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RESUMEN

Se determind el efecto de temperaturay tiempo de almacena-
miento sobre la carga de bacterias productoras de histamina
en las especies de pescado Lisa (Mugil curema) y Rébalo
(Centropomus undecirnalis}. 18 muestras de cada especie fue-
ron almacenadas a 4 y 10°C, durante 72 horas, sembradas en
agar estandar en placa para recuentototal de aerobios mesafi-
los (RTA) segun APHA, y en MacConkey y eosina azul de me-
tileno para el aislamiento de bacterias Gram negativas. segun
ICMSF, y se identificaron segun Zinsser. Se utilizo el medio de
Niven modificado por Yoshinaga y col. para determinar la ca-
pacidad de produccion de histamina La cuantificacion de his-
tamina fue realizada por cromatografia liquida de alta resolu-
cion. Los resultados mostraron que el RTA fue superior a los
limites de APHA para pescado fresco. En ambas especies se
identificaron como bacterias productoras de histamina: Aero-
monas sp., Citrobacter freundii, Pseudomonas fluorescens,
Enterobactersp., E cofi, y Proteus mirabilis. A 4°C y 24 horas,
la Lisa presentd una concentracion de histamina (ppm) de 22;
51 a 48 horas y 115 a 72 horas. A 10°C la concentracion de
histamina fue ain mayor. El Rébalo presenté a 4°C, valores
entre 1 y 3 ppm que no variaron significativamente con respec-
to a 10°C. El tiempo y la temperatura de almacenamiento afec-
taron la concentracion de histamina, excediendo en Lisa alma-
cenada a partir de 48 horas a ambas temperaturas, los limites
de la FDA, por lo que su consumo en las condiciones estudia-
das, constituye un riesgo para la salud publica.
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ABSTRACT

The effects of temperature and storage time were determined
on histamine producing bacteria count in lisa (Mugil curema)
and robalo (Centropomus undecimalis) fish. Eighteen (18)
sampies of each species were stored at 4 and 10°C for 72 hrs,
piaced in standard agar in plates in order to reaiize a total
count of mesophiles (RTA) according to APHA and
MacConkey methods, and eosine methyl blue in order to
isolate Gram negative bacteria according to ICMSF, and
identified according to the Zinsser method. The Niven method
modified by Yoshinaga and collaborators was used to
determine the productive capacity of histamine. The
quantification of histamine was determined by high-resolution
liquid chromatography. Results demonstrated that RTA was
superior to the APHA limits for fresh fish. In both species
histamine producing bacteria were identified: Aeromonas sp.,
Citrobacter freundii, Pseudomonas florescens, Enterobacter
sp, E cofi, and Proteu mirabilis. At 4°C and 24 hours, lisa
presented concentrations of histamine (ppm) of 22; at 48
hours, it was 51, and at 72 hours it was 115. At 10°C the
concentration of histamine was even greater. Robalo
presented values between 1 and 3 ppm at 4°C, and values of 1
and 3 ppm, which did not vary significantly at 10°C. The
storage time and temperature affected the concentration of
histamine, exceeding FDA consumption iimits in Lisa stored at
48 hours at both temperatures under experimental conditions
and therefore constituting a pubiic health risk,

Key words: Histamine, lisa (Mugil curema), robalo (Centro-
pomus undecimaljs).

INTRODUCCION

La Lisa (Mugil curema) y el Rébalo (Centropomus unc=-
cimalis) son peces que habitan aguas tropicales tales come =
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Mar Caribe y el Golfo de Venezuela, donde se captura la ma-
yor parte del pescado consumido en el pais; se estima que
para el afio 1997 se capturaron en el Golfo de Venezuela 9,5
Tm de lisay 2, 4Tm de rébalo[18].

