incluye a la caballa, atin, bonito, sardinas, merluza, entre
otros.

De acuerdo a las aguas que habitan, los peces pueden clasificarse en maritimos,
continentales y diddromos. Los peces maritimos representan el mayor porcentaje y
son aquellos que habitan en el mar, como por ejemplo merluza, sardina, caballa, entre
otros. Los peces continentales son aquellos que habitan las aguas dulces, como el
pejerrey, el pacu, el sabalo. Los peces diadromos son aquellos que pueden vivir una
etapa de su vida en el mar y otra en agua dulce, como el salmén o la lisa (Huss, 1998).
Los peces de mar se clasifican a menudo de acuerdo con la profundidad en la que
normalmente habitan, lo que influye a su vez sobre el método utilizado para
capturarlos. Los peces bentonicos viven principalmente en el fondo del mary ejemplos
son el bacalao, la raya, la pescadilla y el lenguado. Los peces demersales viven
generalmente a medias aguas, como por ejemplo la polaca, la merluza y el abadejo.
Los peces pelagicos viven en las superficies de los mares, entre los que podemos
mencionar al arenque, la caballa, la anchoa, la sardina y el atin. Los peces bentdnicos
y demersales normalmente son llamados pescado “blanco” o “magro”, lo que indica
que contienen menos del 1% de lipidos en carne y almacenan la grasa s6lo en el
higado; mientras que los peces pelagicos son pescados “azules” o “grasos”, el
contenido de lipidos en carne de estos pescados varia considerablemente (mayor a
9%), y almacenan grasas en células distribuidas en otros tejidos del cuerpo, aunque
existen muchas excepciones. Estas especies pelagicas se procesan en su mayoria
como conservas (Footitt y Lewis, 1995).

2.2 Artes de pesca

Los artes de pesca generalmente se clasifican en dos categorias principales: pasivas
y activas. Esta clasificacion se basa en el comportamiento relativo de la especie objeto
de la pesca y el arte de pesca. Con los artes pasivos, la captura de peces por lo
general se basa en el movimiento de la especie objetivo de la pesca hacia el arte;
mientras que con los artes activos la captura por lo general involucra una persecucion

dirigida a la especie objetivo de la pesca.



Las propiedades de los artes de pesca y la manera en que son operados también
afectan la calidad de la captura, teniendo asi un efecto indirecto sobre el ecosistema

a través del mal uso de los recursos naturales (FAO, 2005a).

2.2.1 Red de cerco

Los peces pelagicos tienden a formar grupos donde se retune un gran numero de
miembros de la misma especie, haciendo posible su localizacion por los pescadores
que suelen aprovechar este comportamiento rodeando al banco con una red,
denominada red de cerco. Como se refleja en la figura 1, la operacién de captura
comienza con el lanzamiento de una boya de superficie con una cuerda conectada al
extremo de la red. Conforme el barco avanza, la resistencia de la cuerda de la boya
arrastra la red de cerco por la borda y la red es largada en un circulo alrededor del
cardumen. Cuando se completa el lance, se recoge la boya y se jala el cable de jareta,

lo que cierra el fondo de la red (Footit y Lewis, 1995).

Figura 1: Maniobra de red de cerco. Fuente: Sostenibilidad de flota a flota (CEPESCA,2010).

2.2.2 Lampara

Es una red de cerco sin jareta. Tiene un copo central en forma de cuchara con dos
alas laterales que permiten retener los cardimenes de peces cuando se jalan las

dos alas al mismo tiempo (figura 2).



Figura 2: Red de cerco sin jareta (lampara) (FAO, 1996).

2.2.3 Red de arrastre

Arrastre es el nombre dado al arte de pesca que consiste en remolcar la red a través
de un banco de peces de modo que éstos entren por la boca de la red. Los de tamafio
inferior a la medida pasaran a través de la malla de la red, mientras que los de tamafio
comercial seran capturados en el fondo de la misma. La red de arrastre a media agua,
como se observa en la figura 3, tiene forma de cono, siendo la boca de la red de forma
mas 0 menos ovalada o cuadrada dependiendo del disefio. Para ayudar a mantener
abierta la boca de la red, se disponen de boyas especiales en los cables de arrastre.
Ademas, posee flotadores en la relinga superior y pesos en la relinga inferior.

El tamafio de la trama, dependera de la especie a capturar, aunque es bastante comun
emplear para la primera porcion una trama amplia; en el cuerpo principal una trama
intermedia, y en el fondo una malla mas pequefa y resistente.

Un aspecto crucial es determinar el momento de izarla. Si la red se iza a bordo
demasiado pronto, se capturara una cantidad escasa de pescado; si se iza demasiado
tarde, la captura sera excesiva, lo que puede hacerla demasiado pesada para ser
izada a bordo. Ademas, un niumero de peces en la red demasiado alto puede producir
dafnos en el pescado por aplastamiento. Las redes de arrastre pueden ser remolcadas

por un unico barco o por una pareja (Footit y Lewis, 1995).



Figura 3: Funcionamiento de red de arrastre (FAO,1995).

2.3 Ficha técnica de especies (INIDEP, s.f.)

2.3.1 CABALLA (Scomber japonicus)

Familia Scombridae

Nombre cientifico sinénimo todavia en uso

Scomber japonicus marplatensis

Caracteres externos distintivos

Posee cuerpo alargado, fusiforme, robusto, ligeramente comprimido y cubierto con
escamas diminutas. La linea lateral es bien evidente. Su cabeza es pequefia, y su
boca desprovista de dientes, terminal, cuyos extremos posteriores no alcanzan el nivel
del borde posterior de los ojos. Estos son laterales, grandes y estan protegidos por
una membrana adiposa transparente que tiene una abertura central de contorno oval.
Tiene dos aletas dorsales, la primera espinosa y la segunda formada por radios
blandos. En cuanto a su coloracion, tiene el dorso azul verdoso con un dibujo
marmorado en tonos mas oscuros; la parte inferior de los costados y vientre es blanco

iridiscente. Sus aletas son transparentes, amarillo claro.

Tamafo
La talla maxima de los individuos es de alrededor de 45 cm de longitud total y el peso

total maximo, de unos 930 g.



