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independiente de los datos) 

MRM  Multiple Reaction Monitoring (Monitoreo de reacción múltiple) 

MS  Mass Spectrometry (Espectrometría de masas, espectrómetro de masas, 

espectro de masas, según el contexto) 

MS/MS Tandem Mass Spectrometry (Espectrometría de masas en tándem) 

MSD Mass Selective Detector (Detector selectivo de masas) 

NOAEL No Observed Adverse Effect Level (Nivel sin efecto adverso observable) 

OPA  o-Phthalaldehyde (o-ftalaldehído) 

PAO  Polyamine Oxidase (Poliaminooxidasa) 

PRM  Parallel Reaction Monitoring (Monitoreo paralelo de reacciones) 

PUT  Putrescine (Putrescina) 

Q  Quadrupole (Cuadrupolo) 

QqQ  Triple cuadrupolo 

Rf  Radiofrequency (Radiofrecuencia) 

SD Spermidine (Espermidina) 

SIM Selected Ion Monitoring (Monitoreo de iones seleccionados) 

SM Spermine (Espermina) 

TCA  Trichloroacetic acid (Ácido tricloroacético) 

Tf Tailing Factor (Factor de coleo) 

TLC  Thin-Layer Chromatography (Cromatografía de capa fina) 

tR Tiempo de retención 

TYR Tyramine (Tiramina) 

UHPLC  Ultra-High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografía 

líquida de ultra-alta eficiencia) 

UV-VIS Ultraviolet-Visible Spectroscopy (Espectroscopía ultravioleta visible) 

vDIA  Variable Data-Independent Acquisition (Adquisición variable 

independiente de los datos) 

*La mayoría de siglas utilizadas en este documento se emplearon de acuerdo con sus versiones en 

inglés. 
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Resumen 

 

Título: Análisis por LC/MS de aminas biogénicas en matrices alimenticias* 

 

Autor: Valeria BELLÓN MONSALVE** 

 

Palabras clave: Aminas biogénicas, alimentos, UHPLC-Q-Orbitrap, extracción líquido-sólido. 

 

Descripción:  

 

Las aminas biogénicas (BA) se generan por la descarboxilación de los aminoácidos libres (FAA) 

presentes en los alimentos, mediada por la acción de bacterias. Los niveles elevados de BA en los 

alimentos están asociados con efectos adversos para la salud, como migrañas, intoxicaciones e 

hipertensión. Su reactividad alta con nitritos para formar nitrosaminas, compuestos potencialmente 

cancerígenos, representa un riesgo para la salud pública. En Colombia, aunque el consumo de pescado 

y queso es común en la dieta diaria, no existen regulaciones específicas sobre los niveles permitidos 

de BA en estos productos. 

 

En este estudio se identificaron y cuantificaron cuatro BA (putrescina, cadaverina, histamina y 

tiramina) en pescado mojarra durante un periodo de almacenamiento de diez días a 1 - 4 °C, y en atún 

y tres tipos de queso, justo después de su compra. Para ello, se utilizó cromatografía líquida de ultra-

alta eficiencia acoplada a espectrometría de masas de alta resolución (UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS). 

La extracción de las BA se llevó a cabo mediante extracción líquido-sólido (LSE), utilizando como 

solvente de extracción una mezcla de metanol y agua. 

 

La cadaverina fue la BA más abundante en todas las matrices analizadas. En la mojarra, la 

concentración de todas las BA estudiadas aumentó progresivamente en función del tiempo de 

almacenamiento, alcanzando sus valores máximos en el décimo día: cadaverina (42 ± 2.6 mg/kg), 

putrescina (23 ± 2.0 mg/kg), histamina (21 ± 1.1 mg/kg) y tiramina (11.1 ± 0.66 mg/kg). Este 

incremento confirma que el tiempo de almacenamiento es un factor clave en la acumulación de las BA. 

En los quesos, la cadaverina también predominó, el queso maduro tipo Reinoso presentó la 

concentración más alta de esta BA de todas las matrices analizadas (89 ± 7.4 mg/kg). Se observó que 

el proceso de maduración y fermentación influye significativamente en la acumulación de BA, ya que 

los quesos frescos, como el Chitagá y la cuajada, presentaron concentraciones notablemente menores 

de putrescina, cadaverina y tiramina, mientras que la histamina no fue detectada en estos quesos. 

 

Estos resultados destacan la importancia de monitorear la cadaverina junto con otras BA en alimentos, 

especialmente aquellas cuya toxicidad puede verse potenciada por su presencia, como la histamina. 

Asimismo, evidencian que tanto el tiempo de almacenamiento como el grado de maduración y 

fermentación son factores determinantes en la formación y acumulación de BA en alimentos. Se 

recomienda realizar estudios adicionales para definir límites de seguridad y establecer regulaciones 

específicas que incluyan el análisis de cadaverina en alimentos fermentados y de origen animal. 

Además, sería fundamental complementar estos estudios con análisis microbiológicos que permitan 

identificar con certeza el origen de la acumulación de BA. 

 

* Trabajo de grado 

** Facultad de Ciencias. Escuela de Química. Directora Elena. E. STASHENKO, Química, PhD. 
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Abstract 

 

Title: LC/MS analysis of biogenic amines in food matrices* 

Author: Valeria BELLÓN MONSALVE** 

Key words: Biogenic amines, food, UHPLC-Q-Orbitrap, liquid-solid extraction 

Description: 

Biogenic amines (BAs) are produced by the decarboxylation of free amino acids (FAAs) in food, 

driven by bacterial activity. Elevated levels of BAs in food are linked to adverse health effects such as 

migraines, intoxications, and hypertension. Their high reactivity with nitrites to form nitrosamines, 

which are potentially carcinogenic, poses a significant public health risk. Despite the widespread 

consumption of fish and cheese in Colombia, there are no specific regulations on permissible BA levels 

in these products. 

This study identified and quantified four BAs (putrescine, cadaverine, histamine and tyramine) in 

mojarra fish stored for ten days at 1–4 °C, as well as in tuna and three types of cheese immediately 

after purchase. Ultra-high-performance liquid chromatography coupled with high-resolution mass 

spectrometry (UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS) was used for analysis. The BAs were extracted using 

liquid-solid extraction (LSE) with a solvent mixture of methanol and water. 

Cadaverine was the most abundant BA in all analyzed matrices. In mojarra fish, BA concentrations 

increased progressively over the storage period, reaching their highest levels on the tenth day: 

cadaverine (42 ± 2.6 mg/kg), putrescine (23 ± 2.0 mg/kg), histamine (21 ± 1.1 mg/kg), and tyramine 

(11.1 ± 0.66 mg/kg). This confirms that storage time is a key factor in BA accumulation. In cheeses, 

cadaverine was also predominant, with the highest concentration observed in the matured Reinoso 

cheese (89 ± 7.4 mg/kg). The study revealed that the maturation and fermentation processes 

significantly influence BA accumulation, as fresh cheeses such as Chitagá and cuajada exhibited 

considerably lower levels of putrescine, cadaverine, and tyramine, while histamine was not detected. 

These findings highlight the need to monitor cadaverine alongside other BAs in food, particularly those 

that can exacerbate toxicity, such as histamine. Additionally, they emphasize that storage duration, 

maturation, and fermentation are critical factors in BA formation and accumulation. Further research 

is recommended to establish safety limits and regulatory guidelines that include cadaverine in 

fermented and animal-derived foods. Moreover, microbiological analyses should be incorporated to 

accurately determine the origin of BA accumulation. 

 

 

 

* Bachelor thesis 

** Science Faculty. School of Chemistry. Director: Elena. E. STASHENKO, Chemist, PhD. 
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Introducción 

Los alimentos están expuestos a contaminación bacteriana durante su transporte, 

almacenamiento y comercialización. La carga bacteriana no solo indica la calidad del alimento, 

sino que también desempeña un papel esencial en la síntesis de aminas biogénicas (BA), 

compuestos tóxicos para el organismo que se generan por la descarboxilación de aminoácidos, 

catalizada por enzimas descarboxilasas presentes en las bacterias (de la Torre & Conte, 2018; 

Mohammed et al., 2016; Önal, 2007). 

Niveles elevados de BA en los alimentos pueden provocar efectos adversos como 

envenenamiento, hipertensión, taquicardia y migrañas; algunas BA pueden formar nitrosaminas, 

compuestos carcinógenos que representan un riesgo para la salud (Al Bulushi et al., 2009; Özogul 

& Özogul, 2019). 

A pesar de estos efectos, la regulación de los niveles de BA en alimentos es aún deficiente 

en Colombia. Actualmente, solo la histamina es regulada en productos de pesca (Ministerio de 

Salud y Protección Social, Resolución 122, 2012), mientras que las demás aminas, aunque 

representan un riesgo potencial para la salud pública, carecen de normativas y regulaciones 

específicas. 

El presente trabajo de grado tiene como objetivo identificar y cuantificar cuatro BA, 

putrescina, cadaverina, histamina y tiramina, en pescado y queso, usando la cromatografía líquida 

de ultra-alta eficiencia acoplada a espectrometría de masas de alta resolución en un sistema 

UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS.  
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1. Justificación 

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Situación Nutricional (ENSIN), el pescado y el 

queso son alimentos consumidos muy frecuentemente por los colombianos (Herrán et al., 2020). 

Sin embargo, la regulación de los niveles de BA permitidos en estos productos es deficiente. 

Actualmente, solo existen regulaciones para los niveles de histamina permitidos en pescado               

(Ministerio de Salud y Protección Social, Resolución 122, 2012), mientras que no existen 

normativas para otras BA.  Dado este contexto de regulación insuficiente y el riesgo potencial para 

la salud pública asociado al consumo de alimentos con niveles altos de BA, el análisis de estos 

compuestos en las matrices alimenticias adquiere una gran relevancia.  

Este estudio proporcionará información sobre la presencia de cuatro aminas biogénicas, 

i.e., putrescina, cadaverina, histamina y tiramina, en pescado y queso, así como el perfil de estas 

BA en función del tiempo de almacenamiento en pescado. Esto permitiría establecer periodos de 

almacenamiento bajo los cuales el pescado aún puede ser seguro para su consumo, sin posibles 

riesgos para la salud, asociados con niveles de BA altos.  

Los datos sobre la presencia de las BA en pescado y queso podrían brindar información 

sobre la necesidad de establecer regulaciones en Colombia que contemplen la presencia de otras 

BA en pescado y cualquier BA en queso. Esto contribuiría a garantizar una protección más efectiva 

de la salud pública de los colombianos y preservar la calidad de los productos. 
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2. Hipótesis 

Se plantea que un aumento en el periodo de almacenamiento del pescado conducirá a un 

incremento en el contenido total de BA, de forma discernible y cuantificable por UHPLC-Q-

Orbitrap-HRMS. Se espera un incremento mayor en los niveles de histamina en el tiempo con 

respecto a las demás BA. El aumento de la concentración de putrescina y cadaverina se prevé 

durante las primeras etapas de descomposición del pescado, no durante los días iniciales de 

almacenamiento. Aunque los resultados pueden variar de acuerdo con el tipo de matriz y la carga 

bacteriana inicial en el pescado y queso, se espera que para el día cero (día de compra del 

producto), los niveles de histamina estén por debajo del límite permitido en Colombia (100 mg/kg), 

y que las concentraciones del resto de BA cumplan con las normativas o recomendaciones 

internacionales. 

En cuanto a los productos lácteos, se prevé que los niveles de BA sean más elevados en los 

productos con procesos de fermentación más prolongados, los cuales favorecen la síntesis de estas 

aminas. 
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3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo general 

Identificar y cuantificar putrescina, cadaverina, histamina y tiramina en pescado y queso, 

empleando UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS.  

3.2 Objetivos específicos 

• Comparar métodos de extracción para el aislamiento de aminas biogénicas en muestras de 

pescado.  

• Mejorar la sensibilidad del método analítico ajustando el voltaje del capilar y la energía de 

la celda de disociación por colisiones activadas (HCD), en el sistema UHPLC-Q-Orbitrap-

HRMS. 

• Cuantificar por UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS las BA presentes en las muestras de pescado 

durante los días 0, 3, 5, 8 y 10 de almacenamiento. 

• Cuantificar por UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS las BA presentes en muestras de tres tipos de 

queso, inmediatamente después de su adquisición. 
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4. Marco teórico 

 

4.1 Aminas biogénicas 

4.1.1 Definición 

Las BA son bases orgánicas de bajo peso molecular. Su presencia en alimentos se origina 

principalmente a través procesos de descarboxilación de aminoácidos libres (FAA), catalizados 

por enzimas descarboxilasas provenientes de microorganismos, por ejemplo, bacterias             

(Bedia, 2013; Montegiove et al., 2023). Comúnmente, las BA se nombran según su aminoácido 

precursor, así, la histamina es el resultado de la descarboxilación de la histidina, la tiramina 

proviene de la tirosina, la triptamina, del triptófano, etc (de la Torre & Conte, 2018). Sin embargo, 

aminas como la cadaverina y putrescina, se nombran según los procesos de putrefacción y 

descomposición durante los cuales se generan (Hui & Sherkat, 2005). 

4.1.2 Clasificación de aminas biogénicas 

Existen diversos criterios para clasificar aminas; entre ellos, se encuentran su estructura y 

el número de grupos amino presentes.  De acuerdo con su estructura química, estas aminas pueden 

ser alifáticas, e.g., cadaverina, putrescina, espermina, espermidina; aromáticas, cuando un grupo 

amino está directamente unido al anillo aromático, e.g., tiramina, feniletilamina; y heterocíclicas, 

caracterizadas por presentar, al menos, un grupo amino y un anillo compuesto por átomos de 

carbono y uno o más heteroátomos, frecuentemente, oxígeno, fósforo, oxígeno y azufre, e.g., 

histamina, triptamina. En la Figura 1 aparecen aminas biogénicas, clasificadas según su estructura 

química.  
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Según el número de grupos amino, se clasifican como monoaminas, e.g., tiramina, 

feniletilamina; diaminas, e.g., histamina, triptamina, cadaverina, putrescina; y poliaminas, e.g., 

espermina, espermidina (de la Torre & Conte, 2018; Wójcik et al., 2022). 

 

 

4.1.3 Biosíntesis 

La formación de aminas biogénicas requiere la disponibilidad de los aminoácidos 

precursores, la presencia de bacterias que sinteticen enzimas descarboxilasas de aminoácidos y 

condiciones favorables (temperatura, pH) para el desarrollo de los microorganismos y las 

reacciones de descarboxilación. 

Esencialmente, las BA se producen tras la eliminación del grupo alfa carboxilo de los 

aminoácidos precursores, con la ayuda de enzimas descarboxilasas específicas de sustrato. En la 

Figura 2 se ilustra la formación de algunas BA. La conversión de histidina a histamina ocurre en 

presencia de la histidina descarboxilasa; la cadaverina resulta de la conversión de lisina catalizada 

por la lisina descarboxilasa, etc. En la Tabla 1, se listan los precursores de algunas BA, así como 

las enzimas responsables de su conversión y los microorganismos que poseen estos 

biocatalizadores.   

Figura  1.  

Clasificación de aminas biogénicas según su estructura química. 
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Tabla 1  

Aminoácidos precursores de algunas BA y las enzimas encargadas de su conversión. 

 

La especificidad de las enzimas descarboxilasas por sustrato no es elevada, por lo que, si 

el sustrato principal no está presente, estas enzimas pueden emplear aminoácidos estructuralmente 

similares para dar lugar a varias aminas biogénicas. Por ejemplo, la tirosina descarboxilasa puede  

Amina biogénica Precursor Catalizador Bacteria 

Histamina Histidina Histidina 

descarboxilasa 

Photobacterium phosphoreum 

 

Raoultella planticola  

(Kanki et al., 2007) 

 

 

Cadaverina Lisina Lisina 

descarboxilasa 

Escherichia coli (Ma et al., 

2017) 

Streptococcus thermophilus  

(Gezginc et al., 2013) 

 

 

Tiramina Tirosina Tirosina 

descarboxilasa 

Lactobacillus spp. 

 

Enterococcus spp. 

(van Kessel et al., 2019) 

 

 

Triptamina Triptófano Triptófano 

descarboxilasa 

Clostridium spp. 

 

Ruminococcus spp. 

 

Blautia spp. 

 

Lactobacillus spp.  

(Williams et al., 2014) 

 

 

Feniletilamina Fenilalanina Fenilalanina 

descarboxilasa 

Ruminococcus gnavus 

(Sugiyama et al., 2022) 
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catalizar la formación de feniletilamina a partir de la fenilalanina, o la ornitina descarboxilasa 

puede generar cadaverina a partir de la lisina (EFSA, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

4.2 Algunos aspectos toxicológicos 

La histamina, tiramina, cadaverina, putrescina, espermina y espermidina se encuentran en 

el organismo en concentraciones bajas, cumpliendo funciones en procesos de regulación del 

crecimiento celular, expresión de genes, rutas de señalización intracelular y reparación de tejidos 

(Ma et al., 2020). Ibarra et al. (2015) reportaron concentraciones de putrescina, cadaverina, 

espermina y espermidina en orina de individuos sanos, las cuales se presentan en la Tabla 2.  