Estas especies presentan una composicion nutricional
que los identifica como alimentos de excelente calidad, con va-
lores proteicos superiores al 21%, bajo contenido de grasas
saturadas y elevado de grasas insaturadas, especialmente las
gue corresponden a la serie omega 3 [13]. Su elevado consu-
mo es indicativo de que ocupan los primeros lugares de prefe-
rencia en las ventas de las pescaderias locales, de la ciudad
de Maracaibo. transportandose incluso grandes cantidades de
estos pescados al resto del pais.

Una inadecuada manipulacion y conservacién del pes-
cado por parte de los distribuidores y vendedores, tiene
como consecuencia el crecimiento de bacterias, y la posibili-
dad de produccién de aminas biégenas, que tienen efectos
sobre la salud, si son ingeridas en cantidades elevadas, o si
los mecanismos catabdlicos naturales tales como la enzima
monoaminoxidasa, son inhibidas por farmacos u otras ami-
nas potenciadoras [16]. Se forman por las bacterias que
contienen enzimas descarboxilasas de aminoacidos, tales
como el aminoacido histidina, que se pueden encontrar en
forma libre y combinados (formando proteinas), en una va-
riedad de alimentos [6]. Entre las aminas biégenas presen-
tes en los alimentos y que alteran negativamente la calidad
del pescado se encuentra la histamina, cadaverina y putres-
cina [10].

El método de conservacion que se emplea con mas fre-
cuencia en el pescado es el almacenamiento a bajas tempera-
turas, esto permite que el crecimiento de la poblacion bacteria-
na pueda ser inhibido y por consiguiente se detenga la produc-
cién de aminas biégenas [2, 10, 16, 21]. El uso de temperatu-
ras de 5°C 0 menos, es recomendable para disminuir la forma-
cién de estos compuestos. Bajo estas condiciones el pescado
presenta concentraciones de histamina que no exceden las 5
ppm [4]. Sin embargo, algunos autores [19] han aislado bacte-
rias psicrdéfilas productoras de histamina en pescados de carne
roja almacenados a 5°C.

Se ha determinado que en condiciones de refrigeracion
similares, el pescado es potencialmente mas susceptible a la
contaminacion bacteriana que la carne de otros animales,
como ganado bovino y aves, debido al elevado contenido de
agua (mas del 70%) en sus tejidos [20].

La descongelacion incontrolada de los alimentos o las
fallas en el mantenimiento de la temperatura de refrigeracion,
son factores que determinan la calidad de los mismos. Para
obtener informacién sobre la alteracién incipiente de estosy su
probable vida util; uno de los indicadores microbiolégicos de
uso mas frecuente es el nUmero de microorganismos aerobios
mesdfilos (RTA) [1].

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto
de temperaturay tiempo de almacenamientosobre la carga de
bacterias productoras de histamina en las especies de pesca-
do lisa (Mugif curemay) y rébalo {Centropomus undecimalis).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y preparaciéon de las muestras

Se recolectaron 18 pescados de cada una de las si-
guientes especies: Lisa (Mugil curema), y Rébalo (Centropo-
mus undecimalis),con un tiempo de capturainferior a 4 horas,
en un centro de acopio ubicado en la ciudad de Maracaibo.
Los pescados, previamente desviscerados y descamados, te-
nian un peso entre 450 a 700 g para la lisay 900 a 1100 g
para el rébalo.

Los pescados fueron transportados al laboratorio bajo re-
frigeracion en un tiempo maximo de 30 minutos, envueltos en
bolsas plasticas estériles con cierre hermético. A su llegada se
procedié a lavarlos con agua destiladafria, posteriormente fue-
ron divididos en ocho porciones de similar tamafio, dos de los
cuales se analizaron inmediatamente para conocer la carga
bacterianay la concentracion de histamina en las condiciones
iniciales de las muestras, considerandose como tiempo O(lapso
transcurrido desde la captura del pescado: inferiora 6 horas).

