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1.1 INTRODUCCION.

El incremento de fertilizantes en las aguas costeras, provocado por las descargas de
desechos agricolas, industriales y urbanos, mas el calentamiento global de la tierra, son
condiciones que probablemente estan favoreciendo la proliferacion de algas dafinas
para la salud publica y ambiental (Hallegraeff, 1993). Entre las microalgas
predominantes en el fitoplancton marino estan el grupo de las diatomeas, dentro de
las cuales se encuentran las especies del género Pseudonitzschia spp, que estan
relacionadas con la produccion de sustancias toxicas como el Acido domadico (Pérez,

2002).

El Acido doméico (DA = Domoic Acid) es una excitotoxina implicada en la
Intoxicacion Amnésica por Moluscos (ASP = Amnesic Shellfish Poisoning), ya que
interfiere con los sistemas de neurotransmision del cerebro, afectando a nivel del
hipocampo. Existen reportes que indican que esta neurotdxina puede acumularse en

moluscos bivalvos, peces y crustaceos.

Se han reportado casos de intoxicacion por DA tanto en el hombre como en
organismos marinos en varios paises del mundo, entre ellos EUA, México, Espafa y
Canada. En el ultimo pais se presento la Unica intoxicacion en humanos por la ingesta
de moluscos contaminados, donde las personas intoxicadas reportaron sintomas como
vomito, dolor abdominal, diarrea, vértigo, desorientacion, confusiébn, amnesia, coma y

hasta la muerte (Botana, 2000).



______________________________________________________________________________________________________________________________]
El establecimiento de una metodologia para la cuantificacion de DA es

importante debido a que México cuenta con un mercado potencial para la exportacion
de moluscos bivalvos. Sin embargo, por la escasa difusion y el elevado costo de la
técnica analitica, existen pocas instituciones en México capaces de realizar este

analisis, lo cual podria estar limitando las exportaciones de estos recursos marinos.

Existen metodologias quimicas (HPLC, electroforesis capilar, cromatografia de
capa fina y espectrometria de masas) y biolégicas (bioensayos en ratones y monos,
cultivos neuronales, etc.) para la determinacion y cuantificacion de DA, sin embargo,
este trabajo se enfocara en la metodologia oficial establecida por la Asociacién Oficial
de Quimicos Analiticos de EUA (AOAC, 2000), en donde la cuantificacion se realiza

por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (Botana, 2000).



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVOS GENERALES:

O Desarrollar e implementar el método por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) para la cuantificacion de Acido domédico, establecido como
método oficial en el AOAC.

O En la Facultad de Quimica, UNAM, corroborar los pardmetros mas relevantes
para validar la metodologia por HPLC para la cuantificacion de &cido domaico.

O Una vez establecida la metodologia, cuantificar la cantidad de acido domodico
presente en muestras contaminadas proporcionadas por el Centro de

Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada (CICESE).



1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

(o]

(o]

(o]

O

O

O

O

O

Manipular y adiestrarse en el correcto funcionamiento de un equipo para
Cromatografia liquida de Alta Resolucion.

Obtener el tiempo de retencion y reproducibilidad del triptofano, que es factible
que interfiera en la cuantificacion con el acido domaico.

Adecuar la infraestructura con la que se cuenta para llevar a cabo la validacion
de la metodologia.

Determinar el tiempo de retencion y precisidbn en la determinacion de &cido
domodico.

Obtener una relacidon entre concentracion y area bajo la curva del acido
domoico, para verificar el intervalo lineal, y la posterior cuantificacion de la
toxina.

Verificar que en la obtencion de un homogenado del material biolégico sin acido
domaico, no se presente interferencia para su cuantificacion.

Determinar el porcentaje de recuperacion de acido domaoico obtenido mediante la
metodologia establecida.

Determinar el contenido de &cido domdico en muestras sospechosas de su

presencia.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Mareas Rojas

Las mareas rojas son fendmenos del ambiente marino, ocasionados por una elevada
concentracion de microalgas, lo cual permite que se observen como manchas de
diversos colores. Actualmente, a estos eventos se les designa como Florecimientos
Algales Nocivos (FAN) debido a que ocasionan una gran diversidad de impactos como
mortandades de peces, crustaceos, moluscos, mamiferos, aves marinos, y en algunas
ocasiones llegan a afectar a la salud publica a través de la cadena alimenticia.

El desarrollo mas frecuente de FAN en las aguas costeras, se ha visto favorecido
principalmente por incremento de fertilizantes provenientes de actividades humanas,
como son la descarga de aguas de desechos agricolas, industriales y urbanas; la
deforestacion porque permite mayores escurrimientos que arrastran fertilizantes,
terrigenos y minerales hacia la costa; la deforestacién de los manglares porque reduce
su capacidad de absorcion de nutrientes; la proliferacién de la acuicultura porque
produce una gran cantidad de materia organica de desecho y ademds utiliza
fertilizantes para incrementar la abundancia de microalgas. Otros factores que también
estan favoreciendo estas proliferaciones algales son el calentamiento de la superficie
marina por el cambio climéatico global, los vientos debido a que forman surgencias en
las costas y el desplazamiento de las corrientes marinas de diferente densidad y

temperatura (Hallegraeff, 1993).
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Los FAN’s pueden provocar esta variedad de efectos negativos principalmente
por tres mecanismos principalmente: Las densidades muy elevadas de microalgas o
fitoplancton producen grandes cantidades de materia organica de desecho, que para su
oxidacion requiere oxigeno disuelto, y en combinacion con una alta tasa de respiracion
nocturna, llega a agotar el oxigeno disuelto del agua provocando las mortandades de
peces y otros organismos marinos. Algunas especies de microalgas desarrollan espinas
y estructuras agudas, las cuales dafian las branquias de los peces, impidiéndoles
respirar. Y también porque algunas especies del fitoplancton tienen la capacidad de
producir sustancias neurotoxicas que pueden ser bioacumuladas en diferentes niveles
troficos y afectar al hombre cuando ingiere alimentos marinos contaminados
provocandole diferentes sindromes por intoxicacion alimentaria (Hallegraeff, 1993).

