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RESUMEN

En el presente estudio se realiz6 una evaluacion de estabilidad a partir de
la modelizacion cinética del comportamiento de la produccién de histamina en el
lomo de las especies de atun bonito (Katsumonus pelamis) y de aleta amarilla
(Thunnus albacares) a temperaturas de almacenamiento de 4 y -18 grados
Celsius. Para esto, se utilizaron muestras procedentes de una industria atunera
ubicada en Puerto Quetzal, Guatemala, a las cuales se les monitore6 sus
niveles de concentracion durante intervalos de tiempos determinados. La
cuantificacion en ambas especies de atin se llevd a cabo utilizando la

metodologia indicada en el kit especifico de ELISA.

Posteriormente, se estimd el efecto de la temperatura y la especie de atun
sobre la produccion de la amina empleando andlisis de varianza y contraste de
medias. Fueron planteados cuatro posibles modelos matematicos con el fin de
describir la produccion de histamina y utilizando criterios estadisticos se
selecciond, para cada especie y temperatura de almacenamiento, el modelo

cinético de mayor ajuste y confiabilidad.

Los resultados obtenidos fueron cuatro modelos matematicos con un
comportamiento exponencial e invers, que explican en promedio un x % de la
variacion de la produccion de histamina para ambas especies a las
temperaturas utilizadas. Con ellos se estim6 el tiempo ideal de almacenamiento,
obteniéndose para el Katsumonus pelamis a 4 °C, 17 dias y a -18 °C,
35 semanas. Los respectivos tiempos limites para la especie Thunnus

albacares albacares son a 4 °C de 16 dias y a -18 °C de 27 semanas.
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OBJETIVOS

General

Modelizar el comportamiento cinético de la produccion de histamina en el

lomo de dos especies de atun (Katsuwonus pelamis y Thunnus albacares) por

medio de la prueba especifica de ELISA y analisis multivariado con el fin de

estimar sus condiciones de almacenamiento.

Especificos

1.

Cuantificar la concentracion de histamina en dos especies de atun
utilizando la prueba de laboratorio especifica de ELISA para estimar su

tendencia en funcién del tiempo de almacenamiento.

Estimar el efecto de la temperatura de almacenamiento y la especie de
atun sobre la producciéon de histamina para identificar sus condiciones de

mayor produccion utilizando analisis de varianza y contrastes de medias.

Construir un modelo matematico por medio de transformaciones y
regresiones evaluadas con andlisis de residuos para estimar el tiempo de
almacenamiento del atun, suficiente para que la produccion no

sobrepase el limite permitido de histamina.
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INTRODUCCION

En la actualidad el tema de estandares de calidad de productos, para el
consumo humano, es muy importante y exigente en el mercado internacional,
debido a la globalizacién y a los tratados de libre comercio que se han firmado a
lo largo de los afios. Guatemala exporta muchos productos alimenticios tanto
procesados como no procesados, a Estados Unidos y paises de la Union
Europea, y por su posicidon geografica, tiene acceso tanto al océano Pacifico
como al Atlantico, lugares donde se generan una diversidad de productos
hidrobiolégicos anualmente, entre ellos el atin, de los cuales se obtienen

importantes divisas a partir del proceso de exportacion.

En el primer trimestre del afio 2017, el sector de Acuicultura y Pesca de
AGEXPORT por medio de Autorizacién de Exportaciones (SEADEX), reportaron
gue los productos como el camardn, el atin, la tilapia y el pez dorado fueron los
principales productos pesqueros de exportacion, siendo el atin el segundo en

producir las mayores ganancias después del camaron.

Un factor de calidad en la carne del pescado es la concentracién de la
amina biogénica, histamina, la cual se produce debido al metabolismo de
bacterias gram negativas que se desarrolla por proceso de descomposicion
natural del animal o almacenamiento a condiciones inadecuadas. El consumo
de este producto con altos niveles de histamina ocasiona intoxicacion con
efectos como dificultad respiratoria, taquicardia, erupciones en la piel,

enrojecimiento, malestar, nauseas y diarrea, entre otras.
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En el pais existe la Direccion de Inocuidad de Alimentos, la cual pertenece
al Viceministerio de Sanidad Agropecuaria y Regulaciones (VISAR),
dependencia del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion (MAGA).
Dicha direccién es la unidad encargada de controlar la calidad de los alimentos
no procesados tanto de exportacion como para consumo interno.Como seccion
auxiliar de ella existe el Laboratorio de Inocuidad, el cual es responsable de

realizar los andlisis fisicoquimicos y microbiologicos.

Actualmente, la carne de atin es considerada como una fuente alta de
proteina para el consumo humano, pero muchos consumidores desconocen
gue pertenece a las especies productoras de histamina, por lo tanto, es de
suma importancia establecer las condiciones de almacenamiento que reduzcan

la produccién de histamina desde las industrias hasta los expendios y hogares.
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1. ANTECEDENTES

Por ser el atin un producto de gran importancia a nivel nacional e
internacional, se han realizado distintas investigaciones sobre el desarrollo de
métodos para cuantificar los niveles de histamina presentes y entre ellos

destacan los siguientes:

En la Facultad de Farmacia de la Universidad del Valle se llevd acabo el
trabajo de investigacion titulado “Disefio y validacion de un método para

cuantificar histamina en carne de pescado™

. EI método validado y mejorado fue
el propuesto por Altieri et al. en el afio 2016, el cual es utilizado por la Union
Europea y el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion encargada de

regular la inocuidad de los alimentos no procesados en Guatemala.

En el Departamento de Seguridad Alimenticia y Salud Publica del Instituto
Superior de Sanidad en ltalia se realizé “La validacion del método oficial
europeo para la determinacion de histamina en productos derivados del

"2 ytilizando el método de HPLC con detector UV con una dansilasion

pescado
como derivatizacién pre columna. Los parametros de desempefio utilizados
fueron: especificidad, linealidad, exactitud y precisién encontradas en el método

lo hacen aplicable como un control oficial

En la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad San

Carlos de Guatemala se realiz6 el estudio titulado “Determinacion de los niveles

! ROSITO, Marfa. Disefio y validacién de un método analitico para la identificacion y

cuantificacion de histamina en carne de pescado. p. 26.
2 ALTIERI, I.; SEMERARO, A.: SCALISE, F.; CALDERARI, I. European oficial control of food:
determintation of histamine in food products by a HPLC—UV-DAD method. p. 19.
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de la biotoxina en la carne de pescado dorado (Coryphanea hippurus) de venta
en tres mercados municipales en la Ciudad de Guatemala”™. El método
empleado para la determinacion fue ELISA utilizando el kit en 42 muestras
recolectadas. Se determindé que en todos los mercados existe presencia de
histamina en la carne de pescado dorado debido a que la manipulacién recibida
cuando lo exhiben para su venta rompe la cadena de frio, lo cual favorece el

crecimiento de esta.

En la Facultad de Ingenieria y Ciencias Exactas de la Universidad
Argentina de la Empresa (UADE) se realizé un estudio que habla de La
influencia de la temperatura de conservacion sobre la formacidén de histamina
en Caballa (Scomber japonicus) asociada con los cambios quimicos y los
atributos organolépticos de los ejemplares conservados en diferentes
condiciones. La calidad del pescado se determind sensorialmente, mientras que
la inocuidad se establecido midiendo los niveles de histamina. Se dedujo que la
temperatura tiene un efecto significativo en la produccion, ya que las muestras a
temperatura ambiente después de tres dias transcurridos contenian niveles de

histamina peligrosos para el ser humano

En la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad San
Carlos de Guatemala se efectué un estudio titulado “Determinacion de niveles
de histamina presente en muestras de lomo de atun que provenian de la

industria atunera de Guatemala™

. El método empleado consistié en realizar una
extraccion de la matriz utilizando acido perclérico y realizando la cuantificacion

por medio de HPLC con detector UV realizando una derivatizacion pre columna

® FABIAN, César. Determinacién de los niveles de la biotoxina histamina en la carne de
pescado dorado (Coryphanea hippurus) de venta en tres mercados municipales de la Ciudad de
Guatemala. p. 45.

* FLORES, Harold. Determinacion de los niveles de histamiana presentes en muestras de lomo
de atun de peces (familia Escombriadae) provenientes de la industria atunera guatemalteca.
p. 21.



con cloruro de dansilo. Antes de la cuantificacion, se llevé acabo la validacion
del método analitico para la cual se estimaron los limites de deteccion
(0,50 mg/L) y cuantificacion (1,67 mg/L) del método propuesto, estos

satisficieron las necesidades requeridas por el Reglamento (CE) No. 2073/2005.

En la Universidad de Corea realizaron el “Analisis de 41 especies de

"> Analizaron la

mariscos para determinar su contenido de aminas biogénicas
relacion entre las condiciones de almacenamiento, la concentracion de aminas
biogénicas encontradas, el tipo de bacterias mas encontradas en las muestras y
la actividad de la histidina descarboxilasa en estas bacterias. EI método
utilizado para la cuantificacion de las aminas biogénicas consisti6 en una
extraccién con acido perclérico y el analisis por medio de HPCL. A partir de
dicha investigacibn se determin6 que las cepas identificadas como
Enterobacterias aerogenes producen grandes cantidades de histamina,
putrescina y cadaverina. Por otra parte, las cepas identificadas como
Enterobacterias spp. generan menos histamina, pero si grandes cantidades de

putrescina y cadaverina.

