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RESUMEN

En este trabajo se aborda la determinacion de histamina mediante espectrofotometria
de fluorescencia molecular. Dado que la histamina no presenta fluorescencia natural, se
ha derivatizado con cloruro de dansilo y, debido a la interferencia de éste sobre la
emision fluorescente de la histamina, se ha recurrido a una técnica cromatografica
(HPLC) para separar las sefiales espectrales. En una primera parte del trabajo se han
optimizado las variables experimentales mas influyentes en la derivatizacion (pH,
temperatura y tiempo) mediante el uso de un disefio central compuesto. Una vez
optimizada esa etapa del andlisis, se han comparado dos métodos de analisis que
emplean longitudes de onda de excitacion diferentes en la deteccién fluorimétrica. Dicha
comparacion se ha llevado a cabo a través de las distintas figuras de mérito que se han
estimado. El procedimiento puesto a punto tiene una capacidad de deteccion (CCp) de
106 ppb, con probabilidades de falso positivo y falso negativo de 0.05.

ABSTRACT

The aim of this work was the determination of histamine through molecular fluorescence
spectrophotometry. Since histamine does not exhibit native fluorescence, it was
derivatized with dansyl chloride and, due to the interference of this on the fluorescent
emission of histamine, a chromatographic technique (HPLC) was used to separate the
spectral signals. Firstly, the experimental variables that most influence the derivatization
(pH, temperature and time) were optimized by using a central composite design. Once
this stage of the analysis was optimized, two methods of analysis which used different
excitation wavelengths for the fluorimetric detection were compared. The comparison
was performed through different figures of merit which were estimated. The developed
procedure has a capability of detection (CCpB) of 106 ppb, false negative and false
probabilities being 0.05.
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1. OBJETIVOS

Optimizar las condiciones de la reaccion de derivatizacion para la determinacion de
histamina mediante espectrofotometria de fluorescencia molecular.

Estudiar la viabilidad de la determinacion de histamina mediante espectrofotometria de
fluorescencia molecular.

Encontrar las condiciones instrumentales mas idoneas para llevar a cabo la
determinacién de histamina.

Validar el procedimiento de andlisis.

2. INTRODUCION

Las aminas bidgenas son bases de bajo peso molecular formadas por la
descarboxilacion de grupos amino libres durante la actividad metabdlica celular de
algunos microorganismos, plantas y animales [1]. Entre las principales aminas biégenas
se encuentran la putrescina, cadaverina, espermidina, espermina, triptamina, 2-
feniletilamina, tiramina o la histamina, siendo el estudio de esta Ultima de especial
importancia, ya que es la Unica regulada por la legislacién vigente, siendo los limites
maximos establecidos en la Unién Europea para la misma de 200 mg/kg en pescados
frescos y de 400mg/kg en pescados sometidos a tratamientos de maduracién enzimatica
como la salmuera [2]. La histamina se forma por la descarboxilacion del aminoacido
histidina catalizada por la histidina descarboxilasa y piridoxalfosfato como coenzima.

Estas aminas pueden encontrarse en una gran variedad de alimentos, bebidas y
comestibles fermentados, especialmente aquellos que son ricos en proteinas. Dentro de
la gran variedad de alimentos a los que afectan estas aminas se encuentran el pescado
y sus derivados, productos carnicos, huevos, quesos, vegetales fermentados, frutas,
nueces, chocolate, productos de soja, cervezas y vinos. Las aminas biégenas son
termoestables, no hay ningun tratamiento capaz de eliminarlas una vez que se han
formado. [3]

Existen dos motivos para el estudio de las aminas en alimentos. El primero de ellos es
su potencial toxicidad, y el segundo es utilizarlas como indicadores de la calidad de los
alimentos.

Cuando los niveles de aminas biégenas son bajo, no constituyen un riesgo para la salud,
ya que pueden ser metabolizadas a productos fisiol6gicamente menos activos gracias
a la accion de enzimas como las oxidasas diamina. Sin embargo, cuando la
concentracion es elevada, el sistema es incapaz de degradarlas por completo, y los
efectos sobre la salud se hacen notables, siendo las mas téxicas la histamina y la
tiramina. La histamina tiene un corto periodo de incubacién, que varia desde minutos
hasta pocas horas tras la ingesta. Los principales sintomas de intoxicacion en humanos
por la incorporacion de niveles elevados de histamina son dolor de cabeza, nauseas,
vomitos, dificultad respiratoria, sofocos, sudoracién, palpitaciones, diarrea y erupciones
de color rojo brillante.

Son muchos los métodos empleados para la determinacion de aminas bidgenas [4].
Dentro de los més utilizados se encuentran la cromatografia en capa fina, cromatografia
de intercambio i6nico y cromatografia de liquidos de alta eficacia. También se obtienen
buenos rendimientos empleando electroforesis capilar de zona. Entre las técnicas de
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deteccion méas usadas estan la espectrofotometria de absorcién molecular en el UV-
visible y la espectrofotometria de fluorescencia molecular.

