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RESUMEN

La presencia de Histamina en quesos madurados, en concen-
traciones de 500 partes por millón (ppm), ha sido asociada con
intoxicaciones. Los objetivos de esta investigación fueron deter-
minar la concentración de histamina en quesos madurados tipo:
de Año, Manchego y Parmesano, así como identificar bacterias
del género Lactobacillus productoras de histamina. Se analiza-
ron 12 muestras de cada queso, éstas fueron sembradas en
agar nutritivo y caldo Man Rogosa Sharpe (MRS), para el aisla-
miento de Lactobacillus. Los lactobacilos se identificaron me-
diante pruebas de catalasa, oxidasa, tinción de Gram y sistema
API. Se utilizó Cromatografía Líquida de Alta Resolución para
determinar Histamina en cada muestra de queso y la producida
por cepas del género Lactobacillus. Se determinó el porcentaje
NaCl por la técnica Mercurimétrica. Los resultados mostraron
que las concentraciones promedio de histamina (ppm) fueron,
en el queso de Año 113; Manchego 109 y Parmesano 152. Los
Lactobacillus productores de histamina en Parmesano fueron:
L. buchneri, L. fermentum, L. helveticus, L. plantarum 1, L.
rhamnosus. En Manchego L. buchneri, mientras que en queso
de Año no se aislaron bacterias, posiblemente debido a la con-
centración de NaCl (6,9%), a diferencia de la del queso Parme-
sano (2,5%) y Manchego (3,5%). Se concluye que aunque las
concentraciones de histamina no sobrepasaron los límites tóxi-
cos (500 ppm) de la FDA, exceden los límites tolerables (50
ppm); y que las bacterias del género Lactobacillus aisladas po-
seen potencial para la producción de histamina.

Palabras clave: Histamina, cromatografía líquida de alta reso-
lución, Lactobacillus, quesos madurados.

ABSTRACT

Histamine levels of 500 parts per million (ppm), has been asso-
ciated with poisoning related to the consumption of maturated

cheeses. The objectives of this work were to determine hista-
mine concentrations in parmesan, manchego and año cheese,
and isolate and identify histamine producing strains of Lactoba-
cillus in these cheeses. 12 samples of each cheese were ana-
lyzed, inoculated in Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar, for
Lactobacillus isolation. Lactobacilli were identified using cata-
lase, oxidase, Gram dying and API identification gallery. In or-
der to quantify histamine in cheese and each isolated bacteria,
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used.
NaCl was determined using mercurimetric technique. Mean
histamine concentration for año cheese was 113 ppm, for man-
chego 109 ppm and for parmesan 152 ppm. Histamine pro-
ducing Lactobacillus in parmesan cheese were: L. buchneri, L.
fermentum , L. helveticus, L. plantarum 1 and L. rhamnosus . L.
buchneri was isolated in manchego cheese, meanwhile there
was no bacterial growth in año cheese, maybe due to NaCl
concentration (6.9%), greater than concentrations found in Par-
mesan (2.5%) and Manchego (3.5%). It can be concluded, that
although mean values of histamine concentration are not
higher than FDA toxic levels (500 ppm), they are higher than
tolerable levels (50 ppm); and Lactobacillus isolated in this
study have potential for histamine production.

Key words: Histamine, High Performance Liquid Chroma-
tography, Lactobacillus, aged cheese.

INTRODUCCIÓN

El queso es un producto alimenticio básico en la dieta de
la mayoría de los países del mundo. Por su elevado aporte nu-
tritivo es considerado indispensable para complementar una
adecuada alimentación, ya que posee un alto contenido de
compuestos nitrogenados, grasas, calcio, fósforo y vitaminas,
entre las cuales se encuentran las vitaminas A, B1, B6, B5 y
ácido nicotínico [16].

El queso es un derivado lácteo que contiene los princi-
pales elementos nutritivos de la leche, y se obtiene mediante
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la coagulación de la caseína, su proteína más abundante.
Puede ser elaborado a partir de diferentes tipos de leche y me-
diante diferentes técnicas, según la clase de queso que se de-
see obtener [16].

