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RESUMEN

Se determinó el efecto de temperatura y tiempo de almace-
namiento sobre la calidad microbiológica de lisa (Mugil
curema ). 20 ejemplares se almacenaron a 0, 6 y 25°C. Se
tomaron muestras a 24, 48, 72 y 96 horas para realizar re-
cuento de aerobios mesófilos (RAM) según COVENIN, con-
centración de histidina e histamina por HPLC, identificación de
bacterias productoras de histamina por medio de Niven y prue-
bas bioquímicas. Los resultados mostraron que a 0°C no se
detectaron diferencias significativas en RAM, mientras que a 6
y 25°C se detectaron diferencias significativas (P<0,05) a partir
de 96 y 24 horas respectivamente. La concentración inicial de
histidina fue de 1333,9 partes por millón (ppm), que a 0°C
varió hasta 2025,4, sin diferencias significativas. A 6°C dismi-
nuyó hasta 528,7, detectándose diferencias significativas
(P<0,05) a partir de 96 horas, mientras a 25°C disminuyó a
137,5 ppm, detectándose diferencias significativas (P<0,05) a
las 24 horas. A las temperaturas de 0 y 6°C las concentracio-
nes de histamina fueron inferiores a 10,65 ppm; mientras que
a 25°C se observaron incrementos significativos (P<0,05) a las
48 horas, alcanzándose una concentración final de 1288,7
ppm. El mayor porcentaje de bacterias productoras de his-
tamina correspondió a la familia Enterobactereaceae (62%).
Vibrio damsella produjo la mayor concentración de histamina,
659 ppm. Se concluyó que el tiempo y la temperatura de alma-
cenamiento afectan el RAM y la producción de histamina en la
lisa, su almacenamiento a 0 y 6°C retarda la actividad bacteri-
ana y limita la producción de histamina durante 96 horas.

Palabras clave: Lisa (Mugil curema), histamina, histidina, al-
macenamiento.

ABSTRACT

Temperature and storage time effect on microbial quality in lisa
(Mugil curema) were determined. Twenty (20) fish were stored at
0, 6 and 25°C during 96 hours. Samples were analyzed at 24, 48,
72 and 96 hours in order to count aerobic mesophilic bacteria
(RAM) according to COVENIN methods, to determine histidine
and histamine concentrations according to HPLC, to identify
histamine producing bacteria using Niven’s method, and to run
biochemical tests. Results showed no significant differences for
RAM at 0°C, while at 6 and 25°C significant differences were
detected (P<0.05) at 96 and 24 hours respectively. Initial histidine
concentration was 1333.9 parts per million (ppm). It increased at
0°C to 2025.4, but without significant differences. At 6°C it
decreased to 528.7 ppm, showing significant differences (P<0.05)
at 96 hours, while at 25°C it decreased to 137.5 ppm, and
significant differences were detected (P<0.05) at 24 hours. At 0°C
and 6°C histamine concentrations were below 10.65 ppm, while
at 25°C there was concentration of 1288.7 ppm. Most of the
histamine producing bacteria was Enterobactereaceae with 62%.
Vibrio damsella produced the highest histamine concentration,
659 ppm. It was concluded that time and storage temperature
affect RAM and histamine production in Lisa. Storage at 0 and
6°C slows bacterial activity and limits histamine production during
96 hours.
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INTRODUCCIÓN

El pescado constituye un alimento esencial de la dieta
de la población de Venezuela. Este país ocupa uno de los pri-
meros lugares entre los productores pesqueros de América
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[27], siendo el estado Zulia una fuente potencial para la indus-
tria pesquera ya que el Lago de Maracaibo aporta el 10,5% de
la producción total nacional [21]; las principales especies cap-
turadas en el Lago de Maracaibo son: corvina (Cysnoscion
sp), bocachico (Prochilodus reticulatus), bagre (Sorubim sp) y
lisa (Mugil sp) [15, 16, 23].

El pescado es un alimento susceptible a ser degradado
fácilmente, entre otros factores debido a condiciones ambien-
tales, composición química, contenido de agua de sus tejidos
así como su estructura histológica. Su carga microbiana de-
pende de la flora localizada en la superficie corporal y de la
contaminación microbiológica de los ambientes acuáticos [26].