En la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad San
Carlos de Guatemala se realizé un analisis de la determinacion y cuantificacién
de aminas biogénicas por medio de cromatografia liquida de alta resolucion en
productos céarnicos procesados, expendidos en la ciudad capital. EI método
consistié en una extraccion con acido clorhidrico a partir de las muestras y una
determinacion HPLC con detector de fluorescencia realizando una
derivatizacion pre columna con ftaldehido. Se logré establecer un método
satisfactorio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion para la separacion,

identificacion y cuantificacion simultanea de diez tipos de aminas biogénicas.

® KIM, Min-Ki; MAH, Jae-Hyung y HWANG, Han Joon. Biogenic amine formation and bacterial
contribution in fish, squid and shellfish. p. 152.



Luego de llevarse a cabo la revision bibliografica, se conoce que existen
diversos métodos para la deteccion de histamina presente en la carne de
diversos productos hidrobioldgicos. Por lo tanto, es importante seccionar la
metodologia mas adecuada dependiendo de la exactitud, tiempo y capital de la

investigacion que se quiera llevar acabo.



2. MARCO TEORICO

Para una mejor compresion sobre la produccion de histamina en el lomo
del atun, se mencionara la informacion mas relevante sobre su morfologia,

hébitat, composicion quimica, entre otras.

2.1. Caracteristicas del atin

Rrespecto a la morfologia del atin, se puede mencionar que el cuerpo es
fusiforme, en forma de huso; la cabeza pronunciada, en forma de piramide
triangular y boca pequefia con respecto al desarrollo del craneo. Una
caracteristica muy comuan de los atunes es la existencia de dos aletas dorsales,
normalmente separadas de color gris azulado. Es considerado un pez
emigrante que se encuentra normalmente en la superficie, en aguas con

temperatura mayor a 10 y hasta 37 grados Celsius.

Tabla l. Taxonomia del atun
Reino Animalia
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Subclase Neopterygii
Infraclase Teleostei
Superorden Acanthopterygii
Orden Perciformes
Suborden Scombroidei
Familia Scombrinae
Género Thunnus, Euthynus,
Katsuwonus, Auxis y
Allothunnus

Fuente: elaboracion propia.



Las escamas son duras, poco evidentes y lisas; la piel es lubricada por un
moco que permite reducir la friccibn con el agua. Las dos aletas dorsales se
encuentran muy préximas, rigidas y robustas; ademas, posee una caudal fuerte
en forma de arco terminado en dos zonas puntiagudas que le dan aspecto de
media luna. Su coloracién es tipica de los peces pelagicos con el dorso azul
oscuro Yy el vientre blanco plateado.

El atin pertenece a la familia Escombridae y existen cuatro géneros
Thunnus, Euthynus, Katsuwonus, Auxius y Allothunnus. Entre los que se
encuentran el atan aleta azul (Thunnus thynnus), el atiun aleta amarilla

(Thunnus albacares) y el atin bonito o listado (Katsuwonis pelamis), entre otros.

Figura 1. Atun bonito (Katsuwonus pelamis)

Fuente: Fishbase. Atun bonito. http://www.fishbase.org. Consulta: 27 de julio de 2018.



Katsuwonus pelamis es considerada la séptima de las principales
especies comerciales de atin. Los machos pertenecientes pueden llegar a

medir 1,1 m de longitud en total y pesar alrededor de 35 kg.

Es un atun robusto con tres aletas dorsales separadas a distancias cortas.
La aleta anal se encuentra formada por siete a nueve pinulas. La coloracion de
sus escamas dorsales es azul oscuro, en los laterales y vientre plateados,

normalmente con cuatro a seis lineas obscuras.

Figura 2. Atun Aleta Amarilla (Thunnus albacares)

Fuente: Fishbase. Atln aleta amarilla. http://www.fishbase.org. Consulta: 27 de julio de 2018.



Los atunes aleta amarilla se encuentran normalmente en aguas célidas,
por lo tanto, son considerados peces tropicales que abundan en el océano

Atlanticos.

2.2. Las aminas biogénicas

Las aminas son compuestos organicos que contienen un grupo funcional
amino (-NH,). Pueden ser clasificadas como primarias, secundarias y terciarias,
segun sea el numero de sustituyentes diferentes al hidrogeno sobre el atomo
del nitrégeno.

“Son denominadas aminas biogénicas aquellas que se obtienen como
productos del metabolismo o actividad de los organismos vivos. ES muy comun
encontrar aminas biogénicas alifaticas aciclicas, tales como putrescina,

heterociclica como tiramina y hexociclica como la histamina”.®

“Los aminoacidos son productos de la actividad enzimatica bacteriana, la
cual esta relacionada con los procesos de fermentacién, deseados o0 no. En la
descomposicion de los alimentos, las aminas biogénicas son formadas por la
flora bacteriana contaminante normal de estos y su formacién es dependiente

de las condiciones de almacenamiento™’.

En los ultimos afios se ha incrementado el nimero de alimentos que
posiblemente puedan contener cantidades importantes de aminas biogénicas,
entre los que mas sufren este problema estan el pescado y sus derivados, los

qguesos curados, la carne cruda y las bebidas alcohdlicas fermentadas. En

® KNIZE-MG, Felton. Chromatographic methods for the analysis of the heterocyclic amine food
mutagens/carcinogens. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1494008.

"N, Sayem-el-Daher; RE, Simard; L, L'Heureux; AG. Roberge. Determination of mono-, di- and
polyamines and foods using a single column amino acid autoanalyszer.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6833418.
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términos generales, se trata de alimentos que son susceptibles de presentar
una contaminacion bacteriana durante los dias previos a su consumo 0

transformacion.

‘La carga bacteriana propia y aquella incorporada por los manejos
posteriores a la captura, dan como resultado una proliferacién bacteriana, que
resulta en la formacion de las aminas biogénicas, la cual va aumentando al no
implementarse las buenas practicas de manufactura en el proceso de

manipulacion del pez”.®

“La temperatura y el tiempo de almacenamiento del pescado, asi como los
dafios fisicos que suceden como consecuencia de la manipulacion brusca y el
magullamiento posterior a la captura, son las principales causas que ocasionan
la contaminacién de la carne con bacterias que permiten la liberacion de

enzimas, aumentando la tasa de deterioro”.’

2.2.1. La histamina y sus efectos
La histamina se forma a partir de la descarboxilacion del aminoacido

histidina presente en concentraciones elevadas principalmente en el tejido

muscular de los peces que pertenecen al género Thunnus.

8 IZQUIERDO, Pedro; SANDREA, Lisette; ALLARA, Maria; GONZALEZ, Peggy; GARCIA, Aiza;
VALECILLOS, Yalitza. Evaluacion bacteriolégica y contenido de histamina en pescado
desmenuzado precocido en Venezuela. p. 51.

® FREEMAN, B.A. Microbiologia de Burrows. p. 89.
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Figura 3. Estructura quimica histamina

CH,CH,NH,

NH N

A

Fuente: LAZARO, César; CONTE, Carlos. Métodos cromatogréaficos para determinar aminas

biogpenicas en alimentos de origen animal. p. 54.

“Este proceso se origina por la accion de determinadas enterobacterias y
lactobacilos que se encuentran en el intestino del pescado, quienes aprovechan
las concentraciones de histidina para producir la histamina; estas bacterias
pueden encontrarse en la mayoria de los pescados, probablemente como
resultado de una contaminacion posterior a la captura y se desarrollan bien a 10

°C, pero el mismo se retarda considerablemente a 5 °C”.1°

“Es muy importante recalcar que, una vez producida la histamina en el
pescado, el riesgo de que suceda una intoxicacion en la persona que lo
consume es muy alto. Por otro lado, es necesario afirmar que la histamina es un
compuesto muy resistente al calor, por lo que a pesar de haber sometido el
pescado al proceso de coccion u otro tratamiento térmico antes de ser

consumido, la histamina no se destruye”.*

1% GALLLEGUILLOS, Ménica. Aminas Biogénicas — Nuevos Indicadores Quimicos utilizados
como criterios de calidad en la harina de pescado control de calidad de insumos y dietas
acuicolas. p. 64.

" bid.
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“La intoxicacion por histamina es debida a la ingestién de alimentos que
contienen altos niveles de esta sustancia, fatal si no es tratada a tiempo. Los
sintomas principalmente son de tipo neurolégico y cutaneo, ejerciendo accion
sobre el aparato cardiovascular, glandulas endocrinas y musculo liso; las
manifestaciones suelen darse 5 minutos después de la ingesta o pueden tardar
varias horas, dependiendo de las concentraciones de histamina y otras aminas

que se encuentren en el pescado”.*?

Figura 4. Reaccién sintesis histamina
O HN
N > < \
(/ / OH T>60C \
HN NH, N NH,

Fuente: elaboracion propia.

