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RESUMEN
El trabajo aborda la aplicacion de la Cromatografia Liquida de Alta Perfomance (HPLC) para
determinar histamina en harina de pescado, que consiste en extraer histamina con &cido
tricloroacético y derivatizada con cloruro de dancilo a 55 °C, la separacion cromatografica es modo
isocratico fase reversa Metanol: Agua: Acetonitrilo, usando una columna C18; se desarrolla en
etapas, siendo una el enfoque la importancia de la histamina en productos alimenticios y la
determinacion por el método HPLC. Se describe actividades haciendo uso del HPLC en la
determinacion de histamina en harina de pescado en el Laboratorio de Organica de la empresa SGS
del Pert SAC. La histamina es un indicador muy importante en los productos pesqueros como la
harina de pescado, debido a su toxicidad que puede provocar la muerte, es por ello que lo analisis
de histamina requieren técnicas analiticas confiables, considerando el contenido de histamina
como indicador de calidad en materia prima y de productos procesados, por ello se clasifican los
productos y establecen los precios a nivel mundial en productos pesqueros especialmente de la
harina de pescado. Como experiencia, las instrucciones operativas para el manejo del sistema de
analisis por HPLC, explica el método de ensayo para la determinacién de histamina por HPLC en
harina de pescado, describe los registros y calculos para cuantificar la histamina en una muestra
de harina de pescado, asi como un informe de ensayo. Luego se describe la validacion de métodos

y auditorias para la acreditacion como aportes realizados a la empresa.

Palabras clave: histamina, harina de pescado, HPLC



ABSTRACT
This work addresses the application of High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) to
determine histamine in fishmeal. The process involves extracting histamine with trichloroacetic
acid and derivatizing it with danyl chloride at 55 °C. The chromatographic separation is performed
in reversed-phase isocratic mode using a C18 column (Methanol: Water: Acetonitrile). The study
is developed in stages, one of which focuses on the importance of histamine in food products and
its determination by the HPLC method. Activities using HPLC for the determination of histamine
in fishmeal at the Organic Laboratory of SGS del Peri SAC are described. Histamine is a crucial
indicator in fishery products such as fishmeal due to its toxicity, which can be fatal. Therefore,
histamine analysis requires reliable analytical techniques, considering histamine content as a
quality indicator in raw materials and processed products. This is why products are classified and
prices are established globally, especially for fishmeal. This document presents the operational
instructions for using the HPLC analysis system, explaining the test method for determining
histamine in fishmeal by HPLC. It describes the records and calculations for quantifying histamine
in a fishmeal sample, as well as a test report. The validation of methods and audits for accreditation

are then described as contributions made to the company.

Keywords: histamine, fishmeal, HPLC
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. INTRODUCCION

El presente informe describe en forma detallada las diversas actividades pre profesionales
desarrolladas en la empresa SGS del Peri SAC para la obtencion al titulo profesional por la
modalidad de Suficiencia Profesional, el cual trata sobre la aplicacion de la Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (HPLC) para la determinacién de histamina en harina de pescado.

El informe tiene como objetivo describir la importancia de la histamina como indicador de
calidad en los productos pesqueros y su efecto toxico en los seres humanos, y su alcance esta
limitado especificamente al procedimiento de manejo del sistema HPLC, el método de analisis, y
los calculos para su cuantificacion de histamina en matrices de harina de pescado.

La empresa SGS del Pert SAC realiza diversos servicios de analisis quimicos, y en el caso
especifico para la determinacidn de histamina en harina de pescado utiliza la HPLC cuyo método
esta validado por el Instituto Nacional de la Calidad (INACAL).

El trabajo inicialmente contiene la trayectoria del autor, seguido de la descripcién de la
empresa donde se desarrollé las actividades pre profesionales, el organigrama de la empresa dentro
del cual se encuentra el area de trabajo y las areas y funciones desempefiadas.

En la continuacion se describe una actividad especifica, la cual explica las caracteristicas
de la histamina en los alimentos y su efecto toxico, luego los principios de la HPLC, los equipos
que posee la empresa donde se realizé el trabajo, las instrucciones operativas para el manejo del
sistema el cual estd configurado con el software Chromeleon, el método de ensayo para la
determinacion de histamina por HPLC en harina de pescado, los registros, los calculos para
determinar la concentracién de histamina en harina de pescado y el informe de ensayo de histamina
en harina de pescado y el marco conceptual.

En la parte final del trabajo se presenta los aportes mas destacados a la empresa, las
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conclusiones, recomendaciones, referencias y anexos.
1.1 Trayectoria del autor

Egresada de la carrera profesional de Ingenieria Pesquera de la Universidad Nacional
Federico Villarreal con el grado de Bachiller, con estudios de Maestria en Administracién con
mencion en Gestion Empresarial en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, y Bombero
Profesional de la Compafiia de Bomberos Internacional N° 14.

Dentro de mis capacidades y competencias organizativas soy organizada y disciplinada con
capacidad de analisis, trabajo en equipo, y obtencion de resultados segin metas en base a mi
experiencia laboral, valores, ética profesional y compromiso. Manejo y organizacion de personal.

Respecto a mis capacidades y competencias técnicas logradas en base a mi experiencia
laboral y continuas capacitaciones puedo citar las siguientes:

- Manejo del UHPLC (Sistema para Cromatografia Liquida de Alta Perfomance),
- Titulador Potenciométrico,

- Uso de normas segun ISO/NTP 17025:2017,

- Verificacion de material de vidrio-volumétrico,

- Reuvision de certificados de calibracion,

- Monitoreo de frecuencia de calibracion,

- Repetibilidad, Reproductibilidad,

- Homogeneidad, Precision,

- Informe de muestra control en cada andlisis de ensayo,
- Resultados enviados a software interno CClass

- Monitoreo ambiental

Para fortalecer mis estudios de pregrado, realice las siguientes capacitaciones:
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Curso de SAP (Sistema de Gestion Empresarial)

Universidad La Salle. Febrero 2018

Capacitacion de Brigadista de Primeros Auxilios, RCP, Curso de Desfibrilador Externo
Automatico (DEA)

South American Rescue Association SAC (Sara Peri SAC). Diciembre 2017

Sistema HACCP y sus programas prerrequisitos BPM, POE y POES

Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM). 2015

Curso de Especialista en Monitoreo Ambiental

Centro de Especializacion Ambiental (CENESAM). 2015

Especializacion de Indicadores de Calidad Ambiental y Salud del Borde Marino Costero
del Peru.

Colegio de Ingenieros del Pera (CIP). 2014

Sistemas Integrados de Gestion de la Calidad, Seguridad y Medio Ambiente (Normas ISO
9001, 1SO 14001 y OHSAS 18001)

Universidad Nacional Federico Villarreal. 2014

Disefio y Construccion de Infraestructura Acuicola

Colegio de Ingenieros del Pert (CIP). 2014.

Excel Avanzado, Tablas Dindmicas y Power Pivot

Instituto CIMAS. 2014

Calderos en la Industria Pesquera

Universidad Nacional Federico Villarreal (UNFV). 2014

Administracion y Marketing

Universidad Privada del Norte (UPN). 2014
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- Nudos Marinos, Artes y Aparejos de Pesca, Terminologia Nautica y Legislacion Pesquera.
Universidad Nacional Federico Villarreal (UNFV). 2013
- Idioma Ingles
Asociacion Cultural Peruano Britanica. 2012-2013
- Idioma Portugués
Centro de Idiomas de la Universidad de San Martin de Porres. 2013
- Libreta de Embarco y Carnet de Pesca
Capitania de Puerto — Callao. 2013
En el &mbito laboral, mi experiencia es la siguiente:
- Empresa: SGS del Peri SAC
Cargo: Coordinadora SSMA de Laboratorio
Funciones: Dar soporte y mantener los requerimientos del Sistema de gestion de Seguridad,
Salud Ocupacional y Medio Ambiente de los laboratorios EHS. Participar en la elaboracion y
ejecucidn del Plan de Emergencias de los laboratorios, asi mismo de la revisién de la Identificacion
de Peligros y Evaluacién de Riesgos y Controles (IPERC) y mapa de riesgos. Participar en la
elaboracién y ejecucion de los simulacros de los laboratorios a cargo contemplando los productos
quimicos criticos usados en el mismo.
Periodo: agosto 2018 — mayo 2019
- Empresa: SGS del Pert SAC
Cargo: Analista del Laboratorio de Instrumental Organico
Funciones: Analisis de histamina, etoxiquina, lisina disponible, antioxidantes fendlicos,
aminas biogénicas y determinacion de cloruro por medio de Cromatografia Liquida por HPLC y

método potenciométrico de harina y aceite de pescado.



15

Periodo: abril 2015 — julio 2018
- Empresa: Corporacion Acuarios del Golfo Camaronera Menier S.A. de Taura Guayas

Cargo: Asistente de Produccion

Funciones: Planificar las tareas y distribucion de fraccion de alimento por dia en langostino,
determinar pardmetros del agua como pH, temperatura, y oxigeno disuelto en las diferentes
piscinas de crianza. Monitoreo constante del tamafio de langostino para su cosecha. Trato
comercial con el posible cliente para formalizar una compra de lotes de langostino. Manejo de
personal cargo.

Periodo: diciembre 2014 — marzo 2015

- Empresa: Langostinera Criador EI Guamito S.A.C. de Puerto Pizarro, Tumbes, Perd.

Cargo: Asistente de Produccion

Funciones: Preparacion de alimento para el langostino en cultivo. Toma de pardmetros del
agua tales como pH, temperatura y oxigeno disuelto en las diferentes piscinas de crianza.
Monitoreo constante del tamafio del langostino para su cosecha.

Periodo: abril 2013 — julio 2014
1.2 Descripcién de la empresa

SGS fue establecida en 1878, transformo el comercio del grano en Europa ofreciendo unos
servicios de inspeccién agricola innovadores. La empresa se registré en Ginebra como Société
Générale de Surveillance en 1919 (SGS del Perq, 2022a).

El afilo 1986 empez0 a operar en Lima con un equipo de 40 empleados. Hoy, la sede peruana
es una de las mas importantes, de la regién sudamericana (SGS del Per(, 2022b).

En la actualidad, SGS del Peru esta presente en 28 ciudades del Per(, con cerca de 2,000

empleados, ofreciendo un rango amplio de soluciones a practicamente todo sector e industria
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existente, incluyendo medioambiente, agricultura, mineria, industrial, pesca, certificacion de
sistemas de gestion, productos de consumo, automotriz y, petroleo, gas y productos quimicos.

Segun Datosperu.org (2022) el RUC de SGS del Pert S.A.C. es 20100114349 y tiene como
actividad principal los ensayos y analisis técnicos.

1.3 Organigrama de la empresa

La empresa esta liderada por el Gerente General responsable del logro de los objetivos
trazados, dentro de ello en un segundo nivel se encuentra la Gerencia de Laboratorio que es la
encargada de velar por la gestion de cada laboratorio de la empresa, y dentro de la Gerencia de
Laboratorios se encuentran los Departamentos que son areas encargadas de realizar los diferentes
ensayos, como, por ejemplo: el Departamento de Organica comprenden los laboratorios de
Microbiologia, Productos Organicos e Instrumental Organica.

A nivel de Departamento trabajan todos los analistas, los cuales de acuerdo con su
antiguedad y experiencia estan categorizados, inicidndose en Auxiliares, para luego llegar a Junior,
después a Analista y finalmente al maximo nivel de Senior.

En la figura 1 se presenta el organigrama del Departamento de Organica.

Figural
Organigrama del Departamento de Organica de SGS del Pert SAC

Fredy Delgado | ___________ T‘ _______________ Jesus Mirelles

Carlos Balbin J

,,T 5
|

Jean del Aguila ‘

| I l

Luz Zarate ’ Luduvina Reyes

Nota. SGS del Peru (2021)
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1.4 Areas y funciones desempefiadas
Como Analista de Laboratorio inicié mis actividades en el Departamento de Productos
Organicos - Laboratorio de Instrumental Organica, permaneciendo en dicho un periodo de tres
afios y tres meses, reportando todo lo actuado a la coordinadora de Produccién y Supervisor del
laboratorio.
La descripcion del cargo como Analista de Laboratorio, se describe a continuacion, el cual
se presenta en el Anexo A (SGS del Pera, 2017).
Principales responsabilidades:
Realizar analisis de acuerdo con los procedimientos establecidos.
Responsabilidades especificas:
- Verificar el estado de calibracion y operatividad de los equipos.
- Mantener orden y limpieza en el Laboratorio y cumplir con las normas de seguridad del
Laboratorio.
- Programar el trabajo a realizar de acuerdo a las prioridades de andlisis de acuerdo a lo
indicado por el encargado del Laboratorio.
- Realizar analisis de acuerdo a los procedimientos establecidos.
- Preparar reactivos y estandares para los analisis.
- Efectuar los controles necesarios en la ejecucion de los ensayos.
- Reportar los datos e informacion necesaria para la evaluacion de resultados y/o validar los
resultados.
- Cumplir con el programa de Aseguramiento de Calidad y/o los controles establecidos para
el método de ensayo.

- Participar en el desarrollo de técnicas 0 métodos de analisis a emplear en el caso de nuevas
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determinaciones.

Identificar no conformidades y proponer acciones correctivas / preventivas en la ejecucion
especifica de sus actividades.