En ambos casos, para poder llevar a cabo la deteccidn, se requiere un proceso de
derivatizacion de las aminas, ya que ellas por si mismas no presentan grupos activos
que originen absorcion de radiacion ni fluorescencia. Para ello se suele emplear cloruro
de dansilo, que forma un derivado fluorescente con las aminas bidgenas tanto primarias
como secundarias. Otro compuesto que se puede emplear con el mismo fin es el OPA
(orto-ftaldialdehido), aunque éste solo resulta de interés con aminas primarias y los
derivados obtenidos en este caso son menos estables que los obtenidos con el cloruro
de dansilo. Por el contrario, los derivados dansilados pueden conservarse a 4 °C
protegidos de la luz, sin que se degraden, desde dias hasta meses dependiendo de la
amina de que se trate.

N(CHg), N(CHg)n
R4
tNH  — + HCI
R2
Ry
SO,Cl Amine OES_N.
HE
DNS-CI DNS derivative

Figura 1. Reaccion de derivatizacion del cloruro de dansilo con aminas.

Resulta de gran interés el analisis mediante espectrofotometria de fluorescencia
molecular ya que es una técnica sencilla, econémica y rapida, que permite alcanzar
limites de deteccion muy bajos. Los derivados dansilados de las aminas biégenas son
susceptibles de ser analizados mediante esta técnica. Sin embargo, en caso de que
existieran interferencias en el analisis debido a la presencia de otros fluoréforos, seria
necesario recurrir a una técnica de separacioén, como es la cromatografia.

La reaccion de derivatizacion de la histamina con el cloruro de dansilo depende de varios
factores experimentales, fundamentalmente del pH, de la temperatura y del tiempo de
reaccion. En base a algunos procedimientos encontrados en la bibliografia para llevar a
cabo esta reaccion, en este trabajo se ha optimizado un procedimiento para maximizar
el rendimiento de dicha derivatizacion.

Una forma habitual de abordar este tipo de optimizaciones es recurrir a la metodologia
de disefio de experimentos, ya que con menor esfuerzo experimental es posible obtener
resultados fiables.

Este trabajo se centra en el estudio de la histamina ya que, como se ha mencionado

anteriormente, es la amina biégena de mayor interés por ser la Gnica que cuenta con
limitaciones legales en la actualidad.
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3. FUNDAMENTO TEORICO

3.1 DISENO DE EXPERIMENTOS CENTRAL COMPUESTO

Esta metodologia permite llevar a cabo la experimentacién necesaria para optimizar un
procedimiento de la forma mas eficiente. A diferencia de otros disefios experimentales,
los disefios de superficie de respuesta [5] tienen como objetivo encontrar los valores de
los factores o variables experimentales que optimizan la variable respuesta.

Para llevar a cabo el disefio de experimentos, se hace necesario definir un domino
experimental, que dependera de la amplitud en que varian los factores o variables
experimentales. Una vez obtenido el dominio experimental, se propone un modelo
matematico que relacione la respuesta experimental a optimizar con los factores
experimentales. Los mas utilizados son el modelo de primer orden o lineal y el modelo
de segundo orden o cuadratico.

Si se emplea un modelo de primer orden, se esta considerando que no existe interaccion
entre las variables estudiadas, es decir, que la modificacion de una de ellas no afecta
en la influencia de las demas. En estos casos, el modelo responde a la siguiente
ecuacion, expresada para dos factores experimentales:

Yy=By X + 5%, +e (1)

donde x: y X son los factores codificados, y ¢ una variable aleatoria que sigue una
distribucion normal con media cero y distribucion tipica o.

Cuando se prevé que puede existir interaccion entre las variables y por tanto, curvatura,
se emplea un modelo de orden dos, que para el caso de dos variables, responde a la
siguiente ecuacion:

2 2
Y=L+ BX + L%+ BX X, + BX + BoXs + &€ (2)

Los modelos de segundo orden son aquellos que permiten estudiar los efectos de
interaccion y efectos cuadréaticos, aparte de los efectos lineales. Se utilizan ante la
necesidad de explorar una superficie mas compleja o bien cuando se tiene identificada
la region de respuesta 6ptima y se quiere caracterizar esa superficie de respuesta. La
superficie de respuesta permite inspeccionar, de manera visual, la respuesta en una
cierta zona y encontrar unas condiciones 6ptimas de operacion.

Estos modelos pueden expresarse en forma matricial como y = Xg+¢, donde y es el
vector respuesta, X es el matriz del modelo y B es el vector de coeficientes. La
estimacion de B por minimos cuadrados es b = (xTx)fl X'y, y la matriz de varianza-

covarianza de las estimaciones de los coeficientes es Cov(b):(XTX)_1 s? =(cij)sz,

. . . ., . -1
donde s? es la media de cuadrados residual, una estimacion de . La matriz (XTX)

se conoce como “matriz de dispersion”. A partir de la diagonal de dicha matriz, puede
extraerse informacién acerca de la calidad de los coeficientes estimados. Estos
elementos, escalados, se denominan factores de inflacion de varianza (VIF) y se
consideran 6ptimos cuando su valor es uno, que garantiza la menor varianza posible
para los coeficientes calculados, aunque se consideran disefios aceptables aquellos que
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presenten unos valores de VIF comprendidos entre 1 y 4, siendo descartados aquellos
cuyos VIF sean superiores a 7.