El fitoplancton marino consta de diversos grupos de microalgas como son las
diatomeas, dinoflagelados, fitoflagelados, rafidofitas y cianobacterias. El grupo mas
abundante son las diatomeas que se caracterizan por poseer una cubierta de silice
transparente y presentan una gran diversidad de formas y estructuras, entre las
especies de este grupo sobresale el género Pseudo-nitzschia, debido a que tiene la
propiedad de producir Acido Doméico (DA = Domoic Acid), la cual es una potente
neurotoxina que le ocasiona al hombre una intoxicacion alimentaria denominada
Intoxicacion Amnésica por Moluscos (ASP = Amnesic Shellfish Poison), debido a que
su principal signo es la perdida de memoria de corta duracion, que ocurre mientras que
las personas se encuentran intoxicadas, y un porcentaje de 3.7% puede llegar a morir

con dosis elevadas de DA (Cortés, 1998).
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2.2 Propiedades fisicas y quimicas del Acido doméico (DA)

El DA es un aminoacido secundario, el cual pertenece a los aminoacidos denominados
canoicos. EIl nombre quimico del acido domoico es Acido (2S,3S,4S)-2-carboxi-4-1-
metil-5(R)-carboxil-1(Z),3(E)-hexadienil  pirrolidin-3- acético y su férmula
condensada es C15H21NOe.

El DA dentro de su estructura quimica (figura 1) contiene 3 acidos carboxilicos
como lo indica su nombre, lo cual es importante para su accion como neurotoxina

(Botana, 2000).

CH

/ 3
— % "pooH

{ M
i k)\
z COOH
= N COOH
|

CH,
H

Figura 1. Estructura quimica del DA

Las propiedades fisico-quimicas del acido domoico se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Propiedades Fisico-Quimicas del acido domaico (Wright y Quilliam, 1995).

., uv Bandas caracteristicas
Punto de fusién | Peso molecular (Méaxima absorcion) IR (pelicula)
3500-2500, 1715,
215-216 °C | 311.14 g/mol 242nm 1400, 1215,
966 cm™

El DA es un amino acido cristalino, soluble en agua. Puede purificarse por
diversos métodos cromatograficos y su deteccion se facilita por espectroscopia UV por
poseer un grupo cromoforo fuerte (FAO, 2004). Este compuesto absorbe a 242 nm en

el rango del ultravioleta, lo que facilita su identificacion y cuantificacion (Cortés, 1998).
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Originalmente, el DA fue descubierto como un producto de una macroalga roja,

Chondria armata, y aislado posteriormente de otras microalgas rojas.

Existen cinco isobmeros geométricos de acido doméico (A, B, C, D, EyY F) y un
diasterémero C5° (figura 2), sin embargo, los isobmeros D, E y F ademéas del
diasterdmero C5” son los que se han encontrado en extractos del plancton o en tejidos
de peces y moluscos analizados (Wright, et al., 1990; Walter et al., 1994). Los estudios
farmacologicos indican que estos estereoisbmeros se unen menos fuertemente con las
proteinas receptoras del kainato que el propio DA, sugiriendo que no son tan toxicas

como el aminoacido precursor (Wright y Quilliam, 1995).

Acido Domiico C5'- Diasteromero
CH,

Acido Isodomdico A Acido Isodomdico B Acido Isodomdico C

COOH — cH,
= % ""cooH L ool

Acido Isodoméico D Acido Isodomdico E Acido Isodoméico F

Figura 2. Estructura quimica del 4cido Doméico y sus isémeros (FAO, 2004).
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2.3 Origen del acido domaico y habitat de las especies productoras.

2.3.1 Fuente de produccion del DA

El 4cido domdico fue extraido por primera vez a partir de una macroalga llamada
Chondria armata en Japén (Pérez, 2002). En 1987 cuando se presento un caso de
envenenamiento en la Isla Principe Eduardo, Canada por la ingesta de mejillones
contaminados con acido domodico, se considero a Pseudonitzschia pungens f.
multiseries como la fuente responsable de esta biotoxina. En cultivos a nivel laboratorio
se encontrd que esta microalga produjo &cido domdico en niveles de 1 a 20 pg/célula
(Subba Rao et al., 1988; Bates et al., 1989). El acido domdico se encontrd presente en
niveles de hasta 1000 ug/g de tejido analizado. Este fue el primer reporte de &cido
domadico como una toxina marina (Wright y Quilliam, 1995).

A las diatomeas del género Pseudo-nitzschia se les confiere la produccién de
acido domaico, las cuales pueden ser abundantes y algunas veces dominan el
fitoplancton marino. Estas diatomeas no han sido identificadas formando florecimientos
masivos en aguas mexicanas, y menos en envenenamientos por ASP; sin embargo,
esto no quiere decir que no existan o se hayan presentado, por su dificil identificacion
es posible que hayan pasado desapercibidas. En las costas del océano Pacifico se ha
registrado a Pseudonitzschia pungens y Pseudonitzschia seriata y en el Golfo de
México a Pseudonitzschia pungens, Pseudonitzschia seriata y Pseudonitzschia
delicatissima. Actualmente todo el grupo de Pseudonitzschia esta sujeto a revision

profunda sobre todo por su produccion de toxinas (Cortés, 1998).
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Work, demostro la presencia de acido domdico en contenidos estomacales de
pelicanos intoxicados en la bahia de Monterrey Bay, California, EUA, en Septiembre de
1991, ademés determind los niveles de &acido domodico presente en los peces que
constituian el alimento de las aves, detectando asi altos niveles en anchoas, hasta de
100 pg/g, principalmente en sus contenidos estomacales en los que se encontraron
abundantes microalgas del género Pseudonitzschia spp, responsable de la produccion
de la toxina (Cortés, 1998). Entre las especies identificadas se encontrd
Pseudonitzschia australis (Fritz, et al., 1992).

En México también se presentd una intoxicacion de pelicanos en la bahia de Los
Cabos, BCS, en donde se detecté como responsable a la intoxicacion al acido domaico,
fungiendo como vectores peces macarelas (Cortés, 1998).

2.3.2 Condiciones favorables para el crecimiento de Pseudonitzschia spp

Los florecimientos toxicos de Pseudonitzschia pueden convertirse en un fenbmeno
recurrente, por lo que es importante determinar si existe alguna prediccion estacional o
espacial.