2.2.2. Intoxicacion alimentaria por histamina

Escombrosis es el nombre de la intoxicacion alimentaria que se origina de
consumir pescado con alto nivel de histamina. No se ha logrado establecer una
relacion entre la dosis de histamina y el efecto en el cuerpo del ser humano, ya
gue la administracion de la histamina pura a las mismas dosis no produce los
mismos efectos toxicos. Se ha sugerido que en el pescado se puede encontrar
productos potenciadores que disminuyen el umbral de la dosis necesaria de
histamina para crear una intoxicacién. “Un mecanismo sugerido es que se

encuentran moléculas que inhiben las enzimas de diaminooxidasa y la histidina

2 GALLLEGUILLOS, Ménica. Aminas Biogénicas — Nuevos Indicadores Quimicos utilizados
como criterios de calidad en la harina de pescado control de calidad de insumos y dietas
acuicolas. p. 64.
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metiltransfersa, las que estan encargadas del metabolismo de la histamina en el

cuerpo”.t®

Figura 5. Efectos en la piel, Escombrosis

Fuente: Expediente MD James Heilman

2.2.2.1. Sintomas

Los sintomas de la escombrosis se presentan normalmente entre 10 a
60 minutos después del consumo del pescado. Los sintomas son semejantes a
una alergia y pueden ser variados, pueden incluir: adormecimiento oral, cefalea,
mareos, palpitaciones, presion arterial baja, taquicardia, dificultad respiratoria y
sed. La severidad de los sintomas dependera de la cantidad de histamina

ingerida y de la sensibilidad del paciente hacia ella. Para poder diferenciar

¥ HUNGERFORD, James. Scombroid poisoning: a review. p. 125.
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rapidamente la escombrosis de una alergia se debe tomar en consideracion lo

siguiente:
o Registros previos de alergia al mismo alimento
o Verificacion de sintomas similares en personas que consumieron los

mismos alimentos

. Analisis de los niveles de histamina en los alimentos consumidos.

2.2.3. Limites

La histamina no es en si misma una molécula téxica, pero al consumirse
en altos niveles pueden causar una intoxicaciéon En el pescado recién atrapado
los niveles de histamina son generalmente menores a 10 mg/kg, pero en el
pescado procesado que no ha sido almacenado correctamente, en
refrigeracion, los niveles pueden cambiar ampliamente. En los productos que se
han almacenado correctamente, la concentracion es, por lo general, menos a
50 mg/kg.

La determinacién de los limites de histamina que son tolerados en un
producto es complicada, ya que la toxicidad no depende Unicamente de la
presencia de histamina sino de otros compuestos y del organismo de cada
consumidor. “En el caso de la histamina, una ingesta de 5- 10 mg puede
ocasionar efectos en pacientes sensibles, 100 mg inducen una toxicidad media
y 1 000 mg es altamente toxica. Otros autores sefiales que 8-40 mg histamina
causan toxicidad leve, de 40-100 mg toxicidad intermedia y por encima de

100 mg toxicidad severa”.**

Y STANDNICK, Joanna; DOLATOWSKI, Zbigniew. Biogenic amines in meat and fermented
meat products. p. 94.
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2.2.4. Limites legales

Con base a diferentes estudios, la Unidn Europea establecio que los
niveles de histamina deben ser menores a 100 mg/kg en los pescados crudos y
por debajo de 200 mg/kg en pescado salteados de las familias Scombridea y
Clupeidae. Sin embargo, la Agencia de Medicamentis y Alimentos de los
Estados Unidos de América (FDA. Food and Drug Administration, por sus siglas
en inglés) acepta una concentracion no mayor a 50 mg/kg. La FDA tomo esta
decision porque la concentracion de histamina encontrada puede variar incluso
entre diferentes partes del pescado, por lo que al encontrar 50 mg/kg deben
tomarse medidas para asegurar que el resto del lote no tenga mayor

concentracion.

En Guatemala, segun la reforma 0271-2010 del Acuerdo Ministerial
74-2007, se establece que por cada lote de atunes deben tomarse nueve
muestras del masculo dorsal para su analisis. El valor medio del limite maximo
residual de histamina debe ser inferior a 100 ppm o mg/kg. En dos de las
muestras se pueden tener valores superiores a 100 mg/kg, pero deben ser
inferiores a 200 mg/kg. Ninguna muestra puede tener un valor superior de
200 mg/kg de histamina. En el pais se utilizan los mismos niveles de regulacion

que en la Union Europea.
2.3. Cinética de reacciones quimicas
Formando parte de la fisicoquimica, la cinética quimica estudia la

velocidad a la que se lleva a cabo una reaccion y los factores que influyen en

esta.
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2.3.1. La velocidad de reaccién —rA

“La velocidad de reaccion es una variable intensiva que tiene la funcion de
indicar con qué rapidez se consume una cantidad de moles de una especie
quimica para formar otra, siendo especie quimica cualquier compuesto o

»15

elemento quimico que tiene identidad Gnica Representando una reaccion de

la forma:

ald+ bB —» dD + eE

Donde Ay B son reactivo; D y E son los productos, representando a, b, cy
d sus coeficientes estequiométricos. La velocidad de reaccion puede

determinarse de la siguiente manera.

1dC,  1dCs 1dC, 1dCg

adt  bdt ddt edt

Lo anterior indica que la velocidad de reaccion es la rapidez con la que se
producen los productos y la rapidez con la que se consumen los reactivos,

representado en una sola palabra.

2.3.2. Ley de Velocidad

La ley de velocidad indica la proporcionalidad entre las concentraciones de
los reactivos elevados a un orden de reaccion que representa su participacion
neta en el mecanismo, para cada reactivo y multiplicados por una constante de
proporcionalidad. La velocidad de reaccion es dependiente de factores como la

temperatura y la composicion de los reactivos.

' OGLER, Scott. Elementos de ingenieria de las reacciones quimicas. p. 513.
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—r = k(T) * C,* * CgP

2.3.2.1. La constante de velocidad de reaccion y

ecuacion de Arrhenius

La constante de velocidad de reaccion k no es verdaderamente una
constante, es solo independiente de las concentraciones de las especies que
interacttan en la reaccion. Por lo cual, también se le conoce como velocidad de
reaccion especifica. Casi siempre depende fuertemente de la temperatura y de

algunos parametros del mecanismo de reaccion.

Se asumird que k solo depende de la temperatura. Dicha suposicion es
valida en la mayoria de las reacciones de laboratorio e industriales. Fue un
guimico sueco, Svante August Arrhenius, quien por primera vez sugirié que la
dependencia de la velocidad de reaccidn especifica k respecto a la temperatura,

podria correlacionarse por una ecuacioén exponencial:
k(T) = Ae~E/RT

Donde A es el factor preexponencial o factor frecuencia, E es la energia

de activacion, R es la constante de los gases y T es la temperatura absoluta.

La energia de activacion puede considerarse como una barrera para la
transferencia de energia (energia cinética y energia potencial) entre moléculas
reactivas y debe ser vencida. Esto hace que no todas las colisiones entre
particulas reaccionantes sean exitosas, ya que requieren alcanzar el nivel

necesario de energia cinética para transformarla en potencial quimico.
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2.3.3. Método integral

A continuacién, se presenta el método integral empleado para la ley de

velocidad para la determinacion de la contante de equilibrio y el orden.

dc
— = klCcl*
7 = klcl
dc _ kdt
[€]
CA]_ dC tl
——=| kdt
-j;‘Ao [C]x to
Obteniendo
[CA]*1 =kt + [CA, ]
2.4. Métodos analiticos para la determinacién de histamina en
pescado

La determinacion de histamina en carne de pescado se realiza por dos
fines principales. El primero es por su potencial riesgo de intoxicacion y el
segundo es por su cuantificacion, ya que se utiliza con un indicador de calidad
de estos alimentos. “El indice de las aminas indica las condiciones higiénicas
durante la manipulacion de los productos, este se basa en las concentraciones
de las aminas biogénicas (por ejemplo: histamina, tiramina, putrescina y

cadaverina) en la carne de pescado. Aunque el indice de aminas no reemplaza
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un analisis microbioldgico, ya que no todas las especies de baterias tienen la

capacidad de descarboxilar aminoacidos”.*

Con relacion a otras toxinas mas peligrosas que encontramos en los
mariscos, la amina biogénica, histamina, cuenta con una variedad alta de
métodos de deteccion. Para la cuantificacién de histamina puede ser utilizado
meétodos simples y econdmicos como cromatografia de capa fina (TLC. Thin
Layer Chromatography, por sus siglas en ingles) y métodos mas complejos que
involucran la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC. High Performance

Liquid Chromatography, por sus siglas en inglés).

Un paso critico en la metodologia es la extraccion de histamina que se
dificulta por la complejidad de la matriz, que es la carne de pescado. El andlisis
también se dificulta por la presencia de componentes que hacen interferencia
como aminodcidos libres y otras aminas biogenicas. “Por ello la mayoria de
meétodos de separacion utilizan la cromatografia liquida de alta precision en fase
reversa, en donde la histamina es detectada con base a esquemas de
derivatizaciéon pre columna con el fin de producir moléculas fluorescentes, las
cuales son detectables utilizando un detector UV. Otros métodos de separacion
incluyen cromatografia con intercambio idnico, electroforesis capilar, entre

otros”.’

