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RESUMO – A presença de aminas biogênicas em alimentos tem sido um assunto preocupante 

devido ao seu efeito fisiológico indesejável em humanos. Adicionalmente, esses compostos podem 

ser usados como indicadores químicos das condições de higiene de carnes e peixes in natura bem 

como das práticas de processamento. Métodos de análise eficientes e validados para monitorar 

contaminantes em alimentos, com o propósito de garantir a qualidade e segurança alimentar, é de 

suma importância. Diferentes condições cromatográficas para separação e detecção de 5 aminas 

biogênicas (histamina, espermina, espermidina, putrescina e cadaverina) foram testadas. Também 

avaliou se a necessidade de derivatização das aminas. Aminas biogênicas derivatizadas 

apresentaram melhores resultados na separação cromatográfica e a fase móvel composta por 

acetronitrila e acetato de amônio 20mM contendo 0,1% de ácido fórmico foi a mais adequada para 

a separação. 
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ABSTRACT - The presence of biogenic amines in foods has been a matter of concern since these 

substances provide undesirable physiological effect in humans. Additionally these compounds can 

be used as chemical indicators of the hygienic condition of fresh meat and fish as well as of the 

processing practices. Efficient and validated methods of analysis to monitor contaminants in food 

are very important to guarantee food quality and safety. Different chromatographic conditions for 

separation and detection of 5 biogenic amines (histamine, spermine, spermidine, putrescine and 

cadaverine) were tested. The need for derivatization of amines was also evaluated. Derivatized 

biogenic amines showed better results in chromatographic separation and the mobile phase 

composed of acetronitrile and ammonium acetate 20 mM containing 0.1 % formic acid was the 

most suitable for separation. 

 

 

Keywords:  UPLC, biogenic amines, mass spectrometry. 

 

1 INTRODUÇÃO 

Aminas biogênicas são consideradas como potencialmente perigosas, pois possuem 

propriedades vasoativas, psicoativas e toxicológicas. São bases de baixo peso molecular, 

comumente oriundas da descarboxilação bacteriana de aminoácidos livres que compõem os 

alimentos (GIROTO e MASSON, 2010). Dessa forma, alimentos que possuem em sua microbiota 

microrganismos com atividade descarboxilante sobre aminoácidos e com alto teor de proteínas 

são os mais susceptíveis à produção dessem compostos (CUNHA et al., 2013). As aminas podem 

estar presentes naturalmente em alimentos ou após processos fermentativos, desde que haja 

precursores para sua formação (Önal, 2007). Quando ingeridas em elevadas concentrações, 

podem causar efeitos toxicológicos e carcinogênicos àquele que consome o alimento (LADERO et 

al., 2010).  

A análise das aminas biogênicas é pautada de um alto grau de dificuldade devido a fatores 

como, por exemplo, a grande polaridade dos compostos e à falta de propriedades que permitam a 

sua detecção diretamente por técnicas comuns, além da extrema complexidade das matrizes 

onde elas possam estar presentes e em baixas concentrações (CUNHA et al., 2013). 

Cromatografia líquida com derivatização e detecção por ultravioleta e fluorescência é a 

técnica mais utilizada para análises de aminas biogênicas em alimentos (ÖNAL; TEKKELI; ÖNAL, 
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2013). Recentemente a cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas tem sido 

utilizada. Essa técnica é capaz de detectar as aminas biogênicas não derivatizadas, mas muitas 

vezes esses processo é utilizado com o intuito de melhorar a resolução nas colunas de fase 

reversa (ERIM, 2013). Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer condições 

cromatográficas para separação simultânea de 5 aminas biogênicas e detecção por 

espectrometria de massas. 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Equipamentos 

Foi utilizado um cromatógrafo de ultraeficiência, modelo Acquity TM acoplado a um 

espectrômetro de massas tipo triploquadrupolo e interface por eletrospray (UPLC-ESI-MS/MS) 

modelo Xevo TQD, Waters. Foi utilizada uma coluna Acquity UPLC® BEH C-18 (100 mm x 2,1 

mm, 1,7 µm), temperatura de 40 ºC. A vazão da fase móvel foi 0,2 mL min-1. 

2.2 Reagentes 

Os reagentes utilizados foram de grau analítico e os solventes orgânicos foram de grau 

cromatográfico.  