 

 

Figura  2.  

Formación de histamina, cadaverina y tiramina a partir de sus aminoácidos precursores. 
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Tabla 2.  

Concentración de aminas biogénicas en muestras de orina de individuos sanos.  

Compuesto Concentración promedio, ng/mL ±s, n= 3  Rango, ng/mL 

Putrescina 38 ± 9.1 27.3 - 50.1 

Cadaverina 45 ± 13 21.5 - 61.9 

Espermina 83 ± 6.3 72.1 - 90.1 

Espermidina 19 ± 6.9 9.1 - 27.2 

 
Sin embargo, concentraciones altas de BA en el organismo, superiores a los niveles 

aceptados en alimentos (Véase Tabla 3),  pueden generar afectaciones gastrointestinales, 

migrañas, hipertensión, intoxicación, respuestas alérgicas, entre otras (Medina et al., 2003). 

Algunas poliaminas se han vinculado con el crecimiento de tumores (Quemener et al., 1994).  

Tabla 3.  

Niveles aceptados de histamina, tiramina, putrescina y cadaverina en alimentos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.2.1 Histamina 

La ingestión de niveles altos de histamina (>100 mg/kg) puede producir escombroidosis, 

un tipo de intoxicación frecuentemente vinculada al consumo de pescado de la familia Scombridae 

(atún, caballa), caracterizados por presentar histidina en sus tejidos. Otros alimentos como los 

quesos (gouda, suizo, cheddar, etc), pescados de otras familias (sardina, anchoas), vinos y 

salchichas también pueden producir esta intoxicación (Danquah et al., 2012). Los principales  

Amina biogénica Niveles aceptados, mg/kg 

Histamina 100 (EFSA, 2011) 

Tiramina 100-800 (Önal, 2007) 

Putrescina 140-510 (Rauscher-Gabernig et al., 2012) 

Cadaverina 430-1540 (Rauscher-Gabernig et al., 2012) 
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síntomas de intoxicación son enrojecimiento, taquicardia, hipotensión, palpitaciones, náuseas, 

vómito y diarrea (Hui & Sherkat, 2005). Los efectos tóxicos de la histamina se ven potenciados 

por otras BA, como la putrescina y la cadaverina, las cuales limitan la acción de las enzimas 

responsables de la degradación de la histamina en el intestino (Middlebrooks et al., 2006; Özogul 

& Özogul, 2019). 

La FDA y la Unión Europea (EU) sugieren que los niveles de histamina en pescado no 

deben exceder los 50 mg/kg y 100 mg/kg, respectivamente (EFSA, 2011; FDA, 2024). 

4.2.2 Tiramina 

La tiramina se encuentra en diversas bebidas y alimentos, como pescado, carne, bebidas 

alcohólicas, y, generalmente, es la BA mayoritaria en queso.  Niveles de tiramina altos (> 1080 

mg/kg) en el organismo pueden generar una crisis hipertensiva conocida como “el efecto queso”, 

cuyos síntomas incluyen migraña, hipertensión, sudoración excesiva, contracción muscular, 

alteraciones visuales y disminución del movimiento del tracto gastrointestinal (Hui & Sherkat, 

2005; Özogul & Özogul, 2019; Rodriguez et al., 2014). 

Nout (1994) indica que el rango permitido de tiramina es de 100-800 mg/kg y, 

concentraciones mayores de 1080 mg/kg,  pueden ser tóxicas. 

4.2.3 Putrescina y cadaverina 

4.2.3.1 Efecto tóxico potenciador. La putrescina y la cadaverina se consideran 

potenciadores de la toxicidad de la histamina en el organismo, porque compiten por las mismas 

enzimas catabólicas (diamina oxidasa, DAO), disminuyen la capacidad de degradación de la 

histamina en el organismo y genera su acumulación en el plasma (Pucciarini et al., 2018). 
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Estudios en conejillos de Indias mostraron que, tras la administración a ellos de 150 mg/kg 

de histamina, no se presentó ninguna mortalidad. Sin embargo, tras la adición de cadaverina          

(50 mg/kg) a la dosis de histamina, 33 % de los conejillos murieron, y al aumentar la concentración 

de cadaverina a 75 mg/kg, el 84 % murió (Bjeldanes et al., 1978). 

4.2.3.2 Formación de nitrosaminas. Bajo procesos de calentamiento, la putrescina y la 

cadaverina pueden ciclarse, para dar origen a la pirrolidina y la piperidina, que, al reaccionar con 

sales de nitrito presentes en pescados comúnmente, pueden formar nitrosaminas (Véase           

Figura 3), compuestos ampliamente conocidos por su actividad cancerígena (Al Bulushi et al., 

2009). Actualmente, no existen regulaciones estrictas en cuanto a la dosis máxima de cadaverina 

y putrescina en alimentos, y sólo se reportan estudios en animales (EFSA, 2011). En un estudio de 

pruebas toxicológicas agudas, realizadas con ratas, el nivel sin efecto adverso observable 

(NOAEL) fue de 180 mg//kg para cadaverina y putrescina. Se reportaron niveles de toxicidad oral 

aguda de 2 g/kg en peso corporal para la putrescina y más de 2 g/kg,  para la cadaverina (Til et al., 

1997).  

Figura  3. 

Formación de nitrosaminas a partir de putrescina y cadaverina. 
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4.2.4 Espermidina y espermina 

Poliaminas, como la espermidina y la espermina, están presentes de forma natural en 

animales, plantas y algunas bacterias. Cumplen roles de regulación de la membrana celular, el 

funcionamiento de ácidos nucleicos y la síntesis de proteínas, son esenciales en procesos de      

crecimiento  y  regeneración celular (EFSA, 2011). Sin embargo, se  han  encontrado  

concentraciones altas de estas aminas, en conjunto con la putrescina, en tejidos de crecimiento 

rápido, por lo que frecuentemente son asociadas con el crecimiento y el desarrollo de tumores. Por 

esta razón, el control de las enzimas biosintéticas de estas poliaminas ha sido materia de estudio 

para el desarrollo de drogas antitumorales. Así mismo, alimentos que presenten niveles de estas 

BA altos son prohibidos para pacientes en tratamientos de cáncer (Cipolla et al., 2007; Quemener 

et al., 1994). 

Niveles altos de espermina han sido asociados con la toxicidad hepática, afectaciones en la 

coagulación, presión sanguínea, ritmo cardiaco alto y respiración (Hui & Sherkat, 2005). El 

NOAEL para ratas reportado en la literatura es de 83 mg/kg y 19 mg/kg, en peso corporal, para 

espermidina y espermina, respectivamente; mientras que la dosis letal media (LD50) para ambas 

BA fue de 600 mg/kg, en peso corporal (Til et al., 1997). 

4.2.5 Otras aminas 

La triptamina y la feniletilamina son aminas vasoconstrictoras de venas y arterias, por lo 

que su consumo se vincula con un aumento de la presión sanguínea y ritmo cardiaco, así como con 

dolor de cabeza y migraña (EFSA, 2011). 
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4.2.6 Factores que incrementan la sensibilidad a las aminas biogénicas 

El organismo presenta enzimas encargadas de la degradación de las BA en el cuerpo. Las 

más conocidas son las monoaminooxidasas (MAO), diaminooxidasas (DAO) y poliaminooxidasas 

(PAO) (Medina et al., 2003). Sin embargo, los medicamentos comúnmente empleados para el 

tratamiento del estrés, depresión, ansiedad, enfermedades de Alzheimer y Parkinson, tuberculosis 

y malaria, presentan un efecto inhibidor de las enzimas catabólicas MAO y DAO (Rodriguez et al., 

2014). Entre algunos de los inhibidores de MAO se encuentran la isoniacida (antituberculoso), 

tranilcipromina (antidepresivo), furazolidona (antidiarreico), iproniazida (antidepresivo), 

isocarboxazida (ansiolítico), entre otros (Hui & Sherkat, 2005). El alcohol, por su parte, inhibe la 

actividad de la MAO, al tiempo que incrementa la permeabilidad de la pared intestinal; en conjunto 

con el acetaldehído, promueve e incrementa la toxicidad de las BA (Özogul & Özogul, 2019; 

Pucciarini et al., 2018). 

De esta forma, individuos con alguna de estas condiciones, presentan una mayor 

vulnerabilidad a los efectos de las BA, pues la actividad de las enzimas encargadas de su 

degradación está comprometida en la presencia de los inhibidores mencionados anteriormente. 

Así, si el nivel tóxico de tiramina para un individuo normal es de 100 mg/kg, para aquellas personas 

con tratamiento con inhibidores de MAO es de 60 mg/kg (Rodriguez et al., 2014). 

4.3 Aspectos de calidad en alimentos 

El contenido de las BA se emplea frecuentemente como un marcador de calidad, higiene y 

procesamiento de los alimentos (Danquah et al., 2012).  Los parámetros conocidos como índice 

de calidad química (CQI) y el índice de aminas biogénicas (BAI) se emplean para relacionar la 

concentración de las BA en un alimento y el grado de descomposición o su frescura. 
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4.3.1 Índice de aminas biogénicas 

El índice de aminas biogénicas (BAI) se emplea para evaluar la frescura de alimentos, 

particularmente, carne. Este se describe como la sumatoria de la concentración de histamina (HIS), 

cadaverina (CAD), putrescina (PUT) y tiramina (TYR) (Özogul & Özogul, 2019) (Véase 

Ecuación 1). La Tabla 4 muestra la relación entre el BAI y la calidad de la carne (Triki et al., 

2018). 

𝐵𝐴𝐼 = 𝐻𝐼𝑆 + 𝐶𝐴𝐷 + 𝑃𝑈𝑇 + 𝑇𝑌𝑅                                                    (1) 

Tabla 4.  

Relación entre el BAI y la calidad de la carne. 

BAI, mg/kg Calidad de la carne 

0 BA involucrada no detectada 

< 5 Buena 

5-20 Aceptable 

20-50 Pobre 

> 50 Podrida 

 

 

4.3.2 Índice de calidad 

El índice de calidad (CQI) considera la concentración de HIS, PUT, CAD, espermidina 

(SD) y espermina (SM) (Özogul & Özogul, 2019), según la Ecuación 2. 

𝐶𝑄𝐼 =  
𝐻𝐼𝑆 + 𝑃𝑈𝑇 + 𝐶𝐴𝐷

1 + 𝑆𝐷 + 𝑆𝑀
                                                           (𝟐) 

 

 

 



31 

ANÁLISIS DE AMINAS BIOGÉNICAS EN ALIMENTOS 

 

 

4.4 Técnicas analíticas 

4.4.1 Cromatografía líquida 

La cromatografía líquida (LC) es una técnica analítica empleada para separar los 

componentes de una mezcla, que comúnmente contiene sustancias de alto peso molecular, poco 

volátiles y termoinestables (termolábiles), como proteínas, fármacos, aminoácidos, polisacáridos, 

metabolitos, entre otros (Snyder & Kirkland, 1979). Esta técnica emplea una fase móvil, que 

transporta la muestra a través del sistema, y una fase estacionaria, comúnmente un material sólido 

y poroso en forma de pequeñas partículas o una fina película de líquido que recubre un soporte 

sólido o la pared de la columna cromatográfica. Los componentes en la mezcla se separan como 

resultado de las interacciones específicas y su distribución entre las fases estacionaria y móvil 

(Meyer, 2004). 

4.4.1.1 Cromatografía líquida de alta eficiencia. La cromatografía líquida de alta 

eficiencia (HPLC) se emplea para separar y cuantificar compuestos en una muestra. Esta técnica 

utiliza una columna a través de la cual se pasa la muestra líquida a alta presión, típicamente hasta 

40.000 kPa, presión necesaria para forzar la fase móvil a través de las columnas empaquetadas con 

partículas más pequeñas. Debido a la presión alta y el tamaño de partícula de empaque menor (3-

5 µm), HPLC tiene la resolución y la eficiencia más altas en comparación con las de LC tradicional. 

Como se muestra en la Figura 4, un sistema básico de HPLC consta de una bomba de alta 

presión, un reservorio para la fase móvil, diferentes válvulas, un dispositivo de inyección de 

muestras, la columna y sistemas de detección y de datos (Pitt, 2009). 
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Nota: Adaptado con modificaciones de Analytical Techniques in the Pharmaceutical Sciences, 

[Esquema explicativo], por Hansen, S.H., 2016, (p. 425).(Hansen, 2016)  

 
 

4.4.1.2 Cromatografía líquida de ultra-alta eficiencia. La cromatografía líquida de ultra-

alta eficiencia (UHPLC) es una versión más avanzada y de mayor eficiencia que la HPLC; esta 

opera a presiones significativamente más altas que la HPLC, de hasta 150.000 kPa. UHPLC 

emplea columnas de menores longitudes, diámetro y partícula de empaque; diferentes valores que 

se comparan en la Tabla 5. Los parámetros operacionales de UHPLC permiten lograr una mayor 

eficiencia y resolución en la separación de los componentes de las mezclas, disminuir el tiempo 

de análisis, usando volúmenes de muestra y solvente más pequeños (Hansen, 2016). 

 

Figura  4.  

Componentes básicos de un sistema HPLC. 
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Tabla 5.  

Comparación de algunos parámetros típicos de HPLC y UHPLC. 

Parámetro HPLC UHPLC 

Presión máxima, kPa 40.000 150.000 

Tamaño de partícula de empaque, µm 3-5 ≤ 2  

Diámetro interno de la columna, mm 4.6 ≤ 2.1 

Longitud de la columna, mm 250 ≤ 100 

Flujo, mL/min 1-2 0.2 - 0.7 

 
 

4.4.2 Espectrometría de masas  

La espectrometría de masas (MS) es una técnica que permite la identificación de analitos. 

Las moléculas deben estar previamente ionizadas, para lo cual se emplean técnicas como 

electronebulización (ESI), ionización con electrones (EI), ionización química (CI), entre otras. Los 

iones generados durante la ionización se detectan y se separan en un analizador de masas, según 

su relación masa/carga (m/z).  Existen diferentes modos de ionización y tipos de analizadores de 

masas, lo que da lugar a espectrómetros de masas distintos con combinaciones de estos dos 

procesos diferentes. 

 
4.4.2.1 Cuadrupolo. El cuadrupolo (Q) contiene cuatro varillas metálicas paralelas, sobre 

las cuales se aplica una combinación de corriente constante y variable (radiofrecuencia). El campo 

eléctrico (𝑬̅) y radiofrecuencia (Rf) influyen sobre la trayectoria de los iones que entran al 

cuadrupolo: solo iones con una determinada relación masa-carga (m/z) pasan a través del 

cuadrupolo, hasta alcanzar el sistema de detección, como se ilustra en la Figura 5.  
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Al variar el 𝑬̅ y la Rf se logra la transmisión de haces de iones (m/z) a lo largo del eje de 

las varillas, dando lugar a la construcción de un espectro de masas con base en la medición de 

corrientes iónicas parciales y su integración. Comúnmente los cuadrupolos miden las masas que 

no superan 1000 Da (Shimadzu, s/f). 

 

 

. 

 

 

                                                                                                

 

Nota: Adaptado con modificaciones de Introduction to mass analyzers [Esquema explicativo], por 

Shimadzu, (https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-

basics/fundamental/mass_analyzers.html). 

 
 

4.4.2.2 Orbitrap. El Orbitrap es una trampa de iones que tiene un electrodo en forma de 

huso, un electrodo cilíndrico en el centro de la trampa (electrodo central), que está rodeado por un 

electrodo hiperboloide (electrodo periférico), como se ilustra en la Figura 6. Los iones se inyectan 

a la región entre los dos electrodos, y se aplica un campo eléctrico (𝑬̅), que genera una fuerza para 

que los iones se muevan en una órbita alrededor del electrodo central. La velocidad angular (eje z) 

de los iones alrededor del electrodo central (frecuencia de resonancia) está directamente 

relacionada con su m/z. Y mientras los iones están en movimiento, generan una señal detectada 

por el electrodo periférico, electrodo de espejo. Finalmente, las señales eléctricas se digitalizan 

Figura  5.  

Representación esquemática de un cuadrupolo.  
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 como la intensidad de la señal en función de la m/z en el espectro de masas, usando la transformada 

de Fourier (Creative Proteomics, s/f). 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                           

 

 

Nota: Adaptado con modificaciones de  Q Exactive hybrid quadrupole-orbitrap mass spectrometer 

[Esquema explicativo], por Creative Proteomics, (https://www.creative-

proteomics.com/support/q-exactive-hybrid-quadrupole-orbitrap-mass-spectrometer.htm).  