Aplicar, mantener y promover la mejora continua del Sistema de Gestion de la Calidad.
Los métodos que desarrollé durante mi etapa de analista fueron los siguientes:

Aflatoxina en nueces y paprika

Ocratoxina en paprika

Determinacion de cloruro de sodio en harina de pescado y foliares

Determinacion de histamina en matices de harina y aceite de pescado

Determinacion de Etoxiquina en matrices de harina y aceite de pescado

De los cuales el presente trabajo trata de la determinacién de histamina en harina de

pescado mediante el uso de la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

Posteriormente postulé al puesto de Coordinadora de Seguridad, Salud Ocupacional y

Medio Ambiente (SSMA) para los laboratorios de Enviromental, Health and Safety, de las sedes

Arequipa, Cajamarca y Callao. Reportando a la supervision y gerencia de Ol (Operational

Integrity), desempefiando las siguientes actividades:

Principales responsabilidades:

Dar soporte y mantener los requerimientos del Sistema de Gestion de Seguridad, Salud

Ocupacional y Medio Ambiente de los Laboratorios.

Responsabilidades especificas:
Coordinar continuamente sus actividades con el supervisor Ol para laboratorios.
Dar soporte en el cumplimiento y actualizacion del Sistema de Gestion de Seguridad, Salud

Ocupacional y Medio Ambiente de los laboratorios a su cargo.
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Trabajar en conjunto con los supervisores de los laboratorios a su cargo y mantener
actualizado el sistema de documentacion SSMA de los laboratorios asignados.

Recibir en forma diaria retroalimentacion del prevencionista de campo sobre situaciones
particulares que ameriten seguimiento en el turno correspondiente.

Verificacion diaria de la ejecucion de las charlas de 5 minutos de los laboratorios a su cargo
y el correcto llenado de los registros.

Verificacion en todos los laboratorios a su cargo respecto al correcto llenado de APR, uso
correcto de EPPs, orden y limpieza, ausencia de equipos de mdsica, no uso de aparatos
electronicos, celulares, ipods, audifonos, no uso de alhajas ni relojes, no ingesta de
alimentos. Ante un hallazgo de los antes nombrados reportar en forma inmediata al
Supervisor de Laboratorio y al Supervisor Ol.

Inspeccion periddica, de la zona de residuos peligrosos, pozas de sedimentacion de
metalurgia cuando corresponda, zona de almacenamiento de gases comprimidos, zona de
tanques de neutralizacion, zona de almacenamiento intermedio de residuos peligrosos de
los laboratorios, zona de almacenes internos de los laboratorios.

Verificacion del cumplimiento de la compatibilidad de los insumos quimicos de los
almacenes internos de los laboratorios.

Funciones ejecutadas y su relacién con el perfil profesional del Ingeniero Pesquero de
la Universidad Nacional Federico Villarreal

La ejecucion de andlisis en el Laboratorio de Instrumental Organica de acuerdo con los
procedimientos establecidos esta relacionada con la competencia especifica que gestiona
procesos de evaluacién y administracion de recursos pesqueros de importancia comercial

cumpliendo las normas nacionales e internacionales con un enfoque sistémico.



20

La participacion en el desarrollo de técnicas o métodos de analisis a emplear en el caso de
nuevas determinaciones estd relacionada con la competencia especifica que disefia,
selecciona, implementa y gestiona procesos de transformacion y mejora continua de
productos derivados de la pesca y acuicultura con eficiencia y eficacia, cumpliendo con las
normas de calidad, sanidad e inocuidad.

Dar soporte y mantener los requerimientos del Sistema de Gestion de Seguridad, Salud
Ocupacional y Medio Ambiente de los laboratorios esta relacionada con la competencia
especifica que planea, organiza, dirige y controla organizaciones con y sin fines de lucro,
con ética y liderazgo, cumpliendo con la normativa vigente.

Aplicar, mantener y promover la mejora continua en la gestion de los laboratorios a cargo
esta relacionada con la competencia genérica de generar ideas y trabajar en la creacién de
productos y servicios que la sociedad necesite, poniendo al alcance de la sociedad: servicios
profesionales con una mejor apertura de centros laborales, ofreciendo de esta forma

mejores puestos de trabajo.
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I1. DESCRIPCION DE UNA ACTIVIDAD ESPECIFICA
2.1 Marco teorico de la cromatografia

La cromatografia comprende diversas técnicas analiticas que se sustentan en la separacion
de los componentes de un producto y su posterior andlisis cualitativo y cuantitativo. Dentro de las
diferentes técnicas cromatograficas existe un aspecto en comun donde todas ellas tienen una fase
movil es decir existe un fluido que puede ser liquido, gas o fluido supercritico que arrastra a la
muestra a través de una fase estacionaria que puede ser un sélido o un liquido. Para Lancelotti
(2007) los elementos que componen la muestra interaccionan de distinta manera con la fase
estacionaria y la fase mavil, interactuando quimicamente y separandose, para luego pasar por un
detector que produce una sefial que puede estar en funcién a la concentracién y el tipo de
compuesto.

La cromatografia es una de las muchas técnicas de separacion y tiene como objetivos la
separacion luego la identificacion y finalmente la cuantificacion. Con la separacion se tiene la
posibilidad de purificar y determinar los elementos 0 compuestos en estudio.

Segun Crouch et al. (2008) la separacion en cromatografia es el resultado de las diferencias
en la interaccion entre los diferentes compuestos con la fase estacionaria, por lo que los
componentes mas a fines por la fase estacionaria seran mas retenidos y consecuentemente migraran
menos; asi mismo los menos afines por la fase estacionaria migraran en mayor cantidad. Ademas,
el mismo transporte genera que los analitos se dispersen, para obtener una buena separacion se
deben controlar varios factores sino puede ocurrir que la dispersion opaque la separacion lograda.

La cromatografia puede desarrollarse en diferentes tipos de fase estacionaria el cual
corresponde al principio cromatogréafico, utilizando diferentes medios de flujo utilizando para ello

diferentes disposiciones de fase estacionaria (columna o placa plana) lo que conduce a los
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diferentes tipos de cromatografia.
En la figura 2 se presenta los tipos y clasificacion de la cromatografia.

Figura 2

Cromatografia, tipos y clasificacion

Tipo fase estacionaria i icic : .
o K Fm) _ Disposicion Tipo de cromatografia
PI’IﬂCIp]O cromatograflco Fase Estacionaria
Adsorcion ) : =
Competencia entre un solido < Gas —+ Columna — GSC: Cromatografia Gas-solido
Placa plana ‘ TLC: Cromatografia en capa delgada
PC: Cromatografia en papel
Particion Gas —+ Columna —»  GLC: Cromatografia gas-liquido
Competencia entre una fase liquida = K
estagi onaria y la FM 9 § liquido —» Columna — LC: Cromatografia liquida

FSC —+ Columna -+  SFC: Cromatografia fluido supercritico

Intercambio idnico

Competencia entre una resinade  — liquido -+ Columna —+  IEC: Cromatografia de intercambio ionico
intercambio ionico y la FM

Exclusion Molecular : : 5
Matriz porosa que brinda un volumen = liquido — Columna —» SEC: Cromatografia de exclusion por
de columna selectivo por tamano tamano S

Nota. Stanley et al (2008)
Dentro de los conceptos tedricos y aplicaciones de la cromatografia:

La cromatografia es un método muy utilizado en todas las ramas de la ciencia que permite
la separacidn, identificacion y determinacion de los componentes quimicos en mezclas complejas.
Ningun otro método de separacién es tan potente y de aplicacion tan general. Las cromatografias
son procesos que abarcan varias técnicas separativas, basadas en propiedades fisicas de ciertos
materiales, que, en interaccion con sustancias 0 mezclas de sustancias, la/s cual/es guarda/n
relacion con las propiedades quimicas de éstas, permite descomponer una mezcla y analizar sus
constituyentes. Con el desarrollo de la tecnologia, las técnicas cromatogréaficas se diversificaron y
mejoraron sensiblemente su capacidad para resolver mezclas de distinta naturaleza. (Sgariglia et

al, 2010, p. 1)
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2.1.1 Aplicaciones

La cromatografia se utiliza para hacer analisis de tipo cualitativo y cuantitativo mediante
las diferentes técnicas existentes, teniendo aplicacion en muestras que contengan compuestos
organicos, Sgariglia et al (2010) sefiala:

Algunos ejemplos de aplicacion son:

- Determinacion del porcentaje de formacion de una molécula de sintesis, en una planta de
sintesis organica.

- Determinacion de porcentaje de solvente en un producto agroquimico terminado.

- Determinacion de concentracion de producto activo en un producto agroquimico
terminado.

- Control de calidad de pureza de solventes, como alcohol etilico anhidro, tolueno, xileno,
benceno, que entran como materias primas a una planta.

- Determinacion del contenido de principio activo de un medicamento.

- Control de calidad de la pureza de materias primas entrantes a bodega de una fabrica de
productos medicinales, tales como: alcohol etilico al 95%, propilenglicol, glicerina, alcohol
isopropilico, o-toluidina, paracetamol, butanol, octanol, benzaldehido, acetato de etilo, éter
di etilico, alcanfor, y muchos otros.

- En fabricas de adhesivos, pegamentos, pinturas, para controlar que el producto terminado
lleve las cantidades indicadas de solventes, humectantes, colorantes, gomas, resinas,
poliuretanos, secantes, rellenantes, esponjantes, suspensores, emulsificantes.

- En investigaciones policiales o forenses resulta una herramienta muy util para el analisis
de muestras.

- Enfabricas de alimentos, para control de calidad de producto terminado y materias primas,
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tales como proteinas, aromatizantes, determinacién de colorantes.

- En laindustria petrolera, es un método indispensable, para analizar las composiciones de
casi todos los productos que van saliendo, del cracking, los tipos de gasolinas, los
compuestos organicos destinados a sintesis.

- En el control de la produccion vinicola, tiene infinidad de usos, desde usarse como una
“nariz electronica”, para caracterizacion de vinos, de acuerdo a pardmetros previamente
establecidos por expertos, concentracion de componentes, analisis de aminas, como
etanolamina, metilamina, agmatina, triptamina. Determinacién de ocratoxina A.

- Su utilizacion es indispensable en analisis industriales, forenses bromatoldgicos,
toxicoldgicos, clinicos y de contaminacion ambiental. (p. 5)

2.1.2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La cromatografia de liquida de alta resolucion (HPLC) requiere de sistemas de bombeo de
escaso caudal aproximadamente de 1 ml/minuto a presiones por lo general de 145 atmosferas, con
una precision en el flujo de +/- 0,01 ml/minuto, lo cual es necesario, debido a que una de las
caracteristicas cromatograficas basicos de una sustancia en estudio denominada analito que se
encuentra en una muestra a analizar es el tiempo de retencidn, o en otros términos, el tiempo que
demora luego de ser ingresada en el sistema en salir o eluir de la columna y ser captada por el
detector (Skoog y Leary, 1994; Meyer, 2004).

La HPLC es una de las técnicas cromatograficas mas utilizadas por su caracteristica de
poder separar analitos de diferentes caracteristicas a lo que se llama también analisis de los
componentes quimicos de una mezcla. Tiene diversos usos tales como la industria farmacéutica,

alimentaria, quimica, médica, bioquimica, entre otros (Suarez y Morales, 2018; Bliesner, 2006),
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Las ventajas del HPLC frente a otras técnicas cromatograficas, segun Dong (2013), son:
- Alta reproducibilidad en los analisis cuantitativos
- Alto poder de separacién con deteccidn sensible
- Laoperacion es flexible, personalizable, automatizada y de alta precision
- Tiempo de separacién menor a 30 min por muestra analizada.
Equipo para Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HLPC)
La empresa SGS del Peri SAC para realizar cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
utiliza equipos de la marca Thermo Fisher Scientific Inc. de procedencia norteamericana.
En la figura 3 se muestra la imagen del Detector con su marca respectiva

Figura 3
Detector para Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

CHPLG T hermo

S CIENTIFI1IC

Thermo Scientific Dionex
UltiMate 3000 Series

Variable Wavelength Detectors
VWD-3100 and VWD-3400RS

Operating Instructions
(Original Operating Instructions)

AN

Nota. Thermo Fisher Scientific Inc. (2013)
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El detector es parte del sistema UltiMate 3000, y su ubicacién para aplicaciones analiticas
por HPLC, y la organizacion de los modulos se muestra en la figura 4, sin embargo, la disposicion
de los mddulos depende de la aplicacion.

Figura 4

Disposicion de mddulos para el sistema UltiMate 3000

RAR

-

Solvent rack

Pump

Autosampler

Column
compartment

Detector

Nota. Thermo Fisher Scientific Inc. (2013)
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Aparte del rack de solvent, todos los médulos del sistema UltiMate 3000 se pueden
conectar por separado a la computadora Chromeleon usando el puerto USB en el panel posterior
del instrumento.

En la figura 5 se presenta las conexiones del panel posterior del sistema UltiMate 3000

Figura 5

Conexiones del panel posterior en el sistema UltiMate 3000

Solvent rack

Pump
(here RS pump)

Autosampler

USB

Column compartment

i} —=.ma.

B -.]
- [ s ®®
. Bas -

U= =

Power

Nota. Thermo Fisher Scientific Inc. (2013)

usB

VWD
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Especificaciones técnicas del sistema
- Condiciones ambientales:
Humedad relativa de 20 — 80%,
Temperatura de 15 - 35 °C
- Bomba:
Sistema de solventes: Binario Flujo maximo: 10 ml/minuto
Presion operativa maxima: 15000 psi
- Detector:
Modelo fluorescencia Modelo UV-visible
- Autosampler:
Capacidad de jeringa: 450 uL
Volumen de inyeccién de muestra: 500 Ul
- Manejo de datos:
Software: Chromeleon 7.2.
2.2 Marco teorico de la histamina
Sobre su estructura y origen del compuesto.