“En la actualidad, se busca un método que pueda ser facilmente valido
facilmente en diferentes laboratorios y permitiendo un analisis mas rapido, por
ello utilizan métodos enzimaticos caracterizados por ser altamente selectivos y

automatizables. Uno de estos métodos utiliza la diaminooxidasa, que degrada la

® STANDNICK, Joanna; DOLATOWSKI, Zbigniew. Biogenic amines in meat and fermented
meat products. p. 94.
7 Ibid.
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histamina presente en la muestra y produce peréxido de hidrégeno™®. Luego se
utiliza cristal violeta junto con preoxidasa para detectar el peroxido de hidrégeno
a 596 nm. También puede utilizarse oxidasa para cuantificar la histamina en
base al consumo de oxigeno. “Ademas existen kits de analisis en los que se
utilizan histamina hidrogenasa, histamina-N-metiltransferasa o anticuerpos
selectivos para utilizar en Ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas
(ELISA)”.*®

24.1. Prueba de ELISA

El método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) para la
deteccidn de histamina en pescados es un ensayo inmunoenzimatico que utiliza
un lector de microplacas. Este se basa en la identificacion del antigeno o
anticuerpo, el cual se encuentra inmovilizado sobre una fase solida por

anticuerpos que directa o indirectamente provocan una reaccion.

La prueba emplea inmundgenos, anticuerpos marcados con una enzima
cuyo producto es colorido y puede ser medido espectrofotométricamente. El
principio por el cual se rige la prueba posee propiedades de un inmunoensayo
ideal, ya que es versatil, simple en su realizacion, robusto y, lo mas importante,
utiliza reactivos econdmicos y facil de conseguir a comparacién de otros
métodos. Es importante mencionar que posee especificidad entre reactivo y
analito, los resultados pueden ser reproducidos facilmente y con rapidez, lo cual

permite analizar varias muestras simultaneamente.

ELISA desarroll6 el kit para histamina especifico para analisis cuantitativos

para las especies que productoras de histamina, tales como en el pez dorado,

® HUNGERFORD, James. Scombroid poisoning: a review. p. 121.
' TAYLOR, Steve. Histamine food poisoning: toxicology and clinical aspects.
https://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/ 3530640.
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atunes, entre otros. El test es un andlisis cuantitativo, aunque visualmente se
puede detectar una aproximacion del resultado que se obtendré correctamente

utilizando un lector ELISA.

2.4.2. Caracteristicas técnicas de la prueba
o Limite de deteccién: 2ppm
o Limite de cuantificacion: 2,5 ppm
o Rango de cuantificacion: 2,5 ppm-50ppm
o Concentraciones controles: 0, 2.5, 5, 10, 20, 50ppm
o Temperatura de conservacion kit: 2-6 grados Celsius
2.4.3. Ventajas sobre otros métodos

A comparacion de otros métodos el kit de histamina presenta las

siguientes ventajas:

o Extraccion sencilla utilizando agua.

o Contiene todos los reactivos necesarios.

o Controles de concentracién conocida.

o Curva de calibracion en cada ensayo lo que asegura resultados

cuantitativos confiables.
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3.1. Variables

Las variables utilizadas fueron cuantitativas con el fin de modelar el

3. METODOLOGIA

comportamiento cinético de la produccién de histamina en funcién del tiempo.

Tabla Il.

Definicion operacional de las variables cuantificables

Nombre

Definicién tedrica

Definicidn operativa

Concentracion de Histamina
[H]

Variable dependiente

Cantidad de la amina
biogénica, histamina, que se
encuentra  presente  por
unidad de masa.

La concentracion de
histamina se cuantific6é a
partir del método descrito
por el kit de especifico de
histamina.

La unidad de medicién es
mg/kg de atun.

Tiempo

t
Variable independiente

Magnitud fisica que permite
medir la  duracién o]
separacién de
acontecimientos. (RAE)

Las unidades de medicion
del tiempo de
almacenamiento del atln
fueron dias y semanas.

Temperatura

T
Variable Independiente

Magnitud fisica que expresa
el grado o nivel de energia
cinética de las particulas de
los cuerpos o del ambiente,
a nivel macroscopico.

La temperatura de
almacenamiento del atin se
midié con un termémetro de
mercurio en la escala de
grados Celsius.

Fuente: elaboracion propia.

Entre las variables se encuentran las de tipo independiente, consideradas
explicativas en el modelo y las dependientes como la magnitud que es medida
para determinar el efecto de la variable independiente y sus grados de

asociacion.

21



3.2. Delimitacion de campo de estudio

Con el fin de modelar el comportamiento cinético de la produccion de
histamina, a partir de un disefio experimental, dicha investigacion tuvo un
alcance descriptivo y correlacional con un enfoque cuantitativo debido a que la
unidad de andlisis de la variable concentracion de histamina se realiz6 por

medio de métodos medibles.

El objeto de estudio fueron los atunes provenientes de una poblacién (lote)
de la industria atunera Rainxeira ubicada en Puerto Quetzal, Escuintla. Es
importante mencionar que la experimentacion se realiz6 para dos especies de
atun (Katsuwonus pelamis y Thunnus albacares), los cuales fueron tomados

aleatoriamente.

3.3. Recursos humanos disponibles

o Investigador: Sandra Judith Pineda Martinez

o Asesor: Ingeniero Quimico William Eduardo Fagiani Cruz

o Colaboradora en muestreo atunes: Licenciada en acuicultura Fabiola
Esquivel

3.4. Recursos materiales

Segun la metodologia experimental propuesta, se requiri6 de los

siguientes equipos.
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3.4.1. Materiales y suministros

A continuacién, se mencionaran los materiales y suministros utilizados

para la investigacion.

3.41.1. Reactivos

o Kit de ELISA

3.4.1.1.1. Componentes Kit histamina
o 48 micropozos desglosables recubiertos de anticuerpos.
o 48 micropozos desglosables para mezclado con marca roja.
o Seis frascos de 1 mL, cada uno con control de histamina 0, 2.5, 5, 10, 20
y 50 ppm.
o Un frasco de 8 mL con solucién conjugado.
o Un sobre contenido polvo buffer diluente para extracto de muestras
(20 mM PBS)
o Un frasco de 12,5 mL con solucién de Substrato K-Blue®.
o Un frasco de 12,5 mL con solucién stop.
Tabla lll. Nombre de reactivos a utilizar
Reactivos Calidad o grado
Agua Destilada

Fuente: elaboracion propia.
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3.4.2. Mobiliario y equipo

A continuacion, se mencionara el mobiliario y equipo utilizados para la

investigacion.

Tabla IV. Nombre del equipo, accesorios y cristaleria a utilizar

Equipo Cristaleria

Lector de microplacas para absorbancias Pipetas volumétricas de 0.100pL y 100-
250uL

Filtro de 650 nm Pipeta de 12 canales de 100-250uL

Agitador tipo vortex Pizetas

Procesador de alimentos con recipiente plastico Tubos de ensayo de 10 mL

Papel filtro Vasos plasticos desechables capacidad
125 mL

Balanza analitica Embudos plasticos

Congelador Probeta de 100 mL

Refrigeradora Beacker de 250 mL

Termémetro de mercurio escala 0-100 grados | Frasco de vidrio de 1 L con tapa

Celsius

Termdmetro electrénico 2 cubetas de reactivo para pipeta de 12
canales

Soporte para tubos de ensayo

Fuente: elaboracion propia.

3.5. Técnica cuantitativa

A continuacién. se mencionara la técnica cuantitativa utilizada para la

investigacion.

3.5.1. Recoleccién de muestras y almacenamiento

Por parte de la industria atunera, se obtuvieron tres ejemplares de cada
especie de atun, los cuales fueron seleccionados aleatoriamente por el

personal, con similar tamafio y peso.
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Durante la recepcion de las muestras se les midié la temperatura, la cual
debia ser aproximadamente -18 grados Celsius y posteriormente se trasladaron
a un recipiente hermético con hielo hasta su lugar de almacenamiento para

evitar el rompimiento de la cadena de frio.

Al momento de ser almacenadas en sus respectivos lugares (congelador y
refrigeradora) se procedi6 a analizar las muestras para determinar la
concentracion inicial de histamina cuidando que no se elevara

significativamente la temperatura.

3.5.2. Frecuencia de analisis

En la siguiente tabla se observa la organizacion de analisis para las especi

es analizadas.

Tabla V. Organizacion de andlisis para temperatura de 4 grados
Celsius
Especie Num. NUum. Tiempo de | Frecuencia
Muestras | Andlisis/Muestra | monitoreo
Katsuwonus pelamis 2 2 1 semana Cada dia
Thunnus albacares 2 2 1 semana Cada dia

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VI. Organizacion de andlisis para temperatura de -18 grados

Celsius
Especie NUum. NUum. Tiempo de | Frecuencia
Muestras | Andlisis/Muestra | monitoreo
Katsuwonus pelamis 2 2 3 meses Cadaly?2
meses
Thunnus albacares 2 2 3 meses Cadaly?2
meses

Fuente: elaboracion propia.

3.5.3. Molienda de carne de atun
Del lomo del atun fueron rebanados trozos de similar tamafio, de
diferentes regiones del pez. Posteriormente se procesaron hasta obtener una
consistencia homogénea y completamente desfibrada. Luego fueron guardas en
una bolsa de plastico y almacenadas a sus respectivas temperaturas (-18 y
4 °C). Procedimiento realizado para cada muestra de ambas especies. Se lavo
adecuadamente en cada una de ellas el procesador de alimentos utilizado.