 
 

4.4.2.3 Q-Orbitrap. El analizador de masas Q-Orbitrap combina dos tecnologías 

avanzadas en espectrometría de masas: un cuadrupolo (Q) y una trampa de iones Orbitrap. Esta 

combinación ofrece una gran versatilidad, confiabilidad y eficiencia en el análisis de muestras 

complejas.  Como se muestra en la Figura 7, esta configuración incluye una interfaz de 

electronebulización, un sistema de lentes, un cuadrupolo, una trampa de iones (C-Trap), una celda 

de disociación por colisión de alta energía (HCD) y un analizador de masas Orbitrap. El flatapolo 

es un arreglo de electrodos que enfoca, acelera, colima y transmite los iones desde la interfaz hasta 

el cuadrupolo (Q), que, en modo de iones seleccionados (SIM), permite la transmisión y filtración 

de iones según su m/z. Los iones ingresan a la C-Trap, donde pueden ser directamente enviados al  

Figura  6.  

Vista esquemática del Orbitrap y ejemplo de trayectoria estable de un ion.  

https://www.creative-proteomics.com/support/q-exactive-hybrid-quadrupole-orbitrap-mass-spectrometer.htm
https://www.creative-proteomics.com/support/q-exactive-hybrid-quadrupole-orbitrap-mass-spectrometer.htm
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Orbitrap, o a la HCD para su fragmentación, y posterior detección en el Orbitrap (Thermo Fisher 

Scientific, 2017).  

Figura  7.  

Esquema del espectrómetro de masas Q-Orbitrap.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Adaptado con modificaciones de Exactive Series Operating Manual [Esquema explicativo], 

por Thermo Fisher Scientific, (https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CMD/manuals/man-

bre0012255-exactive-series-manbre0012255-en.pdf, p. 46. 

 
 

4.5 Interfaz de ionización  

La espectrometría de masas es una técnica analítica que permite obtener información 

cualitativa y cuantitativa sobre los analitos presentes en una muestra. Para que estas especies sean 

detectadas, deben poseer carga, lo que hace esencial la presencia de una fuente de ionización, en 

donde las moléculas se ionizan, adquiriendo cargas positivas o negativas, y se extraen, según la  
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polaridad de lente extractora. Los iones generados se dirigen al analizador de masas, extraídos y 

acelerados por el campo, donde se separan y se detectan en función de su relación masa/carga 

(m/z). 

Entre los métodos de ionización se encuentran la ionización con electrones (EI), la 

ionización con desorción por láser asistida por la matriz (MALDI), el bombardeo con átomos 

acelerados (FAB) y la ionización química (CI). La técnica que se usó en el presente estudio fue la 

ionización por electronebulización (ESI).  

4.5.1 Interfaz de electronebulización con calentamiento 

La electronebulización ocurrida en la interfaz con calentamiento (HESI) es una técnica 

empleada para el análisis químico y bioquímico, debido a su capacidad de transferir los iones 

preformados en solución a la fase gaseosa. Para la electronebulización se usan gases de 

nebulización y de cortina, lo que mejora significativamente la eficiencia del proceso.  

Como interfaz de ionización en espectrometría de masas, HESI supera las limitaciones de 

otros métodos, como la ionización por electrones (EI), particularmente, en el análisis de 

compuestos termolábiles, altamente polares, con masa molecular elevada y volatilidad baja. Esta 

técnica ha ampliado de manera considerable el rango de moléculas que pueden ser ionizadas y 

analizadas (Wilm, 2011). 

En la interfaz HESI, la muestra se disuelve en un eluyente polar y se introduce en el 

analizador de masas a través de un capilar sometido a un alto voltaje (1-10 kV). Este capilar 

convierte la solución en una fina niebla de gotas cargadas eléctricamente en su superficie. Un gas 

auxiliar calentado evapora progresivamente el solvente de las gotas, lo que incrementa la densidad 

de carga eléctrica en su superficie. A medida que el solvente se evapora, esta densidad de carga  
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alcanza un punto crítico conocido como el límite de Rayleigh, momento en el que las gotas se 

fragmentan en otras más pequeñas debido a que la repulsión electrostática supera la tensión 

superficial. Este proceso se repite varias veces, produciendo gotitas extremadamente pequeñas; la 

repulsión electrostática alta expulsa los iones de la gota a la fase gaseosa; permitiendo que los 

iones entren al analizador del espectrómetro de masas (Thermo Fisher Scientific, 2009). 

En la Figura 8, se ilustra el sistema HESI y el proceso de adquisición de datos en modo de 

iones positivos. 
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Nota: Adaptado con modificaciones de  HESI Probe User Manual [Esquema explicativo], por 

Thermo Fisher Scientific, (https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/H-ESI-Probe-

User.pdf, p. 2). 

 

 

 

Figura  8.  

Proceso HESI con la adquisición de datos en modo de iones positivos.  

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/H-ESI-Probe-User.pdf
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/H-ESI-Probe-User.pdf
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4.6 Modos de adquisición de datos 

La combinación de los analizadores de masas cuadrupolo (Q) y Orbitrap, da lugar a 

diferentes modos de adquisición de datos (Véase Figura 10), los cuales le otorgan al sistema, 

versatilidad, sensibilidad y diversas aplicaciones analíticas. 

Para entender cada modo de adquisición, se deben resaltar algunas características de los 

analizadores y del sistema completo. El Q tiene la capacidad de trasmisión de un rango de masas 

amplio o estrecho (m/z), según la combinación de corriente directa y corriente alterna (Rf) 

empleada, puede dejar pasar un amplio rango de iones (e.g., 60-900 Da), pero también puede 

funcionar como un filtro de masas que permite filtrar iones con masa nominal preseleccionada.  

La C-Trap, una trampa de iones captura paquetes de no más de 106 iones, que puede 

direccionar a la celda de colisiones HCD, o directamente al analizador Orbitrap, donde son 

detectados. Si los iones ingresan a la HCD, allí se fragmentarán por colisiones con moléculas de 

nitrógeno, la energía en la celda HCD se puede modificar de 0 a 70 eV, lo que permite aumentar 

la energía cinética de iones y, por ende, su fragmentación. La energía en la celda HCD se escoge 

según la estructura de la molécula y su estabilidad. Moléculas con peso molecular alto o moléculas 

con grado de aromaticidad alto, requieren energías más altas. 

El Orbitrap funciona como analizador y detector. Los iones oscilan y giran alrededor del 

electrodo central, la frecuencia de oscilación (eje z) se relaciona con su relación m/z, que, a través 

de la transformada de Fourier, se convierte en función del tiempo a un espectro de masas. 
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4.6.1 Full scan 

En el modo full scan o barrido completo, el Q transmite iones en un rango amplio de m/z, 

estos se almacenan en la C-Trap hasta acumular un total de un millón de iones, y se dirigen al 

Orbitrap, en donde se detectan y analizan.  

4.6.2 Fragmentación de todos los iones 

La fragmentación de todos los iones (AIF) es un modo de adquisición de datos que permite 

obtener mayor información estructural de los analitos. En este modo, el Q permite el paso de iones 

de rango de m/z amplio; al pasar por “paquetes” de 106 iones por la C-Trap, estos se dirigen a la 

celda de colisiones HCD, en donde los iones colisionan con moléculas de nitrógeno, en un campo 

eléctrico, cuyo potencial varía, promoviendo la fragmentación. Todos los iones, precursores y 

diversos productos, de la celda HCD se dirigen a la C-Trap, de donde se transfieren al Orbitrap, 

para su detección y análisis.  

4.6.3 Step-scan 

 
El modo de adquisición step-scan sigue la misma secuencia que el modo AIF. El cuadrupolo (Q) 

transmite iones en un rango de m/z amplio, los cuales llegan en “paquetes” de iones a la C-Trap, 

y luego se dirigen a la celda de colisiones HCD. Sin embargo, a diferencia del modo AIF, en step-

scan se aplican voltajes específicos de manera escalonada en la celda HCD, permitiendo la 

adquisición de espectros de masas de forma discreta, individual, para cada energía. De este modo, 

se obtiene un espectro individual correspondiente a cada energía de celda HCD, en lugar de una 

mezcla de productos formados a diferentes energías, como ocurre en el modo AIF. La diferencia 

en los espectros de masas generados por AIF y step-scan se ilustra en la Figura 9.  
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4.6.4 Monitoreo de reacciones paralelas 

El monitoreo de reacciones paralelas (PRM), es un modo de adquisición en donde el Q 

funciona como un filtro, que permite seleccionar iones con masa nominal determinada, estos iones 

se acumulan en la C-Trap, y se fragmentan en la HCD, retornan a la C-Trap y se transfieren al 

Orbitrap, para su detección.  

 
4.6.5 Monitoreo de iones seleccionados 

El monitoreo de iones seleccionados (SIM) permite filtrar iones con masas particulares, 

preseleccionadas en el Q. En este modo, se seleccionan independientemente las relaciones m/z que 

se desean trasmitir, estas se filtran en el Q, se almacenan en la C-Trap y, luego, son dirigidas 

directamente al Orbitrap, sin fragmentación en la HCD. 

 

 

 

 

 

Figura  9.  

Espectros de masas obtenidos empleando los modos de adquisición AIF y step-scan. 
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Figura  10.  

Modos de adquisición de datos en el sistema Q-Orbitrap. 
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5. Estado del Arte 

Actualmente, existen diversos métodos de análisis de BA en alimentos, que generalmente, 

consisten en la extracción de las BA, seguida de su derivatización para mejorar propiedades de 

analitos como la volatilidad, absorbancia y fluorescencia, según el detector que se va a emplear. 

La técnica por excelencia para la separación y la detección de aminas es la cromatografía, 

específicamente, HPLC, técnica que se ha establecido como oficial para el análisis de las BA en 

diferentes países (e.g., análisis de pescado en Brasil) (Rodríguez et al., 2014). Se emplean, entre 

otras, las técnicas de separación como la cromatografía de gases (GC), cromatografía de capa fina 

(TLC), electroforesis capilar (CE), acopladas a detectores como MS, arreglo de diodos (DAD), 

espectroscopía ultravioleta-visible (UV-VIS), espectroscopía de fluorescencia, entre otros (Önal, 

2007). 

El análisis de las BA en matrices alimenticias, desde el punto de vista analítico, no es 

sencillo, porque éstas tienen estructuras químicas diferentes (alifáticas, aromáticas, heterocíclicas), 

y se encuentran en concentraciones bajas. Debido a su polaridad alta, las BA son más afines con 

el agua que con los solventes orgánicos, empleados generalmente para su extracción; la ausencia 

o limitación de propiedades fluorescentes o espectroscópicas dificulta también su detección por 

los métodos de espectrofotometría o de fluorescencia. La complejidad de la matriz alimenticia 

también representa un reto analítico, debido a las interferencias, por ejemplo, aminoácidos con 

estructuras similares a los analitos-target (Rodriguez et al., 2014). 
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5.1 Extracción 

La parte más crítica en el análisis de las BA es la preparación de la muestra. Este proceso 

busca aislar las BA con una eficiencia alta de extracción de los analitos-target de la matriz, libre 

de interferencias, que no afecten su separación en la columna cromatográfica. 

Como método extractivo, frecuentemente se emplea la extracción líquido-líquido (LLE) 

utilizando un medio ácido, por ejemplo, ácidos clorhídrico (HCl), metanosulfónico (CH4O3S), 

perclórico (HClO4) y tricloroacético (C2HCl3O2). 

La eficiencia de extracción de las BA empleando estos ácidos ha sido evaluada. Sin 

embargo, se presentan diferencias no comparables entre diferentes tipos de matriz, por ejemplo,   

Ruíz-Capillas et al. (2015) reportaron que el ácido tricloroacético (TCA) al 7.5 % fue preferible 

en la extracción de las BA en pescado; Moret & Conte (1996) indicaron que el ácido clorhídrico 

al 0.1 M fue una buena opción para el análisis de queso, pero no para pescado o carne, debido a 

una turbidez generada en la muestra; los autores señalan que el TCA fue preferible para el análisis 

de pollo, pescado y carne, dada su capacidad de precipitar proteínas. Dadáková et al. (2009) 

señalaron que el ácido perclórico permitió la extracción en una amplia variedad de matrices, pero 

cuando se trataba de análisis de leche y derivados, con el ácido clorhídrico se lograron mejores 

resultados. 

5.2 Derivatización 

Las BA son poco volátiles y no tienen de grupos cromóforos; por ende, para emplear 

detectores espectroscópicos como UV-VIS o de fluorescencia, hay que realizar derivatización, que 

permita modificar sus propiedades, de tal forma que sean sensiblemente detectables. Algunos  
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agentes derivatizantes empleados son cloruro de benzoílo y cloruro de dansilo, para la detección 

por UV-VIS, así como el o-ftalaldehído (OPA) y éster de N-hidroxisuccinimida para la detección 

por fluorescencia. Sin embargo, los derivativos de OPA son muy inestables y los derivativos del 

cloruro de benzoilo presentan tiempos de elución de columna muy largos en el sistema GC (de la 

Torre & Conte, 2018). 

Para disminuir la polaridad y la reactividad de la BA y aumentar su volatilidad, deseable 

para el análisis por GC, se llevan a cabo, reacciones de acilación, sililación y la formación de 

derivados de carbamato (Płotka-Wasylka et al., 2015). 

5.3 Separación y análisis 

La técnica más empleada en la separación de aminas biogénicas en alimentos es HPLC, y 

su acople con el sistema de detección de espectrometría de masas presenta muy buenos resultados. 

La selectividad alta que provee más de un analizador de MS se emplea en la detección de 

aminas biogénicas en alimentos. Mazzotti et al.(2014) reportaron el uso de triple cuadrupolo 

(QqQ) como analizador tándem MS/MS, con ionización por electronebulización con 

calentamiento (HESI), operado en modo positivo, con adquisición de datos, usando monitoreo de 

reacciones múltiples (MRM) para la detección de las BA en su forma derivatizada. 

Zhang et al. (2021) establecieron un método para la determinación de seis BA sin 

derivatización por HPLC-MS/MS, empleando un sistema QqQ en modo MRM, en diferentes 

muestras alimenticias, entre ellas, carnes fermentadas, vegetales, productos a base de soya, 

pescado y licor. 
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Sirocchi et al. (2014) usaron HPLC-MS/MS en modo MRM para detectar diez BA sin 

derivatización. Para cada BA, se empleó la molécula protonada como el ion precursor [M+H]+, y 

la especie generada tras la pérdida de amoniaco [(M+H)-NH3]
+, como producto. Se comparó el 

desempeño del QqQ y de la trampa de iones (IT) en la detección de las aminas; los resultados 

indicaron que el QqQ fue una mejor opción en términos de sensibilidad y selectividad. 

 
Romero et al. (2012) desarrollaron una metodología para la detección de cuatro aminas 

biogénicas y tres aminas volátiles en anchoas, sin derivatización. Se empleó UHPLC-MS/MS, 

usando triple cuadrupolo QqQ. Como ion precursor se escogió el ion pico de base, que, para las 

aminas bajo estudio, correspondía a la molécula protonada [M+H]+, y, como ion para 

cuantificación se usó el ion-producto [(M+H)-NH3]
+. Adicionalmente, se analizaron otros iones-

producto, con fines confirmatorios. 

Jia et al. (2020) analizaron los efectos de las especias sobre el contenido de aminas 

biogénicas en salchichas fermentadas de cordero, empleando HPLC-Q-Orbitrap, usando los 

modos de adquisión de fragmentación MS2 dependiente de los datos (dd-MS2), adquisión variable 

independiente de los datos (vDIA) y adquisión múltiple independiente de los datos (mDIA). 

Con respecto a los avances en la detección de las BA, la espectrometría de masas de alta 

resolución (HRMS), se posiciona como una de las herramientas más apropiadas para el análisis de 

alimentos, porque garantiza la identificación no ambigua y confirmatoria de especies-target. Se 

resaltan la capacidad analítica, la sensibilidad y la selectividad de la espectrometría de masas de 

resonancia ion-ciclotrónica con transformada de Fourier (FTICR), así como analizadores Orbitrap, 

los cuales llegan a tener una resolución de hasta 500.000-1.000.000, y una exactitud de medición 

de masas menor de una Δ ppm (Sentellas et al., 2016). 
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6. Metodología 

6.1. Ensayos preliminares y determinación de las condiciones en el sistema  

6.1.1 Análisis por inyección en flujo 

Los ensayos y análisis por inyección en flujo (FIA) se realizaron, utilizando un sistema       

Q Exactive Plus-Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen, Alemania), equipado con una interfaz de 

electronebulización con calentamiento (HESI-II). Como gas secante y gas nebulizador se empleó 

nitrógeno (pureza > 99 %), generado en un sistema NM32LA (Peak Scientific, Escocia, Reino 

Unido).  