Las porciones restantes se almacenaron en bolsas plas-
ticas estériles, a las siguientes temperaturas de refrigeracion
controladas: 4 y 10°C, durante 72 horas, que constituye el lap-
so de tiempo en el cual se han detectado concentraciones toxi-
cas de histamina en algunas especies de pescado {16, 24]. A
las 24, 48 y 72 horas, se retir6 una muestra almacenada a
cada una de las temperaturas, con la finalidad de realizar las
siguientes determinaciones microbiolégicasy quimicas:

Analisis micrabiolégico

Se realiz6 el recuento total de microorganismos aerobios .
mesofilos (RTA) segln la metodologia de la Asociacion Ameri-
cana de Salud Publica (APHA) [1], para ello, 11 g de cada
muestra, fueron homogeneizados con agua peptonada al 1%
con la finalidad de preparar diluciones seriadas (10'2—10'6},
que fueron sembradas por extensién en el medio de agar es-
tandar en placa. Para el recuento se utilizé un cuenta colonias
marca Fisher Instruments®.

El aislamiento e identificacion de bacterias Gram negati-
vas productoras de histamina se realizé a las muestras corres-
pondientes al tiempo Q Las diluciones de la muestra fueron
sembradas en placas de MacConkey (MC) y eosina azul de
metileno (EMB), segun la Comision Internacional de Especifi-
caciones Microbiologicas (ICMSF) [11]. Del MC se selecciona-
ron colonias fermentadorasy no fermentadoras de la lactosa, y
del EMB, colonias verdes metalizadas y violetas, que poste-
riormente fueron subcultivadas en agar nutritivo (AN).
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A partir del AN las colonias se sembraron en el medio de
Niven modificado por Yoshinaga y col. [25], e incubaron a
37°C de 24 a 48 h. El viraje del indicador rojo de cresol, y la
produccion de dioxido de carbono {(CO5), demostraron la capa-
cidad de produccién de histamina. Estas cepas fueron inocula-
das en el medio triple azucar hierro (TSI) y en placas de AN
para la prueba de oxidasa. Dependiendo de los resultados del
TSI y la prueba de oxidasa, se aplicaron las pruebas de:
string-test, lisina, arginina y ornitina descarboxilasa, indol, hi-
drélisis de la urea, citrato de Simmons, rojo metilo — Voges
Proskauer, matilidad y fermentacién de carbohidratos para la
identificacion de especies Gram negativas productoras de his-
tamina. Las mismas fueron interpretadas empleando las tablas
de Zinsser {26]. Todos los medios de cultivo fueron de la mar-
ca Merck®. 5

Determinacion de histamina

Se realizé por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), siguiendo la metodologia propuesta por Gouygou y
col. [8]. Para la preparacion de las muestras, se homogeniza-
ron 50 g de pescado en 100 ml. de &acido tricloroacético {TCA)
al 10% en un homogsnizador Virtis® a maxima velocidad por 2
min. Luego fue filtrado al vacio, usando papel Watman #1 y un
filtro millipore de 0,45 pm de poro. El filtrado se afor6 con TCA
hasta un volumen de 100 mL, colocandose en viales de plasti-
co, los cuales fueron almacenados a -20°C.

Para formar derivados fluorescentes, 135 pL del filtrado
mezclados con 1,86 mL de agua destilada y 0,4 mL de NaOH
1 N, se incubaron por 1 minuto, protegidos de la luz. Posterior-
mente se agrego 0,1 mL de ortoftalaldehido (OPA) al 1% en
metanol, 4 minutos después fueron adicionados 0,2 mL de HCI
3N, de este derivado se inyectaron20 4L en el HPLC.

El cromatégrafo marca Shimadzu®, estuvo integrado por
una valvula de inyecciéon manual Rheodyne®, una bomba mo-
delo LC-6 A, un detector de fluorescencia modelo FLD-6 A, y
una columna marca Merck® Lichrospher RP-18 (12,5 cm. x
4,5 mm x 5pm). Para el analisis de datos se utiliz6 el software
cromatogréfico Class VP marca Shimadzu®. Se utiliz6 un sis-
tema isocratico, con una fase movil compuesta por acetonitrilo
al 40% en fosfato monosédico 50 mM. El flujo fue de 1,2
mb/min.