Aunque el queso es uno de los mejores y más sanos ali-
mentos que puede consumir el hombre, no se descarta la posi-
bilidad de que su consumo provoque intoxicaciones, esto es
debido a que el queso madurado representa un ambiente pro-
picio para la producción de aminas biógenas, entre las que
destaca la histamina, la cual tiene implicación en la salud del
hombre [3]. Estas aminas se producen por la descarboxilación
de aminoácidos específicos presentes en los quesos y debido
a la actividad de enzimas descarboxilasas de las bacterias im-
plicadas en la maduración de los mismos [11].

La producción de estas aminas puede ocurrir durante la
elaboración o maduración del queso, ya que en cualquiera de las
dos etapas del proceso de fabricación se favorece el crecimiento
bacteriano y como consecuencia de ello, el catabolismo de los
componentes del queso por la actividad enzimática bacteriana.

En la elaboración de los quesos madurados Manchego y
Parmesano se utilizan cultivos iniciadores, los cuales consis-
ten en cepas de una o varias especies bacterianas cuya fun-
ción principal es la de producir ácido láctico a partir de la lacto-
sa, regulando el sabor y textura [9]. Entre las bacterias lácticas
utilizadas como cultivos iniciadores para la elaboración del
queso se encuentran los estreptococos, leuconostoc y lactoba-
cilos, entre ellos: L. bulgaricus, L. lactis, L. helveticus, L. aci-
dophilus y L. casei [15].

Si los cultivos lácticos utilizados no son suficientemente
eficaces o se encuentran contaminados con otros microorga-
nismos, pueden producirse alteraciones que afectan desfavo-
rablemente la calidad del queso [6].

Se ha reportado que una gran variedad de bacterias, en
presencia de histidina libre son capaces de producir histamina,
debido a que poseen la enzima histidina decarboxilasa. Los
géneros bacterianos productores más importantes de histami-
na son: Lactobacillus, Escherichia, Salmonella, Shigella, Clos-
tridium, Streptococcus, Leuconostoc y Enterobacter [3].

Los factores que influyen en la formación de histamina
en los quesos madurados son: bacterias presentes, disponibili-
dad de substratos y de cofactores apropiados, tiempo de ma-
duración, catabolismo amínico o proteólisis y la existencia de
un medio ambiente apropiado, el cual está determinado por la
temperatura de almacenamiento, concentraciones de cloruro
de sodio y la disponibilidad de agua [10, 11].

La histamina, es la amina biógena que con mayor fre-
cuencia ha sido reportada en los alimentos como agente causal
de intoxicaciones alimentarias, por esta razón en la actualidad
está siendo objeto de estudio debido a los importantes efectos
fisiológicos y toxicológicos que pueden producir en humanos y
animales [10, 21]. Si se ingiere en cantidades elevadas, o si los
mecanismos naturales para su catabolismo están deprimidos

por medicamentos tales como los inhibidores de la monoami-
nooxidasa (MAO), se puede afectar la salud del hombre [8].

La histamina es responsable de diversas reacciones quí-
micas en el organismo, como mensajero para estimular la me-
moria, producir contracción o relajación del músculo liso, esti-
mular el sistema sensitivo o motor y controlar las secreciones
gástricas. De esta manera, la intoxicación causada por histami-
na es manifestada por una amplia variedad de síntomas [17].

El objetivo de esta investigación fue identificar en que-
sos madurados de Año, Manchego y Parmesano, cepas del
género Lactobacillus, determinar su capacidad de producción
de histamina y cuantificar las concentraciones de histamina en
los quesos estudiados por Cromatografía Líquida de Alta Re-
solución (HPLC).

MATERIALES Y MÉTODOS

Recolección de la muestra

Se analizaron doce muestras de cada uno de los siguien-
tes quesos madurados elaborados en Venezuela: tipo Manche-
go, Parmesano y Año (un tipo de queso criollo elaborado con
leche cruda), las cuales fueron obtenidas en comercios locales,
a excepción del queso de año que fue adquirido en el Mercado
Popular “Las Pulgas” de la ciudad de Maracaibo. El peso de
cada muestra fue de 250g.