El dltimo paso del proceso es la seleccién del disefio experimental, que representa el
conjunto de condiciones experimentales que proporciona las estimaciones con menor
varianza de los coeficientes del modelo y de la respuesta. Los mas habituales parta el
tratamiento de problemas de optimizacion son el disefio Dohelert, el central compuesto
y el Box Benken.

Entre los disefos de superficie de respuesta mencionados, el disefio central compuesto
es unos de los mas utilizados por su gran flexibilidad. Consta de un disefio factorial
(disefio que consta de 2 o mas factores, cada uno de los cuales con distintos niveles
que permite. Este tipo de experimentos permiten el estudio del efecto de cada factor
sobre la variable respuesta, asi como el efecto de las interacciones entre factores sobre
dicha variable) o factorial fraccionado a dos niveles. También incluye unos puntos
centrales que permiten examinar la presencia de curvatura, obtener informacién sobre
los efectos cuadraticos y estimar la magnitud del error experimental. Por Ultimo, consta
de puntos axiales o estrella, a partir de los cuales se ajusta la curvatura con respecto a
cada factor. La Figura 2 muestra un disefio central compuesto rotable, en la que puede
apreciarse como los puntos (excepto los valores centrales) forman una circunferencia.

Figura 2. Disefio central compuesto: réplicas del punto central (zona central), puntos del
disefio factorial (vértices del cuadrado), y puntos axiales (punto-estrella).

Una vez realizados los experimentos indicados por el disefio de experimentos, se hace
necesaria la evaluacion de la adecuacion de los datos obtenidos al modelo programado.
Este sera apropiado si: (1) el modelo explica significativamente la varianza de la
respuesta (a través del test de significacion y de porcentaje de varianza explicada, R?);
(2) no hay fallo de ajuste (el sesgo del modelo es cero), lo cual requiere disponer de
réplicas en al menos uno de los puntos del disefio; y (3) los residuos siguen una
distribucién normal y son homocedasticos (tienen varianzas homogéneas), esto Ultimo
Unicamente si se tienen réplicas en varias condiciones experimentales.
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3.2 REGRESION EN MIMINA MEDIANA DE CUADRADOS

Como modelo para un calibrado univariante, se suele emplear la siguiente ecuacion:

v=a+bx+s
®3)

donde x es la variable independiente, y es la respuesta y € es el error, que se supone
aleatorio. Si el ajuste del modelo se lleva a cabo por minimos cuadrados (LS), entonces
se determinan los valores y que hacen minima la suma de cuadrados de los residuos:

min{i[}fi-(a +bx, _}1}

b | =1

(4)

Bajo la hipotesis de que los residuos "€" de la ecuacién (3) siguen una distribucién
normal, el teorema de Gauss-Markoff indica que los estimadores LS son los de menor
varianza entre los insesgados, es decir, que la estimaciéon por minimos cuadrados es la
mas precisa entre las exactas. Sin embargo, esto soOlo puede garantizarse si la
distribucion de los residuos es normal, lo cual puede no verificarse si hay datos
anomalos, ya que éstos pueden incrementar la probabilidad en las colas de la
distribucion o conducir a otro tipo de distribucién. Por ello, la existencia de datos
anémalos en el calibrado no garantiza la calidad de las estimaciones por minimos
cuadrados.

Para detectar la presencia de datos anémalos resultan de gran interés las regresiones
robustas, que son mas o menos insensibles a la presencia de datos anémalos y capaces
de encontrar la verdadera relaciéon lineal, permitiendo a su vez detectar los datos
andémalos. Entre las regresiones robustas, destaca la regresién en minima mediana de
cuadrados (LMS). Esta técnica de regresion hace minima la mediana de los cuadrados
de los residuos, es decir,

min {med:’;:ma {[}'j -(a+ hxi)]: i=1,2,..., n}}

a.b

()

En este método de regresion se estiman dos indices para cada punto del calibrado, el
residuo estandarizado y la resistencia al diagnéstico. El primero de ellos evalla si un
dato se aparta notablemente de los demas en su ordenada (dato outlier), y el segundo
si lo hace en su abscisa (‘punto leverage’). Si estos indices, en valor absoluto, superan
un valor umbral, normalmente 2.5, se considera que el dato es andmalo. Entonces el
dato es eliminado del conjunto y el modelo de regresion se ajusta entonces por minimos
cuadrados, ya que es la solucion maximo-verosimil.