La histamina [1-metil-4-(B-amino-etil)- imidazol] es una amina biogénica, una base
organica producida por las células vivas del cerebro, del higado, de los pulmones, de los intestinos,
inclusive de las células de la piel. En la naturaleza esta en forma inactiva, pero es liberada en su
configuracién activa como consecuencia de una lesién o por reacciones antigeno/anticuerpo.
(Villalobos, 2022, p. 1)

La histamina en la mayoria de los peces se encuentra en su tejido muscular en forma libre,

pero en oros alimentos proviene de la accion enzimatica de la enzima histidina descarboxilasa.
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En la figura 6 se presenta la formacion de la histamina

Figura 6

Formacion de histamina a partir de la descarboxilacion microbiana de la histidina

NH.,

LY, QN\
-CO; H

Histidina Histamina

Nota. La histidina descarboxilasa se encuentra en ciertas bacterias que se encuentran en los érganos
de la mayoria de los peces sin alterar el metabolismo.

La harina de pescado obtenida por secado directo e indirecto contiene histamina, la cual
puede variar segun la calidad del producto donde las de mejor calidad pueden tener una
concentracion inferior a 500 ppm mientras que otras alcanzan hasta las 1000 ppm. (La
Organizacién Internacional de la Harina y el Aceite de Pescado [IFFQO], 2008; Zaldivar, 1996)

La histamina es una amina biogénica que se origina a partir del deterioro de la histidina
libre que se encuentra en el pescado, por lo tanto, se convierte en un indicador del grado de calidad
de frescura de la materia prima para la fabricacion de harina de pescado generando una correlacién
entre la materia prima y el producto final entonces a menor cantidad de histamina en la materia
prima menor cantidad de histamina en la harina. (Gomez, 2016; Rivera, 2020).

La determinacién de la histamina en la harina de pescado se justifica por sus efectos
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negativos que puede producir en los seres vivos que la consumen dentro de su alimentacion. Segin
Alberecht y Salas (2001) la toxicidad de la histamina produce reacciones alérgicas y el grado de
afeccion esta relacionado con la cantidad de histamina consumida, asi mismo cuando se producen
estas intoxicaciones, interviene el grado de sensibilidad del consumidor, donde algunos tienen
mayor o menor grado de tolerancia.

La ingesta de alimentos con alto nivel de histamina puede derivar en un envenenamiento
por intoxicacion, cuya incubacion es inmediata de 6 a 8 horas luego de comer. (Feng et al., 2015)

Para las intoxicaciones en humanos no existe una dosis minima de intoxicacion, sin
embargo, segun los antecedentes se encontrado que pescados con concentraciones a 200 ppm de
histamina han producido afeccidn, pero con mayor frecuencia aquellos pescados que se encuentran
con concentraciones mayores a 500 ppm. (Yeannes y Casales, 1995)

La harina de pescado se utiliza en la fabricacion de alimento balanceado participando
generalmente en un 10% de producto final, por lo tanto, si la harina contiene 250 ppm de histamina,
el alimento preparado solo contendra 25 ppm de histamina, razon por la cual, cuanto méas baja es
la concentracion de histamina la calidad de la harina es mejor. (Au, 1996)

La produccion de histamina luego de la muerte de un pez se debe a la actividad enzimatica
de la histidina-carboxilasa que actla sobre la L-histidina, ya que el pez queda sin capacidad de
inhibir el incremento de bacterias. (Food and Drug Administration [FDA], 2011).

Desde el afio de 1995 las entidades internacionales que velan por la salud y alimentacién
humana como son la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), asi como la Comisién del Codex
Alimentarius, establecieron que un kilogramo de producto a lo mas puede tener 100 mg de

histamina. (FDA, 2011)
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2.3 Marco conceptual

Cromatografia

Es un proceso de separacion cuya técnica contiene dos fases una estacionaria y otra movil
y atraviesa un medio cromatografico, donde la fase estacionaria generalmente es un material solido
con una superficie activa. La fase movil es liquida o gaseosa. Por lo tanto, cuando la fase mavil
atraviesa la fase estacionaria, los compuestos de la muestra se separan que luego son identificados
y cuantificados a medida que eluyen de la columna. (Fried y Sherma, 1999).

HPLC

Son las iniciales de “high perfomance liquid Chromatography” método analitico
cualitativo y cuantitativo utilizado para separar mezclas complejas en tiempos rapidos. EI método
puede identificar trazas de elementos organicos e inorganicos. (Deinstrop, 2007)

Histamina

Se encuentra en alimentos como el pescado y resiste el calor de la esterilizacion y es un
indicador de inadecuadas condiciones higiénicas en su elaboracion o uso de materias primas en
malas condiciones. (Cervantes, 2009)

Harina de pescado

Es el producto obtenido por secado con extraccion de la materia grasa si €s necesario y
molienda de pescado, y puede provenir de diferentes especies. (INACAL, 2010)

Muestra

Una o méas unidades seleccionadas entre una poblacion de unidades, o una porcién de
material seleccionada entre una cantidad mayor de material; la intencion de una muestra obtenida
es ser representativa de la poblacion, las muestras se seleccionan en funcion a las caracteristicas

de la poblacion y las variables que se quieren evaluar o medir, donde puede ser el contenido de
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contaminantes o residuos, entre otros. (Rivera, 2020)
2.4 Nuevos aprendizajes logrados
2.4.1 Instruccion operativa para manejo del sistema UltiMate 3000

La actividad especifica que se describe a continuacion es un nuevo aprendizaje que logré
dominar en mi condicion de analista en el Laboratorio de Instrumental Organica de la empresa
SGS del Pert SAC, determinando histamina en matrices de harina de pescado, utilizando HPLC,
lo cual comparto para su difusion y conocimiento de los profesionales del sector pesquero.

La empresa SGS del Peri SAC en su Laboratorio de Instrumental Orgénica, cuenta con el
sistema UltiMate 3000 para realizar cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), para lo cual
ha desarrollado las instrucciones operativas con la finalidad de garantizar el manejo adecuado del
sistema, dentro del contexto de las buenas préacticas de laboratorio; donde el Supervisor del
laboratorio es el responsable de implementar, mantener y hacer cumplir las instrucciones
establecidas, y el analista es el responsable de conocer y aplicar todos los procedimientos validados
por la empresa. (SGS del Peru, 2021)

Los procedimientos para el manejo del sistema UltiMate 3000 son los siguientes:

a) Procedimiento para encendido del equipo

Las condiciones ambientales del laboratorio deben estar con una humedad relativa de 20 a
80% y una temperatura de 15a 35 ° C.

Los componentes del sistema tales como la bomba, el detector, el autosampler y el
software Chromeleon 7.2 deben estar correctamente calibrados y en perfecta operacion.

El encendido del sistema consiste en encender cada uno de los médulos con el switch que esta

detras de cada mddulo, luego se coloca la columna segun el método a trabajar.
En la figura 7 se observa el icono para acceder al software Chromeleon 7.2 luego del cual

aparece el inicio de sesion para que el analista ingrese su nombre del usuario y password luego
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del cual hace clic en Log on para entrar al aplicativo.

Figura7

Icono de acceso e inicio de sesion para software Chromeleon 7.2

.:;1 Enter Chromelecn User Marme And Password

— x

Chromeleon 7/

Chromeleon Console

User Name: |ADIAZ

Change...

Nota. SGS del Pert SAC (2021)

Chromeleon
7

En la figura 8 se muestra la interfaz del Chromeleon Console

Figura 8

Interfaz general del Chromeleon Console
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o pae
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Date Modified
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28/05/2019 17:24:32 -05:00



34

En la figura 9 se presenta la interfaz del Chromeleon Console-Data INO-327-7

Figura 9
Interfaz del Chromeleon Console para Data INO-327-T

wo
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Cuando los equipos tienen dos bombas aparecerd como la imagen de la figura 10, y para

hacer uso del Panel Set, se debe conectar los moédulos ubicados en Instruments-Home.

Figura 10

Conexidn de modulos en Instruments-Home para uso de panel Set
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En la figura 11 (paginas 22 y 23), continua el procedimiento para crear una carpeta
ingresando a Instrument Data y luego ingresando a HPLC_INO-327-T (cuando el sistema tiene
una sola bomba), luego hacer clic en el método que desea trabajar, clic en el afio en el que se esta
trabajando donde se desplegaran los meses, clic derecho en el mes actual y seleccionar New
Folder. Luego parece una nueva carpeta al cual se hara clic derecho en RENAME vy se indica la
fecha actual de trabajo.

Figura 11

Procedimiento para crear una carpeta en el software Chromeleon 7.2
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Q Chromeleon Console
@Back o Create File Edit View Tools Help
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o

Nota. SGS del Peri SAC (2021)

b) Procedimiento para crear una nueva secuencia usando el detector de UV-visible y

FLD (fluorescencia)

En la figura 12 se presenta el procedimiento para crear secuencia de estandares y muestras,

ingresando a FILE-SAVE as,



Figura 12

Creacion de secuencia de estandares y muestras en el software Chromeleon 7.2
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Click here to add a new injection

En la ventana que sale se hace clic en siguiente, y se escoge el mes y se digita la fecha,

luego en la siguiente pantalla, antes del inicio de andlisis se inserta un blanco fase moévil para el

lavado del sistema, luego clic derecho y se elige Insert Sample, luego se coloca los estandares:

estandar 1, 2, hasta el 8, lo cual se presenta en la figura 13 que comprende las paginas 25, 26, 27,

28,29 y 30.



Figura 13

Continuacion de la creacion de secuencia de estandares y muestras

@ chromeleon Console
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| 20 HISTAMINA-2019

v | [sm [

Studio (JPrint » @ Up = Insent

20000

HISTAMINA

o1

20000

HISTAMINA

20000

HISTAMINA

{ Save Sequence As

? X

Lokin: | B 16102021

vV @-0-a|mmE-

Name
o 1610201

Tyve

Date Modfied
16/10/2021 16:03:15 05:00

Comment

-~
8- [ AMINAS BIOGENICAS q e i i i T
[ ACEITE2020 1
B ACEITES -202 . | None 3 s Calibeation Standaed 01 RAt 20000 v idle
£ HARINA 2020 i T
- HARINA 2021 | None Il sT02 Calibration Standard | 02 1 RA2 J 20000 w ide
&-02 04)- ABRIL 2021 - A
@03 07-JuLo | hore l' s Calibeation| Save Sequence As 7 x
sl gocrusas
o 05102021 e ] STDd z i -
(53 PRUEBAS 2020 3 sm Y @-0-@ mm
D ARGININA b I' stos Calibeationd | Nome Type Date Modtied Comment
L g At Trals [ 1- ENEROD Folder 24/01/2021 07:41:42 0500
5 wsms il ce ]' stos PR gima Folder 19/02/2021 12:17:1505.00
D HISTAMINA 4 ABRIL Fotder
B3 HISTAMINA-2019 Nooe ]. STD_7 Calibration § ESMAVD Folder
-ED HISTAMINA-2020 £ 6-JUND Folder
‘B HISTAMINA-2021 None I. sT08 Calibestion{ | 57 U0 Foide
#0 1-ENERO 8 AcosTo Fokder
0 2 FEBRERO (59 SEPTIEMBRE Foider 14/10/2021 11:54.06 05.00
38 3 MARZD £ 10-ocTUBRE Folder 16/10/2021 10:16:49 0500
$‘= A DIARIO Folder 26/06/2021 09:08:37 0500
51 B2 5 MAYD i
803 &Juno
@53 7vuu0
i B 8 Aco:
L2 9 SEPTIEMBRE 0202
£ 10-0CTUBRE Obwarane: [B1021 ]
0 wozn -
ba—Ligheus st [SRS
@ 02 03102021 o
@ 62 14102021
2 15102021 [ Save Raw Data
= ;mznzr -~
2 oiaRI0
2 usina
D Qualfication
£3 rOTENONA |
(3 TOCOFEROL PUREZA
= VITAMINA (A) s ————
v
Histamina  Instrument Method | 120872020 174759 -05.00
| Processing Method |
b Instrument Method : o
&m = I [Report Templste | 9/02/2021 10.47.15 -05.00

Roma | Custom Seauence Vasables (0) | Custom Fomudas |




39

2 AMINAS BIOGENICAS

@ [5) ANTIOXIDANTE FENOLICO

® [ ACEITE-2020
B2 ACEITES 2001
@ [ HARINA 2020
& [ HARINA 2021
&0 04)- ABRIL 2021
@02 07-yuuo
@ 2 10)0CTUBRE
| S osr0202
[ PRUEBAS-2020
® L2 ARGININA
@ 0 Aude Trats
@ B2 CAPSAICINA
@ [ FURANOS
= [ HISTAMINA
[ HISTAMINA-2019
@ [ HISTAMINA2020

5 HISTAMINA 2021
-0 1-ENERO
® [ 2 FEBRERD
2 3 MARZ0
2 4 ABRIL
@2 5 Mavo
&2 6Juno
#8700
® B2 8 AGOSTO
@ (2 9 SEPTIEMBRE
B 10-OCTUBRE
& B2 04102021
@ 62 07102021
® 3 09102021
@ 5 102021
@2 15102021
&0 16102021