Para el ensayo FIA, se prepararon soluciones estándar de putrescina, cadaverina, histamina 

y tiramina, a una concentración de 10 mg/L, disueltas en una mezcla (50:50 v/v) de formiato de 

amonio 5 mM con 0.1 % v/v de ácido fórmico en agua y metanol. Este análisis tuvo como objetivo 

obtener información preliminar sobre el modo de ionización, los patrones de fragmentación de 

estas especies y las energías a emplear en la celda HCD (Higher-Energy Collision Dissociation) 

para los ensayos con muestras reales. Las condiciones y parámetros instrumentales empleados se 

presentan en la Tabla 6. 
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Tabla 6.  

Condiciones y parámetros instrumentales empleados en el análisis por inyección en flujo (FIA) de 

patrones de BA, a 10 mg/L, en un sistema HESI-Q-Orbitrap-HRMS. 

Parámetro Valor 

Modo de adquisición Full scan y step-scan 

Modo de ionización Iones positivos y negativos 

Voltaje del capilar (ESI) 2.5 kV 

Temperatura del capilar 320 °C 

Temperatura del gas nebulizador 350 °C 

Flujo del gas de secado 40 UA 

Flujo del gas auxiliar 10 UA 

Energía HCD 10, 20, 30, 40 eV 

Rango de m/z 60-900 u 

 

6.1.2 Determinación del voltaje del capilar 

Se prepararon soluciones estándar de putrescina, cadaverina, histamina y tiramina, a una 

concentración de 1 mg/L, en una mezcla (50:50 v/v) de formiato de amonio 5 mM con 0.1 % v/v 

de ácido fórmico en agua y metanol. Estas soluciones se analizaron mediante un sistema UHPLC 

Vanquish™ (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), que cuenta con una unidad de 

desgasificación, una bomba binaria de gradiente, un automuestrador (10 °C) y un compartimento 

de columna termostatado (40 °C). La separación cromatográfica se realizó utilizando una columna 

Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies AT, Santa Clara, CA, EE. UU.). 

El sistema UHPLC se acopló a un espectrómetro de masas Q Exactive Plus-Orbitrap (Thermo 

Scientific, Bremen, Alemania), equipado con una interfaz de electronebulización con 

calentamiento (HESI-II). Durante el análisis, se evaluaron diferentes voltajes de extracción del 

capilar para determinar el valor que proporcionara la intensidad más alta de las BA protonadas y 

sus productos. Las condiciones y parámetros instrumentales empleados se detallan en la Tabla 7. 
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Tabla 7.  

Condiciones y parámetros instrumentales empleados en la determinación del voltaje de extracción 

del capilar en el sistema HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS. 

Parámetro Valor 

Dimensiones de la columna 50 mm × 2.1 mm I.D. × 1.8 μm tamaño de partícula 

Temperatura de la columna 40 °C 

Fase móvil A H2O (0.1 % HCOOH + 5 mM HCOONH4) 

Fase móvil B MeOH (0.1% HCOOH + 5mM HCOONH4) 

Caudal de fase móvil 300 μL/min 

Modo de ionización Iones positivos 

Modo de adquisición Full scan 

Voltaje del capilar (ESI) 1, 2, 3, 4, 5 kV 

Temperatura del capilar 320 °C 

Gas secante y nebulizador Nitrógeno 

Temperatura del gas nebulizador 350 °C 

Volumen de inyección 2 μL 

Rango de m/z 60-900 u 

 

6.1.3 Determinación de la energía en la celda de colisiones 

Se preparó una mezcla de estándares de putrescina, cadaverina, histamina y tiramina, a una 

concentración de 1 mg/L, en una mezcla (50:50 v/v) de formiato de amonio 5 mM con 0.1 % v/v 

de ácido fórmico en agua y metanol. Esta mezcla se analizó por un sistema UHPLC Vanquish™ 

(Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), acoplado a un espectrómetro de masas Q Exactive 

Plus-Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen, Alemania), cuyas especificaciones fueron descritas en 

la Sección 6.1.1. Se evaluaron distintas energías en la celda HCD para determinar las condiciones 

que ofrecieran la intensidad más alta (corriente iónica) de las BA protonadas y sus productos.  Las 

condiciones y parámetros empleados se resumen en la Tabla 8. 
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Tabla 8.  

Condiciones y parámetros instrumentales empleados en la determinación de la energía de colisión 

en la HCD en el sistema HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS. 

Parámetro Valor 

Columna Zorbax Eclipse XDB C18 (AT, CA, Santa Clara, EE. UU.) 

Dimensiones de la columna 50 mm × 2.1 mm I.D. ×1.8 μm tamaño de partícula 

Temperatura de la columna 40 °C 

Fase móvil A H2O (0.1 % HCOOH + 5 mM HCOONH4) 

Fase móvil B MeOH (0.1% HCOOH + 5mM HCOONH4) 

Caudal de la fase móvil 300 μL/min 

Modo de ionización Iones positivos 

Modo de adquisición Monitoreo de reacciones paralelas (PRM) 

Voltaje del capilar (ESI) 2 kV 

Temperatura del capilar 320 °C 

Gas nebulizador y secante Nitrógeno  

Temperatura del gas nebulizador 350 °C 

Energía HCD 10, 15, 20 eV 

Volumen de inyección  2 μL 

 

6.1.4 Determinación del gradiente cromatográfico UHPLC 

Se evaluaron cuatro gradientes cromatográficos en el sistema UHPLC Vanquish™ 

(Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), acoplado a un espectrómetro de masas Q Exactive 

Plus-Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen, Alemania), cuyas especificaciones se describieron 

previamente en la Sección 6.1.1. El análisis de la mezcla de BA (1 mg/L) se llevó a cabo en modo 

de adquisición de corrientes iónicas full scan (HCD = 0 eV), manteniéndose las demás condiciones 

instrumentales presentadas en la Tabla 8. La fase móvil A fue 5 mM de HCOONH4 con 0.1% v/v 

de HCOOH en agua, y la fase móvil B, la misma composición en metanol. Los gradientes 

cromatográficos, detallados en la Tabla 9, se evaluaron para determinar su influencia sobre el  
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tiempo de retención (tR), la forma y la simetría de los picos cromatográficos de cada BA. 

Tabla 9.  

Gradientes empleados en el sistema cromatográfico UHPLC. 

Tiempo, min 
Fase B (5 mM HCOONH4 + 0.1% v/v HCOOH en MeOH), % Gradiente* 

1 2  3 4 

0 0.0 50 75 100 

8 100 10 10 10 

12 100 10 10 10 

13 0.0 50 75 100 

20 0.0 50 75 100 

*Fase A (5 mM HCOONH4 + 0.1% v/v HCOOH en H2O) = 100 - % Fase B  

 

6.1.5 Análisis por cromatografía de gases acoplada de espectrometría de masas 

Soluciones estándar de putrescina, cadaverina, histamina y tiramina se prepararon a una 

concentración de 1000 mg/L, en metanol. Estas soluciones se analizaron por cromatografía de 

gases acoplada a espectrometría de masas (GC/MS) en un sistema GC 6890 con detector selectivo 

de masas Q (MSD 5973, AT, Palo Alto, CA, EE. UU.), con ionización electrónica (EI), a 70 eV. 

Para  la  separación  cromatográfica  se  empleó  una  columna  apolar  DB-5MS  (J&W  Scientific,  

Folsom, CA, EE. UU.) con fase estacionaria de 5%-fenil-poli(metilsiloxano). La programación de 

temperatura del horno inició en 50 °C (5 min) hasta 150 °C (7 min), a 4 °C/min; luego, hasta         

230 °C (por 40 min), a 4 °C/min. Los demás parámetros del sistema GC/MS se detallan en la 

Tabla 10. 
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Tabla 10.  

Condiciones y parámetros instrumentales empleados para el análisis por GC/MS de putrescina, 

cadaverina, histamina y tiramina. 

 

6.2 Determinación del método de extracción  

6.2.1 Dispersión de la matriz en fase solida 

La extracción por dispersión de la matriz en fase sólida (MSPD) se realizó, usando gel de 

sílice C18 en una relación 4:1 con respecto al material estudiado (e.g., atún enlatado). Se pesaron 

2 g de C18 y 0.5 g de atún, los cuales se maceraron durante cinco minutos antes de ser transferidos 

a un cartucho. Posteriormente, la mezcla se compactó y se eluyó con 5 mL de solvente. Se 

emplearon tres solventes diferentes: metanol, acetonitrilo y acetato de etilo. Los extractos se 

concentraron mediante una corriente de nitrógeno. Estos se pesaron y reconstituyeron en 2 mL de 

una mezcla (50:50 v/v) de formiato de amonio 5 mM con 0.1 % v/v de ácido fórmico en agua y 

metanol. La solución se centrifugó a 6000 rpm durante diez minutos, se filtró y se transfirió a un 

frasco de análisis para su inyección al sistema UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS, operado según las 

condiciones descritas en la Tabla 11.  

Parámetros Especificaciones 

Dimensiones de la columna 60 m × 0.25 mm, D.I. × 0.25 μm, df  

Gas de arrastre Helio 

Flujo (constante) 1.0 mL/min 

Volumen de inyección 2 μL 

Modo de inyección Split (5:1) 

Temperatura del inyector  250 °C 

Temperatura de la cámara de ionización 230 °C 

Temperatura del cuadrupolo 150 °C 

Rango de m/z 45-450 u 

Velocidad de adquisición 3.58 scans/s 
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6.2.2 Extracción líquido-sólido  

6.2.2.1 Determinación de aminas biogénicas en atún enlatado. Se pesaron 5 g de atún 

enlatado, comprado en un supermercado local, en un tubo Falcon de 50 mL, se añadieron 12 mL 

de la mezcla (50:50 v/v) de formiato de amonio 5 mM con 0.1 % v/v de ácido fórmico en agua y 

metanol; la mezcla se agitó durante cinco minutos y se centrifugó a 6000 rpm durante diez minutos; 

luego, el sobrenadante se recolectó y se filtró, y se transfirió a un balón de 25 mL y se aforó con 

la mezcla de agua y metanol descrita previamente.  

 
La solución (5 mL) se transfirió a un tubo Falcon de 15 mL, la mezcla se centrifugó a 4000 

rpm durante diez minutos, y se tomó una alícuota de 1 mL del sobrenadante. Esta alícuota se filtró 

y se trasladó a un frasco de análisis para su inyección al sistema HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-

HRMS, cuyas condiciones se especifican en la Tabla 11. 

Tabla 11.  

Parámetros y condiciones operacionales empleados en el sistema HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-

HRMS para el análisis de BA en muestras reales. 

Parámetros Especificaciones 

Columna Zorbax Eclipse XDB C18 (AT, Santa Clara, CA, EE. UU.) 

Dimensiones de la columna 50 mm, 2.1 mm I.D., 1.8 μm tamaño de partícula 

Temperatura de la columna 40 °C 

Fase móvil A H2O (0.1 % HCOOH + 5 mM HCOONH4) 

Fase móvil B MeOH (0.1% HCOOH + 5mM HCOONH4) 

Modo de ionización Iones positivos 

Modo de adquisición Monitoreo de iones seleccionados (SIM) 

Voltaje del capilar (ESI) 2 kV 

Temperatura del capilar 320 °C 

Gas nebulizador y secante Nitrógeno 

Temperatura del gas nebulizador 350 °C 

Volumen de inyección 2 μL 
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6.2.2.2 Determinación de la eficiencia de extracción. Se determinó la eficiencia de la 

extracción líquido-sólido (LSE) utilizando margarina como matriz de blanco. Esta elección se 

realizó porque no se encontró una matriz de pescado o queso libre de trazas de las cuatro BA de 

interés (blanco). 

Para el procedimiento, se empleó margarina comercial, adquirida en un supermercado 

local.  Se pesaron 5 g a temperatura ambiente en un tubo Falcon de 50 mL. Luego, la muestra se 

llevó a un baño de agua caliente hasta su completa fundición. Una vez en estado líquido, se 

enriqueció con las cuatro BA en concentraciones de 100 µg/kg, 200 µg/kg y 500 µg/kg. 

Posteriormente, la mezcla se agitó en un vórtex durante 5 min y se dejó solidificar, primero, a 

temperatura ambiente, y luego en refrigeración a -18 °C durante 12 h. 

Transcurrido este tiempo, las muestras se retiraron de la nevera, y una vez alcanzaron la 

temperatura ambiente, se les realizó la extracción LSE ilustrada en la Figura 11. Luego, se 

analizaron en el sistema HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS, según las condiciones presentadas en 

la Tabla 11. 

6.3 Preparación de las muestras de mojarra y queso  

6.3.1 Obtención de las muestras  

Los productos de mojarra y queso se adquirieron en la plaza de mercado de Bucaramanga, 

donde se encontraban comercializados de manera artesanal sin etiquetado que indique marca, fecha 

de fabricación o número de lote. Esta condición es común en la venta de productos pesqueros y 

lácteos en mercados locales. Las muestras de mojarra se adquirieron en la plaza de mercado de 

Bucaramanga, Santander, y se transportaron inmediatamente al laboratorio, donde se procesaron 

y homogeneizaron. Se tomaron cinco gramos de cada muestra, que se depositaron en tubos Falcon  
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de 50 mL, identificados según los días de almacenamiento planificados (0, 3, 5, 8 y 10 días). 

Posteriormente, las muestras se almacenaron en una nevera marca Indufrial a una temperatura de 

1- 4 °C. Las muestras de queso también se adquirieron en la plaza de mercado de Bucaramanga, 

Santander, y se transportaron de inmediato al laboratorio, donde fueron procesadas y 

homogeneizadas. Se tomaron cinco gramos de cada tipo de queso, que se depositaron en tubos 

Falcon de 50 mL para proceder con su extracción. 

6.3.2 Extracción de las muestras 

 
A los 5 g de muestra en el tubo Falcon se le añadieron 12 mL de una mezcla en proporción 50:50 

de la fase móvil A (5 mM de formiato de amonio con 0.1% de ácido fórmico en agua) y la fase 

móvil B (5 mM de formiato de amonio con 0.1% de ácido fórmico en metanol). La mezcla se agitó 

durante cinco minutos en un agitador de vórtice MX-S (DLAB Scientific, Riverside, CA, EE. UU.), 

luego, se llevó a un baño de ultrasonido Elmasonic S15H (Singen, Alemania) durante 20 min y se 

centrifugó a 6000 rpm durante diez minutos. Posteriormente, el sobrenadante se filtró por gravedad 

y se repitió el proceso de extracción con el residuo sólido restante. Los extractos obtenidos se 

combinaron en un balón aforado de 25 mL, completando el volumen con la mezcla de extracción. 

Finalmente, se tomó una alícuota de la solución en un tubo cónico de 2 mL, se sonicó 

durante cinco minutos, se centrifugó a 6000 rpm durante diez minutos y se filtró en un vial para 

su análisis por UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS, esta solución fue diluida en factores de dilución (FD) 

entre uno y nueve (Véanse Apéndices, Tabla A 5). La metodología de la extracción se ilustra en 

la Figura 11. 
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6.4 Análisis por UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS 

 

El sistema UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS (Thermo Scientific, Vanquish, Germering, 

Alemania) se empleó para el análisis, usando la columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (AT, Santa 

Clara, CA, EE.UU) para la separación cromatográfica de los analitos.  

La ionización de los analitos se realizó en la interfaz de electronebulización con 

calentamiento (HESI-II), usando modo de iones positivos. El monitoreo selectivo de iones (SIM) 

permitió la identificación y la cuantificacion de las BA; los iones empleados para cada BA se 

reportan en la Tabla 12;  los parámetros operacionales del sistema se especificaron en la Tabla 

11, en la Sección 6.2.2.  

Figura  11 .  

Esquema de la metodología empleada para la extracción y análisis de las BA en pescado y queso. 
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Tabla 12.  