Se prepar0 un estandar de 50 ppm disuelto en TCA al
10%, de éste se formaron derivados fluorescentesen la forma
descrita para las muestras. La histamina utilizada fue marca
Sigma®, Missouri, USA, y los demas reactivos y solventes
marca Merck®,

Analisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue un factorial 2 x 2 x 3,
donde las unidades experimentalesfueron asignadas a los tra-
tamientos en forma aleatoria. Se definieron como variables de-
pendientes el recuento de aerobios mesofilos y la concentra-
cion de histamina. Los factores estudiados fueron especie,
temperaturay tiempo.

Los datos fueron analizados usando el software estadis-
tico SAS version 6,12 aplicando el PROC-GLM [15, 22]. En
caso de encontrarse diferencias significativas, las medias se
compararon usando la prueba de Tukey con un nivel de signifi-
cacion de P< 0,05 [B].

RESULTADOS Y DISCUSION

Recuento total de aerobios mesdéfilos (RTA)

La TABLA | muestralos valores promedio del recuento to-
tal de aerobios meséfilos (RTA), expresado en log UFG/g, de
las especies de pescado estudiadas: Lisa fMugif curema) y Ré-
balo (Centropomus undecimalis). EI RTA en Lisa fue superior al
del Roébalo, tendenciaque se mantuvo a las diferentes tempera-
turas y tiempos considerados en el experimento. El RTA mas
elevado se encontr6 en la Lisa a las 72 horas y 10°C, con un
contaje de 5,82, mientras que el mas bajo fue encontrado en el
Rébalo a las 0 horas y 4°C, con un contaje de 4,05. Al aplicar el
analisis estadistico se observé que no hubo interacciéon entre
los factores: especie, temperaturay tiempo.

Aunque el contaje de aerobios mesofilos tiene limitada
validez para determinar la seguridad de un producto, este indi-
ce es utilizado para estimar el deterioro inicial de los alimen-
tos, asi como también es un indicador de los posibles defectos
en el mantenimiento de la temperatura de refrigeracion y per-
mite establecer un probable tiempo de almacenamiento[12].

TABLA {
RECUENTO TOTAL DE AEROBIOS MESGFILOS (RTA) (log UFC/g) DE LAS ESPECIES LISA (Mugif curema)
Y ROBALO (Centropomus undecimalis), EN DIFERENTES CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Especie Temperatura Tiempo (horas) Limites
(°C) 0 24 48 72 ICMSF APHA
Lisa 4 417 4,83 5,27 569
10 4,33 492 5,44 5,82 6-7 5
Rébalo 4 4,05 4,51 4,78 5,31
10 4,21 4,52 5,16 5,38
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Los valores maximos de RTA establecidos por la ICMSF
[10] para pescado fresco y congelado, son de 6 a 7 log UFC/g,
las especies estudiadas no excedieron estos valores. Sin em-
bargo, al comparar con los valores maximos establecidos por
la APHA [1] para el pescado fresco, que establece 5 log
UFC/g, ambas especies presentaron valores superiores a par-
tir de 48 horas, con excepcion de rébalo, que fue superior a
partir de 72 horas. Esto podria atribuirse a una carga bacteria-
na inicial elevada, producto de un tratamiento sanitario defi-
ciente durante la capturay manejo del pescado [2].

Los resultados de RTA obtenido, son superiores a los de
Baranowski y col. [2], en la especie Mahi mahi (Coryphaena
hippurus), a 72 h de almacenamientoy 13°C, con valores infe-
riores a 2 log UFC/g. Por otra parte, Torres y col. [24] reporta-
ron valores superiores a 6,37 log UFC/g para Corvina (Cys-
noscion maracaiboensis) almacenada a 4°C durante 48 h, es-
tas diferencias en valores de RTA, podrian ser atribuidas a la
especie [20].