Al

HISTAMINA UV

20000 HISTAMINA HISTAMIN UV Idie
20000 HISTAMINA HISTAMINA UV ™
7 X
v @-0-@ wid-
Tyve Dite Modfed Conment 1
Folder 41072021 105454 0500 1
Fokdr 71102021 124152 0500
Fokder 9/10/2021 092352 0500 ]
Folder 14/10/2021 092843 05,00
Fokdar 16/10/2021 08,5153 05,00
Foder 16102021 10:47:12-05.00 ]
Object name: | 16:10-2021 v
—————————————————

(' Chvomelecolocal
&1 inatrument Data
&6 INoaxTe
® [ AMINAS BIOGENICAS
6 ANTIOXIDANTE FENOLICO
1B ARGININA
(2 At Trale
[ CAPSAICINA

2 FURANOS

B HISTAMINA

® L2 HISTAMINA-2019
@0 HISTAMINA2020
5D HISTAMINA-2021
2 1. ENERD

Indicates the type of injection
q sron Calibeation St Unknown...Unspiked | 20000 HISTAMINA HISTAMINA UV Idle
§ so2 Callbeation Standard | 02 RA2 20000 HISTAMINA HISTAMINA UV idle
4 s Calibeation Standard | 03 RAY 20000 | HISTAMINA HISTAMINA UV idle
]l STD.4 Calibeation Standard | 04 Rad 20000 HISTAMINA HISTAMINA UV Idle
@ stos Calibeation Standard | 05 Ra% 20000 HISTAMINA HISTAMINA UV Idle
‘I ST0.6 Calibeation Standard | 06 RAG 20000 HISTAMINA HISTAMINA UV Idle
|| 5T0.7 Calibeation Standard | 07 RA7 20000 HISTAMINA HISTAMINA UV idle
ll sT0.8 Calibeation Standard | 08 RA 20000 HISTAMINA HISTAMINA UV \de
- Click here to add a new injection
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No | Name | Type | Po | inj vol | Program | Method | status | inj. Date/Time |
e EEa— Crandard ) 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
] How to... 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
What's this? 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
[ Open % 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
sy 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
ul = 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
0 yne 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
il Copy 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
E Sl 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
E B  15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
Clear B 15.000 HISTAMINA  HISTAMINA  Single
:l et 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
G e B 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
SC e ampies 15.000 HISTAMINA  HISTAMINA  Single
Append Sample 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
E = C  15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
RC  15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
= Fill Column
Display Columns...
Report Columns >
Batch Report...
Report Signed Results...
Print Sequence
Show History...
Properties...
Seleccionamos la opcién Blank donde corresponda.
No | Name Type Po l Inj. Vol. I Program | Method | Status
1| G sBK v| RA  15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
2 m St- 1 Unknown RA 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
3 m St- 2 \: ;Iid - RA 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
— alidate -
_4 m St- 3 Standard RA 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
S m St- 4 Matrix RA 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
6|@ st-s Spiked RA  15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
7| @ st-6 Unspked RA  15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
8 m St- 7 Standard RA 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
9 m St- 8 Standard RA 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
La secuencia debe quedar ordenada en esta posicion
No | Name | Tvpe | Pos. | Inj. vol. | Program | Methoa | status
1|63 BK Blank RA1 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
2| @ st-1 Standard RA1  15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
3| st-2 Standard RAZ  15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
4 m St- 3 Standard RA3 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
S| @ st- 4 Standard RA4 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
6| @ st-s Standard RAS  15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
7| st-s Standard RA6 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
8 m St - T Standard RAT 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
9| @ st-=8 Standard RAS 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
10| & BK Blank 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
11 | B LBXOOCOoS_1 Unknown RB1  15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
12 LBXCOOOCK _2 Unknown RB2 15.000 HISTAMINA HISTAMINA Single
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Para purgar ingresar a Panel Set, aplicar Purge:Off, luego Ready Check Results, dar clic

en Executive despite warming, lo cual se presenta en la figura 14 que comprende las paginas 31,

32,33, 34y 35.

Figura 14

Proceso de purga del equipo

?Launch eWorkflow ~ - % Release Coi Readd; Ch—“k esois ——— = = % B
S - e i Ready check result: Successful. however there are one or more wWamings. -
Module Status Left Pump | Source Device M | PBrodsert
® PumpModule PumpRight F'u-gmg wall deliver 3 high fiow to your system Ensure that the
_ More Optons - ge valve is open 10 protect your column(s) and fiusdic system
Retention Time Welness
[ ] —
Module Connect
Connect é_—
Moce Options. Execute despte wamings Cancel
Wedness. =8
Right Pump Right Fow 7/ Pb—n Right Buent Right Pressure and Gradient
Service... mL /min %A %8 %C &S0 —m  ————
More Options: T - 100 - 100 - 100 B
Gualfication... sz = = = 3
Welness =g - 80 - 80 - 80 5007
Relsys/Inputs 2 = = = 3
Service 258 ) - 60 ) e
Commands =2 Z a0 Z a0 Za
> Hold = =20 Z 2 Z 2 593
@ Stoo Flow Zo oo S oo =5le 125
Conlixie - 0.000 fnimin] [oora | [1000ra [s] oora i °;.° =
Aucit Trodl
La presion del equipo ya esta programada hasta que capacidad puede soportar.
-uu =W - U - U - v o
More Options... ] . e oj|—
- > (oo =
== 0.0
Wellness...
Right Bluent Right Pressu
Senvice... %A %B %C €504
- 100 - 100 - 100
Qualfication... 4 ) b 2 |
‘o [w - 80 500
Relays/Inputs B 2 5 ]
R ER] e
Commands ) L4 L4
‘ 7 : 7 2507
® Hod N E) ) :
(] fistop Flow 20 Z) D0 1]
Contee sl ] [sps1 | [oopa | 10000 [ 0ra [ o=
Audit Trail
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Se realizan tres purgas 100% de cada canal, se recomienda no purgar los 3 canales juntos,

provocaria desgaste en la valvula

Mot Optons.
 Welhess..
 Sevice.

Quaficaon... |

Relays/Inputs.. ‘

Audit Trail

-uv

00 plon] 5]

- v - - v
v | v
Right Bluent
“A B %C
100 g-100@8 g-100
‘o Lof fu
o Lal| [
o Lal| [o
o fal| [a
S| |% Y-
g wrd_| (80P & 00

Para el lavado de sellos se ingresa a More Options y se despliega una ventana Pump-

More Options, donde dice mode: se coloca a Active y para que se ejecute la accidn se da Enter.

Se tiene que realizar hasta que el sistema quede libre de burbujas

S LAUNCH EWOTKITIOW ~ 7+ g Relesse CONtol =1 ~ [y CONSumanied = [ <LASt USed> ~ Tog 555 >~
. __Home  PumpModule g_(_‘g Pump - More Options — (] X
Module Status Left H Left
Moj - 100 E
Retention Time: " - ]
[m— 1 = 2>
E ) 50 375
Module Connect - 40 1
- = - 250
Connect e— -~ 20 3
= o 125
More Options.. 3 = 0—:
- 1
Weliness... F 9:
- Right - Righi
Service... E { c €50+
Mo = 100
Qualfication... E Vacuum ok Tum Alamm Off 1
W 80 500
Relays/Inputs. = :
g Standby Display 0 378
Commands On Brightness: 71 (%] = 40 R
@ Fowd ® Standby | Contrast: 24 %] = A 2507
= [ ]
5 @ Stop Flow o 1254
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Hay equipos que tienen 4 canales de purga y se realiza el mismo procedimiento, pero

cuando toque purgar el canal A se edita 100%, en el canal B se coloca 0% Yy solo sale el valor.

(Back © Create File Edt View Tools Help

Instruments « || () Launch eWorkflow v 8+ g Release Control (] v & Consumables « [ <Last Used> v [ {6 ) JUv
= o = - ~ W ey . \ \
¥o e N e | WV | Songler ' PumpModue | Coarven | WPS_ Apmetfand V11| Ak | Satp | Qe |
PEGYCHCS2 |
B ino3aTe Module Status Flow / Pressure Eluent
- mL /min Limis %A %B % %0
a B T I
Retenton Time: - 5 . T . 8
Kl OEEEE
v WL Fe Fof Fol [o
ook e i ; ‘o Fal| Lol Jo
Comnect (e i v ‘o Fal|l Fal [a
‘0 -a -0 Lo - 0@ g
M
eomee. | oswpi ) [1po | [oory | TOR0F0 ) o0& OB
Welness...
Pressure
Senvice... 99
1 psi
Qualfication... *
Relays/Inputs... m:
]
|| Commands €00+
O u 1
| @ Swhw | ]
‘ ‘
& 4
Continue 1
2004
-
Pwm =4 1 v 1/ T Ll v v T 1 ) 4 v 1 ) Y v
0.0 1.0 2.0 3.0

La figura 15 (paginas 36, 37, 38 y 39) muestra la limpieza de jeringa, loop y aguja desde
el panel de control en la pestafia del Sampler, Para limpiar jeringa clic en Start Up de Prime

Syringel, luego clic en Wash Bujjer Loop y clic en Wash Needle Externally.



44

Figura 15

Proceso de limpieza de jeringa, loop y aguja desde panel en pestafia del Sampler

_ Home | PumpMode | ComnOven. Sampler | FLD | AI| Audt | Statp | Queve

Module Status Start Up et
| Dscomected | Temp. Contro oF v p:*
== L o
Retertion Time: Temp. Ready Deta e ] %20
| | e [ | -
Module Connect
com
| MoeOptons.. |
| Welness... |
| Senvce.. |
| Qualfication... !
| Reapus. | O Y 3 AL
ova v
Inject Injection Valve @
L T | VasTofont |
Vol [1000005) 3]
Bl =] Auto Tray Shake
[ ] TonectPoston | [0 %] Tines
[ Sopea | To Load Postion |

Nota. Cuando se esta realizando la limpieza el not Ready es color amarillo, una vez concluido el
Ready des e color verde.Para encender la bomba se ingresa al flujo, por ejemplo, en el caso de
la histamina es 1.3 mL/min en Pump Module, segun el método a usar y se hace clic en Motor:

off y pasa a Motor: On.
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— _ . et — S— . : ‘
_ Home | UV | Sampler PumpModule;| ColumnOven | WPS Panel V1.1 | Audt | Statup | Queve |
Module Status How / Pressure BHuent
_ mL / min Limits %A %B %C %D
~10 - 100 - 100 - 100 - 100
Retention Time: - = = 5 = =
] I -8 = - 80 - 80 - %0 - 80
Ze : e - - 60 - 60
Modlec:'\ecln ;4 = Z a0 = 40‘ s B
EODORCE | (— <2 B Z 20 Z 20 Z 20 S 20
-,'_ 0 = 5 0 S 0 = 0o = 0
= 1300fm/mn] (]| 915ks] | [320ra | [480ra [ 200ra [2] joora 5]
Wellness .
Service... 335
N psi
200
Relays/Inputs i
. ; 600-*:
o Hold 2
4004
@ | Stop Fow ]
\ Continue 3
3 200
2 _\

Para encender la Iampara se hace clic en:
- UV Lamp o Vis Lamp ingresando a la pestafia UV, dependiendo del analisis se enciende

las ldmparas y se espera que la lampara se encienda (el botén se pone de color rojo claro).

~_Home '[UV] Sampler | PumpModule | ColumnOven | WPS_AignmertPanel V1.1 | Audt | Statup | Queue

Module Status Signals
[ Commected | 504z
Retention Time | ~ More Signals... 1IN
I l TR 2> © ) |2
e o [Bancwan  CESSIES
ormect  pREmSSRwesTS o =
Connect G pr— Reference Bandwidth 1 inm] !
Online Plot
|  More Options. . 1800
e 1| mAU
| Weliness... 1500
‘ Service._. 3
— 1000
|  Qualification... ]
|  Relays/inputs soo4]
Commands ]
- 0
O UV Lamp .
o Vis Lamp —soo:
| Autozero E
—1000
| Acquisition On =
e —1295— =
| Acquistion Off ilo 2’0 3.0 <

- Enel detector de Fluorescenma ingresando a la pestafia FLD
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| Statup | Queue |

| Comenea | CCL— s
Retention Time

1365.0 = |365.0 = |365.0 ==+ [360.0 2
S bm} 2 ml | fm) £ [3600fm] |
s = Emission 464.0 [nm] S 4740 [nm] ‘2| 4850 [nm] -2~ |420.0 fnm] =
Coranct Qs 7 =i =7 =7 =
Ondine Plot
More Options._.. Injection Number- 6 Injection Name: STD-NV_5
1 253725+
Welness... | 1| counts
1| counts
Sardice 2500002 G
Qualification ... 200000_

Commands ]

150000-

Standard = 100000-

Agtozero Soooo_
Calbrate ] =

La figura 16 (paglnas 40, 41 y 42) muestra la toma de control del equipo ingresando a Release

Control y sale Take Control, luego en otro icono se despliega y aparece Monitor Baseline y se
despliega una ventana Select Channels to Monitor y se da OK.