4. EXPERIMENTAL

4.1 REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Disoluciones tampdn de Na,CO3 0.1M y NaHCO3 0.1M preparadas a partir de carbonato
sédico p.a. (PANREAC) y bicarbonato sédico p.a. (PANREAC). Disolucién de dansilo
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(cloruro de dansilo, de pureza minima del 99%, de Sigma) al 0.5% en acetona.
Disolucion de Histamina (diclorhidrato de histamina, de pureza minima del 99%, de
Sigma) de 10000ppm en HCI 0.1M.

4.2 INSTRUMENTACION

Las medidas espectrofluorimétricas se han realizado a temperatura ambiente empleado
un espectrofluorimetro PerkinElmer LS 50B (Waltham, MA, USA) equipado con una
lampara de descarga de xenon, una cubeta de cuarzo SUPRASIL® de 10 mm y volumen
de 3.5 mL (PerkinElmer,Waltham, MA, USA). Las matrices de datos de excitacién—
emision fueron registradas en los siguientes rangos de longitudes de onda: emisién
entre 400-600 nm (cada 0.5 nm) y excitacién entre 200-500 nm (cada 10 nm). La
anchura de la rendija del monocromador fue en ambos casos de 10 nm y la velocidad
de barrido 1500 nm min~. Para la adquisicién de datos se empled el software FL WinLab
(PerkinElmer).

Los analisis cromatograficos se han llevado a cabo con un equipo para HPLC Agilent
1260 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) consistente en una bomba
cuaternaria VL (G1311C), un muestreador automatico (G1329B), un compartimento de
columna termostatizado (G1316A) y un detector de fluorescencia (G1321B). Una
columna cromatografica Kinetex® C18 100A, de 150 mm longitud, 4.6 mm didmetro
interno y 5.0 um tamafio de particula (Phenomenex, Torrance, CA, USA) se utiliz6 para
la separacibn de las aminas derivatizadas. Se emple6 una fase movil de
Acetonitrilo:Agua (80:20) en condiciones de flujo isocratico, con un flujo de 1ml/min, y
se programd un volumen de inyeccién de muestra de 10uL. La columna cromatogréfica
se mantuvo a 40°C durante todo el andlisis. Se registré la emision fluorescente en el
rango espectral de emisién de 420-600nm con un intervalo de 10 nm, siendo las
longitudes de onda empleadas para la excitacion 350 nm en el estudio de la optimizacién
de la reaccion de derivatizacion, y 350 nm 6 255 nm en la ultima parte del trabajo.

Las derivatizaciones a temperatura controlada se desarrollaron en un bafio de agua
equipado con un termostato de inmersién Digiterm 200 (JP Selecta S.A., Barcelona,
Spain).

4.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Las disoluciones para su derivatizacion se preparan de la manera que se indica a
continuacién. En matraces de 5 ml se introduce 1 ml de la disolucién de histamina (la
cual se prepara previamente en matraces de 10 ml afiadiendo 2 ml de tampdn obtenido
por la mezcla, en la proporcion adecuada, de los dos carbonatos para mantener el pH
necesario, 9,6 en las condiciones 6ptimas, y se enrasa con acetona), se afiaden 2 ml de
cloruro de dansilo 0,5%, y se agita. El matraz se envuelve con papel de aluminio con el
fin de aislar la disolucion de la luz. Se introduce durante el tiempo de derivatizacion (45
min en las condiciones optimizadas) en un bafio termostatizado a la temperatura de
derivatizacion (40 °C en las condiciones optimizadas). Transcurrido este tiempo, se
procede a detener la reaccion afladiendo 100 pL de amoniaco. Se guarda en la
oscuridad durante 30 min y finalmente se enrasa con acetonitrilo. Todas las disoluciones
preparadas, tanto para el analisis espectrofluorimétrico como para el analisis
cromatogréfico, se filtran con un filtro de 0.22 um antes de ser introducidas en los
equipos de medida.
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4.4 SOFTWARE

El disefio experimental se ha realizado y analizado con NEMRODW [6]. Los modelos de
regresion por minimos cuadrados se han ajustado con STATGRAPHICS Centurion XVI
[7] v los modelos de regresibn por minima mediana de cuadrados (LMS) con
PROGRESS [8]. El limite de decision, CCa, y la capacidad de deteccion, CCB, se han
calculado utilizando el programa DETARCHI [9]. Las regiones de confianza conjuntas
se han estimado con MATLAB [10].

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ESTUDIOS INICIALES

En primer lugar, se ha abordado la determinacion de histamina utilizando el
espectrofluorimetro, dada la sencillez de la espectrofluorimetria como técnica de
analisis. Para ello, se registran los espectros de fluorescencia de excitacion y emision
de disoluciones de 0, 20, 40, 60, 80 y 100 ppm de histamina, que se han preparado
siguiendo el procedimiento experimental descrito en el apartado 4.3. Para el barrido de
excitacion, se registrd la emision fluorescente entre 200 y 500 nm. Para la obtencién de
los espectros de emision se realizé un barrido entre 400 y 650 nm.