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio en una
cava con temperatura promedio 15°C, para realizarles los si-
guientes análisis:

Aislamiento, identificación de Lactobacillus y producción
de histamina

En la identificación de cepas del género Lactobacillus, se
empleó la técnica propuesta por Stratton [18]. Se pesaron 10g
de cada muestra y se homogeneizaron en 90 mL de agua pep-
tonada 0,9%. A partir de esta dilución (101) se prepararon dilu-
ciones seriadas desde 102 hasta 105, las cuales se sembraron
por duplicado en placas de agar De Man, Rogosa y Sharpe
(MRS), y se incubaron en una estufa Thelco® a 37°C por 24 a
48 horas en condiciones de microaerofilia (5-10% CO2). A las
colonias presentes en el agar se les realizó la prueba de Gram,
así como las pruebas de oxidasa y catalasa [1].

Con la finalidad de determinar la capacidad de producción
de histamina de las cepas de Lactobacillus aisladas de los que-
sos madurados estudiados, éstas se sembraron en tubos con
caldo MRS suplementado con 2% de L-histidina, 37 nM de Piri-
doxina o vitamina B6, e incubados a 37°C por 24 horas en mi-
croaerofilia según la técnica recomendada por Zee y col. [22].

A partir de los cultivos anteriores se repicaron placas de
agar MRS para obtener colonias puras de las cepas de
lactobacilos, las cuales fueron incubadas a 37°C en microaero-
filia durante 24 horas.
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La identificación de las diferentes especies de Lactobaci-
llus se realizó utilizando el kitt API 50 CHL Medium 50 410
bioMerieux® (Francia). Los medios de cultivo utilizados en los
análisis microbiológicos fueron de la marca Merck®, Alemania.

Cuantificación de histamina

La cuantificación de histamina se realizó con un equipo
de Cromatografía Líquida de Alta Resolución Shimadzu®,
constituido por una válvula de inyección Rheodyne, equipado
con un loop de 20 µl de capacidad, una bomba modelo LC 6A,
una columna de fase reversa Merck® RP 18 Lichrosper de
12,5 cm de longitud por 4,5 mm de diámetro interno y un diá-
metro de partícula 5 µm, detector de fluorescencia FLD-6A.
Para el análisis de los resultados se utilizó el software croma-
tográfico Class Vp de la marca Shimadzu®.

La fase móvil estuvo constituida por Acetonitrilo al 40%
en agua, con 50 mM de NaH2PO4.H2O, utilizando un flujo cons-
tante de 1,2 mL/min, según la técnica desarrollada por Gouygou
[7]. Se realizaron doce corridas cromatográficas por duplicado
de cada tipo de queso. El volumen de inyección fue 20 µL.

Para la extracción de la histamina a partir de las muestras
de queso y de caldo MRS, se utilizó la metodología descrita por
Zee y col. [22]. De cada queso y caldo MRS se pesaron 10 g o
midieron 10 mL, respectivamente, y colocaron en 20 mL de áci-
do tricloroacético (TCA) al 5%, luego se mezclaron en un agita-
dor vortex durante 5 min y centrifugaron a 6000 rpm por 30 min.

El sedimento de la centrifugación anterior se reextrajo
tres veces y el sobrenadante obtenido fue ajustado a 100 mL
con TCA al 5%. Los sobrenadantes se filtraron secuencialmen-
te a través de filtros Whatman número 1, y membranas Millipo-
re de 0,45 µm de poro. Los extractos se almacenaron a 4°C,
para su derivatización con ortoftaldehido (OPA) [7]. La identifi-
cación se realizó con un estandar de 50 ppm de histamina en
TCA al 5%. Los solventes y reactivos utilizados fueron de la
marca Merck®, Alemania.

Determinación de cloruros

El porcentaje de cloruros de los quesos fue analizado
utilizando la técnica Mercurimétrica descrita por Faria y col. [5].
Se mezcló 1g de cada queso con 40 mL de H3PO4, que fue
calentado a ebullición y enfriado posteriormente para adicio-
narle 5 mL de HNO3 25%, mas 2 mL de difenilcarbazona como
indicador. La mezcla se tituló con Hg(NO3)2 0,1 N hasta con-
seguir el punto final el cual se evidenció por el cambio del indi-

cador de rojo a violeta. El porcentaje de Cloruros se obtuvo
por el volumen gastado de Hg(NO3)2.