Figura 16

Procedimiento para tomar control del equipo

I Launch eWorkflow — ~ | s Release Control Stop -~ = Consumables - |[S <Last Used> - OO &2 -
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| 2.886 | R ‘=] |285.0 [m] |=] [2000Mr@m] |=]| [300.0Fm] [=]
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=] |of =] [oF =] [oF =]
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| rrAar
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[ Service... ] ]
1000
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=3
a (] v oo ]
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| Avtozero ] ]
—l1 o000
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—1295 T T T
| Acauistion off | ola 2la 2o alo
> Launch eWorkflow ~ @@~ | G Take Control -F = Consumables ~ | <Last Used> ~ O <2 Lz
Pl i B li I.
Home [ Sampler | P R le | w11 17 Aude | Statup | Gueus |
Stop
Module Status Fow + Pressire Stop and Sawve [ Mcnrutclr Easeline Start |
mL . min St as s = = D
| Corresiea | - o o Sve Ax B B ==
Retention Time: = Preferences... = = =
| | Z & . - ao - a0 ~ B0
-~ s - - &0 - B0 - B0 - so
Comrmect - - - - - -
Module n Z o : T = oo Z a0 T
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€3 Launch eWorkflow ~ i@~ | @ Take Control ~ = Consumables ~ |5 <Last Used> ~ O 62 S
Home uw ler - PumpModule | ColumnCven | WPS_AlignmertPanel_w1.1 | Audit | Statup | Gueue |
Module Status Aow / Pressure HAuent
_ 10 - 100 - 100 20 o0
Retention Time: - - = = = =
L ] o E e : :
- T > 60 > 60 > 60 > 60
Module Connect i a4 - Z a0 Z a0 Z a0 a0
= = - - = = = =
Connect (m— ~ oz - - z0 - z0 - z0 Z 20
B = Y Y R R
Ty [ pe———
1300 fmismin] |2 [ 896 psil | [320ra | [#80ra =] [Zopea (=1 moea =1
Welness Select Channels to Manitor
Pressure
= E Pump_Pressure
- B el
B00- Uv_WIS_1
FEL g, 1 O uv_wis_2
] uv_wis_3
c 3 00 1 uv_wis_a

o |
400
o -
—
200

v |sErsa 1 [ Reset Retention Time

5_0 &.0 T.0 r
Cancel

Auedit Trail

La linea base se corre aproximadamente 15 minutos y aparecera como el siguiente

cromatograma.

D Launch eWorkflow ~ ~ | @Y Take Control [E]Stop ~ @@ Consumables - [ <LastUsed> ~ [ 32 -

.~ Home | UV | Sampler '[PumpModulel| ColumnOven | WPS AlgnmentPanel V1.1 | Awdz | Statup | Queue |

Module Status Fow / Pressare Buent
- 10 - 100 — 100 - 100 - 100
Retention Time: - = - - - -
- 8 3 - &0 - 80 - 8 - 80
8.530 fmin] = = = = = s
=6 = 00 = 60 - 80 - 60
lﬁxﬂ‘e(z:rux! N ; a : Z a0 = 40 Z a0 Z a0
© -2 = - 20 < 20 Z 20 Z 20
- o E - o - o - o - o
= [1:300 fmi/min] (=] | 886 s | [32002 | [#80ora i=d [200ra (2] [oora =
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Service.. se€s -
Al psi P ——
Qualfication... J
200
Relays/Inputs. . ]
Commands €00
- Hold i
@® | Stop Fow g
. - > :
—— 200+
v e :
n_ o 3 N - 2. 0 e Y

Una vez concluida la corrida de la linea base se selecciona stop
(D Launch eWorkdflow ~ = | ) Take Controff (=] Stop v Consumables « | [ <Last Used> ~ [ 22 e

. Home | UV | Sampler '|[PumpModule:| ColmnOven | WPS_MignmentPanel V1.1 | Audt | Statup | Queve |

Module Status Fow / Pressure Buent

-, - ] [y [ [ [
: i: I HE=T T

- 10
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La figura 17 (paginas 43, 44 y 45) muestra el inicio del analisis, la adicion de mas lecturas

y la muestra en secuencia

Figura 17

Inicio del analisis, adicion de lecturas y muestras en secuencia

Para el inicio del analisis se hace clic en Start /Stop Batch
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‘En el caso de tener corridas finalizadas y se quiere seguir adicionando mas lecturas ya no

sale Start sino Resume.
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Cuando se va al icono Data se despliega una ventana con la secuencia cargada y se hace

clic en Start
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Tv—

Name Comment Type
[#] Default View Seftings 1610272021 17:15:25-05:00
@ HISTAMINA Histamina  :Instrument Method :12/09/2020 17:47:59-05:00
i HISTAMINA LV Processing Method 3110772021 10:25:37 -05:00
4 [ AVADO APAGADO UVO1 Instrument Method 3010312020 13:44:51-05:00
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Cuando la corrida de la secuencia comienza,

esta la secuencia

el color verde nos indicara en que muestra

Running (=) Stop B

o Save () Studio S Print - [N Up  Z=insetRow « § FillDown (§lock 7 Filtering = Grouping | f; Custom Columns -

- & Find Next -

# UV WIS 1 | Name Type Level Pasition Wolume [p]| Instrument Methed Processing Method Status

1 iNo Signal E BK Blank RA1 20.000 ; HISTAMINA HISTAMINA LV Running
2 |None E STO_1 Calibration Standard o RAT 20.000 § HISTAMINA HISTAMINA UV Idle

3 |None E STD_2 Calibration Standard 2 RAZ 20.000 ; HISTAMINA HISTAMINA UV Idle

4 |MNone E STD_3 Calibration Standard 03 RAZ 20.000 § HISTAMINA HISTAMINA UV Idle

5 |Mone E STD 4 Calibration Standard i RAd 20.000 ¢ HISTAMINA HISTAMINA UV ldle

d) Pro_grama de lavado apagado

Para dejar la secuencia con lavado/apagado se va a la columna Instrument Method y en

la corrida final se despliega las opciones y se selecciona el de LAVADO/APAGADO vy se digita

LAVADO/APAGADO en la ultima columna de NAME vy se coloca un vial vacio con tapa en la

ruleta correspondiente. Ejemplo en este caso el vial vacio iria en la posicion RB1.
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En la figura 18 que comprende las paginas 46 y 47, se muestra el procedimiento de

lavado/apagado.
Figura 18.
Procedimiento de lavado apagado
# UV_VIS_1 b | Name Type Level Position Volume [pl]| Instrument Method
1 [None E BK Elank RA1 20.000 ; HISTAMINA
2 |None E STD_1 Calibration Standard 01 RA1 20.000 i HISTAMINA
3 |None E 5TD_2 Calibration Standard 02 RAZ 20.000 ; HISTAMINA
4 |None E 5TD_3 Calibration Standard 03 RA3 20.000 i HISTAMINA
5 [Mone E STD_4 Calibration Standard 04 RA4 20.000 | HISTAMINA
6 [Mone E STO_5 Calibration Standard 05 RAS 20.000 : HISTAMINA
7 |Mone E STO_6 Calibration Standard 08 RAE 20.000 | HISTAMINA
& [Mone E STO_7 Calibration Standard o7 RAT 20.000 : HISTAMINA
9 [Mone E STD_2 Calibration Standard i) RAZ 20.000 i HISTAMINA
_‘ 10 |None E LAVADO/APAGADO Calibration Standard 08 RE1 20.000 | HISTAMINA
. cl Eﬁ?’i“ﬁﬁmm method...
ll LAVADO APAGADO VD1
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Después que termine de lavar la columna y el uso de equipo UHPLC, se debera registrar

en ANA-R el uso del equipo.
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2.4.2 Método de ensayo para determinar histamina por HPLC en harina de pescado

El método tiene como objetivo establecer un documento que defina la metodologia
de ensayo de histamina en harina de pescado, el cual también tiene alcance a productos
hidrobioldgicos. (SGS del Perd SAC, 2016a)

Principio del método

La histamina es extraida con &cido tricloroacético y derivatizada con cloruro de dancilo a
55 °C. La separacion cromatogréafica se realiza en modo isocréatico fase reversa Metanol: Agua:
Acetonitrilo usando una columna C18.

Equipos utilizados

Cromatdgrafo Liquido de Alta Performance con detector UV/Visible
- Columna cromatografica
- Guarda columna
- Balanza analitica con 1 mg de resolucién
- Agitador de vaivén
- Centrifuga
- Estufa con termorregulador
- Sistema de filtracién con bomba de vacio
- Bafio ultrasonido
Reactivos y soluciones
- Histamina diclorhidrato con una pureza minima de 98%
- Acetonitrilo grado HPLC
- Metanol grado HPLC

- Agua
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- Acetona, grado reactivo

- Solucion acuosa de &cido tricloroacético al 5% (TCA)

- Solucion saturada de bicarbonato de sodio (10,3 g / 100 g). Preparacién en Anexo A.
- Solucion de cloruro de dancilo en acetona (0,4%). Preparacion en Anexo B

- Solucion metanol: agua, 60:40 (para lavado de sellos)

Procedimiento

a) Preparacion de la muestra

La muestra de harina de pescado es preparada por el area de preparacion de muestras
organicas

b) Preparacion del estdndar

Solucién stock de 1000 mg/l, pesamos 166 mg +/- 10 mg de histamina diclorhidrato con
una precision de 0,1 mg en matraz volumétrico de 100 ml, ver pureza del estandar en certificado,
disolver con agua Tipo | y completar a volumen. Conservan a menos de 15 °C por un mes. El
flujograma de la preparacion se presenta en el Anexo C.

Soluciones de curva de calibracion, a partir de la solucion de 1000 mg/l tomamos
alicuotas de 1, 2, 3, 5, 10 ml y aforamos a 100 ml con TCA al 5%, se obtiene
concentraciones aproximadas de 10, 20, 30, 50 y 100 mg/ml; a partir del estandar de 100mg/ml
tomar 1, 2y 4 ml y aforamos a 100 ml con TCA al 5%, y se obtienen concentraciones aproximadas
de 1, 2, 4 mg/l. que se muestra en la tabla 1. Conservar a menos del5 °C por un mes. El flujograma

de la preparacion se presenta en el Anexo D.
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Tabla 1

Preparacion del stock y curva de calibracion

Peso Estandar  Alicuota Stock Alicuota ST-8 Volumen Concentracién

(mg) (ml) (ml) (ml) (ppm / mg/l)
STOCK 166 100 1002,385
ST-1 1 100 1,002
ST-2 2 100 2,005
ST-3 4 100 4,01
ST-4 1 100 10,024
ST-5 2 100 20,048
ST-6 3 100 30,072
ST-7 5 100 50,119
ST-8 10 100 100,238

Nota. SGS del Pert SAC (2016a)
Curva baja: 1 ppm a 10 ppm equivale en muestra de 50 a 500 ppm
Curva alta: 10 ppm a 100 ppm equivale en muestra de 500 a 5000 ppm
c) Procedimiento para harina de pescado
- Pesar alrededor de 0,2 g de harina de pescado con una precision de 0,1 mg en un vial.
- Adicionar 10 ml de Acido Tricloroacético (TCA) al 5 %
- Colocar los viales en el agitador a 400 rpm +/- 20 rpm por 24 minutos aproximadamente

(las muestras se pueden almacenar en refrigeracion por 24 horas antes de la dancilacion).
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- Realizar la dancilacion:
. Colocar 0,25 ml de solucion bicarbonato de sodio saturado en tubos de vidrio.
. Agregar 0,5 ml de cada solucion de la curva de calibracion. En el caso de las muestras
agregar 0,5 ml del sobrenadante, homogenizar manualmente.
. Por dltimo, agregar 0,5 ml de solucion cloruro de dancilo y homogenizar.
- Colocar la mezcla de reaccién a 55 °C [J 5 °C por 1 hora aproximadamente en la estufa
- Enfriar los tubos a temperatura ambiente o en la refrigeradora
- Centrifugar por 6 minutos a 3000 rpm
- Filtrar el sobrenadante de las muestras y de la curva de calibracién por el filtro de
membrana 0,45 um a viales y recibir el filtrado en viales para autosampler
- Acondicionar el equipo HPLC y programar la secuencia segun la instruccién operativa
- Colocar los viales al equipo HPLC e iniciar la programacion
- Terminada la secuencia determinar la histamina mediante la curva de calibracion.
d) Procedimiento para harinas de pescado mayores a 5000 ppm
Cuando las muestras son mayores a 5000 ppm se recomienda pesar 0,2 g de la muestra
con una precisién de 0,1 mg, llevar a fiola de 50 ml, agregar 30 ml aproximadamente de TCA al
5% agitar en el shaker a 400 rpm por 24 minutos aproximadamente, enrazar con el mismo reactivo,
homogenizar y esperar que sedimente la muestra. Realizar la dancilacién y continuar con todo el
procedimiento descrito en el item ¢)
e) Condiciones cromatograficas

- Detector UV/Visible: Longitud de onda 254 nm
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- Columna cromatografica: LiChroCART 30-4mm-Purospher STAR RP-18e (3um) o
equivalente.
- Guarda columna: LiChroCART 4-4mm-Purospher STAR RP-18e (5um) o equivalente.
- Fase movil: Acetonitrilo/Metanol/Agua (48:20:32). Filtrar antes de su uso.
- Volumen de inyeccion: 15 pl.
- Flujo: 1,0 a 1,5 ml/ min.
NOTA: Filtrar la fase movil antes de su uso.
Calculo de la concentracion de histamina
El célculo de la concentracion de histamina en ppm (ug/g) en la muestra se obtiene
despejando la lectura del area de la curva de calibracién, usando regresion lineal como:
y =(Ax+B)
x=(y-B)/A
Histamina (ppm) = (x. Fd)
Donde:
x: Concentracién de histamina en la muestra (ppm)
y: Area de la muestra.
A: Pendiente de la curva de calibracion.
B: Intercepto de la curva de calibracion.