La escombrotoxicosis o intoxicación por histamina es la
forma más frecuente de intoxicación por consumo de pescado
en el mundo y es causada por la ingestión de pescado escom-
broides y no escombroides [5], que presentan elevadas con-
centraciones de histidina libre en sus tejidos [4], y por produc-
tos pesqueros que han sufrido algún deterioro debido a bacte-
rias que poseen la enzima histidina descarboxilasa [3, 9, 30,
31]. La histamina puede formarse sin que haya el olor caracte-
rístico de la descomposición, por lo que su concentración se
ha propuesto como un índice químico del deterioro de pesca-
dos [20, 25].

La formación de escombrotoxinas es el resultado de un
abuso de la relación tiempo/temperatura durante el almacena-
miento de ciertas especies de pescado, a pesar que las bacte-
rias productoras de histamina son capaces de crecer en un
amplio rango de temperatura. Una vez que la histidina descar-
boxilasa ha sido formada, puede continuar la producción de
histamina, aún si las bacterias no son viables, debido a que la
enzima puede permanecer activa a temperaturas de refrigera-
ción. Las intoxicaciones escombroideas han sido asociadas
principalmente con el consumo de atún (Thunnus thynnus),
sardina (Sardine pilchardus) y macarela (Scomber scombrus),
sin embargo existen otras especies capaces de desarrollar
concentraciones elevadas de histamina cuando se abusa de la
temperatura [31].

La temperatura y el tiempo de almacenamiento son muy
importantes en la conservación del pescado pudiendo decirse
que la vida útil de un producto pesquero es mayor a medida
que disminuye la temperatura [30]. En el año 1996 se registra-
ron en Caracas, Venezuela, 240 casos de personas con sig-
nos de intoxicación escombroidea debido al consumo de atún
en mal estado, presumiblemente causada por fallas en las cá-
maras o cubas de congelación que transportaban el pescado.
120 de los 240 casos registrados ocurrieron en un estableci-
miento de comida rápida, ameritando el 63% de ellos trata-
miento médico inmediato [14].

La escombrotoxicosis constituye en los Estados Unidos
de Norteamérica una de las principales formas de intoxicación
por consumo de pescado [4, 19] y tal como lo ha reportado la
Administración de Drogas y Alimentos (FDA), todos los huma-

nos son susceptibles a las intoxicaciones escombroideas, sin
embargo los síntomas pueden ser severos para las persona
mayores y para aquellas que toman medicamentos como iso-
niazida [31].

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la
temperatura y el tiempo de almacenamiento sobre la calidad
microbiológica de la lisa (Mugil curema) a través del recuento
de aerobios mesófilos, concentración de histidina e histamina
por HPLC, así como también identificar las bacterias producto-
ras de histamina.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestreo y preparación de la muestra

La muestra consistió en 20 ejemplares de lisa (Mugil cu-
rema) adquiridos en una venta ambulante de pescado fresco
ubicada en Puerto Caballo, municipio Mara del estado Zulia.

Cada semana se seleccionaron al azar, ejemplares con
un peso aproximado de 2,5 Kg. Una vez pesados, los pesca-
dos fueron descabezados, desvicerados y lavados con agua
fría en un área aséptica para ser transportados en una bolsa
térmica hasta el laboratorio.

Con un bisturí estéril se realizaron cortes en diferentes
zonas del músculo; los trozos se mezclaron entre sí para se-
parar 5 porciones de 11 g y 5 de 50 g con ayuda de una balan-
za de precisión Mettler® BD1201, para los análisis microbioló-
gicos y químicos, respectivamente.

Los trozos de pescado fueron almacenados en bolsas
plásticas estériles con cierre hermético, durante un período de
96 horas a las tres temperaturas estudiadas: 0, 6 y 25°C. Para
la temperatura de 0°C se utilizó una cava Nordcold®, para 6°C
una nevera Frigilux® y para 25°C se almacenaron en una cam-
pana de extracción.