Los espectros obtenidos mostraban la saturacion del detector, por lo que se procedié a
diluir los patrones 10000 veces, enrasando esta vez con acetona para evitar la aparicion
de precipitado que se dio en el primer estudio, probablemente debido a la alta
concentracion del tampon.

En la Figura 3 se puede observar como tanto la disolucién que tiene histamina como la
gue Unicamente tiene derivatizante presentan emision fluorescente en la misma region
espectral. Esto se debe a que, aunque el cloruro de dansilo no es activo en
fluorescencia, éste se hidroliza parcialmente con rapidez, y su derivado hidrolizado si
que lo es. Por tanto, no es posible llevar a cabo la determinacién de histamina con este
procedimiento ya que el agente derivatizante ejerce una interferencia importante en la
sefal de la histamina. Esto hace necesario recurrir a una técnica de separacién, como
HPLC, para obviar dicha interferencia.
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Figura 3 Sefiales espectrales de fluorescencia de excitacién-emision registradas a partir de
disoluciones de (a) 0 y (b) 2 ppm de histamina.

5.2 OPTIMIZACION DE LA DERIVATIZACION

Una vez que se ha visto que es necesario recurrir a una técnica cromatografica, se ha
realizado una revisién bibliografica para disponer de un punto de partida para desarrollar
el método de andlisis. A partir de las condiciones experimentales encontradas en la
revision de varios articulos [11,12,13], se plantea el desarrollo y optimizacion del
procedimiento. En base a experiencias previas, se dispone del método cromatografico
gue se detalla en la Seccion 4.

Partiendo de unas condiciones de derivatizacion iniciales (pH = 9,9, tiempo = 45 min, y
temperatura = 40 °C), se lleva a cabo la reaccién de derivatizacion y el derivado obtenido
se inyecta en el equipo cromatogréfico. La Figura 4 muestra el cromatograma registrado
para una muestra de histamina. Se puede comprobar como la técnica cromatografica
separa de forma eficaz la interferencia debida al dansilo y sus subproductos, que
aparecen al comienzo del cromatograma, sin solaparse ya con la sefal de la histamina,
que eluye con un tiempo de retencion de 2,17 min.
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Figura 4 Cromatograma obtenido para una muestra de histamina de 40ppm

A continuacion, se plantea optimizar los tres parametros que mas influyen en el
rendimiento de la reaccion de derivatizacion: el pH del medio, el tiempo y la temperatura
de reaccién. Para llevar a cabo la optimizacién se ajusta un modelo cuadratico, ecuacién
(6), que relacione la respuesta experimental (el area del pico cromatografico de la

histamina) con los tres factores experimentales en estudio.

Y =Dbo + b1 X1 + bz Xz + bs Xz + b1 Xq2 + b2z X2 + bag X352 +
b1z X1Xz + b1z X1X5 + bz XoX3 (6)

Para ajustar este modelo matematico, se ha disefiado la experimentacion utilizando un
disefio central compuesto para tres factores experimentales cuyo dominio experimental

esta definido por los parametros que se especifican en la Tabla 1.

Tabla 1 Niveles de los factores del disefio central compuesto.

Valor central Paso de variacion

Factor
pH 9,9 0,5
Temperatura (°C) 40 12
Tiempo (min) 45 15

A continuacién, se prepararon 18 disoluciones de 40 ppm de histamina que se
sometieron a las distintas condiciones de derivatizacibn marcadas por el plan
experimental que se indica en la Tabla 2 y siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente (se registraron los espectros de emisién fluorescente a una Aexcitacion de
350 nm). Los experimentos 12-15 se corresponden con cuatro réplicas del punto central
del disefio, que permiten estimar la incertidumbre del procedimiento experimental y

evaluar la posible existencia de fallo de ajuste.
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Tabla 2 Matriz experimental, plan experimental y respuesta del disefio realizado. En negrilla
se muestran los experimentos considerados anémalos.

Matriz experimental Plan experimental Respuesta
Experimento i
P X1 X2 X3 pH Tem?)eé:r;\tura T?ranr?ngo (Aemis. 520 nm)
1 0 -168 0 9,9 20 45 266,7
2 -1 -1 -1 9,4 28 30 249,8
3 1 -1 -1 10,4 28 30 245,1
4 -1 -1 1 9,4 28 60 257,2
5 1 -1 1 10,4 28 60 242,1
6 -1 1 -1 9,4 52 30 243,5
7 1 1 -1 10,4 52 30 243,1
8 -1 1 1 9,4 52 60 247,0
9 1 1 1 10,4 52 60 245,8
10 0 0O -168 99 40 20 251,6
11 -1,68 0 0 9,1 40 45 2489
12 0 0 0 9,9 40 45 248,2
13 0 0 0 9,9 40 45 249,4
14 0 0 0 9,9 40 45 236,9
15 0 0 0 9,9 40 45 252,4
16 1,68 0 0 10,7 40 45 236,9
17 0 0 1,68 9,9 40 70 245,6
18 0 1,68 0 9,9 60 45 244.6