Otros datos bioldgicos

La reproduccion tiene lugar en primavera tardia y principios del verano, solo de noche,
con una temperatura en superficie de alrededor de 16-17 °C. Cada ejemplar efectta
unas 4 a 5 puestas parciales hasta completar el proceso. Se reproducen a partir de
los 24- 27 cm de longitud total (1 — 2 afios de edad).

Se alimentan de organismos del plancton, peces y calamaretes. Entre los peces la
especie dominante es la anchoita, aunque también ingieren sureles, cornalitos y
pampanitos juveniles.

El crecimiento es rapido, en los dos primeros afios de vida alcanza algo mas del 50 %
de su talla maxima. La mayor edad observada es de 13 afios pero el mayor porcentaje
en los desembarques comerciales, al menos en las ultimas temporadas, estuvo

comprendido entre 2 y 4 afios.

Distribucion geografica y comportamiento

Los adultos aparecen en el area costera de Mar del Plata entre los meses de
septiembre-febrero cuando migran para reproducirse y alimentarse intensamente. Se
ha observado, en agosto, la presencia de grandes cardumenes al sur de la Provincia
de Buenos Aires (El Rincén) y en el norte patagonico. Los juveniles son capturados
durante todo el afio en la zona costera uruguaya y en la bonaerense hasta por lo
menos la altura de Mar del Plata, aunque también se han detectado juveniles en El
Rincén, que podrian pertenecer a un efectivo diferente del marplatense.

Los desplazamientos de los adultos en esta area costera estan condicionados por la
temperatura del agua, cuando ésta sobrepasa en superficie los 20° C no se acercan
a la costa lo suficiente como para ser accesibles a la flota, condicionando de esta
manera el éxito en las capturas. En invierno se la encuentra en la plataforma, a una
profundidad de entre 100 y 200 m, desplazandose en verano hacia la costa,
estableciendo un movimiento en sentido antihorario. En la zona de El Rincén, durante
agosto y septiembre, se la detecta alrededor de la isobata de 50 m, con salinidades

mas altas que las de su entorno.
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Figura 4: Area de distribucion de la caballa (Perrota, 2000).

Tamafo del recurso

Grande

Flota pesqueray artes de captura

El nimero de embarcaciones que actlan sobre este recurso es variable y depende de
la disponibilidad del efectivo de caballa y de las necesidades del mercado. En el area
marplatense son de rada o ria. Debido a su pequefio tamafio, el &rea de pesca es muy
restringida. El arte de pesca es la lampara. Antes de cada operacion se echa sebo al
mar para lograr el ascenso y la concentracion de la caballa y de esta forma hacer
efectivo el cerco. En cambio, en el area de El Rincon la capturan con redes de arrastre

de fondo con buques de altura.
Formas de utilizacion

Su destino principal es la conserva, para ser comercializada en el mercado interno.

2.3.2 BONITO (Sarda sarda)

Familia Scombridae

Nombres cientificos sinédnimos todavia en uso

Ninguno

10



Caracteres externos distintivos

Posee cuerpo fusiforme y robusto, cubierto de pequefias escamas cicloideas y con un
corset, compuesto por escamas modificadas, que nace a continuacion de la cabezay
gue no supera el fin de la aleta pectoral. Tiene dos aletas dorsales, la primera consta
de 19 a 23 radios espinosos de longitud decreciente en direccion anteroposterior; la
segunda nace muy cerca del final de la primera, es mas corta y comprende de 12 a
19 radios, a continuacion aparecen de 7 a 9 aletillas. Las aletas pectorales son cortas,
nacen casi a la misma altura que la primera aleta dorsal, en tanto que las ventrales se
insertan por debajo de la base de las pectorales.

En cuanto a su coloracion, los dos tercios superiores de los lados son celeste azulado,
cruzados por lineas oscuras ascendentes hacia la regidon posterior, aclarandose hasta
hacerse celeste grisaceo en el tercio inferior y amarillento grisaceo en la linea media
ventral. Las aletas dorsales, pectorales y ventrales son de un tinte azul oscuro,
mientras que la anal presenta una tonalidad similar al dorso y la caudal es también

celeste azulada en su centro, virando al amarillo grisadceo hacia las puntas.

Tamafo
Las tallas maximas y minimas registradas a partir de los bonitos desembarcados en
el puerto de Mar del Plata fueron de 77 cm y 33 cm respectivamente.

Otros datos bioldgicos

El bonito que habita en aguas argentinas se reproduce entre noviembre y enero. Su
longevidad ha sido estimada en 10 afios. Los adultos se alimentan principalmente de
peces, aunque en algunos lugares, como el Golfo de México, también predan sobre

calamares y cangrejos. Tanto adultos como juveniles son canibales.

Distribucion geogréafica y comportamiento

El bonito vive en aguas tropicales y templadas a ambos lados del Océano Atlantico,
incluso en el Golfo de México y en los mares Mediterraneo y Negro.

Se trata de un pez epipelagico, neritico, que forma cardimenes, capaz de tolerar

cambios grandes de temperatura (entre 12°y 27° C) y salinidad (entre 14 y 39 gramos
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por litro). Los cardumenes de bonito penetran en aguas argentinas durante el verano

austral procedentes del Brasil.

Tamano del recurso

Pequefio

Flota pesqueray artes de captura

Participan en la captura las tres flotas (de rada o ria, costera y de altura), pero en los
ultimos afos han sido importantes las capturas de la primera.

El arte de pesca especifico es la red de cerco. También se obtienen bonitos cuando

se practica la pesca de otras especies mediante lineas, nasas y redes de arrastre.
Formas de utilizacion

Su destino principal es la conserva, comercializada para mercado interno.

2.3.3 ANCHOITA (Engraulis anchoita)
Familia Engraulidae

Nombres cientificos sinédnimos todavia en uso

No se conocen

Caracteres externos distintivos

Posee cuerpo alargado, fusiforme, cubierto de escamas cicloideas, grandes y de
estructura delicada, que se desprenden con suma facilidad.

Tiene cabeza grande, ojos cubiertos por una fina pelicula y hocico puntiagudo que se
proyecta hacia adelante formando sobre la boca una ligera prominencia. Boca amplia,
con una hilera de dientes agudos y diminutos.