Fd: Factor de dilucion (volumen de dilucién de la muestra/peso de muestra)

Aseguramiento de calidad en determinacion de histamina

En la tabla 2 se presenta los criterios para verificar la calidad de los analisis



Tabla 2

Criterios de aseguramiento de calidad en determinacion de histamina por HPLC
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Producto Nombre Frecuencia Monitoreo Criterio de
Aceptacion
Precision: Repetibilidad 10% de las DATA < LRSDr
determinacionesen ENTRY/Status QC
cada ensayo
1 Blanco cada batch de Grafica de Blancos <LD
Veracidad: Blancos de 40 determinaciones
Proceso
Veracidad: Muestra 1 muestra control cada Grafica de Muestra < LRSDR
Control (Histamina) batch de 40 Control
Harina de determinaciones (3
Pescado muestras control)
Veracidad: Muestra 1 muestra fortificada  Gréafica de % de 80% a 120%
fortificada (STD de cada batch de 40 Recuperacion
Histamina) determinaciones o por
mes
Veracidad: En cada batch de 40 Gréfica control En el CCLAS
STC (Estandar control ~ determinaciones STC

para la curva)

Nota. Los criterios para el aseguramiento de la calidad corresponden a la PRECISION vy la

VERACIDAD, la primera mediante el indicador de la REPETIBILIDAD, y la segunda con cuatro

indicadores de VERACIDAD (Blancos de proceso, Muestra control de histamina, Muestra

fortificada de histamina y Estandar control para la curva), tomado de SGS del Peru (2016a).

En la figura 19 se presenta el flujograma del método para la determinacidn de histamina

mediante la HPLC.



Figura 19

Flujograma para determinar histamina en harina de pescado por HPLC
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INICIO
(HARINA DE PESCADO)
4 Y
PREPARACION DE REACTIVOS Y PREPARACION EQUIPOS
MATERIALES
Ubicacion de muestras, viales y Balanza
tubos de widrio. L\ 4 Dispensadores
Estandar Histamina digloshidiate, > Aanador Microniesta.
Solvente: Acstonitila, Metanol, Muestra homogenea Estufa, Centrifuga
Acstona, Acido Toniomassneg. Equnpo de HPLC, bomba de
Cloruro de dangile.y [ ] 3gua Tico | vacio,
U R T Toa 0 visles | v b Ovclaniar dus sosasira ks, |
| comocomespondesn LagBath ! . ' g . :
| muestras controles vigentes y pesar | Rotulado de viales y Pesado de muestra —— depesar(1). x
| Ias muestras comespondientss en & (0.2 g aprox. de harina) e e L L LT Lt .
i LabBateh.(2) : Frmm e e e -
| el S —— 1 1+ Verificar que el dispensador
» | se encuentre sin burbujs
Adicionar 200 pL de SPIKE h 4 |
{para harina dz pescado) al visl !
ndicado en & Lag-Haten del
Cllas

1
| Rofulsr de izquierdaa |
1 derecha los tubos al !
| momento de reslizer Is p
’ reaccion, para todo el '
y proceso. Ordenar (5) :
: i

Preparar los reactivos y !
estandsres tal como -
indica el método (2). '
Conservar en optimas :
condiciones (10). :

: Rotular los visles de

| izquierds a derechs con
! el Lakbateh

: correspondiente (11)

| Monitorear la calibracién !
1 del equipo con el STC \
| {12). Monitorear el :
| proceso de anslisis con |
| SPIKE. (13) :

Adicion 10 ml de TCA al 5%

Colocar al agitador por [ ] 24 min aprox. a 400 rpm +-~ 20
pm y refirar en forma ordenada y dejar reposar hasta que

Ia harina sedimente

v

i
|
Agregar cuidadosamente | :
TCA sl 5% s |la muestra. (3) :

1

| Ordensr en el agitador |
| deizgquierda a derecha 1
! los visles. (4) -

Realizar la dancilacion para la curva de calibracion, STC y muestras:

*  Colocar 250 yl de bicarbonato de sodio.

«  Agregar 500 yl de cada estandar ¢ 500 yl. del
sobrenadante de la muestra

*  Agregar 500 yl. de cloruro de dancilo.

. Tapar bien v aaitar

Verificar
solucién
con la migteRipaia

que Iz |

|

|

v |

no presente vacio !
|

!

]

tomada

de sire al tomar la
solucidn (8)

A 4

Controlar la
temperstura de la

Llevar a la estufa por una hora a 55 +/- 5°C

estufa (7) y el
tiempo de

v

E reaccion (8)
|

Enfriar en la refrigeradora o a temperatura ambiente

v

Centrifugar por [ ] 6 min. a 3000 rpm y trasvasar la muestra a los viales

para HPLC en forma ordenada y/o

filtrar con membrana PVDF, 0.45um. las muestras directamente al vial

para el UHPLC

v

Monitorear sus areas

Calibrar el HPLC usando las soluciones estandares de frabajo

1
de los estandares, [ ] :
controles y STC :

v

Evaluar y reportar

Evalusr la Precisién
!y Veracidad (15)

Nota. SGS del Per SAC (2016a)
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2.4.3 Registros en la determinacion de histamina por HPLC en harina de pescado
En la tabla 3 se presenta el listado de registros necesarios en la determinacion de histamina
en harina de pescado.

Tabla 3

Registros necesarios en la determinacion de histamina por HPLC

Nombre/Titulo Que se registra Frecuencia

Registro de Tiempo que demora en enrasar la fiola, codigo del Semanal
verificacion de flujo crondmetroy la fiola de 25 ml (INO-107-T).
de bomba Perkin

Elmer.
Verificacion de flujo. Tiempo que demora enrasar fiola, cddigo cronémetroy  Semanal
fiola de 25 ml
Registro de ingreso de Ingreso de columna nueva, activacion, reactivacién y Cada vez que ingrese
columnas para HPLC. observacion una columna nueva o

sea necesario
Registro de uso de la  Se registra el nimero de platos teéricos y resolucién de  Para columna nueva,

columna las columnas cada mil

para el HPLC. inyecciones o si es
necesario

Verificacion de la Los rpm que marca tacometro Mensual

centrifuga.

Verificacion del Los rpm gque marca tacémetro Mensual

agitador con
plataforma digital.
Estandares de Peso del estandar del clorhidrato de histamina, conlas ~ Mensual o cuando sea
histamina. concentraciones de los estandares de la curva de necesario
calibracion, fecha de preparacién y de vencimiento.

Estandar de histamina Peso del estandar del clorhidrato de histamina, con la Mensual o cuando sea

para adicion estandar. concentracion del Spike, fecha de preparacion y de necesario
vencimiento.

Estandar de histamina Peso del estandar del clorhidrato de histamina, con la Mensual o cuando sea

STC. concentracién del STC, fecha de preparacién y de necesario
vencimiento

Control de proceso de Se registra: Fecha del analisis, codigo equipo, codigo Diario
histamina. columna, tiempo de retencion del analito, flujo de la fase

movil, presion de la bomba, proporcién de la fase movil,

areas de los estandares, curva de calibracion (alta y baja),

factor de correlacion, nimero de inyecciones e iniciales

del analista responsable

Nota. SGS del Peru, (2016b)
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En la figura 20 (paginas 55 y 56) se muestra el Registro del Control de Procesos

Figura 20

Registro de Control de Procesos

Editar trabajo - YE16D0527

7 i 57 4 e . \,f
Mavegar Cerrar Guardar Comandao Instrumento Recoger Estatus
E1 |
E F G H |
CONTROL_PROCESO_HIS |COMTROL_PROCESO_HIS | CONTROL_PROCESO_HIS |COMTROL_PROCESO_HIS [COMTROL_PROCESO_HIS
EQUIPD FECHA NOMERE COLLIRMMA RT
Type Ident MNOUMIT MOUMIT MNOUMIT bR RALAMIN
di (0] dl (0] di (0] dl (0] i [0]
1 UMK WETBODS527.001 |
2 Uk WETB00527.002 IMNO-277-T 02-05-2016 PUROSPHER STAR 42 1.54 1.3
3 UMK WETB00527.003
4 LMK WETB00527.004 IMNO-277-T 03-05-2016 FPURDSFPHER STAR 42 1.67 1.3
1} Uk WETB00527.005
] UK WET600527.006 IMNC-277-T 04-05-2016 FPUROSPHER STAR 42 1.54 1.3
7 UMK WwET1600527.007
8 Uk WETB00527.008 IMNO-107-T 05-05-2016 PUROSPHER STAR 42 2.41 1.3
9 UK WET600527.009
10 |UNK WE1600527.010 IMO-256-T 06-05-2016 PUROSPHER STAR 42 1.8 1.3
G| L =y - = - fal - ~ -
MNavegar Cerrar Guardar Comando Instrumento Recoger Estatus
E1 |
o K L ] M
CONTROL_PROCESO_HIS |CONTROL_PROCESO_HIS | CONTROL_PROCESO_HIS | CONTROL_PROCESO_HIS | CONTROL_PROCESO_HIS
PRESION FMACN-MEOH-H20) ARES_ST1 ARES_ST ARES_ST
Type Idert PSl1 MOUMIT MOUMIT MOUMIT MOUMIT
i [0] di (0] di (0] I (0] El (=)}
1 UK WE1600527.001
2 UK WE16B006527.002 945 48-20-32 7B6.6342 17491 45858 33627826
3 UK WE16006527.003
4 LMK WE1600627.004 876 48-20-32 656.64 174223 347578
5 LMK WE1600627.005 16497
] LMK “%E1600527.006 985 48-20-32 B57.09 1726.85 3459.02
7 LMK WE1600527.007 18539
8 UK WET1BO00S27.008 870 48-20-32 37599 7073 145771
a UK WE1B00S27.009 34684
10 UMK WETBODS27.010 48-20-32 82B.3375 1763.9271 35E1.3039
11 LMK WET1B00527.011 939.5877 le82.2201
Editar trabajo - YE1600527
= [ = . & v
Mavegar Cerrar Guardar Zomando Instrumento Recoger Estatus
E1 |
a P ! R 5
CONTROL_PROCESO_HIS |COWMTROL_PROCESO_HIS |[CONTROL_PROCESO_HIS |COMTROL_PROCESO_HIS |[CONMTROL_PROCESO_HIS
AREA _5T4 AREA_STH AREA_STE ARES_STF AREA_STE
Type Ident MOUMIT MOUMIT MOUMIT MOUMIT MNOUMIT
dl (0] dl (0] dl (0] dl (0] dl (0]
1 UNE WETEDDS527.001
2 |UnNE WETBEOO527.002 8360.0223 18758.1456 29282.4018 465849.7609 93641.0905
3 UNEK WE1600527.003
4 UMK WE1B00527.004 8970492 17745.44 27359.65 455590.89 92787.93
5 UMK WE1B00527.005
] UMK WE1B00527.006 G685.63 1667538 26603.27 45559.74 90969.7
7 UMK WE1B00527.007
8 UNE WE1B00527.008 426924 884638 1386600 2381774 5009091
9 |UNE WVETBEOOS527.009
10 |UNK WE1600527.010 8829.8107 18434.9136 29207.3604 51487.2934 103640.652

|# Editar trabajo - YE1600527

2k

Mawegar

Y

=

Rl \/

Ce:rrar Guardar Comando Instr}nento T Recoger Estatus
I
T u W W ®
CONTROL_PROCESO_HIS |CONTROL_PROCESO_HIS |CONTROL_PROCESO_HIS |COMTROL_PROCESO_HIS |COMTROL_PROCESO_HIS
L AMNALISTA CONFORMIDAD MUMERCO_INYECCIOMES OESERVACION
Type Ident NOUKNIT HOUKNIT NOUKNIT NOURIT

dl[0] dl (0] dl (0] di (0] dl[0]

1 UMK YETB00527.001

2 UMK WETB00527.002 CB =83547 x+ 476 MM c 43 CB: RZ = 0.99495

3 |UNK WETED0527.003 CAcyw = 93702 x- 83,927 CAcR2 = 09996

4 UMK %ETB00527.004 CB 3 =908.1x-58.817 MM c 72 CB: B2 = 0.99498

5 |UNKWETB00527.005 CAcy =938.1 x- 45456 CAR2 =089999

6 |UNK WETE00527.006 CHB 3 =0874.92 x+18.773 kN [ 10 CB:R2 =0.9997

7 UK WETB00527.007 CAry = 92351 x-575.45 CA:R2 = 0.99498

8 |UNK WVETB00527.008 CB 3= 43262 x-8577.8 YB [ a9 CB: R2 = 0.9966



Procesos presentado en la figura 20

Tabla 4
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En la tabla 4 se describe el significado de cada columna del Registro de Control de

Significado de cada columna del Registro de Control de procesos de la figura 20

Columna Nombre

Dato a ingresar

E

F
G
H

X s < Cc-H4»wmO TOZZTr X <«

Equipo

Fecha

Nombre de la columna
RT

Flujo ml/Min

Presion PSI
FM(ACN-MEOH-H20)
AREA ST1

AREA _ST2

AREA _ST3

AREA ST4
AREA_ST5
AREA_ST6
AREA_ST7

AREA _ST8

CVv

Analista

Conformidad

Numero de inyecciones

Observacion

Se ingresa el equipo utilizado
Fecha

El cddigo de la columna utilizada

El tiempo de retencion del pico de histamina

El flujo utilizado

La presion de la bomba del equipo utilizado

La proporcion de la fase movil utilizada

El area del estandar 1 de la curva de calibracion

El area del estandar 2 de la curva de calibracion

El area del estandar 3 de la curva de calibracion

El area del estandar 4 de la curva de calibracion

El area del estandar 5 de la curva de calibracion

El area del estandar 6 de la curva de calibracion

El area del estandar 7 de la curva de calibracion

El area del estandar 8 de la curva de calibracion

La ecuacion de la curva de calibracion baja y alta

El analista encargado de calibrar el equipo

Se escribe una C si es conforme o NC si no es conforme
El nimero de inyecciones del equipo durante todo el dia.