Bacterias Gram negativas productoras de histamina

En la TABLA 11, se muestran los géneros y especies bac-
terianas productoras de histamina, aisladas en rébalo y lisa al
inicio del experimento y a las temperaturas estudiadas. Las
bacterias: Aeromonas sp, Citrobacter freundii, Escherichia cof;,
Enterobacter sp, Proteus mirabilis y Pseudomonas flurescens,
fueron identificadas en ambas especies de pescado; mientras
gue Enterobacter cloacae, Plesiomonas shiguelioides y Pset-
domonas sp, se encontraron en el rébalo; y Acinetobacter sp,
Aeromonas veronii v. sobria, Aeromonas veronii, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella sp y Serratia sp, estuvieron presentes
exclusivamente en lisa.

Similares resultados han sido reportados por Izquierdo y
col. [14], quienes identificaron bacterias productoras de hista-
mina en tres especies de pescado, en Armadillo (Hipostornus
watwata) Enterobacter sp y E cofi, en Bocachico (Pochilodus
reticulatus) Plesiomonas shigelloides, Citrobacter sp, Aeromo-
nasspy E coliy en Lisa (Mugil curema) Aeromonas sp.

Las bacterias encontradas en ambas especies: Citrobacter
freundii, Enterobacter sp, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella sp,
Plesiornonasshigelloidesy Proteus mirabifis, han sido reportadas
en el atin (Thunnus thynnus) como productoras de histamina
[14, 24], de éstas, Klebsiellapneumoniae y Klebsieila sp han sido
identificadascomo bacterias de elevada produccion de histamina
(339,3 mg%,), y asociadas a intoxicaciones por consumo de pes-
cado, cuando el tiempo y la temperatura favorecen su crecimien-
to [16].

Produccién de histamina

La TABLA IIl muestra los valores promedio de histamina
producida en lisa y rébalo a distintas temperaturas y tiempos
de almacenamiento. La mayor concentracion de histamina se
encontrd en la lisa (157 ppm) a 72 horas y 10°C y la menor
concentracion fue encontrada en rébalo a 0 horas y 4°C (ND).

La concentracion de histamina fue mas elevada en lisa que en
robalo, encontrandose diferencias significativas {F<0,05) entre
las especies para las temperaturas de 4°C y 10°C y para las
48 y 72 horas, asi como también a 10°C y 24 horas de alma-
cenamiento.

Por otra parte, el analisis estadistico no mostré diferen-
cias significativas por efecto del tiempo y temperaturade alma-
cenamiento en la concentracion de histamina del robalo; mien-
tras que en lisa se encontraron diferencias significativas
{P<0,05) derivadas de la interaccion entre los factores tiempo
y, temperatura.

Para que ocurra la produccién de histamina se requiere,
ademas de la presencia de bacterias con actividad histidina
descarboxilasa, que el pescado contenga en sus tejidos altas
concentraciones del aminoacido histidina libre, que es el sus-
trato de la enzima [20]. En relacion a esto, Gutiérrez [9] reportd
gue la concentracion de histidina libre fue de 206 mg/g en la
especie lisa (Mugil cephalus), similar a la encontrada en la es-
pecie macarela (Trachurus japonicus), de 289 mglg. También
reportd en anchoa (Engraulis japonicus), una concentracion de
481 mg/g, y 745 mglg en atin ojos grandes (Thunnus obesus).
Al respecto es importante mencionar que las especies de pes-
cado con concentraciones considerables de histidina libre en
sus tejidos, y con valores similares a los antes mencionados,

TABLA {{
BACTERIAS GRAM NEGATIVAS PRODUCTORAS
DE HISTAMINA, AISLADAS EN LISA (Mugil curema)
Y ROBALO (Centropomus undecimalis), EN DIFERENTES
CONDICIONESDE ALMACENAMIENTO

Lisa Rdébalo

Bacteria 4°C 10°C 4°C 10°C

Acinetobacter sp. + +

Aeromonas sp.