Tiene una aleta dorsal ubicada aproximadamente en la mitad del cuerpo. En lo que
refiere a su coloracion, tiene el dorso de la cabeza y el lomo oscuros; costados de
color azul violaceo verdoso, con brillo iridiscente y el resto del cuerpo plateado. Sus

aletas son transparentes.
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Tamafio
Las tallas mas frecuentes en las capturas comerciales se encuentran dentro del rango
de 14 a 19 cm.

Otros datos bioldgicos

Es un reproductor parcial, con un sucesivo numero de puestas a lo largo del periodo
de desove. La reproduccion tiene lugar durante todo el afio en una extensa area.
Adquieren el aspecto de los adultos a los 33 — 34 mm de largo total. Se alimenta de
organismos del plancton, incluyendo larvas y postlarvas de la misma especie. La edad
maxima observada es de 8 afios, pero los ejemplares mayores de 4 afios son muy
poco abundantes, dominando en los desembarques comerciales las edades entre 2y

4 afos.

Distribucion geograficay comportamiento

Tiene una distribucion muy amplia, que comprende desde el sur de Brasil hasta la
Patagonia y en profundidad desde aguas someras hasta fuera del talud continental,
ha sido observada a distancias de 450 millas de la costa. Tolera un rango muy
marcado de salinidad (14-35 gramos por litro) y de temperatura (9-23° C). Las
mayores concentraciones ocurren en areas donde estos factores muestran marcados
gradientes. Durante el dia, forman densos cardumenes a profundidad variable; por la
noche ascienden hasta cerca de la superficie y se dispersan para alimentarse.
Constituye al menos dos grupos poblacionales, el bonaerense y el patagénico,
separados aproximadamente hacia los 41° S. El grupo nortefio cumple un ciclo
migratorio anual: se concentra en invierno en el norte, desciende en primavera hacia
el sur, a lo largo de la costa bonaerense para reproducirse, se dispersa en el verano
en alta mar para alimentarse y luego asciende por aguas exteriores hacia el area de
concentracion invernal. Los desplazamientos de la anchoita de la poblacion

patagdnica no se conocen.

Tamanfo del recurso

Bonaerense: muy grande; norpatagonica: grande
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Flota pesqueray artes de captura

La flota tradicional esta constituida por cerca de un centenar de embarcaciones
pesqueras pequefas, con asiento en Mar del Plata y Quequén, que realizan salidas
diarias y utilizan lampara. También la capturan barcos de altura con red de arrastre de

media agua en las regiones bonaerense y norpatagonica.

Formas de utilizacion

Se la utiliza principalmente para el salado madurado, fuertemente orientado a la
exportacion y en menor escala al mercado interno. La industria conservera la utiliza
en menor proporcion con destino al mercado interno. Una pequefia proporcién se

exporta congelada y se ha comenzado la exportacion de anchoita marinada.

2.3.4 ATUN (Thunnus spp.) (EcuRed, s.f.)
Familia Scombridae

Nombres cientificos sinénimos todavia en uso

No se conocen

Caracteres externos distintivos

Poseen cuerpo fusiforme. Cabeza pronunciada en forma de piramide triangular y boca
relativamente pequefia con respecto al desarrollo del craneo. Las escamas que
cubren su dura y muy resistente piel son pequefias, poco evidentes y lisas; la piel esta
lubricada con un "mucus" que reduce la friccion con el agua.

La forma del cuerpo les permite nadar grandes distancias y alcanzar altas velocidades
de hasta 70 kilébmetros por hora.

Su piel se encuentra lubricada con un mucus que reduce la friccion con el agua.
Poseen dos aletas dorsales muy proximas, rigidas y robustas, y una aleta caudal
fuerte con forma de arco terminado en dos zonas puntiagudas que le dan aspecto de
media luna.

Su coloracion es tipica de los peces pelagicos: el dorso azul oscuro y el vientre blanco

plateado con reflejos irisados. Sus aletas van del pardo al amarillo.
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Dentro del género Thunnus, las principales especies comerciales son el atun blanco
(T. alalunga), el patudo (T. obesus), el atun rojo del Atlantico (T. thynnus), el atan aleta
azul del Pacifico (T. orientalis), el atin rojo del sur (T. maccoyii) y el rabil (T. albacares)
(FAO, 2005Db).

Tamarfio

La especie mas grande puede llegar a medir 3 m de longitud y pesar alrededor de 680

kg.

Otros datos bioldgicos

En el cardumen, la hembra se separa para desova; el macho también se aisla y
fecunda los huevos que tienen una gota de grasa que les permite flotar. De éstos, sale
la larva, que se alimenta primero del saco vitelino y posteriormente del plancton.
Muchas de estas larvas mueren al ser comidas por otras especies o por el mismo
atun. Los reproductores vuelven al banco de peces y los juveniles nadan cerca de la
superficie durante 4 o 5 afios; después se dirigen a las profundidades hasta alcanzar
su estado adulto y mayor talla. Su reproduccién se lleva a cabo en las zonas de
concentracion durante los meses de primavera y verano, aunque puede cambiar de
época segun las especies.

Las gbénadas son muy grandes y los ovarios pueden contener entre 15 y 18 millones
de 6vulos esféricos con diametro de uno a 1.5 milimetros. El tiempo de desarrollo y

maduracion sexual cambia con las especies.

Distribucion geogréaficay comportamiento

Los atunes se localizan, segun la especie, en aguas templadas o célidas, cuyas
temperaturas van de los 17 a los 33°C. El atin comun vive distribuido por todo el
Atlantico y también se localizan bancos de atunes en el Mar Negro y en el
Mediterrdneo, donde es conocido como atun rojo. El atin de aletas amarillas habita
en las aguas del Océano indico, Atlantico y Pacifico, mientras que el denominado
bonito del norte se puede pescar en el Atlantico, desde el Golfo de Vizcaya hasta
Sudafrica, e incluso en el mar Mediterraneo y el océano Pacifico. El atun patudo es

un pez tropical que se encuentra principalmente en las aguas del Océano Pacifico.
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Los atunes constituyen uno de los grupos de peces que ha logrado su adaptacion total
al medio donde vive, lo que les permite distribuirse como especie cosmopolita en todos
los mares.

Las migraciones de los atunes que en ocasiones puede ser de 14 a 50 kilometros
diarios, se presentan en dos etapas: primero, un viaje de concentracidn genética,
donde los atunes se reunen en ciertos lugares favorables para la reproduccion y
después, el viaje de alimentacion siguiendo las aguas que les ofrecen mejores
posibilidades. Estas migraciones determinan las condiciones de pesca de los atunes.
Son peces que forman grandes cardimenes para nadar juntos de manera paralela,
dejando una distancia muy corta entre un pez y otro. Se ha observado que el tamafio

y forma del cardumen cambia con las caracteristicas del medio.