3.5.4. Prueba Kit ELISA

La metodologia utilizada para la cuantificacién fue la establecida en el
Kit Elisa.

3.54.1. Preparacion de reactivos

La preparacion de los reactivos se presenta a continuacion.
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3.5.4.1.1. Solucion Buffer de lavado

Se disolvio el Buffer contenido en el sobre en un litro de agua
desmineralizada y se almacend en una botella de vidrio con tapadera.
Posteriormente este se guard6 en un lugar oscuro y a temperatura ambiente.

3.5.4.2. Preparacién del extracto

Se mezcld 10 gramos de muestra previamente homogenizada con 90 mL
de agua destilada. Se agité vigorosamente utilizando un vortex durante
20 segundos y se esperd 5 minutos y se procedio a realizarlo nuevamente. Por

altimo, se agité durante 20 segundos y se dejoé sedimentar por 30 segundos.

Utilizando papel filtro y un embudo se filtré el sobre nadante

introduciéndolo en un tubo de ensayo previamente identificado.

3.6. Recoleccién y ordenamiento de la informacion

Los datos recolectados se organizaron de la siguiente manera.

Tabla VII.  Aleatorizacién de muestras a 4 °C
Katsuwonus pelamis Thunnus albacares
Fecha Muestra 1 Muestra 2 Muestra 1 Muestra 2
10/12/2018 2 2 2 2
11/12/2018 2 2 2 2
12/12/2018 2 2 2 2
13/12/2018 2 2 2 2
14/12/2018 2 2 2 2
15/12/2018 2 2 2 2
17/12/2018 2 2 2 2

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VIIl. Aleatorizacion de muestras a -18 °C

Katsuwonus pelamis Thunnus albacares
Fecha Muestra 1 Muestra 2 Muestra 1 Muestra 2
10/10/2018 2 2 2 2
10/12/2018 2 2 2 2
10/01/2019 2 2 2 2

Fuente: elaboracion propia.
La recoleccion de los datos necesarios para realizar los modelos
matematicos de la produccién de histamina para ambas especies estudiadas se
realizé de la siguiente manera.

3.6.1. Datos originales

Los datos originales de las concentraciones de especies de atunes

analizadas.

Tabla IX. Datos Katsuwonus pelamis (atun bonito), 4 °C

Fecha Concentracién Delta
(Ppm)

10/12/2018 15,3328
11/12/2018 19,4480 4,1153
12/12/2018 21,1423 1,6943
13/12/2018 22,3225 1,1803
14/12/2018 23.4615 1,1390
15/12/2018 24,1910 0,7295
17/12/2018 26,8985 2,7075

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla X. Datos Thunnus albacares (atun aleta amarilla), 4 °C

Fecha Concentraciéon Delta

(Ppm)

10/12/2018 9,5265

11/12/2018 12,9583 3,4318

12/12/2018 16,0000 3,0418

13/12/2018 18,1098 2,1098

14/12/2018 19,8718 1,7620

15/12/2018 19,9093 0,0375

17/12/2018 20,6705 0,7613

Fuente: elaboracion propia.
Tabla XI. Datos Katsuwonus pelamis (atun bonito), -18 °C

Fecha Concentracion Delta
(ppm)
10/10/2018 | 14,0363
10/12/2018 | 21,1423  7,1060
10/01/2019 | 27,2910  6,1488

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XIl.  Datos Thunnus albacares (atun aleta amarilla), -18 °C
Fecha Concentracion Delta
(ppm)
10/01/2019 \ 7,6758
10/12/2018 \ 18,5000 10,8243
10/01/2019 \ 22,3490 3,8490

Fuente: elaboracion propia.

29



3.7. Andlisis estadistico

Para estimar el nivel de correlacion, independencia, variabilidad y
prediccion de tendencia de los modelos matematicos propuestos, asociados al
comportamiento de la produccion de histamina para ambas especies se
realizaron algunas pruebas estadisticas. Dichas pruebas permitieron escoger el

modelo mas adecuado.

3.7.1. Andlisis de regresion

Proceso estadistico utilizado para estimar las relaciones entre variables,
tiempo y concentracion de histamina. En todos los casos, el objetivo de la
estimacion es una funcion de las variables independientes llamada la funcion de

regresion.
3.7.2. Anélisis de correlacién
Es utilizado como un factor de comparacion entre modelos para
determinar el de mayor ajuste, por lo tanto, cuando el coeficiente se acerque a
0, la asociacion entre variables es menor.

3.7.3. Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de varianza es un método para comparar dos o mas medias. El
ANOVA se basa en la descomposicion de la variacion total de los datos con
respecto a la media global. Es una estimaciéon de o2 a partir de la informacion

muestral.
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La variacion dentro de las muestras o intra-grupos, la cual cuantifica la
dispersion de los valores de cada muestra con respecto a sus correspondientes

medias.

La variacion entre muestras o inter-grupos, cuantifica la dispersién de las

medias de las muestras con respecto a la media global.
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Figura 6. Descripcion del analisis experimental

No Bloque 4°C No. Bloque -18°C

T |

| ;'? ; ﬁTH"u'

7!ﬂ

‘ Thunus albacares . Katswonus pelamis

Fuente: elaboracion propia.
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En la imagen anterior se ilustra el desarrollo de la experimentacion y
organizacion de las muestras a las cuales se les monitoreo sus niveles de
histamina. En cada analisis se examinaron siempre las cuatro mismas muestras

(dos de cada especie) de los cuales se hicieron por duplicado.

3.7.4. Prueba de Anderson-Darling

La prueba de Anderson-Darling es una prueba estadistica no paramétrica
con la cual se determina los datos de una muestra proveniente de una
distribucién especifica. La definicion matematica del estadistico A es utilizada
para determina si los datos pertenecen a una distribucion con funcién

acumulada F.

La prueba estadistica de Anderson-Darling es utilizada para determinar si
la muestra de datos se puede extraer de una distribucion de probabilidad. La
prueba asume que no existen parametros a estimar en la distribucion que se
esta probando, en cuyo caso la prueba y su conjunto de valores criticos siguen

una distribucion libre.

3.7.5. Analisis de residuos

Es una herramienta para inferir si el modelo de regresion empleado
proporciona predicciones significativamente adecuadas de las variables

respuesta.

El residuo i de la observacion es la diferencia entre el valor observado de

la variable independiente (yi) y el valor estimado por del modelo yi, es decir el
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error que resulta de usar la ecuacion de regresion estimada para predecir el
valor de la variable dependiente. La mayor parte del analisis de residuos esta

basado en evaluacion de gréficas.
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4. RESULTADOS

4.1. Cuantificacion de la concentracion de histamina utilizando la
metodologia del kit ELISA para estimar su tendencia respecto al

tiempo.

A continuacion, se presenta la descripcion de datos general obtenidos de

ambas especies para las dos temperaturas de analisis.

Figura 7. Informe resumen de datos concentracion de histamina

(mg/kg)

Prueba de normalidad de Anderson-Darling
A-cuadrado 17.80
Valor p <0.005
7 Media 26.176
Desv.Est. 31042
Varianza 963.583

Asimetria 5.3071
Curtosis 33.3978

N 88

Minimo 5.800

ler cuartil 17.052

% Mediana 19.999
3er cuartil 24.329

Maximo 251210

V Intervalo de confianza de 95% para la media
Z22 S 19.599 32.754
0 40 80 10 160 200 240 : .
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
19.604 21505
*ﬂ‘ *x XXX X * Intervalo de confianza de 95% para la desviacién estandar

27.036 36.452

Intervalos de confianza de 95%

Media } |

vesors| o— |

20 24 28 32

Fuente: elaboracion propia, empleando Minitab 18.
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En el cuadro anterior se presentan los valores de concentracion de
histamina (mg/kg) obtenidos a lo largo de las cuantificaciones realizadas a las
dos especies de atun (Thunnus albacares y Katsuwonus pelamis) en lapsos de
tiempos establecidos para cada condicion de almacenamiento. Se identifica una
distribucion asimétrica hacia la izquierda, con mayor frecuencia en el rango de 0
a 40 mg/kg.

Figura 8. Gréfica de dispersion de concentracion de histamina en

funcion del tiempo (2 especies, temperatura de 4°C)

250 Variable )
Katsuwonus pelamis
Thunnus albacares

N
N
v

200

75

150

5

100

75

50

25

Cocentracion de Histamina (mg/kg)

0 1 2 3 4 5 6 7 u“
Tiempo (dias)

Fuente: elaboracién propia, empleando Minitab 18.
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Figura 9. Grafica de intervalos concentracion de histamina en funcién

del tiempo (Katsuwonos pelamis, 4 °C)
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La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Fuente: elaboracién propia, empleando Minitab 18.

Figura 10. Gréfica de intervalos Concentracion de histamina en funcion

del tiempo (Thunnus albacares, 4 °C)

95% IC para la media
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Fuente: elaboracion propia, empleando Minitab 18.
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El primer gréfico expone la dispersion de la concentracion de histamina
en las muestras de atunes, Thunnus albacares y Katsowonus pelamis,
almacenados a una temperatura de 4 grados Celsius, los cuales fueron

monitoreados ocho veces durante dos semanas.