Análisis estadístico

El diseño empleado fue completamente aleatorizado, a
los resultados obtenidos se les aplicó un Análisis de Varianza
con la finalidad de determinar diferencias significativas entre los
contenidos promedio de histamina de los diferentes quesos es-
tudiados, con una probabilidad de 5%. Posteriormente se aplicó
la prueba de Tukey para la comparación de las medias. Para
ello se utilizó el paquete estadístico Statistics, Versión 3,0 [12].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Bacterias potencialmente productoras de histamina
en queso madurado

En la TABLA I se presentan las especies de Lactobaci-
llus implicadas como productoras de histamina en los quesos
madurados estudiados. Tanto el queso Parmesano como Man-
chego mostraron diferencias en cuanto a las especies encon-
tradas. Así se tiene que a partir del queso Parmesano se aisla-
ron: L. buchneri, L. fermentum, L. helveticus, L. plantarum 1 y
L. rhamnosus. Mientras que en el queso Manchego sólo se
aisló L. buchneri.

Resultados similares al presente estudio fueron reporta-
dos por Edwards y Sandine [3], quienes aislaron L. buchneri
como bacterias productoras de histamina a partir del queso
Suizo. Por su parte, Joosten y Northolt en 1989 [13], aislaron e
identificaron como bacterias productoras de histamina a partir
del queso Gouda: L. fermentum, L. helveticus, L. lactis subsp
lactis, L. buchneri y S. faecium. En 1985, Sumner y col. [20] y
Stratton en 1992 [17], aislaron una cepa de L. buchneri y la
identificaron como productora de histamina en queso Suizo im-
plicado en un brote de intoxicación.

En el queso de Año no se detectó crecimiento de Lacto-
bacillus , posiblemente esto se deba al elevado porcentaje de
NaCl encontrado, 6,9 % (TABLA I), en contraste con lo detec-
tado en los quesos tipos Parmesano y Manchego, que fue de
2,6 y 3,5% respectivamente.

Es probable que las elevadas concentraciones de NaCl
y el bajo contenido de agua (35%) que presenta este queso no
permitan el crecimiento bacteriano [4, 14]. Este resultado con-
cuerda con las investigaciones realizadas por Chander y Ba-
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TABLA I
LACTOBACILLUS PRODUCTORES DE HISTAMINA Y PORCENTAJE DE NaCl EN QUESOS MADURADOS

Tipo de Queso Especies de Lactobacillus % NaCl

Parmesano L. buchneri, L. fermentum, L. helveticus, L. plantarum 1, L. rhamnosus 2,6

Manchego L. buchneri 3,5

Año ND 6,9

ND: no detectado.



tish [2], quienes reportan inhibición en el crecimiento por parte
del Lactobacillus bulgaricus, cuando se cultiva en caldo MRS
con una concentración de 5% de NaCl. Un resultado similar
fue encontrado en quesos madurados, donde reportan que un
5,5% de NaCl, en caldo MRS, inhibe el crecimiento bacteriano
y la habilidad de producir histamina por el Lactobacillus bu-
chneri [19].

Producción de histamina

En la TABLA II se presentan las concentraciones de his-
tamina expresadas en nmoles/mL/ 24 h producidas en caldo
MRS suplementado con histidina por especies del género Lac-
tobacillus, identificadas en los quesos madurados estudiados.
La mayor concentración de histamina se observó en el queso
Parmesano con los siguientes valores: L. rhamnosus, 201,6
seguido de L. fermentum 187,76; L. buchneri 157,23; L. helve-
ticus 54,49 y L. plantarum 1 con 17,61. Mientras que en el
queso Manchego para L. buchneri se obtuvo una concentra-
ción de 108,34.

Los valores encontrados en el presente estudio son infe-
riores a los reportados por otros autores tales como Stratton y
col. [18], quienes identificaron diferentes especies de Lactoba-
cillus productores de histamina en queso suizo. Las bacterias
implicadas como productoras de histamina y las concentracio-
nes detectadas, expresadas en nmoles de histamina/mL/24 h,
fueron: L. fermentum 5180; L. helveticus con 2260, también se
aislaron dos cepas de Lactococcus lactis subsp lactis y una
cepa de Enterococcus faecium quienes produjeron 2450, 1680
y 1530 respectivamente.