Iones empleados para la detección y la cuantificación por HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS de 

putrescina, cadaverina, histamina y tiramina en pescado y queso. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Compuesto Ion precursor [M+H]+, m/z Fragmento [(M+H)-NH3]+, m/z 

Cadaverina 103.12297 86.09642 

Putrescina 89.10732 72.08077 

Histamina 112.08692 95.06037 

Tiramina 138.09134 121.06479 
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7.  Resultados y discusión 

 
7.1 Ensayos preliminares 

7.1.1 Análisis por inyección en flujo  

7.1.1.1 Adquisición en modo full scan. Este ensayo permitió escoger el modo de 

ionización de las BA, confirmando que estas sustancias se detectan exclusivamente en modo de 

ionización de iones positivos. Adicionalmente, se obtuvo información detallada sobre sus 

espectros de masas. Al utilizar una interfaz de electronebulización con calentamiento (HESI-II), 

que es un método de ionización suave, y operar en modo de adquisición full scan, se esperaba 

detectar principalmente moléculas protonadas [M+H]+ y aductos, sin una fragmentación 

significativa. Sin embargo, en los espectros de masas de las BA bajo estudio se observó la 

predominancia de un fragmento característico atribuido a la pérdida de una molécula de amoníaco 

(-NH3). En particular, en los espectros de masas de la putrescina, cadaverina y tiramina (Figuras 

12-14), predominaron estos fragmentos [(M+H)−NH3]
+ sobre las moléculas protonadas [M+H]+.  

Este comportamiento se debe al peso molecular bajo y estructura de estas especies, que, a las 

temperaturas operativas altas del sistema, presentan procesos de desaminación.  

 
En este estudio, los criterios de identificación incluyeron la masa exacta de las sustancias, 

con un valor de Δppm aceptable, junto con su composición elemental, la relación isotópica y el 

patrón de fragmentación, el cual debía concordar con la estructura y la fórmula elemental. Los 

espectros de masas obtenidos en modo full scan para cada una de las aminas biogénicas se 

presentan en las Figuras 12-15, mientras que la información correspondiente a su patrón isotópico 

se detalla en la Tabla 13.
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Figura  12.  

Espectro de masas de la putrescina obtenido por FIA-HESI-Q-Orbitrap-HRMS en modo de adquisición de corrientes iónicas full scan. 
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Figura  13.  

Espectro de masas de la cadaverina obtenido por FIA-HESI-Q-Orbitrap-HRMS en modo de adquisición de corrientes iónicas full scan. 
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Figura  14.  

Espectro de masas de la tiramina obtenido por FIA-HESI-Q-Orbitrap-HRMS en modo de adquisición de corrientes iónicas full scan.  
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Figura  15.  

Espectro de masas de la histamina obtenido por FIA-HESI-Q-Orbitrap-HRMS en modo de adquisición de corrientes iónicas full scan. 
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Tabla 13.  

Relaciones isotópicas determinadas para la putrescina, cadaverina, histamina y tiramina, por FIA-HESI-Q-Orbitrap-HRMS en modo 

de adquisición de corrientes iónicas full scan.  

Compuesto Ion Fórmula 
Intensidad, 

cuentas 

m/z  Relación isotópica, % Exactitud, 

Δppm 
Experimental Teórica Experimental Teórica 

Putrescina 

[M+H]+ 
C4 H13 N2 7011135.5 89.10759 89.10732 100 100 3.03 

C3 13C H13 N2 295139.1 90.11093 90.11068 4.21 4.33 2.80 

[(M+H)-NH3]+ 
C4 H10 N 19207314 72.08117 72.08078 100 100 5.53 

C3 13C H10 N 831174.4 73.08451 73.08413 4.33 4.33 5.21 

Cadaverina 

[M+H]+ 
C5 H15 N2 7281005 103.12318 103.12297 100 100 1.96 

C4 
13C H15 N2 383596 104.12648 104.12633 5.27 5.40 1.49 

[(M+H)-NH3]+ 
C5 H12 N  12762317 86.09675 86.09642 100 100 3.86 

C4 
13C H12 N  657847.9 87.10009 87.09978 5.15 5.40 3.64 

Histamina 

[M+H]+ 

C5 H10 N3  157104944 112.08702 112.08692 100 100 0.85 

C5 H10 N2 15N  1724746.3 113.08402 113.08396 1.10 1.09 0.54 

C4 13C H10 N3  8941142 113.09025 113.09028 5.69 5.40 -0.25 

C3 13C2 H10 N3  186366.9 114.09352 114.09363 0.12 0.12 -1.02 

[(M+H)-NH3]+ 
C5 H7 N2  10436228 95.06064 95.06037 100 100 2.81 

C4 13C H7 N2  523237.8 96.06392 96.06372 5.01 5.40 2.02 

Tiramina 

[M+H]+ 
C8 H12 O N 2325729.8 138.09083 138.09134 100 100 -3.61 

C7 13C H12 O N 208516.9 139.09415 139.09469 8.96 8.65 -3.89 

[(M+H)-NH3]+ 

C8 H9 O  29422696 121.06442 121.06479 100 100 -3.10 

C7 13C H9 O  2539969 122.06756 122.06815 8.63 8.65 -4.71 

C8 H9 18O  53485.8 123.06854 123.06903 0.18 0.2 -4.07 

C6 13C2 H9 O  87939.1 123.07093 123.0715 0.30 0.33 -4.67 
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En modo de adquisición de corrientes iónicas full scan, se observó que el fragmento 

[(M+H)-NH3]
+ fue pico de base en el espectro de masas de la putrescina, la cadaverina y la 

tiramina. Este comportamiento se atribuyó a la temperatura alta en la interfaz HESI, suficiente 

para inducir la desaminación de estas especies. Por el contrario, en el espectro de masas de la 

histamina se detectó un perfil de fragmentación distinto, y el pico de base correspondió a la 

molécula protonada [M+H]+.  

Esta diferencia puede explicarse desde una perspectiva estructural, debido a la presencia 

del anillo imidazol en la histamina. Este anillo se estabiliza mediante resonancia, a través de la 

deslocalización de la carga positiva en los átomos de nitrógeno, lo que confiere una mayor 

estabilidad del ion [M+H]+ y su resistencia a la fragmentación; las demás moléculas, como la 

putrescina y la cadaverina, son diaminas alifáticas que carecen de esta posibilidad de 

estabilización, ya que no presentan estructuras aromáticas ni heterocíclicas. Algunos autores 

sugieren que, tras la pérdida de amoníaco (favorecida por las temperaturas altas en el sistema), la 

putrescina y la cadaverina pueden ciclarse para formar pirrolidina y piperidina protonadas, 

respectivamente (Al Bulushi et al., 2009; Poupin et al., 1999), estructuras cíclicas más estables en 

comparación con el fragmento [(M+H)-NH3]
+ en su forma lineal.   

En el caso de la tiramina, al igual que en los espectros de masas de la putrescina y la 

cadaverina, se observa una predominancia del fragmento [(M+H)-NH3]
+ sobre el ion [M+H]+. Sin 

embargo, no se encontraron estudios que describan los posibles reordenamientos estructurales de 

esta molécula tras la pérdida de amoniaco.  Se sugiere que la estructura aromática de la tiramina, 

junto con la presencia del grupo hidroxilo en el anillo, podría favorecer a una redistribución 

electrónica, estabilizando el ion resultante y aumentando su abundancia en el espectro de masas.  
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7.1.1.2 Variación de la energía de la HCD en modo de adquisición step-scan. Al variar 

la energía en la celda de colisiones activadas (10, 20, 30, 40 eV) y usando el modo de adquisición 

de corrientes iónicas step-scan, se observó que energías mayores de 20 eV son demasiado altas 

para la fragmentación de estas moléculas de bajo peso molecular. Al emplear valores superiores a 

20 eV en la HCD, se extingue la señal de la molécula protonada [M+H]+, y solo se observa el 

fragmento [(M+H)-NH3]
+ (Figuras 16-19). Con base en estos resultados, se escogieron los valores 

de 0, 10, 15, 20 eV para evaluar en etapas posteriores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura  16.  

Espectros de masas de la putrescina, obtenidos por FIA-HESI-Q-Orbitrap-HRMS en modos  

de adquisición de corrientes iónicas full scan (HCD = 0 eV) y step-scan (HCD = 10, 20, 30 eV). 
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Figura  17.  

Espectros de masas de la cadaverina, obtenidos por FIA-HESI-Q-Orbitrap-HRMS en modos 

 de adquisición de corrientes iónicas full scan (HCD = 0 eV) y step-scan (HCD = 10, 20, 30 eV). 
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Figura  18.  

Espectros de masas de la histamina, obtenidos por FIA-HESI-Q-Orbitrap-HRMS en modos 

 de adquisición de corrientes iónicas full scan (HCD = 0 eV) y step-scan (HCD = 10, 20, 30 eV). 
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7.1.2 Determinación del voltaje del capilar 

Se evaluó el efecto del voltaje del capilar (1, 2, 3, 4 y 5 kV) sobre la relación de intensidades 

entre la molécula protonada [M+H]+ y el fragmento [(M+H)-NH3]
+. Se determinó el voltaje que 

maximiza dicha relación. Las intensidades correspondientes de cada ion en función del voltaje del 

capilar se presentan en la Tabla 14 y se ilustran en la Figura 20. 

 

Figura  19. 

 Espectros de masas de la tiramina, obtenidos por FIA-HESI-Q-Orbitrap-HRMS en modos 

 de adquisición de corrientes iónicas full scan (HCD = 0 eV) y step-scan (HCD = 10, 20, 30 eV). 
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Tabla 14. 

 Áreas cromatográficas de las moléculas protonadas [M + H] + y sus fragmentos [(M+H) - NH3]
 + para cuatro BA, obtenidas por HESI-

UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS en modo de adquisición de corrientes iónicas full scan, empleando diferentes voltajes de capilar. 

 

 

Compuesto Ion 

Intensidad, cuentas·106 ± s, n = 2 

Voltaje del capilar, kV 

1 2 3 4 5 

Putrescina 
[M + H] + 2.30 ± 0.04 3.02 ± 0.08 3.49 ± 0.06 4.06 ± 0.08 4.48 ± 0.08 

[(M+H) - NH3]
 + 30.6 ± 0.29 40.3 ± 0.43 49.5 ± 0.58 58.6 ± 0.55 66.6 ± 0.48 

Cadaverina 
[M + H] + 2.25 ± 0.01 2.92 ± 0.05 3.38 ± 0.05 4.02 ± 0.04 4.53 ± 0.07 

[(M+H) - NH3]
 + 12.07 ± 0.01 16.2 ± 0.63 19.7 ± 0.63 23.4 ± 0.23 26.7 ± 0.29 

Histamina 
[M + H] + 72 ± 1.1 74.7 ± 0.12 83 ± 1.1 102 ± 1.0 113 ± 1.2 

[(M+H) - NH3]
 + 13.9 ± 0.2 14.45 ± 0.09 16.8 ± 0.21 21.5 ± 0.26 23.5 ± 0.27 

Tiramina 
[M + H] + 7.3 ± 0.17 8.7 ± 0.13 9.9 ± 0.13 12.8 ± 0.14 14.9 ± 0.15 

[(M+H) - NH3]
 + 117 ± 1.8 137.3 ± 0.91 160 ± 1.2 217 ± 2.0 255.6 ± 0.83 
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En la Figura 20 se observa que la intensidad de los iones aumentó con el incremento del 

voltaje del capilar, más pronunciadamente para la molécula protonada [M+H]+ que para el 

fragmento [(M+H)-NH3]
+. 

En el modo de adquisición full scan, sin disociación activada en la HCD, se evidenció que 

el fragmento [(M+H)-NH3]
+ de putrescina, cadaverina y tiramina fue más abundante que su  

Figura  20.  

Intensidad de los iones [M+H]+ y [(M+H)-NH3]
+ en los espectros de masas obtenidos por HESI-

UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS de las BA bajo estudio, en función del voltaje del capilar. 
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respectiva molécula protonada [M+H]+. En el caso de la histamina, se observó la tendencia inversa, 

cuando predominó la molécula protonada [M+H]+ sobre su fragmento [(M+H)-NH3]
+. 

Las BA estudiadas son moléculas pequeñas, con masas moleculares inferiores a 140 Da, y 

las temperaturas altas del capilar y del gas auxiliar (320 °C y 350 °C, respectivamente) favorecen 

su descomposición y ruptura de enlaces, lo que explica la predominancia del fragmento                 

[(M+H)-NH3]
+ en tres de las cuatro BA analizadas. 

Debido a su predominancia, el fragmento [(M+H)-NH3]
+ se utilizó como ion para 

cuantificar putrescina, cadaverina y tiramina, mientras que la molécula protonada [M + H]+ se 

seleccionó como ion cualitativo. En el caso de la histamina, se empleó la molécula protonada como 

ion para cuantificar y el fragmento, como ion cualitativo. 

Por lo tanto, fue importante seleccionar el voltaje del capilar que permitiera obtener la 

mejor relación de intensidades entre la molécula protonada (I[M+H]) y el fragmento (I[M+H-NH3]), 

usando la Ecuación 3. Los resultados numéricos se presentan en la Tabla A 1 (Véanse Apéndices) 

y se ilustran gráficamente en la Figura 21. La relación de las intensidades obtenida, usando la 

Ecuación 4 aparece en la Tabla A 2 (Véanse Apéndices).  

𝐼[𝑀+𝐻−𝑁𝐻3]+

𝐼[𝑀+𝐻−𝑁𝐻3]+ + 𝐼[𝑀+𝐻]+
                                                                 (𝟑) 

𝐼[𝑀+𝐻]+

𝐼[𝑀+𝐻−𝑁𝐻3]+ + 𝐼[𝑀+𝐻]+
                                                                 (𝟒) 

Donde: 

𝐼[𝑀+𝐻−𝑁𝐻3]+ = intensidad del fragmento, cuentas  

𝐼[𝑀+𝐻]+          = intensidad de la molécula protonada (precursor), cuentas 
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La mejor relación, según la Ecuación 3, entre la molécula protonada [M+H]+ y el 

fragmento [(M+H)-NH3]
+ se asocia con valores más bajos, ya que el valor más bajo indica que la 

intensidad de la especie protonada 𝐼[𝑀+𝐻]+  fue mayor en comparación con los valores obtenidos a 

otros voltajes, dado que esta especie protonada está en el numerador del cociente de la relación.  

Figura  21. 

 Relación entre las intensidades de iones de las moléculas protonadas [M+H]+ y sus fragmentos 

[(M+H)-NH3]
+, a diferentes voltajes (Véase la Ecuación 3), en los espectros de masas obtenidos 

por HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS de las BA estudiadas.  
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Y, fue especialmente relevante aumentar la intensidad de la especie protonada [M+H]+, ya 

que, para tres de las cuatro aminas (putrescina, cadaverina y tiramina), la intensidad de este ion 

fue relativamente baja con respecto a su fragmento [(M+H)-NH3]
+. Como se observa en la      

Figura 21, la mejor relación para putrescina, histamina y tiramina se obtuvo con un voltaje del 

capilar de 2 kV. En el caso de la cadaverina, aunque la relación mejoró ligeramente a 1 kV, la 

diferencia con los resultados a 2 kV no fue significativa (0.002 UA), por lo tanto, se escogió el 2 

kV como voltaje de extracción para los siguientes ensayos.  

7.1.3 Determinación de la energía en la celda HCD 

Para evaluar las abundancias y relaciones de iones en los espectros de masas en función de 

la energía de la celda de colisiones activadas (HCD), se realizó un análisis de espectros adquiridos 

en modo PRM. Se filtró en el cuadrupolo la masa m/z correspondiente a la BA protonada, usando 

el voltaje de capilar previamente determinado, i.e., 2 kV. El análisis inició con el valor mínimo 

permitido por el sistema (10 eV), y tomando en cuenta los resultados del análisis por inyección en 

flujo (FIA), donde se observó que energías superiores a 20 eV extinguen la señal de la molécula 

protonada, se seleccionaron tres energías de colisión para la HCD: 10, 15 y 20 eV. En la Tabla 15 

se muestran las intensidades iónicas de las moléculas protonadas [M+H]+ y sus productos [(M+H)-

NH3]
+ de las BA, para cada energía de HCD evaluado. 
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Tabla 15.  

Corrientes iónicas de moléculas protonadas [M+H]+ y fragmentos [(M+H)-NH3]
+ en los 

espectros de masas de cuatro BA, obtenidas por HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS en modo de 

adquisición PRM, a diferentes energías de HCD (10, 15, 20 eV) y un voltaje de capilar de 2 kV. 

 

 
 

Para putrescina, cadaverina y tiramina, se observó que, incluso la energía mínima en la 

HCD (10 eV), fue demasiado alta y provocó que todas las moléculas protonadas [M+H]+ que 

ingresaron a la celda se fragmentaran, lo que impidió el registro de la señal de molécula protonada, 

con excepción a la histamina, en cuyo espectro de masas sí se conservó la señal correspondiente a 

su molécula protonada [M+H]+.  

La ionización por electronebulización es una ionización suave, los espectros de masas 

obtenidos generalmente proporcionan poca información estructural sobre los analitos. Por esta 

razón, se utilizan modos de activación de iones que inducen fragmentación de las moléculas 

protonadas o deprotonadas, usando la HCD, en diferentes modos de adquisición de corrientes 

iónicas, como AIF, step-scan, PRM, que permiten obtener los fragmentos y, en consecuencia, la 

información adicional sobre las estructuras de los analitos.  