Posteriormente se presenta en graficas individuales los intervalos de
confianza del 95 % para cada medicion y se observa claramente para ambas
especies un aumento de la presencia de la amina biogénica en el lomo

conforme aumenta su tiempo de almacenamiento.

Figura 11. Gréfica de intervalos concentracion histamina en funcion del

tiempo (Katsuwonus pelamis, -18 °C)

95% IC para la media
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La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Fuente: elaboracion propia, empleando Minitab 18.
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Figura 12. Grafica de intervalos concentracion de histamina en funcién

del tiempo (Thunnus albacares, -18 °C)
95% IC para la media
30
25
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Concentracién Histamina (mg/kg)
G

0 8 2
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La desviacién estdandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Fuente: elaboracion propia, empleando Minitab 18.

Para las condiciones de almacenamiento a -18 grados Celsius en un
congelador se llevaron a cabo tres mediciones a lo largo de 12 semanas. En
ambas gréficas se presenta los intervalos de concentracion de histamina
cuantificados y para ambas muestras de cada lote de atin aumenta su

presencia a lo largo del tiempo.
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4.2. Estimacién del efecto de la temperatura y la especie de atin

sobre la produccién de histamina

Para la estimacion de del efecto de la temperatura y la especie de atun
sobre la produccion de histamina se realizaron pruebas estadisticas y sus

resultados se muestran a continuacion.

Tabla Xlll.  Informacion de factores del ANOVA
Factor Tipo Niveles Valores
Temperatura Fijo 2 -18,4 °C
Especie Fijo 2 A: Katsuwonus pelamis
B:Thunnus albacares
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XIV. Analisis de varianza lineal
Fuente | GL Sc. Sec | Contribucién SC. MC Valor F Valor p
Ajuste Ajuste
t 1 193,2 0,23 % 4140,1 | 41401 4,51 0,037
T 1 5892,0 7,03 % 5892,0 5892,0 6,42 0,013
Especie 1 643,8 0,77 % 643,8 643,8 0,70 0,405
Error 84 77102,7 91,97 % 77102,7 917,9
Faltade | 18 40324,4 48,10 % 40324,4 | 2240,2 4,02 0,00
ajuste
Error 66 36778,3 43,87 % 36778,3 557,2
puro
Total 87 83831,7 100,00 %

Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
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Tabla XV. Anélisis de varianza ajustado
Fuente GL SC. MC Valor F Valor p
Ajuste Ajuste
t 1 4,956 4,9559 6,89 0,010
T 1 91,062 91,0619 126,60 0,000
Especie 1 5,122 5,1215 7,12 0,009
Error 83 59,703 0,7193
Falta de 18 57,191 3,1773 82,20 0,00
ajuste
Error 65 2,513 0,0387
puro
Total 86 186,320

Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 13. Informe resumen de concentracion de Histamina (mg/kg),

Katsuwonus pelamis a4 °C

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 8.21
Valor p <0.005
Media 31903
Desv.Est. 42.169
Varianza 1778.204
Asimetria 4.9161
Curtosis 25.4864
N 32
Minimo 14.065
ler cuartil 19.907
Mediana 22.044
3er cuartil 25421
Maximo 251210
Intervalo de confianza de 95% para la media
v // w7777 oP
0 20 40 60 80 100 120 40 160 180 200 220 240 16.699 47.106
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
21016 25.164
‘ﬁ * * * Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
33.807 56.062
Intervalos de confianza de 95%
Media } . {
Mediana P—{
20 30 40 50

Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 14. Informe resumen de concentracion de histamina (mg/kg),
Thunnus albacares a4 °C

Prueba de normalidad de Anderson-Darling
A-cuadrado 6.85

Valor p <0.005
Media 26.208
Desv.Est. 28.429

Varianza 808.184
Asimetria 2.79798
Curtosis 6.82934

N 32

Minimo 7.928

ler cuartil 16.476

Mediana 19.343

3er cuartil 19.999

o Méximo  124.020

Intervalo de confianza de 95% para la media
0 20 30 40 50 60 90 10 10 120 15.958 36.458
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
17.551 19.909
o @’ * * % * Intervalo de confianza de 95% para la desviacién estandar

22.791 37.795

Intervalos de confianza de 95%

Media | P |

veiwa |

15 20 25 30 35

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.

La distribucion de datos para las muestras de atunes de ambas especies
presenta una distribucién sesgada hacia la izquierda. La mayor frecuencia de
datos para la especie Katsuwonus pelamis se encuentra dentro del intervalo
aproximadamente entre 20 y 50 mg/kg de Histamina en su lomo y para Thunnus

albacares entre 10 y 20 mg/kg.
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Figura 15.

Informe resumen de concentracion de histamina (mg/kg),

Katsuwonus pelamis a -18 °C

N\
N
NN

Intervalos de confianza de 95%

Media | L g |

Mediana I ® |

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 0.19
Valor p 0.878
Media 20.823
Desv.Est. 5.952
Varianza 35.424
Asimetria -0.191151
Curtosis -0.935922
N 2
Minimo 10.457
ler cuartil 15.800
Mediana 21146
3er cuartil 26.137
Maximo 28.976
Intervalo de confianza de 95% para la media
17.042 24.605
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
15.801 26.115
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
4.216 10.106

Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 16. Informe resumen de concentracion de histamina (mg/kg),
Thunnus albacares a-18 °C

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 0.37

Valor p 0.366

Media 16.175

Desv.Est. 7.807

Varianza 60.943

Asimetria 0.04662

Curtosis -135213

N 2

Minimo 5.800

ler cuartil 9.267

Mediana 17511

/ 3er cuartil 22.655
Maximo 28.921

™~ Intervalo de confianza de 95% para la media
5 10 5 20 25 30 1n.215 21135
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
9.279 22.636
M Intervalo de confianza de 95% para la desviacién estandar
5.530 13.255
Intervalos de confianza de 95%
Media } o {
weira| | . |
8 » 16 20 24

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.

Para los valores de la concentracion monitoreados en la especie Thunnus
albacares a una temperatura de -18 grados Celsius, se obtuvo una distribucion

con mayor similitud a la normal.
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4.3. Construccion del modelo matematico de la produccién de
histamina para cada especie para estimar el tiempo de

almacenamiento del atln

Se desarrollaron cuatro diferentes modelos matematicos (lineal,
logaritmico, inverso e inverso al cuadrado) para la concentracion de la
produccion de histamina, a los cuales se les calificaron aspectos como el

coeficiente de determinacion, la normalidad, homocedastidad a los residuos.

La normalidad y homocedasticidad fueron comparados visualmente a
partir de sus gréaficas obtenidas. Se utiliz6 una escala de uno a cuatro para
ordenarlos, siendo uno el mejor y cuatro el peor. Como criterios principales en
la seleccion del modelo fueron la normalidad, el coeficiente de determinacion y

el de determinacion de prediccion.

A continuacion, se presentaran tablas resumen de la evaluacion de los
modelos para ambas especie de atin a su determinada condiciones de
almacenamiento y posteriormente se indica el modelo matematico

seleccionado.

Tabla XVI. Especie: Katsuwonus pelamis, temperatura: 4 grados Celsius

Criterios
Modelo Normalidad R’ R’pred | Homocedasticidad | Aleatoriedad P
Orden O 4 0,35 0,02 0,00 4 0,005
Ordenl 3 0,59 0,38 0,00 3 0,005
Orden 2 1 0,68 0,56 0,13 1 0,005
Orden 3 2 0,58 0,48 0,04 2 0,005

Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 17. Grafica de probabilidad normal, Katsuwonus pelamis a 4 °C
(la respuesta es 1/C, Ka tsluwomus pelamis a 4 grados Celsius)
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Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
Figura 18. Residuos en funcién de orden de observaciones,
Katsuwonus pelamis a4 °C
vs. orden
(la respuesta es 1/¢ Katsuwomus pelamis a 4 grados Celsius)
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Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 19. Informe resumen de residuos funcion inversa de la

concentracion de histamina, Katsuwonus pelamis a4 °C

Informe de resumen de residuos de 1/C, Katsuwomus pelamis a 4°C

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 145
Valor p <0.005
Media -0.000000
Desv.Est. 0.007692
Varianza  0.000059
Asimetria 189090
Curtosis 6.26960
N 32
Minimo -0.014662
ler cuartil -0.004624
Mediana  -0.001699
3er cuartil 0.002315
Maximo 0.029307

Intervalo de confianza de 95% para la media
-0.002773 0.002773
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
-0.002934 0.001130

— [T+ * * Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar

0.006166 0.010226

Intervalos de confianza de 95%

00030 00015 00000 00035 00030

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.