Desde el incidente con DA en Canada en 1987, se ha estudiado intensamente la
ecologia de P. pungens f. multiseries, se ha informado que es capaz de sobrevivir a 30
°C aunque domina con temperaturas mas frias, (Villac et al., 1993). Se concluyé que el
crecimiento optimo de P. pungens f. multiseries se daban en rangos de temperatura
entre 15-20 °C. Sin embargo, se han observado florecimientos monoespecificos de P.
pungens f. multiseries a fines de otofio o en invierno, con bajas temperaturas

prevalecientes en el agua (-1 a 3 °C).
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Como la temperatura éptima de crecimiento es muy superior a ésta, es evidente
gue otros factores pudieron haber influido en el inicio del desarrollo de las floraciones
(FAO, 2004)

Los nutrientes pueden resultar aun mas importantes para el crecimiento del
fitoplancton que los efectos directos de los cambios estacionales de temperatura. Las
condiciones en zonas poco profundas con circulacion restringida pueden favorecer el
estrés requerido para iniciar la produccion de DA, junto con el necesario exceso de
nitrégeno inorganico (FAO, 2004)

La floracion maxima de P. pungens f. multiseries en Canada en 1987 sucedi6
luego de un periodo inusualmente seco a fines del verano, seguido de una intensa
tormenta con lluvias a comienzos de septiembre. Se encontré una relacién entre alta
disponibilidad de nitratos y maximos florecimientos de P. pungens f. multiseries,
atribuida fundamentalmente a desbordes de agua dulce luego de las lluvias (Villac et
al., 1993).

El incidente con DA en el otofio de 1991 en aguas del estado de Washington en
la costa oeste de los Estados Unidos, ocurrié también luego de un periodo muy
caluroso y seco de 45 dias de duracién, seguido de lluvias a mediados de octubre
(Wright y Quilliam, 1995).

En estudios con cultivos realizados por Bates, se encontré que la produccion de
DA por P. multiseries y P. seriata comenzaba a fines de la etapa exponencial de su
crecimiento para continuar con mayor rapidez durante la fase estacionaria; en cambio,
P. australis y P. pseudodelicatissima produjeron DA durante la mayor parte de la fase

exponencial y no durante la estacionaria.
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Para la microalga P. pseudodelicatissima la informacion no es del todo

consistente, pues un aislado de aguas de Washington produjo DA tanto durante el final
de la fase exponencial como en la estacionaria. La dinamica de la produccion de DA por
Nitzschia navis-varingica fue estudiada por Kotaki (2000), encontrando el comienzo de
la produccion de DA durante el final de la fase exponencial, acelerandose en la
estacionaria (FAO, 2004).

En 1993 Lewis y colaboradores demostraron que la velocidad de produccion de
DA por P. pungens f. multiseries durante la fase estacionaria de crecimiento podia
reducirse de manera importante disminuyendo ligeramente la temperatura.

Bates y sus colaboradores afirmaron que se requeria disponer de nitrato
extracelular o de otra fuente de nitrdgeno y de luz para producir DA durante la fase
estacionaria (FAO, 2004).

Se ha probado que una mayor produccién de DA tiene lugar con poco silicato,
aun con la misma velocidad de crecimiento del alga. Es muy posible que las floraciones
naturales de P. multiseries, causantes de importantes cantidades de DA, estuvieran con
un severo estrés de silicatos. También se ha demostrado que la produccion del DA se
ve favorecida por limitantes en la cantidad de fosfatos en el medio de cultivo. La
competencia entre velocidades de produccion del DA altas en estado estacionario, con
velocidades bajas de absorcién de nutrientes y con niveles elevados de trifosfato de
adenosina (ATP) indica ademas, que la sintesis del DA requeria cantidades importantes

de ATP como fuente de energia biogénica (FAO,2004).
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2.3.3 Habitat de las microalgas productoras de DA
Las diatomeas del género Pseudonitzschia se encuentran ampliamente distribuidas,

en la tabla 2 se muestran algunas especies del género y el lugar en donde han sido

encontradas
Tabla 2. Distribucion en aguas de diferentes especies
de Pseudonitzschia (FAO, 2004)
Especie Océano Zona

o Atlantico | Norteamérica, Sudamérica y Europa
P. multiseries

Pacifico | Norteamérica, Japon

Europa y Africa (Estrecho de Dinamarca a Africa del
P. Atlantico | noroeste, incluyendo las aguas costeras noruegas y

pseudodelicatissima danesas) Canada y EUA (Golfo de México) y Argentina

Pacifico | California, Washington

Atlantico | Espafia, Portugal, Suroeste de Africa y Argentina

) Perd, Chile, Nueva Zelanda, México (Golfo de California),
P. australis _ _ .
Pacifico | Costa oeste de América del Norte desde San Diego

(California) a Puget Sound, Washington, Columbia Britanica.

. |Aguas costeras noruegas, aguas Danesas, Africa del
o Atlantico _ _
P. delicatissima noroeste, Rhode Island y Argentina y Lousiana, EUA

Pacifico | California

Atlantico | Argentina y Lousiana, EUA

Aguas costeras de EUA (Penn Cove, Washington) y
P. pungens ) . ) )
Pacifico | México (Golfo de California), Nueva Zelanda, Mar de

Japén, Federacién Rusa.

Mar de Barents, Mar noruego, Skagerrak, Bahia de Kiel,

P. seriata Canal de la Mancha, Groenlandia hasta Terranova Alaska,

Columbia Britanica. Aguas costeras de Argentina
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2.4 Absorciény eliminacion de DA en organismos acuaticos.

Las microalgas son el alimento natural de moluscos bivalvos filtradores (ostras,
ostiones, choritos, cholgas, almejas, entre otros), de peces herbivoros y de larvas de
diferentes organismos marinos, como lo son moluscos y crustaceos, que a su vez son
alimento marino esencial para otros animales marinos carnivoros y para los seres
humanos (Suarez et al., 1999).

Algunos organismos acuaticos como los moluscos bivalvos, cangrejos,
langostas, entre otros; acumulan toxinas por filtracion directa de las células del
plancton o al alimentarse directamente con organismos contaminados.