La Tabla 2 también muestra la respuesta obtenida para cada punto del disefio. Dichas
respuestas se corresponden con la integracion del area de pico correspondiente a los
espectros obtenidos a una Aemisicn de 520nm. Introduciendo esta respuesta en el
programa Nemrod, se ajusta el modelo cuadratico. EI modelo ajustado con todos los
datos explicaria tan solo el 64% de la variabilidad de la respuesta y no es significativo,
por lo que debe desecharse. Pero si se eliminan dos datos con un residuo estudentizado
anormalmente grande respecto del resto (experimentos 2 y 14), se obtiene el modelo de
regresion cuyos coeficientes se muestran en la Tabla 3. Se puede observar como los
factores de inflacion de varianza (VIFs) de los coeficientes, a pesar de haber modificado
ligeramente el disefio central compuesto estandar, al eliminar dos datos, se encuentran
muy proximos a la unidad, lo que asegura la buena calidad de la estimacién de los
coeficientes.

El modelo ajustado presenta un coeficiente de determinacién, R? = 0,933, lo que supone
gue el modelo explica el 93.3 % de la variabilidad de la respuesta. Ademas, el modelo
es significativo, como se puede deducir a partir de la tabla del ANOVA, que aparece en
la Tabla 4; el test tiene una significacion de 0,662%, que es menor del 5%, por lo que
existen evidencias para rechazar la hipétesis nula a ese nivel de significacion (Ho: la
regresion no explica una varianza superior a la residual) y aceptar, por tanto, la
alternativa (Ha: la regresion es significativa).
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Tabla 3 Coeficientes estimados y estadisticas del modelo cuadratico ajustado.

Nombre Coeficiente F. inflacion Desuv. tipica t exp. Signif. (%)
bo 250,01 1,61 155,28 <0,01
b, -4,31 1,13 0,84 -5,16 0,21
b, -5,08 1,13 0,84 -6,07 0,09
bs -1,23 1,13 0,84 -1,48 19,10
by2 -2,54 1,18 0,84 -3,01 2,37
b2 1,97 1,18 0,84 2,34 5,80
b -0,52 1,18 0,84 -0,62 55,80
b1 4,44 1,20 1,16 3,83 0,86
bi1a 0,77 1,20 1,16 0,66 53,20
Das 2,39 1,20 1,16 2,06 8,50

Tabla4 Tabla del ANOVA para el modelo ajustado.

Fuente de Suma de Grados de Media de Razén Signif. %
variacion cuadrados libertad cuadrados
Regresion 656,49 9 72,94 9,35 0,66
Residuos 46.82 6 7,80
Fallo de ajuste 37,46 5 9,36 2,00 36,00
Error 9,36 2 4,68
Total 703,31 15

En cuanto al test de fallo de ajuste, se tiene un valor de probabilidad del 36%, que es
mayor del 5%, por lo que no existen evidencias suficientes para rechazar la hipétesis
nula (Ho: el sesgo es cero, el modelo es correcto), y por tanto se ha de concluir que el
modelo no presenta fallo de ajuste. Ademas, se ha comprobado que los residuos siguen
una distribuciéon normal y se encuentran aleatoriamente distribuidos. Todo ello lleva a la
conclusion de que el modelo ajustado es valido.

Para encontrar las condiciones de derivatizacion optimas habria que representar la
superficie de respuesta ajustada, pero no seria posible hacerlo graficamente frente a los
tres factores experimentales optimizados ya que se necesitaria un espacio de cuatro
dimensiones, y si la representacién se hiciera en tres dimensiones, se trataria de
representaciones parciales con un factor fijjo a un nivel determinado. Por ello, se ha
recurrido al estudio del camino 6ptimo.

El estudio del camino 6ptimo consiste en construir superficies esféricas centradas en el
punto central del disefio central compuesto de radio creciente y calcular en cada una de
esas superficies esféricas el valor del maximo y del minimo de la respuesta. Como en
este caso se busca maximizar la respuesta, se debe considerar Unicamente la parte
derecha de la Figura 5a. En abscisas se representa la distancia al centro del disefio y
en ordenadas la respuesta méaxima. El camino optimo de la respuesta muestra que la
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respuesta maxima se alcanza en la frontera del dominio experimental, a una distancia
aproximada de 1.7 desde el centro del disefio experimental.
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Figura 5 (a) Camino 6ptimo de la superficie de respuesta ajustada y (b) coordenadas (en
variables codificadas) para cada factor experimental de los puntos del camino éptimo.