Figura 20. Prueba de igualdad de varianzas, Katsuwonus pelamis a 4 °C

Prueba de varianzas iguales: Residuos de 1/C vs. Tiempo (dias) , Kp a 4°C
Multiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, o = 0.05

0 — Comparaciones multiples
Valorp 0.013
1 Prueba de Levene
Valor p 0.023
2 —
—
)
&
3T 3 H
[}
o
g 4 —
2
=
5 —
7 H
“ ; |

000 0.02 004 006 008 010 0L 04 016 018

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
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Tabla XVII. Especie: Katsuwonus pelamis, temperatura: -18 °C

Criterios
Modelo Normalidad R? R?pred = Homocedasticidad = Aleatoriedad p
Orden O 2 0.88 0.83 0.83 2 0.26
Orden 1 1 0.86 0.77 0.35 1 0.37
Orden 2 3 0.78 0.64 0.08 3 0.02
Orden 3 4 0.66 0.44 0.01 4 0.01

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.

Figura 21. Gréfica de probabilidad normal, Katsuwonus pelamis a -18 °C

Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es InC, Katsuwomus pelamis a -18 grados Celsius)
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Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 22. Residuos en funcion de orden de observaciones,

Residuo

0.2
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(1a respuesta es InC, Katsuwomus pelamis a -18 grados Celsius)
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Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 23. Prueba de igualdad de varianzas, Katsuwonus pelamis a
-18 °C

Prueba de varianzas iguales: Residuos de InC vs. Tiempo (semanas), Kp a -18°C
Multiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, a = 0.05

Comparaciones multiples
Valor p 0.345
[ | Prueba de Levene
Valorp 0432

Tiempo (semanas)
00

I

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 24. Informe resumen de residuos funcién logaritmica de la

concentracion de histamina, Katsuwonus pelamis a -18 °C

Informe de resumen de residuos de InC, Katsuwomus pelamis a -18°C

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 0.37
Valor p 0.372
Media 0.000000
Desv.Est. 0.116121
Varianza 0.013484
Asimetria -111697
Curtosis 171498
N 2
Minimo -0.274447

ler cuartil -0.073973
Mediana 0.023030
3er cuartil 0.072839
Maximo 0.140441

Intervalo de confianza de 95% para la media
-0.073780 0.073780
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
-0.073726 0.072744

—:Di Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar

0.082259 0.197159

-03 -0.2 -01 -00 01

Intervalos de confianza de 95%

Media I * |

Mediana I * |

-0.08 -0.04 0.00 0.04 0.08

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
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Tabla XVIII. Especie: Thunnus albacares, temperatura: 4 °C

Criterios
Modelo Normalidad R® R’pred | Homocedasticidad Aleatoriedad P
Orden 0 2 0,69 0,57 0,05 4 0,05
Orden 1 1 0,83 0,78 0,14 1 0,65
Orden 2 3 0,67 0,62 0,02 2 0,01
Orden 3 4 0,43 0,36 0,02 3 0,01

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.

Figura 25. Gréfica de probabilidad normal, Thunnus albacares a 4 °C

Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es InC, Thunnus albacares a 4 grados Celsius)
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Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 26.

Residuo

Figura 27.

Residuos en funcién de orden de observaciones, Thunnus
albacares a4 °C
vs. orden
(la respuesta es InC. Thunnus albacares a 40 )
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Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
Prueba de igualdad de varianzas, Thunnus albacares a 4 °C

Prueba de varianzas iguales:Residuos de InC vs. Tiempo (dias), Th a 4°C
Muiltiples intervalos de comparacién para la desviacion estandar, a = 0.05

0 — Comparaciones multiples
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Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 28.

Informe de resumen de residuos de InC, Thunnus albacares a 4°C
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-0.10

Tabla XIX.

Modelo
Lineal
Logaritmico
1/C
1/C?

A-cuadrado
Valor p

Media
Desv.Est.
Varianza
Asimetria
Curtosis
N
Minimo
ler cuartil
Mediana
3er cuartil
Maximo

-0.095909

-0.065861

0.27
0.655

0.000000
0.266016
0.070765

-0.471794

0.210154
32

-0.705605

-0.141999
0.018930
0.212789
0.492659

0.095909

0.119977

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

Intervalo de confianza de 95% para la media

Intervalo de confianza de 95% para la mediana

Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar

0.213266

0.353663

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.

Especie: Thunnus albacares, temperatura: -18 °C

Normalidad R?
4 0,68
1 0,75
3 0,73
2 0,64

Criterios
R pred Homocedasticidad
0,61 0,16
0,66 0,00
0,59 0,02
0,61 0,00

Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 29.
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Figura 30.

Grafica de probabilidad normal, Thunnus albacares a -18 °C

Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es InC, Thunnus albacares a -18 grados Celsius)
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Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.

Prueba de igualdad de varianzas, Thunnus albacares a -18 °C

Prueba de varianzas iguales:Residuos de InC vs. Tiempo (dias), Th a -18°C

Muiltiples intervalos de comparacién para la desviacion estandar, o = 0.05

Comparaciones mdltiples
Valorp 0.061

o |—| Prueba de Levene

Valor p 0.285

Tiempo (semanas)
00

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10 12 14 16 18

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 31. Residuos en funcion de orden de observaciones, Thunnus

albacares a -18 °C

vs. orden
(la respuesta es InC, Thunnus albacares a -180 )
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Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
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Figura 32. Informe resumen de residuos funcién logaritmica de la

concentracion de histamina, Thunnus albacares a -18 °C

Informe de resumen de residuos de InC, Thunnus albacares a -18°C

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 0.19
Valor p 0.885
Media 0.000000
Desv.Est. 0.278351
Varianza 0.077479
Asimetria 0.411777
Curtosis 0.782502
N 2
Minimo -0.469942
ler cuartil -0.230378
Mediana 0.020179
3er cuartil 0.148323
Maximo 0.586257
Intervalo de confianza de 95% para la media
-04 02 00 02 04 06 -0.176856 0.176856
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
-0.229005 0.147247
4:@7 Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar

0.197182 0.472606

Intervalos de confianza de 95%

Media } g |

esns| | . |

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.

A partir de los modelos seleccionados, se continué a estimar el tiempo
maximo de almacenamientos en el cual se alcanza la concentracion maxima

permitida de histamina en el lomo del atun.
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Tabla XX. Katsuwomus pelamis almacenado a una temperatura de

4°C
— . I s
lelte SUpeI’IOI’ E — _0)002615 + 0’0637 E — 0,0026[C]2
' 1 c
Media C = —0,0027t + 0,056 i =0,0027[C]?
— . 1 e
Limite Inferior = = —0,0027¢ +0,0485 = = 0,0027[C]?
Tiempo Limite [14,25, 20,65]

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.

Figura 33. Tiempo limite de almacenamiento para Katsuwonus pelamis
a4°C

Tiempo limite de almacenamientos para Katsuwomus pelamis a 4°C
21

20

Tiempo (dias)

50 75 100 5 150
Concentracién Limite (mg/kg)

Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
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Tabla XXI. Thunnus albacares almacenado a una temperatura de 4 °C

— - dc
Limite InC = 0,1414t + 2,6105 4 _ o14141C]
Superior dt
i = dc
Media InC = 0,1417t + 2,3435 2~ 14170
— - dc
Limite InC = 0,1418t + 2,0789 4 _ b1418[C]
Inferior dt
Tiempo [14,10, 17,81]
Limite
Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
Figura 34. Tiempo limite de almacenamiento para Thunnus albacares a

4°C

Tiempo limite de almacenamientos para Thunnus albacares a 4°C
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Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
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Tabla XXII. Katsuwomus pelamis almacenado a una temperatura de

-18 °C

imi = ac
Limite InC = 0.0558t + 2.7658 % 0.0558C]
Superior dt

' = ac

Media InC = 0.0558t + 2.6217 o = 0.0s58[c)

imi = dc
Limite InC = 0.0558t + 2.4776 % 0.0558C]
Inferior dt
Tiempo [32.96,38.12]
Limite

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18
Figura 35. Tiempo limite de almacenamiento para Katsuwonus pelamis

a-18 °C

Tiempo limite de almacenamientos para Katsuwomus pelamis a -18°C
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Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
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Tabla XXIII. Thunnus albacares almacenado a una temperatura de

-18 °C

imi = dc
L|m|te_ InC = 0.0933t + 2.3737 % 0.0933[C]
Superior dt

' = dc

Media InC = 0.0933¢t + 2.0319 = 0.0933[C]

— — dc
L|m|t_e InC = 0.0933t + 1.6907 % 0.0933[C]
Inferior dt
Tiempo [23.91,31.23]
Limite

Fuente: elaboracién propia, empleando MiniTab 18.
Figura 36. Tiempo limite de almacenamiento para Thunnus albacares a

-18 °C

Tiempo limite de almacenamientos para Thunnus albacares a -18°C
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Fuente: elaboracion propia, empleando MiniTab 18.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Con el proposito de estimar el tiempo de almacenamiento adecuado para
dos especies de atun, Katsuwonus pelamis y Thunnus albacares, a dos
diferentes temperatura de almacenamiento, 4 y -18 grados Celsius. Para evitar
gue sobre los 100 mg/kg pasen la concentracion de histamina, los cuales
pueden ocasionar una intoxicacion severa al consumidor o ser rechazado un

lote de produccién que lo contenga.

5.1. Caracterizacion de la produccion de histamina a 4 y -18 grados

Celsius para ambas especies

En la tabla IX y X se muestran que las concentraciones iniciales de
histamina de las muestras analizadas son 15,33 y 9,53 mg/kg para Katsuwonus
pelamis y Thunnus albacares respectivamente. Lo anterior indica que los atunes
pertenecientes al atin aleta amarilla (Thunnus albacares) posiblemente fueron
capturados recientemente, ya que se concentracion inicial es menor a 10
mg/kg, a comparacion de la otra especie, pero para ambas sus concentraciones
son menores a 20 mg/kg de histamina por lo que se puede afirmar que su

almacenamiento se realiz6 bajo las condiciones y manipulacion adecuada.