A las 24, 48, 72 y 96 horas fueron retiradas las porcio-
nes de muestras correspondientes, asimismo, se tomó una
muestra para establecer los parámetros iniciales al tiempo 0,
que representa un lapso inferior a seis horas de captura del
pescado, para realizar los siguientes ensayos:

Recuento en placa de Aerobios Mesófilos (RAM)

Se realizó según la norma Covenin 902-82 [6]. Se prepa-
raron diluciones seriadas entre 10-2 y 10-12, de acuerdo al
tiempo y la temperatura de almacenamiento. Así, a 0°C fueron
de 10-2 a 10-4, a 6°C de10-2 a 10-5, a 25°C (tiempo 0) de 10-2 a
10-5, 24 a 48 horas de 10-6 a 10-8, 72 horas de 10-7 a 10-10, fi-
nalmente a las 96 horas de 10-9 a 10-12.

Las placas inoculadas fueron incubadas en una incuba-
dora Thelco GCA/Precision Scientific® a 37 ± 1°C por 48 ho-
ras. El número de colonias presentes en las placas fue cuanti-
ficado con un contador de colonias Fisher®.
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Identificación de Especies Productoras de Histamina

Se emplearon agares selectivos y diferenciales de ente-
robacterias, agar Mac Conkey y agar Eosina Azul de Metileno.
Se inocularon las placas con 0,1 mL de las diluciones con una
espátula de Drigalsky estéril, y fueron incubadas en posición
invertida, a 37 ± 1°C por 48 horas. Se identificaron las caracte-
rísticas morfológicas de las colonias, que fueron sembradas en
tubos con agar Nutritivo, incubados a 37 ± 1°C por 24 horas.

Con la finalidad de determinar la capacidad de las ce-
pas, de descarboxilar la histidina en histamina, fueron inocula-
das en Caldo de Niven modificado propuesto por Yoshinaga y
col. [34], incubado a 37 ± 1°C por 48 horas. La positividad de
la reacción se observó por la formación de un anillo de color
rojo en la parte superior del tubo y/o por la presencia de gas
en el tubo Durham.

Las cepas que resultaron positivas en el medio de Niven
fueron transferidas de agar Nutritivo a tubos de agar Conser-
vación y se les realizaron pruebas bioquímicas para identificar
la especie según Zinsser [35].

Capacidad de Producción de Histamina por Bacterias
Aisladas

Las cepas productoras de histamina, fueron inoculadas
desde un tubo de agar Nutritivo incubado a 37°C por 24 horas
a un tubo que contenía 9 mL de caldo de Sumner y Taylor mo-
dificado, el cual contiene 0,5% triptona; 0,5% NaCl, 0,25%
K2HPO4 y 1% L-histidina, según la metodología descrita por
López-Sabater y col. [19]. El pH final del medio fue ajustado a
5,3 utilizando un pHmetro Hanna Instruments® 8417.

Los tubos con el caldo inoculado fueron incubados a
37 ± 1°C por 24 horas y repicados 1 mL de cada uno a tubos
con 9 mL del mismo caldo. Estos últimos se incubaron a la
misma temperatura durante 18 horas, para obtener un inóculo
equivalente a aproximadamente 108 UFC/mL, que se comparó
con el patrón N° 2 de McFarland.

El cultivo fue filtrado utilizando filtros de membrana de
nylon con poros de 0,22 m Sigma® y almacenado a -18°C en
tubos de ensayo para determinar la concentración de histami-
na mediante la técnica de HPLC.

Todos los medios de cultivo y reactivos utilizados perte-
necen a la casa Merck®, Alemania.

Determinación de las Concentraciones de Histidina
e Histamina por HPLC

Se realizó según la técnica de Gouygou y col. [12], que im-
plica la extracción con Ácido Tricloroacético al 10% y filtrado del
extracto. Este filtrado fue derivatizado, al igual que los estándares
de histidina e histamina Sigma®, en medio alcalino con OPA
(Ftaldialdehido, Riedel de Haën®) al 1% y luego acidificado.