El eje de ordenadas de la Figura 5b representa los valores de los tres factores
experimentales, en variables codificadas, que definen cada punto del domino
experimental donde se alcanza el maximo. Dicha figura muestra que la maximizaciéon
de la respuesta depende fuertemente del segundo factor, la temperatura, en menor
medida del primero, el pH, y muy poco del tercero, el tiempo de derivatizacién. Para
alcanzar el maximo rendimiento en la derivatizacion la temperatura del bafio tiene que
tomar el nivel mas bajo dentro del dominio experimental (20 °C), el pH ha de tomar
valores un poco menos extremos (se ha seleccionado un pH = 9.6) y, por ultimo, el
tiempo de derivatizacion se puede fijar en 20 min, para reducir el tiempo de andlisis, ya
que apenas influye.

5.3 COMPARACION DE DOS METODOS DE ANALISIS

Tras la optimizacién de las condiciones de derivatizacion se plantea si, cara a mejorar
la sensibilidad del procedimiento, seria posible realizar alguna modificaciéon en cuanto a
la determinacién cromatogréafica. En la mayor parte de la bibliografia consultada, la
deteccion fluorimétrica se realiza con una Aexiacion = 350 nm, que es la que se ha
empleado en el apartado de optimizacion anterior. Sin embargo, en el estudio inicial de
esta memoria, cuando se registraron las matrices de fluorescencia de excitacion-
emision, se comprobd que se obtiene mayor emision fluorescente para la histamina
cuando la longitud de onda de excitacion es 255 nm. Por ello, se procedi6 a llevar a
cabo el procedimiento realizando la deteccion a las dos Aexcitacisn, 255 y 350 nm, para
comparar los resultados obtenidos.

En primer lugar, se han realizado, siguiendo las condiciones obtenidas tras la
optimizacion (pH=9,6, temperatura=20 °C y tiempo=20 min), sendos calibrados con
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ambos métodos y se han obtenido las sefiales (areas de pico) que se muestran en la
Tabla 5. Cada muestra de calibrado se ha medido por triplicado. En la Figura 6 aparecen
los cromatogramas registrados para la disolucién mas concentrada del calibrado a las
dos longitudes de onda de excitacidn en estudio. Se puede observar como, para una
misma concentracién de histamina, el pico correspondiente, que aparece a 2,17 min, es
mayor cuando la excitacion se realiza a 255 nm.

Para detectar la posible presencia de datos anémalos se ha utilizado un método de
regresion robusta, la regresibn en minima mediana de cuadrados (LMS). Dicha
regresion se ha utilizado para detectar los datos anomalos, aquellos con residuo
estandarizado (en valor absoluto) mayor de 2,5. Los datos anémalos, marcados en la
tabla en negrita, se han eliminado y se ha hecho la regresién por minimos cuadrados
pertinente.

Tabla5 Concentraciones de histamina (en ppm) y &reas de pico obtenidas cuando la deteccién
fluorimétrica se lleva a cabo con Aexcitacisn = 350 nm (Método 1) 0 Aexcitacion = 255 hm

(Método 2).
Concentracion Método 1 Método 2
réplical réplica2 réplica3 réplical réplica2 réplica3
0 3,10 3,10 2,90 16,40 16,30 15,60
0,1 0,45 0,45 0,46 2,40 2,60 2,40
0,25 0,90 0,85 0,88 0,90 4,70 4,70
0,4 1,30 1,30 1,20 7,30 6,80 6,80
0,7 2,40 2,30 2,30 13,20 12,10 12,30
0,85 2,80 2,70 2,60 15,30 14,60 14,60
1 3,20 3,00 3,00 17,40 17,20 16,30
1,15 2,40 2,30 2,20 13,30 12,80 12,60
1,3 4,20 4,20 4,00 23,70 22,90 22,00
1,45 4,80 4,70 4,60 26,60 26,00 25,10
2,5 7,80 7,70 7,50 43,50 43,20 42,50
4 12,80 12,50 12,40 70,30 68,70 68,10
5,5 17,90 17,60 17,10 95,40 93,80 93,30
7 21,80 21,20 21,10 117,10 114,20 111,80
8,5 27,90 27,10 26,60 147,50 143,20 142,10
10 31,60 30,70 30,40 165,70 161,90 161,00
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Figura 6 Cromatogramas obtenidos para una muestra de histamina de 10 ppm llevando a
cabo la deteccidn fluorimétrica con una Aemisisn = 520 NM y (&) Aexcitacisn = 350 NM 0 (b) Aexcitacion
=255 nm.

En la Tabla 6 aparecen reflejados los pardmetros de los modelos ajustados en cada
caso. Se puede ver que las regresiones tienen coeficientes de correlacién muy altos y
gue el método 2 tiene una mayor sensibilidad ya que se tienen pendientes mucho
mayores en todos los casos que con el método 1, pero esto no significa necesariamente
gue el método 2 sea mejor que el método 1 para llevar a cabo el andlisis. De hecho, la
comparacion de ambos métodos de andlisis se ha realizado a través de sus figuras de
mérito. Asi, a continuacion, se han estimado diversas figuras de mérito para cada uno
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de los métodos de andlisis, y la valoracion sobre qué procedimiento es mas idoneo se
ha realizado a partir de su estudio.