Estudios realizados por Sumner [20], señalan que el ha-
llazgo de histamina en los quesos madurados podría deberse
a la cantidad de histidina libre disponible en la leche. La leche
fresca contiene poca histidina libre, pero las proteínas que la
constituyen contienen 9,6 g%. En tal sentido, debido a la pro-
teólisis que ocurre durante la maduración, podría aumentar la
concentración de histidina libre. El mismo autor demostró que
el queso suizo estaba implicado en intoxicaciones alimenta-
rias, aislando cepas de L. buchneri cuya producción de hista-
mina dependía de la disponibilidad de histidina en el medio.

En la TABLA III se muestran las concentraciones de his-
tamina expresadas en ppm, en los tres quesos estudiados. El
queso Parmesano presentó la mayor concentración 151,65; el
queso de Año tuvo una concentración de 113,32, mientras que
el queso Manchego presentó la más baja concentración con
100,07. El análisis estadístico no mostró diferencias significati-
vas en las concentraciones de histamina en los tres quesos
analizados.

La Administración de Drogas y Alimentos (FDA) de los
Estados Unidos, ha establecido una concentración tolerable de
histamina en pescado de 50 ppm y una concentración entre
50-200 ppm consideradas como riesgo. Para los quesos no
existen concentraciones de histamina establecidas [19].

La FDA establece para los alimentos concentraciones de
histamina que no sobrepasen los límites tóxicos de 500 ppm.
Los quesos madurados estudiados no exceden estas concen-
traciones, pero sobrepasan los niveles mínimos establecidos
como tolerables por la FDA. Por lo tanto las concentraciones
detectadas en el presente trabajo, podrían representar un ries-
go para la salud, debido a que el queso posee una variedad de
otras aminas biógenas tales como cadaverina, putrescina, trip-
tamina, tiramina, feniletilamina, b- feniletilamina, que se consi-
dera potencian el efecto tóxico de la histamina aún cuando sea
consumida en pequeñas cantidades, ya que esto ocasiona un
efecto inhibidor de las enzimas que la metabolizan [17].

CONCLUSIONES

– Las bacterias productoras de histamina en los quesos
madurados estudiados fueron: L. buchneri, L. fermen-
tum, L. helveticus, L. plantarum 1 y L. rhamnosus en
queso parmesano; en queso manchego L. buchneri. En
queso de año no se observó crecimiento bacteriano del
género Lactobacillus.

– Las concentraciones de histamina detectadas no fueron
superiores a los valores reportados en otros países para
los mismos quesos. Sin embargo, se resalta la importan-
cia de la capacidad de producción de histamina por es-
pecies del género Lactobacillus que son utilizadas como
cultivos iniciadores.

– Las concentraciones de histamina en las muestras de
queso analizadas fueron inferiores a las concentraciones
tóxicas establecidas por la FDA.
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TABLA II
PRODUCCIÓN DE HISTAMINA (nmoles/mL/24h)

DE LACTOBACILLUS AISLADOS DE LOS QUESOS
MADURADOS

Especie
de Lactobacillus

Histamina (nmoles/mL/24h)

Parmesano Manchego

L. rhamnosus
L. fermentum
L. buchneri
L. helveticus
L. plantarum 1

201,60
187,76
157,53
54,49
17,61

ND
ND

108,34
ND
ND

ND: no detectado.

TABLA III
CONCENTRACIÓN EN PPM DE HISTAMINA

EN QUESOS MADURADOS

Tipo de Quesos Concentración de Histamina
en ppm

Parmesano
Manchego
Año

151,65
100,07
113,32



RECOMENDACIONES

– Determinar y cuantificar las aminas biógenas en los que-
sos madurados, que pueden actuar como potenciadoras
de la histamina.

– Determinar las repercusiones en la utilización de cepas
del género Lactobacillus productoras de histamina, como
cultivos iniciadores para la industria láctea.
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