Los estándares y cada una de las muestras derivatiza-
das fueron inyectadas en un cromatógrafo líquido de alta reso-

lución Shimadzu® LC-6 A, integrado por un inyector manual
Rheodyne,® una bomba (condiciones isocráticas), un detector
de fluorescencia FLD-6 A, una columna Beckman ODS 5 µ de
4,6 mm de diámetro interno x 15 cm de largo. La fase móvil
estuvo constituida por agua con 50 mmoles de fosfato mono-
básico de sodio y 40% de acetonitrilo, con un flujo de 1,2
mL/min. El volumen de inyección fue 20 µL. Todos los datos
fueron procesados con el software Class VP.

Para determinar la concentración de histidina e histami-
na, se comparó el tiempo de retención de cada muestra y del
estándar de referencia para obtener el área y calcular la con-
centración del analito. Se realizaron un total de 45 corridas.

Análisis Estadístico

El diseño experimental correspondió a un factorial 5 x 3,
donde los factores fueron tiempo a 5 niveles y la temperatura a
3 niveles. Se utilizó el análisis de varianza (ANOVA), al encon-
trar diferencias significativas entre tratamientos se utilizó la
prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0,05. Se utili-
zó como herramienta estadística el software Statistix [7, 28].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Recuento de aerobios mesófilos

La FIG. 1 muestra el efecto de la temperatura y tiempo
de almacenamiento sobre el recuento de aerobios mesófilos
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FIGURA 1. RECUENTO DE AEROBIOS MESÓFILOS (LOG
UFC/g) EN LISA ALMACENADA A DIFERENTES TEMPE-
RATURAS.



(RAM) expresado como log UFC/g, en la lisa (Mugil curema)
almacenada a diferentes tiempos y temperaturas.

Los valores iniciales de 4,32, se encontraron por debajo
de los límites establecidos por la Asociación Americana de Sa-
lud Pública (APHA) para pescado fresco, 5 log UFC/g a 20°C
[1]. Mientras que Barboza y col. [2] reportaron valores de 5,77
en lisa salada, Izquierdo y col. [17] de 5,62 en la misma espe-
cie expendida bajo condiciones ambientales (28-30°C), por su
parte Torres y col. [29] en corvina (Cysnoscion maracaiboen-
sis) incubada a 28°C encontraron un RAM de 5,90, siendo am-
bas especies del mismo hábitat.

El RAM a 0°C varió entre 4,32 en el tiempo 0 y 4,28 a
las 96 horas, no se detectaron diferencias significativas; a 6°C
varió entre 4,32 y 5,44, detectándose diferencias significativas
(P<0,05) a las 96 horas. Resultados similares han sido repor-
tados por Frazier y col. [10], quienes plantean que las tempe-
raturas bajas retardan el crecimiento y actividad de los micro-
organismos que se encuentran en los alimentos.

A 25°C, el RAM varió de 4,32 a 9,86, se obtuvieron dife-
rencias significativas (P<0,05) a partir de 24 horas, ésto puede
ser debido a que esta temperatura favorece el desarrollo de
especies bacterianas mesófilas que comienzan a degradar los
nutrientes del pescado, produciendo metabolitos que alteran
sus condiciones organolépticas, convirtiéndolo en producto no
apto para el consumo humano [31].

Concentración de Histidina

La FIG. 2 presenta la concentración de histidina, expresa-
da como partes por millón (ppm), en lisa almacenada durante
96 horas a diferentes temperaturas. La concentración inicial fue
1333,9, inferior a la reportada para una especie del mismo gé-
nero (Mugil cephalus), de 2060 ppm y otros géneros como ma-
carela (Trachurus japonicus) 2890 ppm, anchoa (Engraulis japo-
nicus) 4810 ppm, atún ojos grandes (Tunnus obesus) 7450 ppm
y atún skipjack (Katsuwonus pelamis) 5780 ppm, éstos dos últi-
mos de la familia Scombroidae que se caracterizan por poseer
altas concentraciones de histidina libre [13, 31, 34].