La velocidad de acumulacion de las toxinas por organismos marinos filtradores
es especifica para cada especie y en la mayoria de los casos esta relacionada
directamente con la cantidad de células disponibles a ellos. La velocidad de
acumulacion de algas toxicas es muy variable para una zona dada. La velocidad de
eliminacion de la toxina depende de la estacién, retardando las bajas temperaturas la
liberacion de la toxina; sin embargo, no esta bien entendido la forma en que la
temperatura afecta la absorcion y liberacion de toxinas. Ademas, la velocidad de
eliminacion depende mucho del lugar donde esté almacenada la toxina en el animal,
por ejemplo, si las toxinas se encuentran en el tracto gastrointestinal son eliminadas
mucho mas rapido que las toxinas unidas a tejidos (FAO, 2004).

La mayor parte de la informacion disponible es relativa a moluscos bivalvos. Se
ha demostrado que el DA es eliminado de los mejillones bastante rapido (Villac et al.,

1993).
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Estudios preliminares de alimentacion con el mejillbn Greenshell (Perna

canaliculus) de Nueva Zelanda, al que se proporcioné P. pungens f. multiseries
mostraron contaminacion de los mejillones con DA auque la toxina fue eliminada
rapidamente al cesar la alimentacion. Bajo algunas condiciones las velocidades de
ingestion y excrecion eran equivalentes, no acumulandose en los tejidos (FAO, 2004).

Al alimentar almejas (Placopecten magellanicus) con células de P. multiseries
con alto contenido de DA (4-6,6 pg/célula) durante 22 dias, seguidos de 14 dias de
alimentacion con microalgas no toxicas, el DA fue incorporado dentro de las 24 horas
con absorciones incrementadas pasados seis dias. El orden de concentracion del DA
concentrado en tejidos era: glandula digestiva >> restante tejido blando >> musculo
abductor. En la glandula digestiva se registr6 un maximo de 3 108 pg/g; sin embargo,
solo se encontraron cantidades traza (0,7-1,5 pg/g) en el musculo aductor. Al final de la
exposicion, se habia incorporado a los tejidos el 50.9 % del DA proporcionado. El nivel
de DA en la glandula digestiva, 14 dias después de finalizada la dieta toxica
permanecié elevado, 752 upg/g durante la experiencia; no se mostr6 enfermedad o
mortalidad de las almejas sefiales atribuibles a una carga elevada de DA. Sin embargo,
no fueron evaluados los efectos de largo plazo (Douglas, et al., 1997).

Se dispone de pocos datos sobre los tiempos de permanencia de toxinas en
cangrejos y gastrépodos carnivoros; la tendencia general en estos organismos apunta a
tiempos de permanencia prolongados. Se inform6 un periodo de permanencia superior
a los dos afios para Siliqua patula, con una especie no identificada de Pseudonitzschia

como fuente de la toxina (FAO, 2004).
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Mas de 400 leones marinos californianos (Zalophus californianus) murieron a lo

largo de la costa central de California en mayo y junio de 1998. El probable agente
causante fue el DA producido por P. australis y transmitido a los leones marinos por las
anchoas herbivoras (Engraulis mordax). Las mayores concentraciones de DA se
encontraron en las visceras (223 pg/g), con valores siete veces superiores a los de los
tejidos del cuerpo (FAO, 2004).

2.5 Técnicas de analisis para el acido domoico

2.5.1 Métodos quimicos

Entre los métodos quimicos para el andlisis de acido domoico, se encuentran la
Cromatografia en capa fina, Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC),
Electroforesis capilar y Espectrometria de masas, las diferencias entre estas técnicas
radican en sus limites de deteccion, y sus caracteristicas en general como lo es el costo
del equipo o si es que la técnica es 0 no cuantitativa. En la tabla 3 se pueden observar
algunas de las diferencias entre estas técnicas (Botana, 2000).

Como se puede observar en la tabla 3, las caracteristicas del método por HPLC
es cuantitativo, lo que no es cromatografia en capa fina y espectrometria de masas, el
cual ademas requiere una previa separacion del compuesto. También es importante
resaltar que la sensibilidad por el método de HPLC, es mayor a comparacion de dichos
métodos.

Aln cuando otro método aplicable de forma cuantitativa es la electroforesis
capilar, este trabajo se enfocara a la cuantificacion por HPLC debido a que el método
oficial establecido por el AOAC para la cuantificacion de acido domaico establece a la

HPLC como método de cuantificacion oficial.
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Tabla 3. Caracteristicas de las diferentes técnicas para la cuantificacion

de acido domodico.

Técnica e .d,e Caracteristicas
deteccion
. Semicuantitativo
Cromatografia en
10 uglg Se pueden emplear extractos crudos

Aplicable a varias matrices biologicas

capa fina ..
P Econdmico

20-30 ng/g (UV) |Cuantitativo

Se requiere derivatizacion cuando se
HPLC 15 pg/g emplea el detector de fluorescencia.
Pueden cuantificarse sus isomeros
(fluorescencia) |El equipo requerido es costoso.

Electroforesis Cuantitativo
150 ng/g Alta resolucion
capilar Volumenes muy pequefios de inyeccién

El equipo requerido es costoso.

Cuantitativo en algunas modalidades
Requiere separacion previa por
cromatografia o electroforesis capilar.
Puede requerir derivatizacion de la muestra.
El equipo requerido es muy costoso.

Espectrometria de

1 ug/g
masas

2.5.1.1 Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

El sistema més sencillo para HPLC consiste basicamente de cinco elementos: bomba
de flujo, sistema para la inyeccion de la muestra, columna de cromatografia, sistema de
deteccion y un procesador de datos. Los equipos de deteccion méas populares para el
analisis rutinario de biotoxinas marinas son los detectores de UV y de fluorescencia.
Para el andlisis de datos se puede emplear desde un graficador analdgico hasta
sistemas computarizados que permiten la comparacion automatica de las corridas con

los estandares (Cortés, 1998).
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La cromatografia de fase inversa (RCP) es una forma de particibn cromatografica

en la cual la fase estacionaria es hidrofobica y la fase movil tiene una mayor polaridad
que la fase estacionaria. En este tipo de cromatografia, la separacion de las muestras
es relativa a las propiedades hidrofobicas del soluto, asi, mientras mas hidrofilicas
sean, seran eluidas con mayor rapidez.