Tamafo del recurso

Sin datos

Flota pesqueray artes de captura
La especie es capturada fundamentalmente por la flota de altura. El arte de pesca
principal es la red de cerco, aunque también se utilizan otros artes como la pesca con

anzuelos.

Formas de utilizaciéon
Su destino principal es la conserva. EI mayor porcentaje del atiin producido y
consumido en el pais es importado desde Brasil y Ecuador en lomos congelados.

2.4 Calidad de conservas

Una conserva se define como el producto alimenticio que envasado herméticamente
y sometido a un tratamiento térmico no se altera ni representa peligro alguno para la
salud del consumidor bajo condiciones habituales de almacenamiento, durante un
tiempo prolongado. El producto no debe sufrir deterioro durante las pruebas de la
estufa (Decreto 4238/68 17.1).
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En el caso de las conservas de pescado, éstas pueden ser al natural, cuyo liquido de
cobertura es una salmuera de baja concentracion que puede estar adicionada o no de
sustancias aromaticas; al aceite, cuando su liquido de cobertura sea aceite vegetal;
en salsa, cuando en la conserva de pescado sean adicionadas salsas.

Con el nombre de conserva mixta, se entiende la conserva alimenticia preparada con
productos de la pesca y vegetal conjuntamente, cualquiera sea la proporcion en que
dichos productos intervengan. No comprende esta definicion el agregado a las
conservas de pescado y/o mariscos de salsa o aditivos de origen vegetal (Decreto
4238/68 capitulo 23).

Aunqgue la calidad es un concepto amplio, en el que se tiene en cuenta un conjunto de
caracteristicas y no una caracteristica unica, el control de ésta en los productos de la
pesca debe abarcar desde la impresion general, sensorial, hasta los analisis fisico-
quimicos y microbioldgicos.

Dentro de los controles del producto terminado se pueden mencionatr:

- Control de pesos: bruto, neto y escurrido

- Control del envase: vacio, calidad de cierre, barniz interior, sulfuracién y corrosion,
etc.

- Control del liquido de cobertura: color, indice de refraccién, exudado acuoso,
presencia de solidos, turbidez, acidez, etc.

- Control organoléptico en producto terminado

- Control de estabilidad: prueba de incubacién

- Determinacion de metales

- Determinaciones microbiolégicas y biolégicas

- Control de histamina.

2.5 Formacién de histamina

Luego de que el pescado es capturado, comienza a sufrir una serie de cambios
quimicos, produciéndose variaciones en sus caracteristicas organolépticas (sabor,

olor, color), debido a procesos de autdlisis, oxidacion, hidrolisis de las grasas y

desarrollo microbiano.
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Uno de los métodos para retrasar estos procesos consiste en reducir la temperatura
del producto, por refrigeracién o congelacion después de su captura. La temperatura
es el factor ambiental que mas influencia ejerce en el correcto mantenimiento de este
producto.

Una inadecuada manipulacion y conservacion del pescado influye favorablemente en
el desarrollo bacteriano. Existen, ademas de estos factores extrinsecos de
descomposicion, otros factores que se denominan intrinsecos: alta actividad de agua,
pH neutro post mortem, altas concentraciones de nitrdgeno no proteico (NNP) y la
condicién del pescado como organismo poiquilotermo.

Dentro de la gran cantidad de especies bacterianas que pueden crecer bajo estas
condiciones, existe un conjunto de bacterias que generan un producto de su
metabolismo que es la endoenzima histidina descarboxilasa y por lo tanto pueden
producir histamina a partir de la reaccion con histidina libre (figura 5). Esta amina
bidbgena es la responsable de la intoxicacion por histamina, cuando su concentracion
en el musculo del pescado sobrepasa las 200 partes por millén (ppm) (Izquierdo et al.,
2001).

CH, (["II COOH CH, — CH;— NH,
- A~
NHWI\H NH, NWN“ + CO,

histidina histamina

Figura 5: Descarboxilacién de la histidina.

Normalmente, los pescados involucrados son aquellos con un alto contenido de
histidina libre como los pertenecientes a la familia Scombridae y otros distintos como
los de la familia Clupeidae y Scaridae.

Entre las bacterias productoras de histamina se pueden mencionar a grupos de
Enterobacteriaceae, ciertos Vibrio sp., Clostridium y Lactobacillus sp. Las productoras

mas potentes de histamina son Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae y Hafnia
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alvei (Huss,1997). Existen naturalmente en las branquias, en las superficies externas
y en el intestino de los peces de agua salada vivos, sin dafarlos. Tras la muerte, los
mecanismos de defensa de los peces ya no inhiben el crecimiento bacteriano en el
musculo y dichas bacterias pueden comenzar a crecer, dando como resultado la
produccion de histamina. La evisceracion y la eliminacion de las branquias pueden
reducir, pero no eliminar, el nimero de bacterias formadoras de histamina (FDA,
2011).

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 (Huss, 1997).

La intoxicacién por histamina aparece a las pocas horas de ser ingerido el alimento y
los sintomas pueden persistir varios dias. Generalmente es un desorden benigno con
una variedad de sintomas primarios cutaneos (sarpullido, urticaria, edemas,
inflamacion localizada), gastrointestinales (nduseas, vomitos, diarreas) y neurolégicos
(jaqueca, quemaduras bucales, sudor y acaloramiento). Complicaciones mas serias
como palpitaciones cardiacas ocurren con poca frecuencia. La mayoria de las
personas que han sufrido una intoxicacion por histamina, experimentan solamente
algunos de los sintomas ya sefialados y su severidad depende de la dosis ingerida y
de la susceptibilidad del individuo.

A pesar de la toxicidad, la histamina no es una sustancia extrafia al cuerpo humano,
la misma esta almacenada en células especializadas, donde es regulada su liberacion.
El mayor depdsito son los mastocitos y basofilos de la sangre. Tiene un papel
fisiol6gico importante en los procesos alérgicos, inflamatorios y de microcirculacion,
ademas es necesaria en cantidades pequefias, ya que controla los niveles de acido
clorhidrico en el estbmago.