 

Compuesto Ion 

Área del pico cromatográfico, cuentas ∙ 106 ± s, n = 2 

Energía de HCD, eV 

10 15 20 

Putrescina 
[M + H] + N. D.  N. D.  N. D.  

[(M+H) - NH3]
 + 0.32 ± 0.02 0.29 ± 0.01 0.30 ± 0.03 

Cadaverina 
[M + H] + N. D.  N. D.  N. D.  

[(M+H) - NH3]
 + 0.50 ± 0.02 0.46 ± 0.04 0.51 ± 0.01 

Histamina 
[M + H] + 10.5 ± 0.79 10.98 ± 0.01 10.93 ± 0.01 

[(M+H) - NH3]
 + 37 ± 4.30 38 ± 3.91 38 ± 5.44 

Tiramina 
[M + H] + N. D.  N. D.  N. D.  

[(M+H) - NH3]
 + 1.65 ± 0.01 1.69 ± 0.04 1.77 ± 0.01 
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El objetivo inicial de estos ensayos consistió en ampliar la información estructural 

mediante la generación y detección de fragmentos. La fragmentación inducida por HCD, en teoría, 

debería aumentar la intensidad de los fragmentos respecto a la observada en el modo full scan sin 

activación de iones [M+H]+. Sin embargo, este comportamiento no se observó para este grupo de 

moléculas. En la Tabla A 3 (Véanse Apéndices) se presenta la comparación entre la intensidad 

del fragmento [(M+H)-NH₃]⁺, medido usando el modo full scan, y su intensidad al inducir 

fragmentación mediante HCD a 10, 15 y 20 eV, utilizando el modo de adquisición PRM. En la 

Figura 22 esta comparación se aprecia gráficamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  22.  

Intensidad de los fragmentos [(M+H) -NH3]
+ en los espectros MS de las BA estudiadas, obtenidos 

por HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS en modos de adquisición full scan (HCD = 0 eV) y PRM 

(HCD = 10, 15, 20 eV) (n = 2). 
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Se observa que, para putrescina, cadaverina y tiramina, la intensidad del fragmento 

[(M+H)-NH3]
+ fue más alta para el modo de adquisición full scan (HCD = 0 eV) en comparación 

con el de PRM (HCD = 10, 15, 20 eV). Este resultado fue coherente con los espectros de masas 

de estas BA. En PRM, el cuadrupolo filtra inicialmente la masa nominal correspondiente a la 

molécula protonada [M+H]⁺, sin embargo, para estas aminas, este ion no es abundante, lo que 

limita desde el inicio la cantidad de fragmentos que se obtendrán. Además, de los iones 

seleccionados, no sólo se generan los fragmentos de interés, como [(M+H)-NH₃]⁺, sino también 

otros fragmentos, que, en el caso de moléculas como la putrescina o cadaverina, tienen masas 

menores que las del rango de masas evaluado (60-900 m/z). 

A medida que se incrementa el voltaje en la cámara HCD, aumenta la probabilidad de 

obtener otros fragmentos, lo que reduce la intensidad del ion deseado [(M+H)-NH3]
+. Por esta 

razón, el modo PRM no aporta muchas ventajas para la detección y cuantificación de estas tres 

aminas biogénicas (BA), como se puede apreciar en la Figura 22. 

La histamina exhibe un comportamiento diferente: la intensidad del fragmento                   

[(M+H)-NH₃]⁺ aumenta en el espectro MS adquirido en el modo PRM, alcanzando el mayor valor 

con una energía de HCD de 15 eV. A diferencia de las otras BA, la histamina presenta el ion 

[M+H]⁺ abundante, su fragmentación inducida en HCD, también produce fragmentos abundantes 

y, por consiguiente, aumenta el área cromatográfica, lo cual mejora su detección y cuantificación.  

Dado que la fragmentación en la celda HCD, usando el modo de adquisición PRM solo 

beneficia la detección de la histamina, pero afecta negativamente la detección de la putrescina, 

cadaverina y tiramina, se optó por no inducir la fragmentación en la HCD, y en su lugar, emplear 

el modo de adquisición SIM, el cual permite filtrar la m/z correspondiente a cada amina protonada  
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[M+H] y a sus fragmentos [(M+H)-NH₃]⁺, los cuales también se generan en la interfaz HESI, sin 

necesidad de inducir la fragmentación en la celda HCD.  

7.1.4 Gradientes de la fase móvil en cromatografía líquida de ultra-alta eficiencia 

 

Se ensayaron cuatro gradientes de la fase móvil de UHPLC, descritos en la Tabla 9 de la 

Sección 6.1.1 de la Metodología, y se evaluaron sus efectos sobre el tiempo de retención (tR), la 

resolución (RS), la forma y la simetría de los picos cromatográficos. La corriente iónica extraída 

para cada BA utilizando los gradientes 1, 2, 3 y 4 se presentan en las Figuras 23-26. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  23.  

Corrientes iónicas extraídas (EIC) del ion [(M+H)-NH3]
+ de la putrescina empleando los 

diferentes gradientes de UHPLC G1, G2, G3 y G4.  
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Figura  24.  

Corrientes iónicas extraídas (EIC) del ion [(M+H)-NH3]
+ de la cadaverina empleando los 

diferentes gradientes de UHPLC G1, G2, G3 y G4. 
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Figura  25.  

Corrientes iónicas extraídas (EIC) del ion [M+H]+ de la histamina empleando los diferentes 

gradientes de UHPLC G1, G2, G3 y G4. 
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Se evaluó el efecto del gradiente sobre la forma y la simetría del pico cromatográfico. Los 

resultados mostraron que un aumento en la cantidad inicial de fase orgánica en el gradiente genera 

el ensanchamiento de los picos cromatográficos. En la Tabla A 4 (Véanse Apéndices) se presentan 

los valores de W₀.₅ para los picos cromatográficos de cada BA utilizando los cuatro gradientes. La 

Figura 27 ilustra gráficamente este efecto, donde se observa que el gradiente 4 (G4), el cual inició 

con un 100 % de fase orgánica, incrementó de manera pronunciada la anchura de los picos  

Figura  26.  

Corrientes iónicas extraídas (EIC) del ion [(M+H)-NH3]
+ de la tiramina empleando los diferentes 

gradientes de UHPLC G1, G2, G3 y G4. 
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cromatográficos de putrescina, cadaverina e histamina, por lo que, el gradiente 4 se descartó por 

completo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  27.  

Efecto de diferentes gradientes de UHPLC (G1, G2, G3, G4) sobre la anchura a la mitad de la 

altura del pico cromatográfico (W0.5) de la putrescina, cadaverina, histamina y tiramina.  
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En contraste, el gradiente 1 (G1), que inició con 0% de la fase orgánica B y 100% de la 

fase acuosa A, generó los picos con el menor valor de W0.5 para todas las BA. Esto indica que las 

BA bajo estudio presentan mayor afinidad por la fase acuosa que por la fase orgánica, lo que 

favorece su elución de la columna y reduce la dispersión de los picos cromatográficos. Valores 

más bajos de W0.5. están asociados con una eficiencia de separación mayor. 

Otros parámetros como la resolución (Rs) y los factores de coleo (Tf) y de simetría (As), se 

calcularon para los picos cromatográficos de las BA bajo estudio según las Ecuaciones 5-7.  

𝑅𝑠 =  
2 ∙ (𝑡𝑅2 − 𝑡𝑅1)

(𝑊𝑏1 + 𝑊𝑏2)
                                                              (𝟓) 

 

Donde: 

tR1 y tR2        =  Tiempos de retención de los dos compuestos (con tR2  >  tR1) 

Wb1  y W b2   =  Anchos de los picos sobre la línea base 

 

𝑇𝑓 =  
𝑊0.05

2𝑓
                                                                         (𝟔) 

Donde: 

W0.05   =  ancho del pico al 5% de la altura  

f          =  distancia desde el máximo del pico hasta el borde inicial del pico 

 

𝐴𝑠 =  
𝐵

𝐴
                                                                         (𝟕) 

Donde:  

A   =  distancia desde el máximo del pico hasta el inicio del pico (al 10% de la altura del pico). 

B   =  distancia desde el máximo del pico hasta el final del pico (al 10% de la altura del pico) 

(Azim et al., 2015).  
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En la Tabla 16 se muestran estos parámetros para los picos cromatográficos de cuatro BA, 

empleando tres gradientes diferentes. El cromatograma de la mezcla de las BA cuando se 

emplearon diferentes gradientes se presenta en la Figura A 1 (Véanse Apéndices). 

En la Figura 28 se comparan los factores de coleo (Tf) y de simetría (As) de los picos 

cromatográficos para cada BA, cuando se emplearon los gradientes G1, G2 y G3.  

Figura  28.  

Factor de coleo (Tf) y factor de simetría (As) para los picos cromatográficos de putrescina, 

cadaverina, histamina y tiramina, empleando tres gradientes diferentes de UHPLC. 
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Tabla 16.  

Valores de tiempo de retención (tR), resolución (Rs), factor de coleo (Tf) y factor de simetría (As) de la putrescina, cadaverina, histamina 

y tiramina empleando tres gradientes diferentes de la fase móvil (G1, G2, G3), en el análisis por UHPLC.  

 

Compuesto 
Gradiente 1 Gradiente 2 Gradiente 3 

tR, min Rs Tf As tR, min Rs Tf As tR, min Rs Tf As 

Putrescina 0.90 0.01 1.75 1.88 0.85 0.01 2.93 2.50 1.05 0.04 2.76 4.60 

Cadaverina 0.92 0.01 2.41 2.67 0.81 0.01 3.08 2.33 0.89 0.04 3.92 4.38 

Histamina 0.94 0.01 1.82 2.00 0.93 0.03 2.58 2.25 1.70 0.14 2.50 2.91 

Cadaverina 2.18 0.73 1.13 1.05 0.83 0.01 2.00 1.83 0.81 0.03 1.96 1.82 
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El gradiente 1 permitió obtener los valores de As más cercanos a 1 y presentó los valores 

más bajos de Tf en comparación con los obtenidos para los demás gradientes. Los picos obtenidos 

con el gradiente 1 presentaron, de manera general, los valores de W₀.₅, As y Tf más bajos                 

(Véanse Tabla 16 y Figura 28). Esto favorece el uso del gradiente 1 para los análisis posteriores.  

 
En contraste, el gradiente 2 afecta negativamente la separación de los compuestos, ya que 

las cuatro aminas eluyeron prácticamente al mismo tiempo. Sin embargo, no se observó un 

ensanchamiento excesivo de los picos en comparación con lo observado para los gradientes 3 y 4, 

y presentó, para la mayoría de las aminas, los segundos mejores valores de As y Tf. Con el 

gradiente 3 se observó un ensanchamiento notable de los picos, especialmente, de la putrescina y 

la histamina, los valores de Tf fueron altos y los factores de asimetría (As) considerablemente 

alejados de uno. 

En conclusión, usando el gradiente 1 se lograron los mejores valores de Tf, AS y W0.5 para 

los picos cromatográficos de las BA estudiadas en comparación con los demás gradientes, por lo 

que éste se seleccionó para los ensayos posteriores. Aunque no se logró la resolución muy alta y 

la separación sobre la línea base de los compuestos, el sistema UHPLC-Q-Orbitrap permitió 

superar esta limitación. Dado que cada ion [M+H]+ y [(M+H)-NH3]
+ de las BA tiene una masa 

única, se extrajo la corriente iónica específica asociada a cada m/z. Esto permitió obtener un pico 

cromatográfico individual para cada BA; este procedimiento representó una ventaja analítica 

clave, y permitió la identificación y la cuantificación de los compuestos incluso en condiciones de 

resolución cromatográfica baja. 
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7.1.5 Análisis por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas 

Fue interesante comparar el análisis de las BA, utilizando dos técnicas cromatográficas, 

por lo que se usó también la técnica GC/MS. La Figura 29 muestra el cromatograma de los 

estándares de BA, a una concentración de 1000 mg/L, obtenido en una columna apolar DB-5MS 

(60 m × 0.25 mm D.I × 0.25 μm df).     

 

 
 
 

Figura  29.  

Cromatograma de los patrones de putrescina, cadaverina, histamina y tiramina (1000 mg/L), 

obtenidos por GC/MS, en columna apolar DB-5MS (60 m × 0.25 mm × 0.25 μm). 
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Se calculó el factor de respuesta (Rf) para cada BA, de acuerdo con la Ecuación 8.  

𝑅𝑓 =
𝐴𝑥

𝐶𝑥
                                                                        (𝟖) 

Donde: 

Ax   =  Área del pico cromatográfico del analito 

Cx    =  Concentración del analito 

 
 

 Se calculó un Rf con respecto al Rf de la tiramina, que tenía la respuesta más alta de las 

BA bajo estudio, para representar de forma más clara la diferencia entre estos valores. La                 

Tabla 17 presenta estos datos, así como la información correspondiente a cada pico 

cromatográfico registrado por GC/MS.   

Tabla 17.  

Información de los picos cromatográficos, obtenidos por GC/MS, basada en la Figura 29.  

* Rf relativo al Rf de la tiramina, que presentó la respuesta más alta de las BA estudiadas.  

Aunque las cuatro BA se encontraban a la misma concentración, 1000 mg/L, se observaron 

diferencias en la intensidad de los picos cromatográficos. La putrescina presentó la intensidad más 

baja, mientras que la tiramina mostró la más alta (Véase Tabla 17). Esta diferencia podría deberse 

a procesos de descomposición térmica en el puerto de inyección, a 250 °C, ya que estas moléculas 

pequeñas y de bajo peso molecular pueden desaminarse a temperaturas altas. Sin embargo, no se 

dispone de datos específicos en la literatura sobre las temperaturas de descomposición de las BA 

estudiadas. 

Pico Nº 

Fig. 29 
Compuesto Fórmula tR, min 

Área GC, 

cuentas ·106 
Rf, ·103 Rf relativo*  

1 Putrescina C4H12N2 14.38 7.43 7.43 0.10 

2 Cadaverina C5H14N2 18.65 15.4 15.4 0.20 

3 Histamina C5H9N3 32.98 8.90 8.90 0.12 

4 Tiramina C8H11NO 35.72 75.9 75.9 1.00 
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Las diferencias en la intensidad de los picos también pueden estar relacionadas con la 

eficiencia de ionización, distinta para cada BA, lo que genera factores de respuesta diferentes para 

cada analito. En particular, la putrescina y la histamina presentan los factores de respuesta más 

bajos, lo que limita su detección y cuantificación por GC/MS. Esta limitación es aún más crítica 

en muestras reales, donde las concentraciones esperadas de BA son considerablemente menores  

que las evaluadas en este ensayo preliminar, y es probable que solo se detecten en trazas durante 

los primeros días de almacenamiento. 

Para mejorar la sensibilidad en GC/MS, sería necesario adicionar un paso de derivatización 

en la preparación de la muestra para aumentar la estabilidad y la volatilidad de estas moléculas. 

No obstante, con base en estos resultados, se concluyó que el análisis de BA se debía realizar 

únicamente mediante cromatografía líquida y no cromatografía de gases. 

7.2 Método de extracción 

7.2.1 Extracción por dispersión de la matriz en fase sólida 

En la Tabla 18 se muestran los rendimientos obtenidos con cada uno de los solventes de 

elución evaluados, calculados según la relación de las masas del extracto seco y la muestra inicial. 

Aunque estos valores fueron similares entre sí, con el metanol se logró obtener el rendimiento un 

poco más alto. Este comportamiento puede estar asociado a la polaridad alta y la viscosidad más 

baja del solvente, que facilita la solubilización de compuestos polares como las BA. Además, su 

capacidad para formar puentes de hidrógeno con las aminas aumenta la eficiencia de la extracción.  
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Tabla 18.  

Rendimiento de la extracción MSPD de atún enlatado empleando metanol, acetonitrilo y acetato 

de etilo como solventes de elución.  

 

Tras el secado con una corriente de nitrógeno de los extractos de atún obtenidos mediante 

MSPD, se observaron sólidos de consistencia viscosa, lo cual se atribuyó al contenido alto de 

grasas en la muestra, cuya presencia dificulta la cuantificación de las BA, e implica implementar 

metodologías  adicionales  de  limpieza  y   desengrasado   del   extracto   para   obtener   un   sólido 

completamente seco y evitar interferencias que puedan comprometer la precisión y la exactitud de 

los resultados. Por esta razón, se descartó el uso de MSPD como técnica de extracción para esta 

matriz.  