Para la RCP es utilizada como fase movil un solvente organico miscible en agua
como son el acetonitrilo o el metanol (Cortés, 1998).

El método de HPLC es el preferido para la cuantificacién de acido domaico, ya
sea empleando un detector de Ultra Violeta o de fluorescencia, siendo este Ultimo mas
sensible, sin embargo requiere una previa derivatizacion de la muestra. La muestra que
se cree contiene acido domdico se separa en una columna de fase reversa C-18
empleando un gradiente isocratico cuyo flujo sea de 1-1.5 mL/min. Se prefieren las
fases moviles y es comun que se empleen mezclas de acetonitrilo y agua acidificada
con acido tricloroacético (TCA) o acido fosférico (Cortés, 1998). Se recomienda
emplear una fase mévil 4cida para suprimir la ionizacion los grupos carboxilo (FAO,
2004). La metodologia establecida por el AOAC emplea la mezcla de acetonitrilo-agua
acidificada con acido fosférico a pH aproximadamente de 2.5 (Harwitz, 2000). Sin
embargo, existen interferencias encontradas comunmente que pueden dar falsos
positivos en extractos crudos. Por ejemplo, se ha observado que el triptofano puede
encontrarse en altas concentraciones en los tejidos de moluscos o peces analizados, y
debido a su semejanza estructural con el DA (figura 3) eluye muy cercano a él
(Quilliam, et. al., 1989), por ello es de gran importancia encontrar las condiciones

idéneas con el fin de que exista una buena separacion entre estos dos compuestos.
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Figura 3. Muestra la semejanza estructural entre el DA (a) y el Triptofano (b).

No obstante que, existen algunos problemas con el procedimiento antes
mencionado, es el método oficial establecido en el AOAC. Entre los problemas se
encuentran: a) la descomposicion parcial del DA durante la extraccion, especialmente a
niveles traza; b) un gran tiempo de preparacion de la muestra; c) El extracto no puede
almacenarse (debido a la rapida descomposicion del DA en solucion acida) (Wright y
Quilliam, 1995). Es por este ultimo punto que en la metodologia establecida en el
AOAC, se menciona que la muestra debera analizarse el mismo dia en que se realiza
la extraccion acida.

El detector mas empleado para la cuantificacion de acido doméico por HPLC es
el UV a una longitud de onda de 242 nm, ya que dicha biotoxina absorbe fuertemente a

esa longitud de onda (Cortés, 1998).
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2.6 Toxicologia del DA

El limite seguro de DA que se establecio en Canada tras la intoxicacion de 1987 es de
20 pg/ g de tejido animal analizado (lverson et al., 1990; Iverson y Truelove, 1994), y
hasta el momento este nivel ha sido adoptado por otros paises para el DA, incluyendo a
México segun la NOM-031-SSA1-1993 (Secretaria de Salud, 1995).

Durante el incidente en Canada en 1987, se encontraron concentraciones de
acido domoico en un rango de 300-1000 ug/g de tejido de mejillon analizado, y se
estima que las personas intoxicadas pudieron haber consumido de 1 a 2 mg/kg de la
toxina (Wright y Quilliam, 1995).

2.6.1 Modo de accion del DA

La absorcién del DA ocurre en la mucosa gastrointestinal; sin embargo, dicha absorcion
es muy lenta (Iverson et al., 1990). La tasa de transferencia de DA al tejido cerebral ha
sido medido en ratas y se ha observado que es también lento (Preston y Hynie, 1991).
El DA administrado oralmente se ha encontrado que es excretado totalmente en heces
(Iverson et al., 1990). Existen reportes de que en ratas y monos, la vida media de DA en
la sangre es de 65 minutos y es totalmente eliminado después de dos horas (Suzuki Y
Hierlehy, 1993; Truelove e Iverson, 1994).

El DA debido a su semejanza estructural con el acido glutamico (GLU) (figura 4)
cuenta con alta afinidad hacia sus receptores ubicados en el Sistema Nervioso Central
(SCN), los cuales se encuentran en gran proporcion en las neuronas presentes en el
hipocampo, en centros responsables del procesamiento de la memoria a corto plazo

(Botana, 2000).
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Figura 4. Muestra la semejanza estructural entre el Acido Glutamico (a) y el DA (b).
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El acido domdico se considera como una neuroexcitoxina debido a que activa a
los receptores del &cido glutamico abriendo un canal ibnico que deja pasar al interior de
la neurona grandes cantidades de Ca®*, lo que hace que se incremente su
concentracion dentro de la misma, causando su despolarizacion y ocasionando asi la
destruccion de la neurona y de esta forma la pérdida de la memoria a corto plazo en las
personas intoxicadas, lo cual puede llegar a ser irreversible, provocando que algunas
personas padezcan de amnesia de por vida, es por este motivo por lo que se le conoce
como Intoxicaciéon Amnésica por Moluscos (Pérez, 2002).

2.6.2 Sintomas Clinicos de la ASP

Dentro de las primeras 24 horas después de ingesta de moluscos contaminados por
acido domaico, se ha observado que se presentan sintomas como dolor abdominal,
vomito, diarrea. Después de 48 horas de la ingesta algunos sintomas presentados han
sido dolor de cabeza, pérdida de memoria a corto plazo, vértigo, desorientacion,
confusién y coma. Ademas de sintomas como el aumento de la presion arterial,
retencidn urinaria y taquicardia. En algunos casos se ha presentado hasta la muerte

(Botana, 2000).
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Segun informacién obtenida de la intoxicacion en 1987 en Canada, de 107
casos de personas intoxicadas, 14 personas presentaron severos dafios neurolégicos y
4 personas murieron (Teitelbaum, et al., 1990; Perl, et. al., 1990)

Se han reportado casos en que la pérdida de memoria fue de forma definitiva,

esto sin importar la edad de la persona intoxicada.