Esta se vuelve toxica cuando supera los valores normales, ya sea por la liberacion de
la misma a partir de los mastocitos y baséfilos durante una reaccién alérgica o bien

cuando es ingerida en cantidades excesivas en un alimento (Valls, 2002).
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2.6 Métodos de deteccidén de histamina

Para garantizar la seguridad de un alimento en base al contenido de histamina, existen
una serie métodos que permiten detectarla. La eleccion de la técnica a utilizar requiere
de un andlisis sobre sus ventajas y desventajas, esto implica su eficiencia,
sensibilidad, sencillez, rapidez, costo de los materiales y reactivos a utilizar, entre
otros. Sin embargo, es necesario definir los limites del método elegido y validar su
fiabilidad en comparacion con un método oficial o un método de referencia.
Actualmente se dispone de muchas técnicas rapidas y sencillas; sin embargo, en la
normativa de la UE se especifica que "los examenes deben realizarse de acuerdo con
meétodos fiables y cientificamente reconocidos, como la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC)". El resultado del analisis debe expresarse claramente, es decir,
histamina en mg / kg con la referencia del método utilizado y detalles sobre el
muestreo (naturaleza, fecha, lugar) (SEAFOODplus, 2006).

2.6.1 Método inmunoenziméatico

La técnica de ELISA es un procedimiento de ensayo inmunoenzimatico. Una cantidad
desconocida de antigeno presente en la muestra y una cantidad fija de antigeno
marcado con enzima compiten por los sitios de unién de los anticuerpos revestidos
sobre los pocillos. Después de la incubacion, los pocillos se lavan para detener la
reaccion de la competencia. Luego del lavado, se agrega un sustrato el cual reacciona
con el conjugado unido a la enzima para producir color azul. Si la muestra presenta
un color azul intenso significa que la muestra contiene poca histamina. Los resultados
se pueden determinar directamente usando la curva estandar. Este principio tiene las
propiedades de un inmunoensayo ideal: es versatil, robusto, simple en su realizacion,
emplea reactivos econdomicos, posee especificidad entre reactivo y analito,
reproducibilidad de resultados, sencillez, rapidez y permite analizar varias muestras
simultdneamente. Brinda resultados de ensayos confiables y seguros, con limites de

cuantificacion muy bajos para pescado (2,5 ppm).
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Ademas, con la utilizacién de este kit inmunoenzimatico, no sélo se pueden determinar
niveles de histamina en pescado fresco y enlatado, sino también en otras matrices

como por ejemplo en vinos blancos, tintos y espumantes (INTI, 2011b).

2.6.2 Método enzimaético

Otro método sencillo para el andlisis de histamina es mediante el uso de reacciones
enzimaticas acopladas. Estos tipos de ensayos pueden ser muy especificos, rapidos
y semicuantitativos. La base de esta técnica es que la enzima diamina oxidasa cataliza
la conversion de histamina en imidazol acetaldehido con la conversion simultanea de
oxigeno en peroxido de hidrogeno (figura 6). El perdxido de hidrogeno se convierte de
nuevo en oxigeno y agua por la accion de la HRP (peroxidase horse-radish).
Concurrente a esta reaccion es la oxidacion de leuco-cristal violeta (un compuesto
incoloro) a cristal violeta, un compuesto intensamente purpura. El color formado debe

ser directamente proporcional a la cantidad de histamina presente (FAO, 1985).

HisTAMINE 02——H20 CoLor
() (=)
NH3
IMIDAZOLE H202 LCv
ACETALDEHYDE o-DA

Figura 6: Base del método enzimatico para el andlisis de histamina (FAO,1985).

2.6.3 Método colorimétrico

La determinacion colorimétrica de la histamina se basa en la reaccion de la histamina
con algun reactivo para producir un complejo de color.

Se realiza una extraccion salina de histamina, seguida de una centrifugacion, una
extraccion de n-butanol y una evaporacion antes de la reaccion colorimétrica con

sulfonato de p-fenildiazonio. La intensidad de color rosa-naranja se puede evaluar
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visualmente mediante la comparacion de una escala de color de referencia, que se
observa en la figura 7, o por una lectura con espectrofotbmetro a 496 nm
(SEAFOODplus, 2006).

Figura 7: Escala de color de referencia para histamina (concentracion en ug / ml) (Patange et al, 2004 citado por
SEAFOODplus, 2006).

2.6.4 Cromatografia en capa delgada o fina (TLC)

La cromatografia agrupa un conjunto importante y diverso de métodos fisicos de
separacién, que permite aislar componentes estrechamente relacionados en mezclas
complejas, lo que en muchas ocasiones resulta imposible por otros medios. En todas
las separaciones cromatogréficas, la muestra se desplaza con una fase mdévil, que
puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. Esta fase movil se hace pasar a
través de una fase estacionaria con la que es inmiscible, y que se fija a una columna
0 a una superficie sélida. Las dos fases se eligen de tal forma, que los componentes
de la muestra se distribuyen de modo distinto entre la fase movil y la fase estacionaria.
Aquellos componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se
mueven lentamente con el flujo de la fase movil; por el contrario, los componentes que
se unen débilmente a la fase estacionaria, se mueven con facilidad. Como
consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan en
bandas o zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente.

La cromatografia en capa fina (TLC) es un procedimiento rapido y sencillo para
separar mezclas de sustancias y para identificar/ caracterizar o para determinar
semicuantitativamente componentes individuales, por lo que frecuentemente se utiliza
como procedimiento de screening.

Como en el caso de otros métodos cromatograficos, la separacion se basa en gue las

sustancias investigadas se reparten de modo diferencial entre una fase estacionaria y
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otra movil: en la TLC el eluyente (fase movil) se desplaza por una fina capa del
sorbente (fase estacionaria), transportando asi los componentes individuales de la
mezcla de sustancias mas o menos lejos dependiendo de la solubilidad y/o de su
comportamiento frente a la adsorcion. Hay que sefalar que, al contrario que en la
cromatografia en columna, el proceso separativo transcurre en un sistema abierto, la
placa separativa plana. El recorrido particular de cada sustancia se emplea asi para
su identificacion.

Las separaciones se realizan generalmente por el procedimiento “ascendente”,
introduciendo el borde inferior de la placa cromatogréfica en el solvente, que sera
succionado por accion de las fuerzas capilares del recubrimiento de la superficie de la
placa.