A 0°C, la concentración de histidina (ppm) varió en el
tiempo de un valor inicial de 1339,9 hasta 2025,4 a las 96 ho-
ras, sin observarse diferencias significativas. A 6°C se produjo
un incremento en la concentración de histidina hasta las 72 ho-
ras, tiempo a partir del cual se produjo un descenso significativo
(P<0,05) a un valor de 528,7. Esto posiblemente sea debido a
la descarboxilación del aminoácido, por actividad bacteriana,
con la formación de histamina. Mientras que a 25°C el tiempo
afectó significativamente (P<0,05) la concentración de histidina
que disminuyó a 306,75 en las primeras 24 horas, lo cual podría
estar relacionado con el desarrollo inicial de especies bacteria-
nas productoras de histamina [3, 9, 30, 31].

Torres y col. [29] reportaron que la concentración de his-
tidina libre en corvina (Cysnoscion maracaiboensis) almacena-
da durante 48 horas a 4 y 10°C estuvo entre 150 y 500 ppm,

estos valores presentaron diferencias significativas al compa-
rarlos con muestras almacenadas a 28°C (entre 300 y 1000
ppm), siendo inferiores a las encontradas en esta investigación
a las 96 horas de almacenamiento, a las temperaturas de 0 y
6°C, probablemente debido a diferencias de especie. Sin em-
bargo, tal como señala la FDA, cualquier alimento que conten-
ga los aminoácidos apropiados y esté sujeto a contaminación
bacteriana, puede provocar intoxicaciones escombroides
cuando es ingerido [30, 31].

Concentración de Histamina

La FIG. 3, presenta la concentración de histamina, expre-
sada en ppm, en la especie lisa (Mugil curema) almacenada du-
rante 96 horas a diferentes temperaturas. A 0°C, la histamina
fue detectada a partir de 48 horas de almacenamiento, con una
concentración de 4,6 que a las 96 horas se incrementó a 10,65,
mientras que a 6°C los valores estuvieron entre 6,05 a las 24
horas y 18,3 a las 96 horas, sin que se presentaran diferencias
significativas durante el almacenamiento. Estos valores están
dentro de las regulaciones permitidas a nivel nacional que son
100 ppm [11], y a nivel internacional que son 50 ppm [30] y son
similares en relación al valor correspondiente a las 96 horas y a
0°C, con la concentración inicial reportada por Torres y col. [29]
en Corvina (Cysnoscion maracaiboensis), 11 ppm. En el mismo
trabajo se indica que algunos autores [19] reportan concentra-
ciones iniciales de histamina que no exceden 20 ppm.

Se ha reportado que el uso de temperaturas inferiores
de 5°C, es recomendable para disminuir la formación de hista-
mina, bajo estas condiciones el pescado presenta concentra-
ciones que no exceden las 5 ppm [8]. La producción de hista-
mina durante el almacenamiento a 0 y 6°C, puede ocurrir debi-
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do a la actividad de bacterias psicrófilas entre las cuales exis-
ten algunas especies formadoras de histamina [20, 24]. Esto
coincide con lo reportado por Mossel y col. [22] en cuanto a
que los alimentos almacenados a temperaturas de refrigera-
ción se alteran con el tiempo por la multiplicación de microor-
ganismos psicrófilos y psicotróficos.

A 25°C se observó un incremento de la concentración de
histamina desde valores iniciales no detectables hasta 1288,7,
el análisis estadístico (P<0,05) mostró diferencias significativas
a partir de 48 horas, esto podría deberse al incremento de la
concentración de histidina libre por efecto del aumento de la
temperatura [29]. Las concentraciones de histamina alcanza-
das a partir de las 48 horas representan un riesgo para la sa-
lud debido a que está asociado al desarrollo de reacciones en
personas sensibles, considerando que la histamina es una to-
xina termoresistente y que las características organolépticas
de un pescado con elevadas concentraciones de histamina
pueden ser enmascaradas [22, 31].

La especie Mugil spp. no es clasificada como peligrosa
por su contenido en histamina [32], a diferencia de otras espe-
cies como Anchoa sp, pez azul (Pomatomus saltatrix), Bonito
(Cybiosarda elegans, Gymnosarda unicolor); Kahawai (Arripis
spp), Mackerel (Gasterochisma melampus, Grammatorcynus
spp), Mahi-mahi (Coryphaena sp.), sardinas (Sardina pilchar-
dus, Sardinops sp, Sardinella sp).