Foram utilizados padrões analíticos de cadaverina, espermina, espermidina, histamina e 

putrescina da empresa Sigma-Aldrich, todos com pureza superior a 98%. As soluções padrões 

foram preparadas individualmente na concentração 1mg L-1 em HCl 0,1N. Os padrões foram 

derivatizados com cloreto de dansila segundo a IN 25 (Brasil, 2011). A partir das soluções de cada 

amina já derivatizada foi preparado um mix contendo os 5 compostos na concentração 0,2 mg L-1. 

2.3 Otimização das condições do espectrofotômetro d e massas  

A fim de otimizar os parâmetros de ionização de cada composto foram realizadas infusões 

individuais dos padrões (com e sem derivatização) no espectrômetro de massas. Foi utilizado 

monitoramento de reação selecionada (SRM – Select Reaction Monitoring) para se obter as 

massas dos íons precursores e dos produtos , bem como as melhores energias de colisão.  

A voltagem do capilar foi otimizada a 3,5 kV. Foi utilizado nitrogênio como gás de 

dessolvatação à 600 °C, fluxo de 695 L h-1, e argônio como gás de colisão com pressão de 3,13. 

10-3 mbar. 
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2.4 Fases móveis testadas 

Foram testadas fases móveis compostas por metanol + água (50:50) e acetonitrila + agua 

(50:50) em condições isocráticas. Também foram testados gradientes contendo acetonitrila + 

acetato de amônio 20 mM acidificado com 0,1 % de ácido fórmico com pH 3,5 ajustado com ácido 

acético. 

3 RESULTADO E DISCUSSÕES 

3.1 Otimização das condições do espectrofotômetro d e massas 

Os dados obtidos durante a otimização no espectrômetro de massas foram satisfatórios 

apenas para histamina e espermidina sem derivatizar e esses resultados não condizem com os 

obtidos por SIROCCHI et al. (2014), que obtiveram íons precursores e produtos para todas as 

aminas. 

Os dados de aquisição obtidos para as aminas derivarizadas, apresentados na Tabela 1, 

se mostraram adequados, pois apresentam critérios suficientes para a confirmação de uma 

possível contaminação: um íon precursor, dois íons produtos e o tempo de retenção. 

Os cromatogramas das aminas derivatizadas e os espectros de massas estão 

apresentados na Figura 1.  

Tabela 1. Condições selecionadas para os compostos em SRM 

Amina 
Biogênica 

tR 
(min)  

Ion 
precursor 

m/z 

Energia  
Capilar 

kV 

Íon 
produto 1  

m/z 

Energia 
cone 

V 

Energia 
Colisão 

V 

Íon 
produto 2 

m/z 

Energia 
Cone 

V 

Energia  
Colisão  

V 

Putrescina 3,49 555,50 3,50 170,10 50,00 40 234,10 50,00 30,00 

Cadaverina 3,50 569,50 3,50 170,20 50,00 37 234,20 50,00 31,00 

Histamina 3,56 578,50 3,50 170,10 50,00 30 234,10 50,00 30,00 

Espermidina 4,09 845,70 3,50 170,10 50,00 50 360,30 55,00 45,00 

Espermina 4,54 1135,90 3,50 170,10 80,00 100 360,40 80,00 90,00 

tR: tempo de retenção; m/z: massa/carga; V: volt  
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Figura 1.  - A) Espectro de massas dos padrões das aminas biogênicas estudadas, B) Cromatogramas dos 
padrões de aminas biogênicas. 

3.2 Fases móveis testadas 

As fases móveis contendo acetonitrila + água (50:50) e metanol + água (50:50) em sistema 

isocrático não foram adequadas para a separação, havendo sobreposições de picos e não sendo 

apropriadas para uma possível identificação. 

Gradientes de fase móvel compostos por acetonitrila e acetato de amônio 20 mM 

baseados na literatura (LEE et. al, 2011) foram testados. O melhor resultado obtido para a 

separação das aminas, com tempos de retenção distintos, está apresentado na Tabela 2 e essa 

separação possibilita uma identificação apropriada como pode ser observado na Figura 1. 

 

Tabela 2. Gradiente da fase móvel para a separação das aminas biogênicas. 

Tempo (minuto) Acetato de amônio 20mM Acetonitrila 

0 70 30 

3,5 0 100 

5,0 0 100 

5,5 70 30 
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4 CONCLUSÃO 

Embora a separação das aminas sem derivatização não tenha sido adequada, os 

resultados obtidos com derivatização indicam uma boa separação e identificação para se detectar 

as aminas biogênicas estudadas. A metodologia proposta poderá ser utilizada como base para 

futuros estudos da presença desses compostos em alimentos. 
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