Tabla 6 Parametros, coeficiente de correlacion (p) y desviacion tipica de la regresion (syx) de
los modelos de regresion ajustados con cada una de las réplicas de los calibrados de
histamina con los dos métodos de andlisis en estudio. CCa y CCB son,
respectivamente, el limite de decisién y la capacidad de deteccién calculadas en cada
caso (o = = 0.05).

. Ordenada en CCa CCp
Pendiente : p Syx

el origen (ppm) (ppm)

3,1493 0,1122 0,9990 0,0906 0,0564 0,1100

Método 1 3,1784 0,0012 0,9999 0,1411 0,0863 0,1687
3,0343 0,0915 0,9999 0,1582 0,1000 0,1959

17,2616 0,7836 0,9999 0,4804 0,0553 0,1079

Método 2 16,8474 0,7086 0,9999 0,5481 0,0632 0,1237
16,9197 0,2454 0,9999 0,3797 0,0448 0,0873

Limite de decisién y capacidad de deteccion.

En la Tabla 6 se muestran los valores obtenidos del limite de decisién (CCa) vy la
capacidad de deteccién (CCpB) de ambos métodos. El primero de estos parametros es
el limite en el cual y a partir del cual se puede concluir con una probabilidad de error a
que una muestra no es conforme. Por otro lado, la capacidad de deteccion (CCR):
contenido minimo de la sustancia que puede ser detectado, identificado o cuantificado
en una muestra, con una probabilidad de error (3. [14]

Los valores obtenidos tanto para el limite de decisibn como para la capacidad de
deteccion son, en general, significativamente menores para el método 2, con lo que la
nueva longitud de onda de excitacion utilizada en la deteccion fluorimétrica permite
llegar a medir concentraciones mas bajas de histamina. Utilizando el método 2 se
tendria un limite de decision de 54,4 ppb (frente a los 80,9 ppb del método 1), y una
capacidad de deteccion de 106,3 ppb (frente a 158,2 ppb con el método 1), para o = 3
= 0.05.

Exactitud: veracidad y precision.

Para determinar estas dos figuras de mérito se han calculado las rectas de veracidad
correspondientes a cada uno de los métodos estimando los modelos de regresion
“concentracion calculada” frente a “concentracion real”. La Figura 7 muestra los valores
con los que se ha llevado a cabo es estudio.
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Figura 7 Recta de veracidad (a) del método 1 y (b) del método 2.

La Tabla 7 recoge los parametros de los modelos de regresion ajustados para las rectas
de veracidad en cada caso. La precision de un procedimiento analitico puede
estimarse, para el rango de concentracion estudiado, a partir de la desviacion tipica
residual de la recta de veracidad (syx); este valor puede asimilarse con una repetibilidad
intermedia en el rango de concentracion analizado.

Tabla 7 Parametros, coeficiente de correlacion (p) y desviacion tipica de la regresion (syx) de
las rectas de veracidad de los dos métodos de analisis.

Ordenada en el

Pendiente . p Syx
origen
Método 1 1 5108 0,9999 0,0410
Método 2 0,9999 410° 0,9999 0,0263

Pagina 18 de 21



Para ver si ambos métodos son veraces, es necesario comprobar si se verifica la
hipotesis conjunta “la pendiente es 1 y el término independiente es 0” para cada uno de
los métodos de analisis. En la Figura 8 se representan las regiones de confianza
conjuntas para las pendientes y los términos independientes estimados en las rectas de
veracidad. En ambos casos las regiones de confianza contienen el punto (1,0), por lo
que se concluye que ambos métodos son veraces. Sin embargo, la regién de confianza
conjunta méas pequefia es la del método 2, por lo que este método es mas preciso.

%1073

Ordenada en el origen

_8 1 1 1 1 1
0.97 0.98 0.99 1 1.01 1.02 1.03

Pendiente

Figura 8 Regiones de confianza conjuntas para las rectas de veracidad de los dos métodos.
La linea punteada corresponde a la regién del método 1; y la linea continua la del
método 2.

6. CONCLUSIONS

The direct determination of histamine through ~molecular fluorescence
spectrophotometry is not possible since derivatization artifacts directly interferes the
fluorescent signal of histamine.

The use of a separation technique, as HPLC, makes it possible the determination of
histamine by means of molecular fluorescence spectrophotometry since it allows
obviating the interference due to derivatization agent.

The experimental design methodology used makes it significantly easier to find the
conditions to perform the derivatization of histamine, which has to be carried out at 20
°C, for 20 min and at pH 9.6.
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To slightly modify the excitation wavelength used for the fluorimetric detection (set at 255
nm) with respect to that found in literature (350 nm) has led to better figures of merit for
the analytical method.

Although the two methods studied are accurate, using 255 nm as excitation wavelength
lower decision limits and capabilities of detection are reached, and a more precise
method.
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