Las placas cromatograficas constan de un soporte liso, inerte (placas de vidrio,
laminas de aluminio o de fibra) sobre las que se dispone el sorbente formando un
espesor lo mas homogéneo posible (por lo general 0,25 mm); dependiendo la
separacion a realizar, se tratara de silicagel, 6éxido de aluminio, poliamida, celulosa,
etc., 0 mezclas de las mismas.

El eluyente, cuya composicion depende de cada problema concreto, se pone en la
cubeta cromatografica por lo menos 30 min antes del principio de la separacién hasta
una altura de 0,5 cm. La cubeta se cierra con su tapa para que se sature con los
vapores del disolvente y se coloca en un lugar adecuado.

Para desarrollar la placa, su extremo inferior se introduce en el eluyente y se vuelve a
cerrar la cubeta inmediatamente. Para evitar eluciones, las manchas cargadas

deberan estar completamente por encima del nivel del eluyente.

2.6.5 Cromatografia liguida de alta resolucién (HPLC)

En la cromatografia liquida de alta resolucion, una fase movil que consiste en un fluido
(gas, liquido, o fluido supercritico) arrastra a la muestra con un flujo constante de
presién proporcionado por una bomba, hasta llegar al punto donde dicha muestra es
introducida. Siguiendo el flujo de presion la lleva a una columna donde se encuentra

la fase estacionaria que se trata de un sdlido o un liquido fijado en un sélido.
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Los componentes de la mezcla interaccionan de distinta forma con la fase estacionaria
y con la fase mévil. De este modo, los componentes atraviesan la fase estacionaria a
distintas velocidades y se van separando.

Después de haber pasado los componentes por la fase estacionaria y haberse
separado, pasan por un detector que genera una sefial que puede depender de la
concentracion y del tipo de compuesto.

El papel esencial de las bombas es impulsar a la fase mévil con presiéon y flujo
constante. En cuanto a los detectores, su papel fundamental es indicar la aparicion de
los diferentes componentes que constituyen la muestra, y calificarlos tanto cuantitativa
como cualitativamente.

Este método se caracteriza por su gran sensibilidad, su capacidad para proporcionar
determinaciones cuantitativas exactas y su gran utilidad a la hora de separar
sustancias no volatiles o termolébiles. Sin embargo, no es un método rapido, sencillo,

ni de bajo costo.

3. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio del Departamento de Fisico-quimica

del Centro Regional Buenos Aires Sur (SENASA) de la ciudad de Mar del Plata, en el
periodo comprendido entre abril y julio del afio 2016.

Las determinaciones de histamina se realizaron en conservas de diferentes especies
pesqueras, tales como: caballa (Scomber japonicus), atin (Thunnus spp.), bonito
(Sarda sarda) y sardina argentina (Engraulis anchoita), que corresponde a las
anchoitas preparadas y comercializadas como sardinas en Argentina.

La toma de muestras fue realizada por inspectores de SENASA en empresas
conserveras de la ciudad de Mar del Plata, de acuerdo a un protocolo establecido.

Al laboratorio ingresaban 9 muestras de cada partida, de las que en un primer
momento eran utilizadas sélo 3. Las muestras restantes eran almacenadas para
repetir el ensayo en caso de resultados positivos.

Una vez recibidas las muestras en el laboratorio, se procedio a realizar el ingreso de
las latas en la planilla de trabajo de conservas (ver anexo) y el posterior rotulado y

pesado de las mismas para obtener el peso total. Luego se abrieron las latas y se
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invirtieron sobre un filtro para poder escurrir el liquido de cobertura (figura 8 y 9). Luego
de escurridas, se volvieron a pesar para obtener el peso escurrido. Los pesos fueron
registrados en una planilla.

Se tomaron 10 gr de muestra de cada lata y luego se vacié el contenido sobrante de
cada lata en bolsas rotuladas, analizando las caracteristicas organolépticas (olor al
momento de abrir el envase y luego sobre el pescado desmenuzado en la bolsa; color
y sabor), de acuerdo a un protocolo establecido por el SENASA. Se observo también,
el aspecto del envase, tanto interno como externo y su barniz sanitario. Estos datos
fueron registrados en su planilla correspondiente. Luego se procedio a pesar las latas
vacias. Dicho peso se registré en planilla. Las bolsas fueron reservadas en freezer por

si era necesario repetir el ensayo.

Figura 8 y 9: Escurrido del liquido de cobertura

Se realiz6 la técnica TLC, que se trata de un método semicuantitativo, descripto en
Torry Research Station por FAO, (1985).

En base a los resultados, se analizaron datos de aptitud para el consumo de latas de
conserva, determinado por la cuantificacién de histamina.

Se estimo la asociacion entre el contenido de histamina y la especie utilizada para
realizar la conserva, por medio del Test Exacto de Fisher. Se utiliz6 el Procedimiento
PROC FREQ del software estadistico SAS 9.3.
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3.1 Método de cromatografia en placa delgada, segun Torry Research Station.

La técnica realizada utiliza la silica gel como fase estacionaria, mientras que como
fase movil utiliza una solucién de cloroformo - metanol - amoniaco y es desarrollada
por medio de una solucién de ninhidrina. Algunas de las soluciones utilizadas en esta
técnica fueron preparadas en el momento de su uso debido a que pueden llegar a
perder sus principios activos con el tiempo; es el caso de la solucion de arrastre y los
estandares de histamina, mientras que el resto de las soluciones utilizadas fueron
preparadas con anterioridad.
A continuacién, se detallan los equipos y materiales utilizados:

e Balanza granataria

e Balanza analitica

e Bafio termostético regulable

e Estufa eléctrica regulable

e Campana para extraccion de gases

e Compresor eléctrico de flujo regulable

e Aparato para siembra de muestras (concentrador)

e Homogeneizador manual con recipientes

e Cuba de vidrio con tapa para TLC

e Micropipeta automatica regulable (10-100 pL y 20-200 pL)

e TermoOmetro de columna de mercurio (0-100°C)

e Equipo para pulverizar (matraz y ampolla de vidrio)