2.6.3 Toxicidad del DA en organismos marinos

En el otofio de 1993, tuvo lugar en la Bahia de Fundy en Canada una mortalidad
inexplicada de vieiras marinas (Placopecten magellanicus); sus glandulas digestivas
registraron 93,4 pg DA/g. En ensayo, las vieras nadadoras (Chlamys hastata) murieron
rapidamente, dentro de las 12 horas, luego de la exposicion a cultivos de P. multiseries
toxica. Aunque se ha informado que algunos moluscos bivalvos contienen altos niveles
de DA sin ningun sintoma (Douglas et al., 1997).

Se reporto que las vieiras nadadoras Chlamys hastata, al exponerse al DA
alimentandolas con Pseudonitzschia multiseries, perdieron sus respuestas motoras o
de fuga resultando asi presa facil para depredadores como los cangrejos, pudiendo
originar en estos una intoxicacion (FAO, 2004).

En septiembre de 1991, las muertes inexplicables de pelicanos en la Bahia
Monterrey, en California, fueron atribuidas a un brote de intoxicacion por DA producido
por Pseudonitzschia australis, ingeridas por anchoas y a su vez ingeridas por los

pelicanos (FAO, 2004).
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En enero de 1996, se atribuyé la muerte de pelicanos marrones (Pelecanus

occidentalis) en el Cabo San Lucas, México, lo cual se atribuyo a que se alimentaron
con caballa (Scomber japonicus) contaminada con Pseudonitzschia spp (Sierra-Beltran
et al., 1997).

Se investigaron los efectos fisiolégicos del DA en los invertebrados marinos,
ostra del Pacifico (Crassostrea gigas) y mejillon de California (Mytilus californianus),
conocidos por acumular esta neurotoxina. Las ostras y los mejillones se expusieron
continuamente por 48 horas a la diatomea productora de DA P. pungens f. multiseries,
seguidos de un periodo de liberaciébn de 120 horas. La ostra del Pacifico acumul6
rapidamente cargas de DA en tejidos suaves, resultantes en una respuesta de estrés
generalizada por el cierre de su caparazén cuatro horas después de introducir las algas,
acidosis hemolinfica e hipoxia transitoria aguda. El mejillbn de California parecio
incrementar su flujo ventilatorio resultante en una suave alcalosis respiratoria no
compensada (FAO, 2004).

Méas de 400 leones marinos californianos (Zalophus californianus) murieron a lo
largo de la costa central de California durante mayo y junio de 1998. Fue identificado
como el posible agente causante el DA producido por P. australis y transmitido a los
leones marinos por las anchoas herbivoras de la especie Engraulis mordax (FAO,

2004).
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3. METODOLOGIA

3.1 Diagrama general de trabajo.

En la figura 5 se puede observar el diagrama general de trabajo.

Arido domdico (DA)
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figura 5. Diagrama general de trabajo.
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3.2 Cuantificacion de DA por HPLC.

3.2.1 Fundamento:

El Acido Domoico (DA) es una biotoxina marina producida por las microalgas
Pseudonitzchia spp, dicha biotoxina es capaz de acumularse en algunos animales
marinos, entre ellos los filtradores como los moluscos bivalvos (mejillones, ostra,
almeja, etc.), también puede encontrarse en peces y crustaceos.

El DA es una neurotoxina debido a que su ingestion por humanos puede producir
la Intoxicacidbn Amnésica por Moluscos (ASP), la cual puede provocar la perdida de
memoria a corto plazo, que puede ser permanente, esto debido a que el acido domaico
se une fuertemente a los receptores para el acido glutamico que se encuentran en gran
cantidad en la zona del hipocampo, encargada de la memoria a corto plazo,
permitiendo el paso del ion Ca®* al interior de la neurona provocando su despolarizacion
hasta producir una lisis celular.

El DA puede purificarse por diversos métodos cromatograficos y su deteccion se
facilita por espectroscopia UV por poseer un cromoéforo fuerte. Este compuesto absorbe
a 242 nm en el rango del ultravioleta, lo que facilita su identificacion y cuantificacion. El
método oficial establecido por el AOAC (2000) para su cuantificacion es por HPLC, en
donde debe llevarse a cabo la extraccidon previa de la toxina en ambiente acido.

La NOM-031-SSA1-1993 (Secretaria de Salud, 1995) establece que el limite
maximo que puede contener un molusco bivalvo de DA son 20 ug/ g de tejido animal
analizado, este es el limite maximo establecido como seguro desde la intoxicacién en

humanos en Canada en 1987.
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3.2.2 Material y Equipo:

Material: Equipo:

Matraz Erlen Meyer 250 mL

Parrilla eléctrica

Probeta 100 mL con tapon

Tubos eppendorf

Espatula

Vidrio de Reloj

Micropipeta de 10-200 pyL BIOHIT

Micropipeta de 5 — 50 pl BIOHIT

Jeringa para HPLC

Acrodiscos

Frascos vial

Tubos para centrifuga 50 mL

Equipo Millipore

Filtros Millipore 0.45 um

Pipeta volumétrica 2 mL, 5 mL

Vaso de precipitados 50 mL, 250
mL

Matraz aforado 50 y 25 mL

Pipeta graduada 5 mL

Malla No. 10

- Centrifuga Eppendorf 5702

- Balanza analitica Sartorius

- Potenciometro Corning 430

- Sonicador BRANSON modelo 3210
- Equipo para HPLC PERKIN ELMER

modelo 250 con detector UV.

- Columna de fase inversa de

nucleosil 100-5 C-18 150 mm x 5

mm X 4.6 mm Macherey-Nagel

- Licuadora

Reactivos:

Agua desionizada

Acido domadico Sigma D6152
Triptofano Sigma T-0254
Acetonitrilo grado HPLC JT
BAKER 9017-03

Acido fosférico al 8.5% JT BAKER
01143 (0260).

Acido Clorhidrico 0.1M JT BAKER
9535-05.
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3.2.3 Preparacioén de la fase mévil

Para elaborar la fase mévil es necesario adicionar 2 mL de &cido fosférico al
8.5% a 873 mL de agua desionizada y mezclarse. Ya que se tiene el agua acidificada
es medir el pH con un potenciometro y si es necesario ajustarse a 2.65 + 0.05.

Una vez fijado el pH, adicionar 125 mL de Acetonitrilo grado HPLC y agitar.