7.2.2 Extracción líquido-sólido 

 
7.2.2.1 Determinación de aminas biogénicas en atún enlatado. En el atún, de manera 

confirmatoria, se detectaron y cuantificaron putrescina, cadaverina e histamina por un método 

cromatográfico de calibración externa; sin embargo, no se detectó la tiramina. Esto podría deberse 

a una limitación en el método de extracción utilizado o a que su concentración estaba por debajo 

del límite de detección (LOD), de 2.94 µg/kg (Véase Tabla 21). 

 

 
 
 

Solvente Rendimiento, % ± s, n = 2 

Metanol 3.0 ± 0.81  

Acetonitrilo 2.8 ± 0.42 

Acetato de etilo 2.3 ± 0.70 
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Teniendo en cuenta esta observación, se realizó una segunda extracción de la matriz sólida 

remanente tras la remoción del sobrenadante, para mejorar la eficiencia de extracción de las BA. 

Esta modificación se implementó en etapas posteriores para el monitoreo de las BA en mojarra y 

queso, y se llevaron a cabo dos extracciones consecutivas, en lugar de una sola, como se aplicó 

inicialmente en la extracción de las BA en el atún. En la Tabla 19 se presentan las cantidades de 

BA aisladas del atún enlatado (en agua). 

Tabla 19.  

Concentraciones de putrescina, cadaverina e histamina en muestras de atún enlatado, 

determinadas por HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS, usando el método de calibración externa. 

 

 
Todos los niveles de las BA analizadas en el atún enlatado se encuentran dentro de los 

límites considerados seguros, según lo indicado en la Tabla 3, Sección 4.2. La BA más abundante 

fue la cadaverina, con un valor de 28 ± 5.9 mg/kg. Este resultado podría estar asociado con la 

predominancia de lisina en el atún, aminoácido precursor directo de la cadaverina, o con la 

actividad de bacterias productoras de lisina descarboxilasa, como ciertas cepas de Escherichia coli  

(W. Ma et al., 2017) o Streptococcus thermophilus (Gezginc et al., 2013). 

 

 

Compuesto Fórmula Ion cuantificador m/z 
Exactitud, 

Δppm 

Concentración, 

mg/kg ± s, n = 2 

Putrescina C4H10N [(M+H) -NH3]
 + 72.08106 7.79 2.4 ± 0.31 

Cadaverina C5H12N [(M+H) -NH3]
 + 86.09669 5.90 28 ± 5.9 

Histamina C5H10N3 [M+H] + 112.09225 2.88 13.0 ± 0.55  

Tiramina C8H9O [(M+H) -NH3]
 + N. D.  N. D.  N. D.  
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Los niveles de BA encontrados en este estudio muestran variaciones significativas en 

comparación con los datos reportados en la literatura. En este trabajo, las concentraciones de 

putrescina, cadaverina e histamina en atún enlatado fueron de 2.4 ± 0.31 mg/kg, 28 ± 5.9 mg/kg y 

13.0 ± 0.55 mg/kg, respectivamente, mientras que la tiramina no fue detectada. En contraste,     

Bilgin et al. (2015) reportaron concentraciones promedio más elevadas de putrescina (12.6 ± 0.20 

mg/kg) y cadaverina (79 ± 33 mg/kg), aunque la histamina presentó un valor inferior (4 ± 1.6 

mg/kg), y la tiramina tampoco fue detectada. Veciana et al. (1997) documentaron rangos de 

concentración más amplios, con valores máximos de 2.20 mg/kg para putrescina, 12.05 mg/kg 

para cadaverina, 40.5 mg/kg para histamina y 3.00 mg/kg para tiramina. Finalmente, Guo et al. 

(2022) reportaron concentraciones aún mayores, con máximos para la putrescina, cadaverina, 

histamina y tiramina, de 142.63 mg/kg, 118.36 mg/kg, 167.02 mg/kg y 75.97 mg/kg, 

respectivamente.  

Estos resultados evidencian una alta variabilidad en la concentración de BA en atún 

enlatado, posiblemente, influenciada por factores como la especie de atún (e.g., Thunnus 

atlanticus, T. thynnus, T. alalunga), las condiciones de procesamiento y almacenamiento, así como 

la metodología analítica utilizada en cada estudio. 

7.2.2.2 Determinación de la eficiencia de extracción.  Para determinar la eficiencia de la 

extracción y debido a la ausencia de una matriz libre de las cuatro BA bajo estudio (blanco), tanto 

en pescado como en queso, se empleó margarina como matriz alternativa. Para ello, la muestra de 

margarina se enriqueció con las BA en concentraciones de 100 µg/kg, 250 µg/kg y 500 µg/kg, 

cada una. La margarina se fundió antes de añadir las BA, se agitó y, posteriormente, se dejó  
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solidificar, con el fin de lograr una distribución homogénea de las aminas en la muestra, evitando 

que quedaran únicamente en la superficie. 

Para determinar la eficiencia de la extracción y debido a la ausencia de una matriz libre de 

las cuatro BA bajo estudio (blanco), tanto en pescado como en queso, se empleó margarina como 

matriz alternativa. Para ello, la muestra de margarina se enriqueció con las BA en concentraciones 

de 100 µg/kg, 250 µg/kg y 500 µg/kg, cada una. La margarina se fundió antes de añadir las BA, 

se agitó y, posteriormente, se dejó solidificar, con el fin de lograr una distribución homogénea de 

las aminas en la muestra, evitando que quedaran únicamente en la superficie. 

Sin embargo, durante el ensayo se identificaron problemas con esta matriz. Aunque el 

pescado es rico en ácidos grasos y Omega 3, y el queso contiene triglicéridos y grasas lácteas, no 

todo su contenido es de naturaleza apolar. En contraste, la margarina empleada tenía un 70% de 

grasas (saturadas, monoinsaturadas y poliinsaturadas), lo que generó dificultades durante la 

extracción con la mezcla de agua y metanol acidificado. Se observó que el solvente interactuó 

principalmente con los compuestos en la superficie de la margarina, sin lograr permear en su 

interior debido a la naturaleza polar del solvente de extracción y al predominio de componentes 

apolares en la margarina. 

Este efecto no se evidenció en las muestras reales, en las cuales se observó que el solvente 

sí logró permear al interior de las matrices. La limitada permeabilidad del solvente en la margarina 

podría explicar el porcentaje de recuperación bajo de los analitos de esta matriz, el cual se presenta 

en la Tabla 20. No obstante, con base en estas observaciones, se presume que la eficiencia de 

extracción en las muestras reales podría ser mayor que la de margarina. 
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A pesar de estas limitaciones, se logró calcular el porcentaje de recuperación en la matriz 

de margarina, lo que permitió estimar la eficiencia de extracción bajo las condiciones utilizadas. 

Sin embargo, esta matriz no resultó ser la más adecuada para simular el comportamiento de las 

muestras reales debido a diferencias en su composición y en la interacción con el solvente. En el 

futuro se llevarán a cabo ensayos con otras matrices para obtener una determinación más exacta 

de la eficiencia de extracción. 

 
Tabla 20.  

Eficiencia de extracción por LSE de cuatro BA de una matriz blanco de margarina enriquecida 

con las aminas a concentraciones de 100, 250 y 500 µg/kg.  

Compuesto 
Eficiencia de extracción, % ± s, n = 2 

100 µg/kg 250 µg/kg 500 µg/kg 

Putrescina 11.5 ± 0.11 11 ± 1.5 9.2 ± 0.16 

Cadaverina 17.4 ± 0.31 12 ± 1.1  9.4 ± 0.74 

Histamina 13.7 ± 0.61 12 ± 1.1  11.2 ± 0.39 

Tiramina 15.2 ± 0.72 13 ± 1.6 11.5 ± 0.19 

 
 

7.3 Análisis de matrices alimenticias  

 

 La cuantificación de putrescina, cadaverina, histamina y tiramina en las muestras de 

pescado y queso se realizó mediante un método cromatográfico de calibración externa. Las 

ecuaciones de las rectas utilizadas se encuentran en la Tabla 21.  
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Los valores de LOD y LOQ se calcularon según las Ecuaciones 9 y 10: 

𝐿𝑂𝐷 =
3.3 ∙ 𝜎

𝑆
                                                                    (𝟗) 

𝐿𝑂𝑄 =
10 ∙ 𝜎

𝑆
                                                                  (𝟏𝟎) 

Donde  

𝜎   =   Desviación estándar de la respuesta  

S   =   Pendiente de la curva de calibración  

 
Tabla 21.  

Ecuaciones de las rectas de calibración externa utilizadas para la cuantificación de las BA en 

muestras de pescado y queso. 

 

7.3.1 Monitoreo de aminas biogénicas en mojarra 

En la Tabla 22 se presentan los resultados del monitoreo de las cuatro BA en mojarra, en 

función del tiempo de su almacenamiento. Como se describió en la Sección 6.3.2 de la 

Metodología, el extracto LSE se aforó a un volumen de 25 mL y, posteriormente, se sometió a una 

segunda dilución, con factores de dilución (FD) específicos para cada muestra que variaron entre 

uno y nueve, según se detalla en la Tabla A 5 (Véanse Apéndices). Esta dilución adicional 

garantizó que los valores obtenidos se mantuvieran dentro del rango lineal de la curva de 

calibración. 

 

Compuesto Ecuación de la recta  R2 LOD, µg/kg LOQ, µg/kg 

Putrescina 𝑦 = 51836.0 ∙ 𝑥    0.987 3.29 9.96 

Cadaverina 𝑦 = 33467.0 ∙ 𝑥   0.980 1.53 4.65 

Histamina 𝑦 = 51786.5 ∙ 𝑥   0.994 1.54 4.66 

Tiramina 𝑦 = 34557.3 ∙ 𝑥  0.996 2.94 8.91 
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A partir de la curva de calibración, se calculó la concentración de la muestra diluida que 

fue inyectada al sistema UHPLC-Q-Orbitrap. Finalmente, se aplicó la Ecuación 11, la cual 

consideró el volumen inicial al que se aforó el extracto (0.025 L), la masa de la muestra (0.005 kg) 

y el factor de dilución FD empleado en la segunda etapa (Véanse Apéndices, Tabla A 5 para cada 

muestra), permitiendo así obtener las concentraciones finales de las BA en las muestras de mojarra, 

expresadas en mg/kg y reportadas en la Tabla 22. 

𝐶𝑚𝑔
𝑘𝑔

= 𝐶µ𝑔
𝐿

∙ 𝐹𝐷 ∙
0.025 𝐿

0.005 𝑘𝑔
∙

1 𝑚𝑔

1000 µ𝑔 
                                                 (𝟏𝟏) 

Donde: 

𝐶𝑚𝑔

𝑘𝑔
   = Concentración en mg/kg de BA en la muestra original. 

𝐶µ𝑔

𝐿
   = Concentración en µg/L de BA en la muestra diluida inyectada en el sistema UHPLC-Q-

Orbitrap, y calculada a través de la curva de calibración. 

FD    = Factor de dilución aplicado para cada muestra (Véanse Apéndices, Tabla A5) 

 

Tabla 22.  

Concentración de aminas biogénicas, en función del tiempo de almacenamiento del pescado 

mojarra, a 1- 4 °C, obtenida por HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS, usando el método de 

calibración externa. 

 

 

Compuesto 
Concentración, mg/kg ± s, n = 2 

Día 1 Día 3 Día 5 Día 8 Día 10 

Putrescina 1.0 ± 0.43 9.91 ± 0.08 12.3 ± 0.1 20.0 ± 0.96 23 ± 2.0 

Cadaverina 0.9 ± 0.27 6.4 ± 0.53 14.3 ± 0.31 33.0 ± 0.75 42 ± 2.6 

Histamina 0.11 ± 0.03 1.3 ± 0.20 14.42 ± 0.07 19.8 ± 0.67 21 ± 1.1 

Tiramina 0.3 ± 0.15 3.0 ± 0.1 4.33 ± 0.01 8.9 ± 0.44 11.1 ± 0.66 
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Se evidenció un aumento progresivo de la concentración de BA con el tiempo de 

almacenamiento, lo cual podría indicar la presencia de bacterias en las muestras y, a su vez, la 

ocurrencia de algunos procesos enzimáticos, e.g., reacciones de descarboxilación catalizadas por 

enzimas presentes en bacterias, que dan origen a las BA de interés.  En la Figura 30, se visualizan 

gráficamente los resultados.  

Figura  30. 

Concentración de putrescina, cadaverina, histamina y tiramina, en función del tiempo de 

almacenamiento del pescado mojarra a 1 - 4 °C (n = 2), determinada mediante HESI-UHPLC-Q-

Orbitrap-HRMS utilizando el método de calibración externa. 
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En la Figura 30 se observa que la cantidad de la cadaverina incrementó mucho más, que 

otras BA, durante los días de almacenamiento, mientras que la cantidad de la tiramina no aumentó 

tan rápido. Este comportamiento podría estar relacionado con la cantidad de aminoácidos libres 

(FAA) presentes en la matriz alimenticia. Es posible que la lisina, precursor directo de la 

cadaverina, se encuentre en mayor concentración en los tejidos del pescado en comparación con 

la tirosina, precursor de la tiramina. 

Sin embargo, la formación de las BA no depende únicamente de los niveles de aminoácidos 

precursores, sino también de la actividad enzimática de las bacterias presentes, específicamente, 

de enzimas descarboxilasas.  Se  ha  reportado  que  Escherichia  coli (W. Ma et al., 2017)  y  

Streptococcus thermophilus (Gezginc et al., 2013) poseen lisina descarboxilasa, enzima encargada 

de  la  conversión  de  la  lisina  en cadaverina.  Sin embargo, en este caso, no se realizaron estudios 

de carga bacteriana, por lo que no fue posible confirmar y explicar con certeza el origen de las 

diferencias observadas.  

Durante los diez días de monitoreo, la concentración de las BA estudiadas se mantuvieron 

por debajo de los límites permitidos o sugeridos (Véase Tabla 3, Sección 4.2). En el primer y 

tercer día de almacenamiento, la putrescina fue la BA más abundante, seguida de la cadaverina. 

Sin embargo, a partir del quinto día de almacenamiento hasta el décimo, la cadaverina se detectó 

en la concentración más alta de todas las BA estudiadas. La predominancia de la cadaverina 

también se observó en los estudios con atún, este hallazgo es relevante para el análisis de seguridad 

alimentaria, ya que los niveles considerados seguros para la cadaverina no están claramente 
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 establecidos y no contemplan factores de riesgo adicionales, como su capacidad de formar 

nitrosopiperidina (NPIP), potencialmente carcinogénica (Al Bulushi et al., 2009). 

La interacción entre la cadaverina y la histamina merece especial atención debido a su 

efecto potenciador en la toxicidad. Según estudios realizados en conejillos de Indias (Bjeldanes 

et al., 1978), la combinación de cadaverina (50 mg/kg) con histamina (150 mg/kg) resultó en la 

mortalidad del 33 % de los individuos. Mongar (1957) reportó que la cadaverina no solo potencia 

las contracciones inducidas por la histamina en el intestino de conejillos de Indias, sino que 

también inhibe su degradación enzimática. Sánchez et al. (2022) realizaron ensayos enzimáticos 

in vitro utilizando histamina como sustrato de reacción en combinación con distintas proporciones 

de cadaverina. Los resultados mostraron que la cadaverina retrasó significativamente la 

degradación de la histamina en todas las concentraciones evaluadas. Estos hallazgos son 

especialmente relevantes en  el  contexto  del  presente  estudio, donde  en  el  décimo  día  de  

almacenamiento  se  detectaron niveles de cadaverina de 42 ± 2.6 mg/kg y de histamina de 21 ± 

1.1 mg/kg. Aunque la concentración de histamina fue relativamente baja, en matrices alimenticias 

con niveles más elevados de esta amina, la presencia simultánea de cadaverina en las 

concentraciones detectadas podría incrementar el riesgo toxicológico.  

Estos resultados sugieren la necesidad de incluir a la cadaverina como un analito target en 

estudios de seguridad alimentaria, evaluándola de manera conjunta con la histamina. La 

predominancia de cadaverina tanto en atún como en mojarra refuerza su relevancia, ya que su 

capacidad de potenciar los efectos adversos de la histamina podría representar un riesgo 

significativo para la salud de los consumidores. 
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No se encontraron reportes en la literatura sobre el monitoreo de aminas biogénicas en 

mojarra. Sin embargo, Ben-Gigirey et al. (1998) reportaron el contenido de BA en músculo de 

atún blanco (Thunnus alalunga) tras uno, tres, seis y nueve meses de almacenamiento a -18 °C y                 

-25 °C. La putrescina aumentó su concentración más rápidamente que las demás BA estudiadas, 

alcanzando niveles de 59.04 mg/kg y 68.26 mg/kg tras nueve meses de almacenamiento a -18 °C 

y -25 °C, respectivamente. Las concentraciones de cadaverina e histamina se mantuvieron por 

debajo de 3 mg/kg y 5 mg/kg, respectivamente. Además, el estudio microbiológico confirmó la 

ausencia de bacterias de la familia Enterobacteriaceae, e.g., Raoultella planticola y E. coli, 

microorganismos asociados a la formación de histamina (Kanki et al., 2007) y cadaverina (Ma 

et al., 2017). Esto podría explicar el aumento limitado de la concentración de estas BA en el 

tiempo. 