e Tubos de propileno de 5y 30 ml de capacidad con tapa

e Probetas de vidrio graduadas de 100 ml

e Vasos de precipitado de 100 ml

e Pipetas graduadasde 1y 5 ml

e Matraz de vidrio aforado de 100 ml con tapa

e Dispenser automatica de volumen variable

e Propipetas

e Tips de plastico (10-100puL)

e Frascos de propileno y de vidrio color caramelo
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e Espatulas de acero inoxidable (cucharita y punta de flecha)
e Varillas de vidrio

e Pisetas

e Papel aluminio

e Regla, tijera y l4piz de punta fina

e Trozos de papel radiografico

La pureza de los reactivos tiene gran importancia en los resultados de un analisis, ya
que participan directamente en la realizacion de una técnica analitica y en funcion de
su calidad podran influir positiva o negativamente en los resultados de la
determinacién. Es por esta razon que los reactivos utilizados en el procedimiento son
reactivos pro analisis (p.a), cuyo contenido en impurezas no rebasa el nimero minimo
de sustancias determinables por el método que se utilice. Los reactivos y drogas que
utilizaremos para determinar histamina son los siguientes:

e Cromatoplacas de silicagel 60 de aluminio de 20 x 20 cm
¢ Metanol p.a. (bajo contenido de agua)

e Cloroformo p.a.

e Amoniaco p.a.

e Butanol p.a.

¢ Ninhidrina p.a.

e Acido clorhidrico p.a. (37%)

e Agua metilada

e Material de control: Histamina diclorhidrato p.a.

3.1.1 Preparacion de soluciones.

-De arrastre: se colocaron en un erlenmeyer de 125 ml: 70 ml de cloroformo, 30 ml

metanol y 5 ml de amoniaco. Se agitd hasta homogeneizar la solucion.

-De revelado: se pesaron en un vaso de precipitado de 100 ml, aproximadamente 0,5
g de ninhidrina en balanza granataria. Se disolvieron con una porcién de 20 o 30 ml

de butanol y se transfirieron a un matraz aforado de 100 ml, que se enraso con butanol.
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Esta solucion se debe envasar en frascos de color caramelo o cubierto con papel
aluminio para resguardarla de la luz y asi no sufrir deterioro.
-HCI 0,1 N: Se pipetearon con pipeta de 1 ml, 0,85 ml de &cido clorhidrico y fueron

transferidos a un matraz aforado de 100 ml. Se enrasé con agua destilada. Esta

solucién es utilizada en su totalidad para la preparacion de la siguiente solucion.

-Stock de histamina: Se pesaron en un vaso de precipitado de 100 ml, 165,60 mg de

histamina diclorhidrato en balanza analitica. Se disolvieron con una porcion de 20 o
30 ml de la solucion de HCI 0,1 N y se transfirieron a un matraz aforado de 100 ml. Se
enrasd con la misma solucién de HCL. Se envaso en frasco de polipropileno y se

mantuvo bien cerrado y en heladera (Concentracion final: 1mg hist/ml sol.).

-Estandares de histamina: Se confeccionaron patrones con la concentracion deseada

a partir de la solucion stock.

50 ppm: 50 pL de solucion stock, se llevd a 1 ml con metanol.
100 ppm: 100 pL de solucion stock, se llevé a 1 ml con metanol.
200 ppm: 200 pL de solucién stock, se llevé a 1 ml con metanol.

Se agité para homogeneizar.

3.1.2 Preparacion de las muestras.

Los 10 gr de muestra obtenidos de cada lata (cada muestra se realiza por triplicado)

se colocaron en tubos de polipropileno de 30 ml (figura 10).

Figura 10: Colocacion de muestra en tubos de propileno.
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Se agregaron 10 ml de metanol con dispenser y se homogeneizaron con varilla de
vidrio (figura 11). Los tubos fueron sumergidos en un bafio termostético a 60 °C £ 3°C
durante 15 min (figura 12), con el objetivo de que la histamina que pudiese llegar a
encontrarse en la muestra pasara a la solucion de metanol. Se dejo enfriar para que

decante (figura 13).

Figura 11: Colocacion de metanol y homogeneizacion Figura 12: Bafio termostatico

Figura 13: Enfriado y decantacion

Una vez preparada, la solucion de arrastre se coloco en la cuba 1 hora antes de la
colocacion de las placas sembradas para que ésta se saturara. Dichos pasos pueden

observarse en las figuras 14 y 15.
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Figura 14 y 15: Colocacion de solucién de arrastre en cuba y saturacion

3.1.3 Preparacién y activaciéon de la placa.

Para la activacion de las placas cromatogréaficas se corto la placa de 20x20 cm por la
mitad (10x20) y se traz6, a 1 cm de distancia de uno de los bordes mayores, una linea
recta con un lapiz (linea de siembra). Luego, como se visualiza en la figura 17, se

colocé en estufa eléctrica a 100-105°C durante 60 minutos para su activacion.

Figuras 16 y 17: Preparacion y activacion de las placas

Transcurrido ese tiempo, la placa activada se colocé sobre el concentrador (figura 18),
mientras que se verifico la correcta decantacion de las muestras (sobrenadante
limpido) antes de la siembra. Al cabo de 3-5 minutos se sembr6 sobre la linea

previamente marcada, con pipeta automatica, 10 ul de cada muestra (se pipetea del
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sobrenadante, evitando tocar el precipitado) dejando 2 o0 3 mm entre cada una de ellas
(figura 19). De igual forma se realizo la siembra de los tres patrones estandares de
concentraciones conocidas (50, 100 y 200 ppm). Las muestras se sembraron por

triplicado. Luego la placa se coloco en estufa a 100-105 °C durante 2 0 3 min.

Figura 18: Colocacion de placa en concentrador Figura 19: Siembra de muestras

Pasados los minutos de estufa, la placa se colocé en la cuba de corrida con la linea
de siembra hacia abajo y se tapo (figura 20). Se retiré cuando el frente de arrastre
llegbé a 5 mm del borde superior y se sec6 en estufa a 100-105 °C durante 2 0 3
minutos, se retird y se dejo en la oscuridad al menos 30 minutos, para que se

definiera bien la corrida.

Figura 20: Colocacion de placa sembrada en la cuba
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En las figuras 21 y 22 se puede observar el revelado. La placa se colocé dentro de la
campana de extraccion, para luego ser pulverizada con la solucion de revelado.
Dicho pulverizado debe ser lo mas homogéneo posible, evitando excesos de

solucion sobre la placa que pueden producir manchas innecesarias.