o+ +

A. veronni v.sobria.
A. veronni.
Citrobacter freundii. +

E. coli F
Enterobacter sp +

E. cloacae

Klebsiella sp

K. pneumoniae

Plesiornonas shigelloides

Proteus mirabilis. +
Pseudomonas sp. +
P. fluorescens + +

Serratia sp. +
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TABLA 1l
CONCENTRACION DE HISTAMINA (ppm) EN LISA (Mugil
curema) Y ROBALO (Centropomus undecimalis),
EN DIFERENTES CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Especie  Temperatura

Tiempo (horas)

(°C) 0 24 48 72
Lisa 4 ND 21,58 506c 115,28
10 10,22 46,1bc 8469  156,7'
Robalo 4 ND 08 202 2,52
10 ND 102 21a 2,83

ND = No Detectada. Distintos superindices a, b, ¢, d, e y f en una fila
ndican diferencias significativas (P<0,05).

&
se constituyen en vehiculos importantes en la ocurrencia de in-
ioxicaciones en los consumidores, mas aun cuando existen
condiciones inadecuadas de manipulacion, procesamiento y
almacenamiento [3], que aunado a la presencia de las bacte-
rias Klebsiella pneumoniae y Klebsiella sp., pudiera explicar la
slevada concentracion de histamina encontrada en la especie
lisa.

La temperatura es el factor determinante de la multiplica-
cion bacteriana, trayendo como consecuencia un aumento en
os procesos proteoliticos que liberan histidina, que constituye
el sustrato de la enzima histidina descarboxilasa presente en
las bacterias productoras de histamina [7, 23]. Estudios reali-
zados por Middlebrooks y col. [17] sobre el efecto del tiempo y
la temperatura de almacenamiento en la formacién de aminas
bidgenas en la especie macarela (Scomberomorus macula-
tus), permitieron determinar que a 0°C y durante 16 dias la
concentracion de histamina permanecio baja (6 ppm), 2 15°C y
durante 68 horas se ubicé en 400 ppm, mientras que a 30°C y
durante 48 horas de almacenamiento la concentracion de his-
tamina fue de 250 ppm.

Al comparar la concentracion de histamina encontrada
en esta investigacion, con las concentraciones maximas esta-
blecidas por la Administracién de Drogas y Alimentos (FDA) [6]
en pescado, 50 ppm, se observo que la lisa después de 48 ho-
ras de almacenamiento, excedi6 estos valores, por lo que su
consumo en las condiciones descritas podria ser un riesgo
para la salud.

CONCLUSIONES

El tiempo y la temperatura de almacenamiento afectaron
el recuento total de aerobios mesdfilos en la especie lisa, que
excedio después de 48 horas a las temperaturas de 4 y 10°C,
el limite maximo establecido por la APHA para pescado fresco.
Mientras que para la especie robalo almacenado a 4°C, se ex-
cedi6 a las 72 horas.

En las especies de pescado estudiadas, se aislaron e
identificaron las bacterias productoras de histamina: Citrobac-

ter freundii, Enterobacter sp, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
sp, Plesiomonas shigelloides y Proteus mirabilis.

El tiempo y la temperatura de almacenamiento afectaron
la concentracion de histamina en la lisa, que excedi¢ a partir
de 48 horas los valores de tolerancia establecidos por la FDA
(50 ppm).

RECOMENDACIONES

Determinar la presencia de otras aminas biégenas, tales
como putrescina y cadaverina, las cuales han sido reportadas
como potenciadoras del efecto de la histamina.

Determinar las concentraciones de histidina libre en el
musculo del rébalo, a fin de conocer si la baja produccion de
histamina en esta especie puede atribuirse a ello.

Realizar estudios de la concentracion de histamina en
otras especies de pescado que sean de elevado consumo en
el pais.

El consumo de la especie lisa después de 48 horas en
las condiciones de almacenamiento estudiado, constituyen un
riesgo para la Salud Publica.
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