Se coloca el R? de las curvas de calibracion tanto de la
curva baja como de la curva alta; como también el cambio
de la guarda columna o cualquier observacion

Nota. SGS del Peri SAC, (2016b)
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En la figura 21 se presenta el registro de preparacion de estandares para la curva de

histamina.

Figura 21

Registro de Preparacion de Estandares para la Curva de Histamina

Nota. SGS del Peri SAC, (2016b)

o | E | C | D | E | F | G
1 ESTANDARES DE HISTAMINA
2
3 |Datos del Estandar
4 |Cddigo P-PRI-MR-2-10
5 | Marca FLUKA
E |Lote BCBD3526Y
T | Pureza 100.2 *
2 |Fechaens. 03rogr2o17
3
10
1 |Preparacion del Stock y Standares de trabajo
12
13 Peso Estandar | Alic. Stock Alic. 5T-8 ¥ol. [CONCENTRACION
14 [mqg) (ml) (mL] (ml) ppm [mgil]
15 |STOCK 166 4 100 1006 810 s Agua
B |ST-1 1 100 1.007
17 |8T-2 2 100 2014
18 |5T-3 Pezar para 4 100 4027
19 |5T-4 abtaner 1 100 10.068

1000 ppm i\.

20 |8T-5 2 100 200136 s TCA
21 |8T-6 3 100 30204
22 |8T-7 5 100 50340
23 |5T-8 A 10 100 100 681
24 |SPIKE 10 100 100 681
25
26 | Observacion
27 |Los estandares preparados se quardan enlarefrigeradaray protegidos de la luz.
28
29 | Fecha de preparacion: 0iHorz013
30 |Fecha de vencimiento: o123
31 | Analista: JR
32 |Como calcular la concentracion del yolumen de spike adicionado a la muestra:
7 CARTIDAD DLF OLUMAR FRALTOW]—FD— | —CON TIRAT ]
34 (ST ADICION | 100,681 200 1] [ 50
35
3B
37 |D-IND-DR-37-M
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En la figura 22 se presenta el registro de preparacion de estandares para la curva

de histamina.

Figura 22

Registro de Preparacion del Estandar Control de la Curva de Histamina

A B | C | D | E F G
1 ESTANDARES DE HISTAMINA
2 STC
3 |Datos del Estandar
4 |Cadigo : P-PRIIMR-2-STC-10
5 |Marca - SIGMA
B |Late : BCBG3381V
! |Pureza 2100 y
8 [Fecha‘enc. 26/08/2014
)
10
11 |Preparacion del Stock y Standares de trabajo
12
13 Peso Estandar Alic. Stock Alic. ST Vol. CONCENTRACION
14 {mg) {mL}) {mL}) {mL}) ppm {myg/L)
15 |STOCK 1677 100 1012.650 n Agua
16 i
17
15 [ST-3 P‘Zi?;::rra 3 100 4.557 227.846
19 »en TCA
0 1000 ppm
21
22 |ST1 13 100 151.898 /7554 577t

23

24 |Observacion
25 |Los estandares preparados se guardan en la refrigeradara y protegidos de la luz.

27 |Fecha de preparacion:
28 |Fecha de vencimiento:
29 [Analista:

01/10/2013
01/11.2013
JR

Nota. SGS del Peri SAC, (2016b)

2.5 Actividades realizadas en laboratorio

2.5.1 Célculos para determinar histamina por HPLC en harina de pescado

La primera etapa de analisis corresponde al desarrollo de la curva de calibracion, en la

cual se determina graficamente el Tiempo de Retencion en minutos, cuyo valor se lee en el eje X.
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En la figura 23 se presenta la curva de calibracion de histamina por HPLC en la cual
las unidades del eje X estan en minutos y las unidades del eje Y estan en (mAU); asi mismo
se presentan los valores de las areas para los diferentes estandares de trabajo.

Figura 23.

Curva de calibracion y valores de areas para estandares de histamina por HPLC

mAU

(1 - HISTAMINA - 1.727

T |

o 00 o0& 0% 0% 10 120 140 160 18 200 20 24

A l B ¢c | D| E | F | 6 | H | J | K | L } Mo
Inj. Injection Name Type RetTime | Amount  RelArea  Area Height | Type | Width(50%) Asym.  Resol  Plates
- No. Selected Peak: min %  mAU'min - mAU min £ EP EP

UV.VIS1 [UV.VISY  UV.VSH UV.VIS  UV.VS UV VISUV.VISt  LV.VIS UV.VIS1 LV Visdt

HISTAMINAHISTAMINA  HISTAMINA HISTAMINA  HISTAMINAHISTAMINHISTAMINA  HISTAMINA HISTAMINA HISTAMINA
|1 8Tt Unknown 1720 na. 10000 3824229 339495 BMB 0103 122 na. 155
2 801 Calibration 1,727 na. 10000 3818664 3404.99| BMB 0102 122 na 1579
3 802 Calibration 1727 na. 10000 12432573 11099.89| BMB 0102 124 na 1578
| 4 8703 Calibration ~ 1.727 na. 10000 3377.0658 2937387| BMB 0104 127 na. 1541
. § SID4 Calibration 1,720 na. 10000 39801151 35671.67| BMB 0102 127 na 1579
| 6 SIS Calibration 1,720 na. 10000 167237009 142365.75| BMB 0104 126 na 1509
| 7 STD6 Calibraion ~ 1.727 na. 10000 359864615 30372952| BMB 0105 128 na 1485
8 SI07 Calibration ~ 1.727 na. 10000 726953041 615148.91| BMB 0105 126 na. 1498
| § STD8 Calibration ~ 1.727 na 10000]15063645321########@ BAB 0106 126 na 1491
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En la figura 24 se presenta la lectura de la curva de histamina por HPLC, asi como las

areas de las muestras en analisis.

Figura 24

Curva de lectura y areas de muestras en analisis de histamina por HPLC

11 08-03-2022 #58 AGZ208387 1
Bdehy
aesd| ™" [
] Il
||l ||
o | |
5 065 'u
] i __
4065
30851
205+
1,085
0080 T
10854
1862 = — : — — : T T T
1106 1200 1.300 1.400 1.500 1,600 1.700 1.800 1900
B C D E F G H I J K L M
1 [/MMinjection Name Type RetTime | Amount RelArea  Ared Height | Type | Width(50%) Asym.  Resol.  Plates
1 Selactad Peak min % mAU'min -~ mAU min EP EP EP
] DVVE T UVVET  UVVEL UVVE!  UV.VED (DVVEAUVVE T UV.VE1 UVVE T UV VE!
4 HISTAMINAHISTAMINA ~ HISTAMINA HISTAMINA ~ HISTAMINA{HISTAMINHISTAMINA ~ HISTAMINA HISTAMINA HISTAMINA
b2 1 Unknown 1.700 na. 10000 132883139 123171.01| BB 0.039 129 na. 1624|
03 [WEIAG2208957 2 Unknown 1707 na 9944 50476022 4742995 | BB 0.098 122 238 1664
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En la figura 25 se presentan los registros de calculo para la determinacion de histamina,

en base a los datos obtenidos en la curva de calibracion, realizando andlisis de regresion simple

para la curva baja y alta, cuyos coeficientes se requieren para los calculos.

Figura 25.

Registro de calculos para la determinacion de histamina por HPLC

=
=

CURVA BAA

| ye 91750100

R=099%

(8 = 1391 759067 0101
A = 1450 052281 819

R= 0 348
Rz 0998

(K
WA
o0 HPLC o a1
HISTAMNA
Tlem ]
i a.po i ‘m
Mm ! .
B m | 0 [0 CURVABAIA)
il DLW | 0N8 S [CONCingl) A
2 L L L
51 (K S L L .
514 016 | S S | 1w | W
15 Mmool oun [ 20 |
S8 7| %% | 5049 4 | @ | 6
§IT i1 | 1% | A Pundenl | 136176
S {1 | 1506% | 1004191 b | A
i ol | 0
foa {36 CURVAALTA)
Sol ena ki §10 (COMC gl | v
0 B[ oo | O
1493 S| B0 | bR
59 N 1 17
[ S8 | A9 | 35086
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10000
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Con la informacidn obtenida de las curvas de lectura por HPLC y de la regresion simple

desarrollada para la curva alta y baja se tienen los siguientes datos para los calculos

correspondientes a la muestra con codigo AG2208987:
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a) RT:1.70 min

b) Area: 13288

c) Calculo de la concentracion de histamina en la curva: X = (Y -B)/ A

Donde:

Y = Area = 13288

B = Menor intercepto = 281.68

A = Pendiente = 1492.13

X =(13288-281.68) / 1492.13

X =9.09 mg/L

Caélculo de la histamina en PPM: Histamina (PPM) = X * Fd

Fd = Factor de dilucion

Peso: 0.2034 g

Volumen: 10

Histamina (PPM): (9.09 * 10) / 0.2034

Histamina (PPM): 447 mg/Kg
2.5.2 Informe de ensayo de histamina en harina de pescado

Los laboratorios de ensayo la empresa SGS del Peri SAC estan acreditados por el Instituto
Nacional de Calidad (INACAL) organismo de acreditacion nacional.

Las solicitudes de ensayo lo realizan tanto personas juridicas como naturales y los analisis
se realizan con métodos validados que se indican en los respectivos informes emitidos por la
empresa para ser entregado a los solicitantes.

En la figura 26 (paginas 64 y 65) se presenta el informe de un ensayo correspondiente a

una empresa quien solicitd la determinacion de histamina utilizando la HPLC.



Figura 26.

Informe de ensayo a muestra de harina de pescado

SGS

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO DE ACREDITACION «r e

INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

INACAL

Tegistro NLE - 002
Interno : AG2208987 Rev. 0
Pagina1de3
( Andlisis solicitado por:  TECNOLOGICA DE ALIMENTOS S.A. )
JR. VITTORE SCARPAZZA CARPACCIO NRO. 250 URB. SAN BORJA NORTE (PISO 11- INTERIOR 1,23 4).
SAN BORJA
Solicitud de Ensayo: 414222 Cantidad Muestras: 2
Producto descrito como: HARINA DE PESCADO Fecha de Recepcion: 07/03/2022
Fecha de Ensayo: 07/03/2022
Procedencia: INSPECCIONADA Y MUESTREADA POR EL ORGANISMO DE Fecha de Emisién:
INSPECCION AUTORIZADO POR EL SANIPES (SGS DEL PERU A
Observaclones Recep.:  Enbolsa plastica transparente
\$ 5
rEnsayo Método R
Acidos Grasos Libres AOCS Ca 5a-40: 7th Ed. 2017 Free Fatty Acids (VALIDADO-Medificado-Aplicado fuera
del alcance) 2016
Control Muestras Etapas de Prep ylo Pulv Control Muestras Etapas de Preparacion ylo Pulverizado de muestras Harina de
Pescado y Duversos
Arena NTP 204.024: 1982(Revisada el 2020) HARINA DE PESCADO. Determinacidn de Arena
Cenizas AOAC Official Method 942.05, 21st Ed. 2019 Ash of Animal Feed (VALIDADO -
Modificado) 2016
Nitrogeno Amoniacal NTP 201.032: 1982 (Revisada 2015) CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS.
Determinacién del contenido de nitrégeno amoniacal. (Validado) 2016
Determinacién de Etoxiquina AOAC Official Method 996.13, 21st Ed. 2019 Ethoxyquin in Feeds Liquid
Chromatographic Method (VALIDADO - Modificado) - 2016
Cloruro AOQAC Official Method 976.18, 21st Ed. 2019./A0AC Official Method 971.27 21st Ed.
2019 Salt (chloride as Sodium Chloride) in Seafood - Potentiometric Method / Sodium
Chloride in canned vegetables - Method |1l (Potentiometric Method). (VALIDADO -
Modificado) - 2016
Protelna AOAC Official Method 990.03, 21st Ed. 2019 Protein (Crude) in animal feed.
Grasa AOCS Standard Procedure Am 1-92 Reapproved 2017 Oil, Moisture and Volatile Matter,
and Protein by Near - Infrared Reflectance. (VALIDADO - Aplicado fuera del alcance) -
2016
Histamina ﬁ NCh 2637 Of. 2001 Productos hidrobioldgicos. Determinacion de histamina y otras
aminas biégenas. Método HPLC con detector UV. (VALIDADO) - 2016
Humedad AOCS Standard Procedure Am 1-92 Reapproved 2017 Oil, Moisture and Volatile Matter,
and Protein by Near - Infrared Reflectance. (VALIDADO - Aplicado fuera del alcance) -
2016
L J
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACAL
ORGANISMO DE ACREDITACION ((r DA-Perd
| INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002 e