La fase movil debera filtrarse previa a su uso en el equipo Millipore empleando
filtros Millipore con tamafio de poro de 0.45 ym y desgasificarse durante una hora
empleando un sonicador, para eliminar el aire que pueda estar presente en la disolucion
y se puedan dafiar las bombas del equipo para HPLC.

3.2.4 Elaboracion de una disolucion de triptofano.

Para realizar la disolucion de triptofano si se parte de triptofano marca Sigma,
con una pureza del 98%, deberan pesarse 0.0128 g de triptofano empleando una
balanza analitica y llevarse a un volumen de 50 mL con agua destilada, para
posteriormente llevar a cabo la determinacién del tiempo de retencién de esta sustancia
por HPLC bajo las mismas condiciones que se llevara a cabo la cuantificacion de DA.
3.2.5 Preparacién de los estandares de DA.

A partir de la solucion Stock de DA con concentracién de 2 ug/ pL elaborar cinco
disoluciones con concentraciones diferentes para verificar la linealidad, dichas
concentraciones son: 1.25, 2.5, 5.0, 12.5, 25.0 ng/uL, empleando una micropipeta de
10-200 pL. Cada una de las disoluciones debera llevarse a cabo el mismo dia de la
determinacion para evitar la descomposicion del acido. Durante el tiempo que no se
empleen serd necesario almacenarlas en refrigeracion y protegerlas de la luz hasta el

momento de la determinacion.
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3.2.6 Extraccion de DA a partir de las muestras de animales acuaticos (Moluscos
bivalvos, peces)

En el caso de los moluscos bivalvos lavar el exterior de las conchas con
suficiente agua, abrir las valvas y lavar el interior con agua limpia con el fin de eliminar
arena que pudiera estar presente, ademas de otros materiales extrafios. Remover la
carne del interior de las valvas.

Colectar de 100-150 g de carne o visceras y drenar durante 5 minutos
empleando una malla con tamafio del nimero 10.

Moler la carne limpia en una licuadora casera hasta obtener el homogenado,
pesar 50 g en un vaso de precipitados limpio de 250 mL, empleando una balanza
analitica, adicionar 50 mL de HCI 0.1M y agitar vigorosamente, calentar a temperatura
de ebullicion y mantener a dicha temperatura durante 5 minutos. Transferir el extracto
obtenido inmediatamente en un bafio de agua-hielo y enfriar hasta alcanzar la
temperatura ambiente (aproximadamente 10 minutos).

Verter el extracto a una probeta de 100 mL con tapony llevar a un volumen de
100 mL con HCI 0.1M. Agitar para homogenizar el extracto diluido. Trasladar 50 mL de
la mezcla homogénea a un tubo de centrifuga del mismo volumen y centrifugar durante
5 minutos a 3000rpm. Transferir de 1 a 5 mL del sobrenadante con ayuda de una pipeta
volumétrica a un matraz aforado de 50 mL, llevar al aforo con agua desionizada.

Filtrar una alicuota de 1 a 2 mL del sobrenadante diluido a través de un filtro
desechable (acrodisco), y colectar el filtrado en un frasco vial de 4 mL.

Realizar la inyeccién en el equipo para HPLC, de acuerdo a las condiciones

indicadas en el punto 3.2.8.
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Es importante mencionar que la extraccion debera llevarse a cabo el mismo dia

gue se haga la cuantificacién por HPLC, debido a que el DA se degrada facilmente en
disolucién &cida. La muestra debera mantenerse en refrigeracion y protegida de la luz
mientras que no se realice la cuantificacion.

Durante todo el proceso de extraccion deberd cuidarse que la muestra tenga
poco contacto con la luz debido a que ésta puede provocar la degradacion del DA, lo
que podria provocar obtener una subestimacion de la concentracion real del DA en la
muestra.

Realizar este procedimiento tanto para los blancos negativos, como para las
muestras positivas, ademas de la muestra empleada para determinar el porcentaje de
recuperacion con la previa adicion de una cantidad conocida de DA que durante la
determinacion se obtenga un valor intermedio en la curva patron.

3.2.7 Preparacion de la muestra para la determinacién del porcentaje de
recuperacion de la metodologia.

Para determinar el porcentaje de recuperacion de DA durante la extraccién es

necesario adicionar 1.75 mL de la disolucion stock de DA (2 ug/ pL) a 50.36 g de

musculo o visceras ya homogenadas por la licuadora y se continda el procedimiento de

extraccién en medio &cido segin se menciona en el punto 3.2.6.

3.2.8 Cuantificacion por HPLC y determinacion de tiempo de retencion.

Para la de determinacion es necesario contar con un equipo para HPLC marca
PERKIN ELMER modelo 250, y un detector UV, empleando una columna de fase
inversa de Nucleosil 100-5 C-18, con tamafo de particula de 5 ym, con longitud de

150mm y un diametro interno de 4.6 mm.
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Se inyectaran 20 pL de la solucion estandar correspondiente (triptofano o DA),
el tiempo de corrida serd de 10 minutos, con un flujo de la fase mévil de 1 mL/min, la
lectura se realizard a 242 nm y con una sensibilidad del detector de 0.5000.

Lo anterior se realizara por quintuplicado para cada una de las concentraciones
preparadas, para determinar la precision del método.

A partir de los cromatogramas obtenidos, se determinara el tiempo de retencion
del DA y del triptofano, con esto debera verificarse que bajo las condiciones trabajadas
existe una buena separacion entre estos dos compuestos.

Con los datos obtenidos para las cinco disoluciones de acido domoéico elaborar
una curva patron de area bajo la curva vs concentracion.

Para verificar la reproducibilidad del método es necesario realizar una nueva
disolucion estandar con concentraciéon de 5 ng/uL que es el punto intermedio de la
curva patrén, y llevar a cabo la cuantificaciébn por quintuplicado con una diferencia de
tiempo de 20 dias y con los datos obtenidos realizar un analisis estadistico aplicando la
prueba de t apareada.