En el presente estudio, la cadaverina fue la BA que presentó el mayor incremento en 

concentración, seguida por la putrescina, alcanzando valores de 43 ± 2.1 mg/kg y 23 ± 2.0 mg/kg,  

respectivamente, tras diez días de almacenamiento a 1-4 °C. Aunque el tiempo de almacenamiento 

fue significativamente menor en comparación con el del estudio de Ben-Gigirey et al. (1998), la 

temperatura más alta utilizada en la presente investigación podría explicar la acumulación más 

rápida de las BA, ya que las temperaturas más altas favorecen el crecimiento de microorganismos 

y, por ende, la actividad enzimática descarboxilasa responsable de la síntesis de estas aminas. Estos 

hallazgos coinciden con los reportados por Lozada et al.  (2020), quienes evaluaron la formación 

de histamina, putrescina y tiramina en trucha arcoíris, cachama y tilapia provenientes de mercados 

en Nariño, Colombia, bajo diferentes condiciones, y concluyeron que la temperatura de 

almacenamiento fue uno de los factores que más influyó en la acumulación de las BA. 
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La concentración baja de cadaverina, encontrada en el estudio de Ben-Gigirey et al. (1998) 

podría estar relacionada con la ausencia de bacterias capaces de convertir la lisina en esta amina 

e.g., E.coli. En cambio, en la mojarra, la concentración de cadaverina elevada sugiere la posible 

presencia de E. coli u otros microorganismos involucrados en su síntesis, una hipótesis que 

concuerda con los resultados del análisis de bases de datos microbiológicos en alimentos en 

Colombia, realizado por el Instituto Nacional de Salud y el grupo de Evaluación de Riesgos en 

Inocuidad de Alimentos (2021) entre 2016 y 2020; en el cual se evidenció una prevalencia alta de 

E. coli (60.9 %) en diversos alimentos provenientes de supermercados y plazas de mercado en 

distintos departamentos del país (IC95: 37.9% - 84%). 

Estos resultados resaltan la importancia del análisis microbiológico para comprender la 

relación entre los microorganismos presentes y la producción de BA, lo que resulta crucial para 

garantizar la inocuidad de los alimentos y minimizar los riesgos de su consumo para la salud 

pública. 

 

7.3.2 Análisis de aminas biogénicas en queso 

 
En la Tabla 23 se presentan las concentraciones de BA cuantificadas, por un método 

cromatográfico de calibración externa (Véase Tabla 21) en los siguientes tres tipos de queso: 

Chitagá, Reinoso y cuajada.     

En la Figura 31 se presenta la concentración de las BA estudiadas en cada tipo de queso. 
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Tabla 23.  

Concentración de aminas biogénicas en quesos Chitagá, Reinoso y cuajada, determinada 

mediante HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS, usando el método de calibración externa. 

Compuesto 
Concentración, mg/kg ± s, n = 2 

Queso Chitagá Queso Reinoso Cuajada 

Putrescina 0.76 ± 0.09 7.8 ± 0.96 0.79 ± 0.04 

Cadaverina 25 ± 3.7 89 ± 7.4 3.5 ± 0.11 

Histamina N. D. 0.40 ± 0.01 N. D. 

Tiramina 6 ± 1.2 9.6 ± 0.93 4.93 ± 0.08 

 
Figura  31.  

Concentraciones de putrescina, cadaverina, histamina y tiramina en quesos Chitagá, Reinoso y 

cuajada, encontrados por HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS, usando el método de calibración 

externa. 
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Las concentraciones de las BA en los quesos Chitagá, Reinoso y en cuajada diferieron entre 

sí, sin embargo, en todas las muestras, la cadaverina fue la BA más abundante. La concentración 

de la cadaverina fue más alta en el queso Reinoso (89 ± 7.4 mg/kg), su cantidad fue 

aproximadamente el doble de la cadaverina en mojarra, después de diez días de almacenamiento 

(42 ± 2.6 mg/kg).  El contenido alto de cadaverina en el queso Reinoso podría estar relacionado 

con su proceso de maduración. Este queso es un producto tradicional, originario de los 

departamentos de Boyacá y Cundinamarca, y es el único queso madurado tradicional de Colombia.  

Su proceso de maduración, que requiere al menos 30 días e involucra cultivos de bacterias 

y levaduras de géneros como Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Phoma spp., 

Cladosporium spp., Botrytis spp., Geotrichum spp., además de levaduras como Trichosporum 

beigelii, Cryptococcus albidus, Candida guilliermondii y Cryptococcus uniguttulatus (López, 

2011). Estos microorganismos podrían estar involucrados en la conversión de la lisina a la 

cadaverina, aunque no se encontraron reportes específicos sobre la presencia de enzimas lisina 

descarboxilasa en estos organismos. 

A diferencia del queso Reinoso, el queso Chitagá y la cuajada no pasan por este tipo de 

procesos de curación y maduración, lo que se refleja en concentraciones menores de las BA. Esto 

concuerda con los hallazgos de Kandasamy et al. (2021), quienes determinaron el contenido de las 

BA en queso fresco y queso maduro, y observaron que los quesos maduros acumularon 

concentraciones de BA más altas en comparación con los quesos frescos.  Un grado de maduración 

mayor podría favorecer el crecimiento y la actividad de los microorganismos con enzimas 

descarboxilasas implicados en la síntesis de las BA.  
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La putrescina y la cadaverina se encontraron en el 63 % de los quesos maduros, con 

concentraciones que variaron entre 6.92 - 211.89 mg/kg y 4.13 - 127.83 mg/kg, respectivamente; 

mientras que BA en estas concentraciones no fueron detectadas para la mayoría de los quesos 

frescos estudiados. 

La histamina no se detectó en el queso Chitagá ni en la cuajada, y solo se encontró en 

concentraciones bajas en el queso Reinoso. De manera similar, Kandasamy et al. (2021) no 

detectaron histamina en quesos frescos, e.g., Burrata, Mascarpone y Ricotta. Mayer & Fiechter  

(2018) estudiaron el contenido de BA en siete tipos de queso, seis de los cuales eran maduros, y 

detectaron la histamina en el 79 % en todas las muestras, sin embargo, solo el 5 % de los quesos 

superó los 170 mg/kg. 

La tiramina fue la segunda BA más abundante en los quesos Reinoso, Chitagá y cuajada, 

se encontró en la concentración más alta en el queso Reinoso (9.6 ± 0.93 mg/kg). Todas las 

muestras presentaron concentraciones de tiramina por debajo del límite sugerido (Önal, 2007) (100 

- 800 mg/kg). Kandasamy et al. (2021) detectaron la tiramina en el 88 % de los quesos analizados, 

con concentraciones entre 11.08 y 310.11 mg/kg, quesos maduros, como Cheddar y Edam 

presentaron concentraciones más altas de tiramina.  

En general, los resultados obtenidos en este estudio confirman que la maduración y la 

fermentación de los quesos influyen significativamente en la acumulación de BA, especialmente, 

en el caso de la cadaverina y la tiramina. Esto ha sido consistente con estudios previos que han 

reportado concentraciones mayores de BA en quesos maduros en comparación con los frescos, 

resaltando la importancia de los procesos microbiológicos involucrados en la formación de estas 

aminas. 
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8. Conclusiones 

 
Los resultados evidenciaron un aumento progresivo, en función del tiempo de 

almacenamiento, de la concentración de aminas biogénicas en la mojarra almacenada a 1 - 4 °C, 

lo que sugiere la presencia de microorganismos con actividad enzimática de descarboxilación de 

aminoácidos. Tras diez días de almacenamiento, la cadaverina fue la amina más abundante             

(42 ± 2.6 mg/kg), seguida por la putrescina (23 ± 2.0 mg/kg), la histamina (21 ± 1.1 mg/kg) y la 

tiramina (11.1 ± 0.66 mg/kg). Estos hallazgos resaltan la importancia del tiempo y las condiciones 

de almacenamiento como un factor crítico en la formación de aminas biogénicas en pescado. 

La cadaverina fue la amina biogénica mayoritaria en los quesos analizados, alcanzando su 

concentración más alta en el queso maduro tipo Reinoso (89 ± 7.4 mg/kg). Se observó que el 

proceso de maduración y fermentación fue un factor determinante en la acumulación de aminas 

biogénicas, ya que, en quesos frescos, de Chitagá y la cuajada, las concentraciones de aminas 

biogénicas fueron considerablemente menores. 

La predominancia de la cadaverina en todas las matrices analizadas es preocupante debido 

a su capacidad para formar nitrosaminas y potenciar la toxicidad de la histamina, sumado esto a la 

ausencia de regulaciones y niveles de seguridad definidos en Colombia. Esto resalta la necesidad 

de incluir la cadaverina en estudios de seguridad alimentaria. La posible presencia de bacterias con 

enzimas lisina descarboxilasa, como E. coli, podría explicar la elevada producción de esta amina, 

aunque se requiere el análisis microbiológico para confirmarlo. 
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Desde el punto de vista del análisis instrumental, se observó que el uso de gradientes 

UHPLC con una mayor proporción de fase orgánica genera distorsión en los picos cromatográficos 

y reduce la eficiencia de separación. Asimismo, valores más bajos de voltaje de capilar 

favorecieron la detección de moléculas pequeñas como las aminas biogénicas estudiadas.  

La prevalencia del fragmento [(M + H) – NH₃]⁺ en los espectros de masas obtenidos por 

HESI-UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS de la putrescina, la cadaverina y la tiramina podría estar 

relacionada con las temperaturas elevadas en el sistema, que promueven la desaminación. Por otro 

lado, la técnica MSPD no resultó adecuada para matrices con alto contenido de grasas sin la 

incorporación de pasos adicionales de limpieza; con la técnica de extracción LSE se lograron más 

altas eficiencias y reproducibilidades.  
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9. Recomendaciones 

 

1. Se sugiere incluir el análisis de la cadaverina en estudios de seguridad alimentaria, en 

conjunto con otras aminas biogénicas, en especial aquellas cuya toxicidad aumenta en su 

presencia, como la histamina. Será fundamental promover estudios adicionales que 

permitan definir límites de seguridad y establecer regulaciones específicas para las aminas 

biogénicas en alimentos fermentados y de origen animal, como medidas esenciales para 

proteger la salud pública.  

2. Se recomienda realizar análisis microbiológicos de las muestras, con el fin de confirmar y 

comprender con certeza el origen de las aminas biogénicas. La producción de estas aminas 

no depende exclusivamente de la presencia de aminoácidos precursores, sino también de 

la actividad bacteriana, en particular de aquellas bacterias que poseen enzimas 

descarboxilasas.  

3. El análisis de quesos frescos (Chitagá y cuajada) y maduros (Reinoso) permitió evidenciar 

diferencias en el contenido de aminas biogénicas, según el tipo de tratamiento del queso. 

Se sugiere comparar productos con distintos grados de maduración, para evaluar como el 

tiempo de maduración o de fermentación influye sobre los niveles de las aminas 

biogénicas. 

4. Para garantizar una estimación más exacta del porcentaje de recuperación de aminas en 

este estudio, se recomienda emplear una matriz de características más similares a las del 

pescado o el queso. Dado que la composición de la matriz (contenido de agua, grasa, 

proteínas y otros componentes) influye en la recuperación de las aminas biogénicas, una 

matriz más representativa permitirá obtener valores de recuperación más exactos.   
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10. Divulgación de resultados 

 
Los resultados de este proyecto se presentaron en modalidad de póster bajo el título               

“UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS study of biogenic amines isolated from fish” en el marco                                 

del XI Congreso Colombiano de Cromatografía (XI COCOCRO), XIX Congreso Latinoamericano 

de Cromatografía y Técnicas Afines (XIX COLACRO), XXVI Simposio Internacional sobre 

Avances en Tecnologías de Extracción (XXVI EXTECH), III Simposio Panamericano de Aceites 

esenciales (III SPAE), XVI Simposio Latinoamericano de Química Analítica y Ambiental                   

(XVI LASEAC), realizados en Bucaramanga, Colombia, del 13 al 15 de noviembre de 2024. Se 

obtuvo un reconocimiento en modalidad de póster, el cual se adjunta en la Figura 32.  

Figura  32.  

Reconocimiento al proyecto en modalidad póster en el marco de los Congresos XI COCOCRO, 

XIX COLACRO, XXVI EXTECH, III SPAE, XVI LASEAC, llevados a cabo en Bucaramanga, 

Neomundo, del 13 al 15 de noviembre de 2024. 
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Apéndices 

 
Apéndice  A.  

Relaciones entre las intensidades de moléculas protonadas [M+H]+ y de los fragmentos                 

[(M+H)-NH3]
+, encontradas para cuatro BA, usando diferentes voltajes de capilar (1, 2, 3, 4, 5 

kV), de acuerdo con la Ecuación 3, Sección 7.1.1.2. 

 

Apéndice  B. 

 Relaciones entre las intensidades de moléculas protonadas [M+H]+ y de los fragmentos       

[(M+H)-NH3]
+, encontradas para cuatro BA, usando diferentes voltajes de capilar (1, 2, 3, 4, 5 

kV), de acuerdo con la Ecuación 4, Sección 7.1.1.2. 

 

 Compuesto 

𝑰[𝑴+𝑯−𝑵𝑯𝟑]+

𝑰[𝑴+𝑯−𝑵𝑯𝟑]+ + 𝑰[𝑴+𝑯]+
 

Voltaje del capilar, kV 

1 2 3 4 5 

Putrescina 0.9303 0.9296 0.9327 0.9348 0.9369 

Cadaverina 0.8432 0.8452 0.8505 0.8553 0.8559 

Histamina 0.1629 0.1614 0.1654 0.1706 0.1745 

Tiramina 0.9419 0.9405 0.9420 0.9439 0.9447 

 Compuesto 

𝑰[𝑴+𝑯]+

𝑰[𝑴+𝑯−𝑵𝑯𝟑]+ + 𝑰[𝑴+𝑯]+
 

Voltaje del capilar, kV 

1 2 3 4 5 

Putrescina 0.0699 0.0697 0.0659 0.0648 0.0630 

Cadaverina 0.1571 0.1527 0.1464 0.1466 0.1451 

Histamina 0.8382 0.8379 0.8317 0.8259 0.8278 

Tiramina 0.0587 0.0596 0.0583 0.0557 0.0551 
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Apéndice C.  

Áreas de picos cromatográficos (corrientes iónicas parciales) del fragmento [(M+H)-NH3]
+           

en los espectros de masas de cuatro BA, empleando un voltaje de capilar de 2 kV y modos de 

adquisición full scan y PRM (HCD: 10, 15, 20 eV). 

 

 

Apéndice D.  

 Valores de W0.5 de los picos cromatográficos de la putrescina, cadaverina, histamina y tiramina, 

empleando cuatro gradientes diferentes en el sistema UHPLC. 

Compuesto 
W0.5, min 

Gradiente 1 Gradiente 2 Gradiente 3 Gradiente 4 

Putrescina 0.40 0.58 1.50 2.60 

Cadaverina 0.48 0.50 0.62 1.60 

Histamina 0.40 0.62 1.98 2.20 

Tiramina 0.38 0.42 0.38 0.36 

 

 

 

 

 

 

Compuesto 

 Área del pico cromatográfico, cuentas ∙ 106 ± s, n = 2 

 

Full scan 

Modo de adquisición PRM 

Energía de HCD, eV 

10 15 20 

Putrescina 40 ± 1.03 0.31 ± 0.02 0.290 ±0.003 0.30 ± 0.03 

Cadaverina 15.9 ± 0.44 0.50 ± 0.02 0.46 ± 0.04 0.51 ± 0.01 

Histamina 14.4 ± 0.11 37 ± 4.30 38 ± 3.91 38 ± 5.44 

Tiramina 136.9 ± 0.51 1.65 ± 0.02 1.68 ± 0.03 1.77 ± 0.02 
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Apéndice E.  

Factores de dilución empleados en los extractos de pescado y quesos analizados por HESI-

UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS.  

 
Muestra Factor de dilución 

Extracto de mojarra - Día 1 1 

Extracto de mojarra - Día 3 2 

Extracto de mojarra - Día 5 3 

Extracto de mojarra - Día 8 6 

Extracto de mojarra - Día 10 8 

Extracto de queso Chitagá 5 

Extracto de queso Reinoso 9 

Extracto de cuajada 2 
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Apéndice  F. 

Cromatograma de la mezcla de BA empleando diferentes gradientes UHPLC.  
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