Figuras 21y 22: Pulverizado con ninhidrina

Luego de pulverizar la placa, ésta se dej6é secar en la campana. Para la aparicion de
las manchas caracteristicas se puede proceder de tres maneras diferentes:

- Llevar a estufa 100-105 °C durante 2 6 3 min.

- Calentar en el concentrador

- Dejar a temperatura ambiente durante unas horas a oscuras.

Como se puede observar en las figuras 23 y 24, las manchas son de color rojo-
violaceo y desaparecen al dia siguiente de ser pulverizadas . Los resultados se

registran en la planilla de trabajo de histamina (ver anexo).
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Figuras 23y 24: Aparicion de las manchas.

Durante el periodo en el que se realizé la practica se analizaron un total de 168
muestras, de las cuales 112 latas correspondian a atin, 44 a caballa, 8 a sardinay 4
a bonito. De cada especie hubo diversas presentaciones como al natural, en aceite,
sin sal agregada, con salsa de tomate, entre otras.

Segun el decreto 4238/68, los pescados en conservas no deberan contener mas de
100 ppm de histamina segun el promedio de la unidad de muestra analizada y
también, ninguna unidad de muestra debera contener una concentracion de histamina

superior a 200 ppm.
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4. RESULTADOS

4.1 Determinaciones

4.1.1 Analisis organoléptico

De todas las muestras analizadas, se evaluaron las caracteristicas sensoriales del

producto, dando un resultado normal en todos los casos.

4.1.2 Analisis de peso

Con los pesos obtenidos de las muestras analizadas se determiné el porcentaje de
masa y de cobertura, obteniendo como resultado un 35,7 % de muestras que no se
encontraban dentro de los pesos permitidos, teniendo la mayoria exceso en su liquido

de cobertura.

4.1.3 Andlisis de histamina

Del total de muestras analizadas, se determind mediante el analisis de histamina que
el 5,3% no resultaron aptas para el consumo humano.

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de histamina en las distintas
especies en conservas examinadas. Si bien las muestras analizadas durante el
periodo de residencia implicaron varias especies como bonito, caballa, atin y sardina,
para el analisis desde el punto de vista estadistico, sélo se tuvieron en cuenta las
muestras de caballa y atan. Esto se debid a que la cantidad de las latas recibidas de
las otras especies era relativamente baja y su analisis no seria representativo. De
todas maneras, de las latas analizadas de bonito y sardina, se obtuvieron resultados

elevados en contenido de histamina en ambos casos.
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Tabla 1. Aptitud para consumo de acuerdo a los resultados de histamina en distintas

especies de pescado en conserva.

Especie utilizada | Total de muestras Aptas No aptas
Atun 112 110 2
Caballa 44 41 3
Bonito 4 2 2
Sardina argentina 8 6 2
Total 168 159 9

De acuerdo al Test Exacto de Fisher, la asociacion entre el contenido de histamina y
la especie utilizada para la conservas de atun y caballa no fue significativo (p=0,1367).
En la siguiente figura, se puede observar la aptitud para el consumo de las conservas
basada en la relacion entre el contenido de histamina y la especie utilizada en la

conserva.

120
100
80
60
40
20
- &

Atun Caballa Bonito Sardina argentina

M Aptas H No aptas

Figura 25: Aptitud para el consumo basada en la relacion entre el contenido de histamina y la especie utilizada.
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5. CONCLUSIONES

Las caracteristicas sensoriales de las muestras no se correlacionaron con la
presencia o no de histamina, esto podria deberse a que las concentraciones
detectadas no fueron lo suficientemente elevadas para que puede detectarse
por los sentidos.

La cromatografia en capa delgada es una técnica sencilla, sensible, eficiente,
de bajo costo y confiable.

La proporcion de muestras aptas superé ampliamente a las de no aptas.

Los porcentajes de no aptos en la evaluacién de aptitud de las muestras
determinada por el contenido de histamina, resultaron mas elevados para la
caballa en comparacion con el atun. Esto podria deberse a las distintas formas
de conservacion de la materia prima, luego de ser capturada y durante el

proceso de elaboracion.
El analisis de rutina de histamina en establecimientos que elaboran conservas

a partir de especies grasas es de suma importancia para la prevencion de

intoxicaciones histaminicas.
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. ANEXOS
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=] Formulario LRG MDQ FQ PCG 001 03

- Hoja de trabajo de Histamina Hoja de
T P P T U e ek ; P I
BIRBCK '“':({': ?\‘lllr\'l.(\l‘l l‘”‘ (I‘;‘\(Il{r(\,lluf\“ i LABORATORIO REGIONAL MAR DEL PLATA | Departumento de¢ Fisico -Quimica :
! I
FECHA: / / HOJA N2
EXTRACTONe | ANALISISNe | RESULTADO STACA NS CUBA TS

N¢ de muestras:

Activacion placa cromatografica

Temperatura estufa: oC

Tiempo: minutos

Saturacién de cuba

Tiempo: minutos
Bafio maria

Temperatura: oC

Tiempo: minutos

FIRMA ANALISTA

Observaciones:
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g PR T3k o rcil e OB A2 g e
- Formulario LRG MDQ FQ "
= SE nasa Hoja de trabajo de conservas. Hop 10 n,) de

28 0

FECHA DE INGRESO: N2 DE ORDEN DE ANALISIS

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO:

PESO NETO DECLAR. g

FECHA DE ELABORACION / /
PESO ESCURR. DECLAR. g
CARACTERES SENSORIALES:

ASPECTO EXTERNO DEL ENVASE:
ASPECTO INTERNO DEL ENVASE:
BARNIZ SANITARIO:

DETERMINACION DE % DE MASA Y COBERTURA

Ne DE | PESO TOTAL PESO ESCURRIDO | PESO LATA
LATA VACIA
1
2
3
PESO TOTAL PESO ESCUR | P.L. VAC. P.NETO OBT. | P. ESCUR. | %MASA %COBERT
OBT.
PROMEDIO
HISTAMINA 1 HISTAMINA 2 HISTAMINA 3
ppm ppm ppm
REGISTR. PLAN. de TRABAJO N° POSICION al FECHA
OBSERV:
FECHA FIRMA ANALISTA RESPONSABLE
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