Hagieero N'LE - 002
Interno : AG2208987 Rev. 0
Pagina2de 3

Resultados

Keaconcker i i s ATI2200130 ATR200135

Ensayo LD. LC

Acidos Grasos Libres (como dcido oleico) (%) - 0.80 9.51 7.80

AG2208987.001 AG2208987.002

* Arena (%) - 0.04 Pend Pend

Caniza (%) 0.10 | 1.00 18.32 18.01

TBVN (mg/100g) - 5.00 118.70 101.40

Etoxiquina (ppm) 2 7 679 710

Cloruro (%) 0.07 on Pend Pend

Proteina (%) - - 65.46 67.20

Grasa (%) - - 837 8.80

Histamina (ppm) ﬁ 500 | 1500 446.90 178.85

Humedad (%) - - 760 6.14

L.D. = Limite de Deteccién

L.C. = Limite de Cuantificacion

UFC = Unidad Formadoras de colonias

(*) Los resultados obtenidos corresponden a métodos que no han sido acreditados por el INACAL-DA.
OBSERVACIONES:

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACA
ORGANISMO DE ACREDITACION ......,,......
| INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002
Regatro N'LE - 002
Interno : AG2208987 Rev. 0
Pégina3de 3

NOTAS:

* El lempo de vigencia del presente Informe es de 60 dids calendarios a partir de |a fecha de emision del informe de ensayo.
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El informe que se presenta en la figura 26 corresponde a una solicitud de analisis para
harina de pescado, para lo cual se cuenta con dos muestras. En la primera pagina (1 de 3) se
listan los analisis realizados con su respectivo método utilizado, dentro de los cuales se
encuentra la histamina y el método utilizado es por HPLC con detector UV (Validado) 2016.
En la segunda pagina (2 de 3) se encuentran los resultados de los analisis solicitados dentro
de los cuales se encuentra el de histamina cuyas unidades estan en (ppm), ademas el Limite de
Deteccidn (L.D.) y el Limite de Cuantificacion (L.C.). En la tercera pagina (3 de 3) indica la

vigencia. Tomado de SGS del Perd SAC (2022c).
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I11. APORTES MAS DESTACABLES A LA EMPRESA

Durante el periodo de trabajo en la empresa SGS del Perd SAC, los aportes realizados
mas importantes son los siguientes:

En validacion de métodos

a) Participacion en la validacion del Método NCh 2637 Of 2001 (Normativa Chilena
2637), Productos Hidrobiologicos. Determinacion de histamina y otras aminas bidgenas. Método
HPLC con detector UV para los productos conserva de pescado, harina de pescado, pescado
congelado, pescado fresco y semiconservas.

La validacién del método implica realizar las siguientes pruebas:

Pruebas en blanco del método

- Pruebas de limites de deteccidn y cuantificacion del método para los cinco productos.

- Pruebas de linealidad del método en el equipo HPLC con detector UV

- Pruebas de veracidad del método con materiales de referencia certificados

- Pruebas de precision del método

- Pruebas de recuperacion de estandares en las diversas matrices solicitadas (conserva de
pescado, harina de pescado, pescado congelado, pescado fresco y semiconservas).

- Pruebas de selectividad con diferentes niveles de concentracion e interferentes.

- Pruebas de robustez del método.

- Evaluacion y célculo de la incertidumbre del método.

- Elaboracion de cartas estadisticas para los controles de calidad establecidos. (Blancos,
patrones, duplicados, adicionados, duplicados de adicionados).
b) Participacion en la validacion del Método AOAC 996.13 Official Method, 21st Ed.

2016 (Validado - Modificado), Ethoxyquin in Feeds. Liquid Chromatographic Method, para el
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producto harina de pescado.
La validacién en el método implica realizar las siguientes pruebas:
- Pruebas de blancos del método
- Pruebas de limites de deteccion y del método cuantificacion para los cinco productos.
- Pruebas de linealidad del método en el equipo HPLC con detector de fluorescencia,
- Pruebas de veracidad del método con materiales de referencia certificados
- Pruebas de precision del método
- Pruebas de recuperacion de estandares en las diversas matrices solicitadas (conserva de
pescado, harina de pescado, pescado congelado, pescado fresco y semiconservas).
- Pruebas de selectividad del método en diferentes niveles de concentracion e interferentes.
- Pruebas de robustez del método.
- Evaluacion y célculo de la incertidumbre del método.
- Elaboracion de cartas estadisticas para los controles de calidad establecidos. (Blancos,
patrones, duplicados, adicionados, duplicados de adicionados).
En auditorias para acreditacion
a) Participacion en auditoria del INACAL para la acreditacion del Método NCh 2637 Of
2001 (Normativa Chilena 2637), Productos Hidrobiologicos. Determinacion de histamina y otras
aminas biogenas. Método HPLC con detector UV para los productos conserva de pescado, harina
de pescado, pescado congelado, pescado fresco y semiconservas.
Para la acreditacidn del método en la auditoria ante el INACAL se requiere evidenciar y/o
demostrar lo siguiente:
- Mostrar evidencia al auditor que se tiene competencia técnica para desarrollar el método.

- Demostrar con evidencias que se tiene competencia técnica para el manejo del equipo
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HPLC con detector UV.

- Mostrar y explicar al auditor las pruebas realizadas para la validacion (Limite, Precision,
Veracidad, Linealidad, Robustez, Selectividad, entre otros.).

- Realizar el ensayo y demostrar que se cumplen todos los controles de calidad para los
diversos productos en que se esta acreditando el método, y presentar las cartas de control
obtenidas sin sesgo.

- Presentar el informe de ensayo (producto final) con todos los requisitos minimos que
solicita la NTP 17025, por ejemplo, Nombre del Cliente, Punto de Muestreo, Limite de
Deteccidn y Cuantificacion, Fecha de Muestreo, Fecha de Inicio de Ensayo, Presentacion
de Controles de Calidad.

b) Participacion en auditoria del INACAL para la acreditacion del Método AOAC 996.13
Official Method, 21st Ed. 2016 (Validado - Modificado), Ethoxyquin in Feeds. Liquid
Chromatographic Method, para el producto harina de pescado.

Para la acreditacion del método en la auditoria ante el INACAL se requiere evidenciar y/o
demostrar lo siguiente:

- Mostrar evidencia al auditor que se tiene competencia técnica para desarrollar el método.

- Demostrar con evidencias que se tiene competencia técnica para el manejo del equipo
HPLC con detector de fluorescencia.

- Mostrar y explicar al auditor las pruebas realizadas para la validacion (Limite, Precision,
Veracidad, Linealidad, Robustez, Selectividad, etc.).

- Realizar el ensayo y demostrar que se cumplen todos los controles de calidad para los
productos que se esta acreditando el método, y presentar cartas de control sin sesgo.

- Presentar el informe final con todos los requisitos minimos que solicita la NTP 17025, por
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ejemplo, Nombre del Cliente, Punto de Muestreo, Limite de Deteccion y cuantificacion,

Fecha de Muestreo, Fecha de Inicio de Ensayo, Presentacion de Controles de Calidad.
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IV. CONCLUSIONES
La cromatografia es una técnica de analisis cualitativo y cuantitativo que obtiene resultados
con mucha precision y validez para diversos compuestos organicos e inorgénicos pudiendo
detectar trazas de muchos elementos quimicos.
Una de las técnicas cromatografias es la Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
en la cual los analitos atraviesan una fase de medio liquida para luego ser identificados y
cuantificados de acuerdo a la metodologia establecida para cada caso.
La histamina es un compuesto quimico toxico para la salud humana cuando sobrepasa los
limites de tolerancia del cuerpo humano, por lo tanto, se necesario conocer su concentracion
en los alimentos o productos como la harina de pescado que se utiliza para la elaboracion de
alimento balanceado de animales.
La determinacién de la concentracion de histamina en la harina de pescado se justifica por ser
un indicador de la calidad sanitaria de la materia prima y/o del producto terminado, las harinas
de pescado de calidad aceptable tienen una concentracion de histamina menores a los 500 ppm,
mientras que las harinas de pescado de baja calidad tienen concentraciones mayores a los 500
ppm, llegando en algunos casos a superar los 1000 ppm.
La determinacion de histamina por HPLC permite tener un alto grado de confianza en los
resultados, y es por ello que actualmente las empresas productoras, asi como las compradoras
de harina de pescado, solicitan los valores de histamina sean determinados por HPLC.
La experiencia preprofesional que se realiza luego de concluir los estudios universitarios es
muy importante para conocer mejor las diferentes areas de la especialidad, y de esa manera
perfeccionarse en aquella que se tenga mayor capacidad o facilidades como el area de analisis

organicos en productos pesqueros dentro del cual se encuentra la harina de pescado.
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V. RECOMENDACIONES
Los métodos de ensayo deben ser actualizados cada cierto periodo de tiempo o cuando exista
un cambio significativo en las tecnologias conocidas, luego del cual deben pasar por un proceso
de acreditacion para alcanzar su validacion para lo cual debe de intervenir el Instituto Nacional
de Calidad (INACAL) como entidad acreditadora oficial.
La universidad debe adquirir los equipos necesarios para realizar practicas de laboratorio por
HPLC de tal manera que los egresados que salen a trabajar a las empresas conozcan el método

y los procedimientos de manejo del sistema.
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VIl. ANEXOS

Anexo A. Preparacion del bicarbonato de sodio

IMICIC
BICARBOMNATO DE S0DI0
MNa-4

;

,

l
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PREPARACION REACTIVOS Y PREPARACION EQUIPOS
MATERIALES
Elrla e 1000 ml, v precipitad, * Balanza

fragos, ambudo, papal filla
Medic: agua Tipa 1| ]

Pesar[] 103 g de bicarbonato de sodio para 1000 ml

Y

Trasvasarlo a una fiplg de 1000 ml con agua Tipo | [

l

Agregar 800 ml aproximadamente de agua Tipo [ []y
llevarlo al sonjficadar, por 1 hora con agitacion constante.

'

Esperar que se tempere y enrazar con agua Tipo | [

l

Filtrarlo con un embudo y papel filtro whatman # 40 en un
frasco rotulado adecuadamente (como indica el formato de
etiqueta 5G5)

'

Conservarlo en condiciones adecuadas
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Anexo B. Preparaciéon del cloruro de dancilo

INICIO
CLORURD DE DANCILO
VAR-Z
PREPARACION REACTIVOS Y PREPARACION EQUIPOS
MATERIALES
Finka de 1000 ml seco, ' Balanza
vaso de precipitada, : ini :
oo Pesar 4q de cloruro de dangila con una precision de 0,1 mg para un lifro.
embudo, papel fitro
Solvente: Acetona l

Trasvasarlo a una floia de 1000 mi con acefona, disolverlo
y enrazarlo

l

Filtrarlo con un embudo y papel filtro whatman # 40 en un
envase ambar rotulado adecuadamente (como indica el

formato de efiqueta SGS)

:

Conservarlo en condiciones adecuadas




Anexo C. Preparacion del estandar de trabajo de control (STC)

INICIO

Estandar de Histaming dibydrachlonide
P-PRI-MR-2-5TC-I0

l

82

'

:

PREPARACION REACTIVOS Y PREPARACION EQUIPOS
MATERIALES
Ubicacion de muestras, viales l Balanza
y tubog de vidﬁo, fiolas. Di.spen.sadores
Reacto: .““:‘;gua il Solucion stock de 1000 ppm aprox. ~ de Wieramsta
teloroasetics, Histamine. dhydochiaid
]
Trasvasarlo a una fjla de 100ml y aforar con
agua Tipo | []

'

Tomar una alicuota 15 ml de la solucion stock, aforar con dcido tricloroacetico al 5% en fiola de 100 ml

l

Tomar una alicuota 3 ml de a solucion anterior aforar con gcido tricloroacético al 5% en fiola de 100 ml,
esto equivale a la concentracion del Estandar 3 de la curva.

'

responsable.

Conservar refrigerado en frasco ambar debidamente rotulado |
indicando su fecha de preparacion, vencimiento y analista




Anexo D. Preparacion de los estandares de la curva de calibracion para harina de pescado

IMICIO
Estandar de Histaming _dibudrachlonids
P-PRI-MR-2-10
¥ ¥
PREPARACION REACTIVOS Y PREPARACION EQUIPOS
MATERIALES
Ubicacion de muestras, viales L] Balanza
y tubos de vidria. figlas. Solucion stock de 1000 ppm aprox. de  Histaming Dispensadores
Reactivo: Acido ficharnasstcn - - Wirmpinsta
yagua Tige | 1 dibudrachlorids
v
Trasvasarlo a una fipla de 100ml y aforar con
agua Tipo I []
L]
Tomar las alicuotas:
v
Estandar 4 | 1 ml de la solucion stock, aforar con gcidp tricloroacético al 5% en fipla de 100 ml
L]
Estandar 5 | 2 ml de la solucion stock, aforar con gcidp tricloroacético al 5% en fipla de 100 ml
¥
Estandar 6 | 3 ml de la solucion stock, aforar con acido tricloroacetico al 5% en fiplg de 100 ml
L]
Estandar 7 | 5 ml de la solucion stock, aforar con acido tricloroacetico al 5% en fiplg de 100 ml
L]
Estandar 8 | 10 ml de la solucidn stock, aforar con ggidg, tigleroacético al 5 % en fipla de 100 mi

Estdndar 1 1 ml del estandar 8, aforar con gcido tricloroacético al 5% en figla de 100 ml +

Estandar 2 2 ml del estandar 8, aforar con acidp fricloroacetico al 5% en fipla de 100 ml +

Estandar 3 4 ml del estandar 8, aforar con ggido tricloroacética al 5% en figlg de 100 ml <

'

Conservar refrigerado en frasco ambar debidamente rotulada, indicando su fecha
de preparacion, vencimiento y analista responsable.