Bacterias con capacidad de producción de histamina

La TABLA I muestra las especies bacterianas producto-
ras de histamina en lisa. El mayor porcentaje corresponde a la
familia Enterobactereaceae con 62%, seguido por especies de

la familia Vibrionacea con 24%, y bacilos gram negativos no
fermentadores de glucosa 14%.

La capacidad de formación de histamina en cada una de
las especies aisladas fue variable, Vibrio damsella produjo la
mayor concentración de histamina (659 ppm), seguido por Es-
cherichia coli (432 ppm), Acinetobacter sp (309 ppm) y Kleb-
siella pneumoniae (301 ppm), la especie que mostró menor
capacidad de formación de histamina fue Aeromonas veronnii
(8 ppm), especie reportada en lisa por Izquierdo y col. [17]. La
concentración de histamina producida por las cepas bacteria-
nas fue inferior a la detectada por López-Sabater y col. en
1994 [20] para algunas especies bacterianas aisladas de atún,
en este estudio la mayor capacidad de producción de histami-
na fue para Morganella morganii (2728,6 ppm).

En la mayoría de los casos se produce la contaminación
del pescado por prácticas higiénicas deficientes durante la cap-
tura (ej. Enterobacter sp.), o porque están frecuentemente aso-
ciadas con el ambiente marino (ej. Vibrio, Aeromonas, Acineto-
bacter) [18]. Una de las especies que produce mayor concentra-
ción de histamina en pescado es Klebsiella pneumoniae, aun-
que no registran la presencia de vibrios [20, 33]. Sin embargo,
la escasa ocurrencia de vibrios, puede deberse a que son difíci-
les de aislar cuando las temperaturas son menores a 15°C y
mueren cuando el pescado es conservado entre 0 y 5°C [20].

Por otra parte, la especie más frecuentemente encontra-
da en lisa fue Enterobacter sp (21% de los aislamientos), lo
que puede relacionarse con los resultados de López-Sabater y
col. [20] donde esta especie fue la segunda con frecuencia de
aislamiento en atún, ya que la de mayor recurrencia fue Mor-
ganella morganii .

CONCLUSIONES

La lisa presenta una calidad microbiológica aceptable al
ser almacenada a 0 y 6°C por un período de tiempo de hasta
96 horas. A 25°C y a partir de las 24 horas de almacenamiento
la carga microbiana se encuentra por encima de los límites
máximos permisibles.

Las concentraciones iniciales promedio de histidina en
lisa se encontraron en 1333,9 ppm a las temperaturas de 0,6 y
25°C, por lo tanto es potencialmente susceptible a presentar
elevadas concentraciones de histamina.

El almacenamiento de lisa a 0 y 6°C retarda la actividad
bacteriana y limita la producción de histamina durante un pe-
ríodo de 96 horas, por lo que estas condiciones de temperatu-
ra y tiempo de almacenamiento de la lisa no representan un
riesgo de toxicidad para el consumidor.

A 25°C, a partir de 24 horas de almacenamiento, se
produce un incremento en la concentración de histamina a ni-
veles considerados como tóxicos, esto puede traer problemas
de salud.
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Las enterobacterias productoras de histamina en lisa
fueron Enterobacter, Klebsiella pneumoniae, Hafnia alvei, Pro-
teus mirabilis, Escherichia coli, Citrobacter y Salmonella.

De la familia Vibrionacea se aislaron Vibrio damsella y
especies de Aeromonas, que produjeron concentraciones va-
riables de histamina en cultivos aislados.

Entre los bacilos Gram negativos no fermentadores de
glucosa aislados y con capacidad de producción de histamina
se encontraron Acinetobacter y Pseudomonas.

RECOMENDACIONES

La lisa debe expenderse bajo condiciones controladas
de tiempo y temperatura de almacenamiento, considerándose
como condiciones ideales 0°C durante 96 horas o 6°C hasta
por 72 horas.

Realizar estudios similares en otras especies de pesca-
do de importancia comercial en Venezuela.
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