En las figuras 8, 9 y 10 se puede observar que la concentracion inicial de
histamina en el lomo de ambas especie cambia significativamente debido a
posibles factores ajenos a su manipulacion y variables de control de la
investigacién, como la edad del atin, tamafio, fecha de captura, tiempo de
almacenaje posterior a su captura y si portaba algun tipo de enfermedad, ya

gue a mayor tamafio, mayor sera la superficie con tejidos que contienen el
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reactivo histidina y las bacterias fisiol6gicas tipicas para llevarse a cabo la
reaccion de descarboxilacion, lo que aumenta la probabilidad de alcanzar el
nivel maximo permitido de histamina en un menor tiempo y causar una

intoxicacion a cualquier ser humano que lo consuma.

A pesar que la presencia de histamina inicial es mayor en las muestras del
Katsuwonus pelamis con respeto al Thunnus albacares, este mostr6 cambios
menores en su concentracion a lo largo del tiempo de andlisis, pudiendo ser
diferente el género de Enterobacterias presentes en el organismo de cada
animal. Es decir, hay una variacion en la descomposicién de histidina a
histamina y dependiendo del género o tipo de bacteria Gram negativa sera su
comportamiento cinético con el cual se lleva a cabo la reaccion y el tiempo de

realizar dicho proceso.

Figura 37. Imagen bacterias Gram negativas

Fuente: elaboracion propia.
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El argumento anterior posiblemente sea el propdésito que provocara que el
género o tipo de Enterobaterias contenidas en la especie Thunnus albacares
causaran que el tiempo de almacenaje promedio a una temperatura de 4 grados
Celsius sea menor a comparacion de la especie Katsuwonus pelamis. En la
figura 34 se observa que al dia aproximadamentel6 se alcanza el limite
permisible de 100 mg/kg, ya que aparentemente realizan con mayor velocidad

la produccién de histamina

A pesar que ha sido establecido por la FDA (U.S. Food and Drug
Administration) que a -18 grados Celsius la actividad bacteriana se detiene
significativamente, se obtuvieron cambios en la concentracién de histamina en
el lomo de ambas especies (figuras 9 y 10). Esto se debe muy probablemente a
que no es posible detener la descomposicion después de la muerte de un

organismo.

A la temperatura de -18 grados Celsius se observa el mismo
comportamiento descrito para 4 grados, por lo tanto, a partir de modelo
matematico de mayor ajuste se infiere que la especie Thunnus albacares
alcanza la concentracidn permitida en menor tiempo con una diferencia
aproximada de 8 semanas. Lo anterior sugiere que dicha especie es propensa a
producir mayores niveles de la amina biogénica en menor tiempo,
independientemente de sus condiciones de almacenamiento a comparacion del

atan bonito (Katsuwonus pelamis).

5.2. Caracterizacion del efecto de la temperatura en la produccién de

histamina en el lomo de una misma especie

Con el fin de determinar el efecto de las variables temperatura, tiempo y

especie se realiz6 un anadlisis de varianza con ajuste a un modelo lineal
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utilizando un valor de significancia del 95 %. En la tabla XIV se presentan los
resultados de dicho analisis, tomando como parametro determinante el valor p.
Para el modelo lineal, la temperatura es la variable que tiene mayor efecto en la
produccion de histamina, posteriormente el tiempo y la especie no tienen efecto

alguno siendo su valor p mayor a 0,05.

Debido que el modelo lineal utilizado presenta cierta inexactitud, se
procedi6 a realizar un ajuste utilizando el logaritmo o inverso de la
concentracion de histamina. En la tabla XV se presenta los resultados del
segundo analisis de varianza realizado, obteniendo que la especie es la variable
con mayor efecto. El resultado anterior se debe a que cada especie de atlin
contiene su propio género o tipo de baterias y debido a que ellas son el medio
de la realizacion de la reaccidon quimica tenga un impacto mayor que las

variables tiempo y temperatura.

Por otra parte, para ambas especies estudiadas se comprueba que el
tiempo de conservacion del atin crudo se aumenta aproximadamente 14 veces
mas conservandolo a -18 grados Celsius en un congelador, en comparacién en
un refrigerador convencional que generalmente se encuentra a

aproximadamente a 4 grados Celsius.

Lo anterior evidencia en los modelos obtenidos para caracterizar dicho
comportamiento. Para la especie Thunnus albacares se infiere que los modelos
cinéticos respectivos a las temperaturas de analisis son de primer grado,
variando entre ellos la constante de equilibrio cinética, que al final reflejan un

alargamiento del tiempo de conservacion.

Por otro lado, para la especie Katsuwonus pelamis los modelos cinéticos

son distintos para ambas temperaturas, siendo el de cuatro grados Celsius de
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segundo orden y el otro de primer orden, lo cual puede ser consecuencia del
efecto de la temperatura en la actividad bacteriana acelerando su
desplazamiento hacia el lomo del atin. Esto posiblemente provoca que las
particulas del reactivo histidina colisionen con mayor frecuencia entre ellas y
reaccionen en menor tiempo a comparacion de lo descrito con el modelo de

primero orden.
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CONCLUSIONES

La produccion de concentracion de histamina en el lomo del atin
Katsuwonus pelamis presenta una tendencia inversa y logaritmica
respecto al tiempo de almacenamiento para una temperatura aproxima

de 4y -18 grados Celsius respectivamente.

La produccion de histamina en el lomo del atin Thunnus albacares
presenta una tendencia logaritmica respecto al tiempo de
almacenamiento para ambas temperaturas de 4 y -18 grados Celsius.

La reduccion de temperatura de almacenamiento de 4 a -18 °C tiene un
efecto significativo, disminuyendo la produccién de histamina en lomo del

atun Katsuwonus pelamis hasta 14 veces.

La reducciéon de temperatura de almacenamiento de 4 a -18 °C tiene un
efecto significativo, disminuyen la produccion de histamina en lomo del

atun Thunnus albacares hasta 12 veces.

El tiempo estimado de almacenamiento adecuado de los atunes
pertenecientes a la especie Katsuwonus pelamis a una temperatura de
4 °C es de 17 dias.

El tiempo estimado de almacenamiento adecuado de los atunes de

especie Katsuwonus pelamis a una temperatura de -18 °C es de 35

semanas.
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El tiempo estimado de almacenamiento adecuado de los atunes
pertenecientes a la especie Thunnus albacares a una temperatura de
4 °C es de 17. dias.

El tiempo estimado de almacenamiento adecuado de los atunes de

especie Thunnus albacares a una temperatura de -18 °C es de

27 semanas.
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RECOMENDACIONES

Realizar los analisis microbiolégicos necesarios con el fin de identificar
los tipos de bacterias Gram negativas presentes en las especies
estudiadas y reconocer cuales realizan con mayor facilidad la reaccion

de descarboxilacion del amino acido histidina.

Se recomienda mantener siempre la cadena de frio y evitar los cambios
bruscos de temperaturas, asi mismo, cuidar de la manipulacion de las
muestras al ser analizadas, ya que esto puede incrementar la

descomposicion acelerada de la carne y obtener datos erréneos.
Para mayor exactitud y precision en la estimacion del modelo matemético

y tiempos adecuados de almacenamiento realizar la cuantificacion de los

niveles de histamina utilizando métodos cromatogréficos validados.
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A

PENDICES

Apéndice 1. Requisitos académicos
ler paso 2do paso 3er paso 4to paso 5to paso 6to paso
p - - e Problema a
Carrera Area Tema genérico Tema especifico Especificacion ——-
Fisicoquimica ]!__a_boratp ro de Espectrofotometria Absorcién
isicoquimica 2
Modelizacion
del
comportamie
Area Variables aleatorias g;o cmetlclg
complementari Estadistica i discretas Distribucion normal duccié
unidimensionales produccion

a

Ingenieria

quimica

Fisicoquimica

Cinética de procesos
quimicos

Ley de velocidad de
reacciones y
estequiometria

Modelos de velocidad
de reaccion

Fisicoguimica

Fisicoquimica ii

Cinética quimica

Analisis de resultados
cinéticos

de histamina
en el lomo de
dos especies
de atan
(katsuwonus
pelamis y
thunnus
albacares)
por medio de
la prueba
especifica de
elisa y
analisis
multivariado

Fuente

: elaboracién propia.
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Apéndice 2. Arbol de problemas

Alergias cutdneas
Rechazo de lotes de d . '
atdin nauseas, vomitos y
: diarreas.
Mala calidad de la carmne Intoxicacion histaminica
del atin

Altos niveles de histamina en la came del

atdin.

Descarboxilacion bacteriana del
aminoacido histiding.

Aumento de las bacterias Gram
negativas.

N

Contaminacién Almacenamiento de atin a

Almacenamiento de atin
durante largos periodos

una temperatura no adecuada

Manipulacion inadecuada
de los lotes de atin.

Fuente: elaboracion propia.
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