Para determinar la concentracion de DA debera emplearse la ecuacion de la
recta obtenida para la relacion lineal entre area bajo la curva y concentracion. Ademas
deberd considerarse el % de recuperacidn para evitar una subestimacién en el
resultado. Finalmente, la concentracion de DA en la muestra debera reportarse como

MgDA/g de muestra analizada.
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CAPITULO IV



4. Resultados y Discusion
4.1 Determinacion del tiempo de retencidn del triptofano por HPLC.

Bajo las condiciones mencionadas en el punto 3.2.8, se obtuvieron los resultados
mencionados en la tabla 4, en donde se muestran algunos parametros estadisticos
como son el valor promedio obtenido, la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion en porcentaje.

Tabla 4. Valores de tiempo de retencion para triptofano.

Tiempo de retencion
Dato .
(minutos)
1 5.407
2 5.397
3 5.383
4 5.370
5 5.347
Promedio 5.381
Desviacion estandar 0.023
%CV 0.437

De acuerdo a los datos presentados en la tabla 4, se encontré que el tiempo de
retencion del triptofano bajo las condiciones anteriormente establecidas es de 5.381 +

0.023 min (X = 0).
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Como se puede observar en la tabla 4 el coeficiente de variacién es de 0.437%,
el cual es un valor bajo lo que indica que los datos obtenidos son precisos y el valor de
tiempo de retencion obtenido es estadisticamente confiable.

4.2 Determinacion del tiempo de retencion del acido domdico.

La determinacion se realizd, bajo las mismas condiciones especificadas para el
triptofano, asi, los valores obtenidos para tiempo de retencion del DA se encuentran en
la tabla 5, mostrandose ademas algunos parametros estadisticos (promedio, desviacion
estandar y coeficiente de variacién (CV) ).

Tabla 5. Valores de tiempo de retencion obtenidos para DA.

. Tiempo deretencion
(minutos)

1 7.737

2 7.717

3 7.637

4 7.650

5 7.623

Promedio 7.673
Desviacion estéandar 0.05988
%CV 0.6632

Considerando los resultados mencionados en la tabla 5, se determiné que el
tiempo de retencidén del acido domoico bajo las condiciones trabajadas es de 7.673%

0.060 minutos (x £ 0).
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Como se puede observar en los tiempos de retencion del triptofano (5.381 min +
0.023 (x £ 0)) y DA (7.673 mint 0.060) existe una diferencia de mas de dos minutos lo
gue nos indica que en una muestra que contenga ambos compuestos habra una buena
separacion entre estos y por tanto el triptofano no interferira en la cuantificacion de DA.
4.3 Verificacion de la linealidad para diferentes concentraciones del &cido
domdico y precisiéon en la determinacion.

Con las concentraciones de acido domoico especificadas en el punto 3.2.5
(1.25, 2.5, 5.0, 12.5, 25.0 ng/yL), se realizé la determinacion bajo las condiciones
especificadas en el punto 3.2.8 para cada una de las concentraciones por quintuplicado.
Los resultados de éarea bajo la curva obtenidos para cada una de las cinco
concentraciones se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Area bajo la curva obtenida para las diferentes concentraciones de acido

domoaico y pardmetros estadisticos de las determinaciones.

Concentracion (ng/uL) 1.25 2.5 5.0 12.5 25.0
Repeticion Area bajo la curva
1 5971191 | 13213360 % 69136888 | 113287280
2 5893998 | 12564390 260418041 74400400 | 110039840
3 4907148 | 13084037 | 25645694 | 67013204 | 118088808
4 6068437 | 13026640 | 25449272 | 70941672 | 115539944
5 5548708 | 13656500 | 25586668 | 63760376 | 97839408
Promedio 5677896 | 13108985 | 25680610 | 69050508 | 110959056
Desviacion estandar | 473282.77|391999.24 | 253838.02 | 4010654.9 | 7908992.5
%CV 8.33 2.99 0.99 5.81 7.13
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& Este valor no fue considerado para los céalculos debido a que estadisticamente se
detectd que se trataba de un valor anémalo. La prueba estadistica para evaluar si el
dato era 0 no un dato anomalo fue mediante el método Q de Dixon. La prueba

estadistica se llevo a cabo mediante los siguientes calculos:

|Valor sospechoso- valor mas cercand

|va| or mas grande- valor mas pequeﬁq

_|31859184- 26041804
" |31859184- 25449277

Q=091

Nivel de significancia:
0.05

Re gla de decision:

S Qcuiuiade NQyitics ENtONCES NO SON iguales

Valor critico (obtenidoentablas) :
chitico = 0717

Decision
Aun nivel de significancia del 5% el valor sospechoso esun valor anémalo

Como se puede observar en la tabla 6, los valores de % de coeficiente de
variacion son bajos (menores al 10%), lo que nos indica que hay precision al realizar las

diferentes determinaciones.
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En la tabla 7 se pueden observar los valores promedio obtenidos de area bajo la

curva para cada una de las concentraciones.
Tabla 7. Datos empleados para la verificacion de la linealidad entre

area bajo la curva y concentracion.

Concentracion )
Area bajo la curva
(ng/uL)
1.25 5677896
2.5 13108985
5.0 25680610
12.5 69050508
25.0 110959056

Con los datos mostrados en la tabla 7 se elaboré el grafico de area bajo la curva
contra concentracion de DA (figura 6), con el fin de verificar si existe linealidad entre
concentracion y area bajo la curva en el intervalo de concentraciones de 1.25 a 25
ng/uL.

Con base al grafico representado en la figura 6, se pudo determinar que existe
una relacion lineal entre area bajo la curva y concentracion de acido doméico en el
intervalo de 1.25 a 25 ng/uL, esto se corrobora observando el coeficiente de correlacion
(R) obtenido a partir de la regresion lineal de los datos, cuyo valor es de 0.9920, el cual
es aceptable para hacer dicha afirmacion. Ademas fue posible obtener una ecuacién de

la recta que describe el comportamiento para dicho intervalo de concentraciones.
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y = 4476292.23x + 3489707.88
R =0.9920

] 2 i L] 2] 110 12 14 18 18 20 22 24 28 28
Concentracidn (ngful)

figura 6. Grafica del ajuste lineal del drea bajo la curva vs concentracion de DA

Uno de los cromatogramas obtenidos para cada concentraciéon empleados en la
grafica de la verificacion de la linealidad se muestran en la seccion del apéndice (A3-

A7).

4.4 Verificacion de la Reproducibilidad de las determinaciones.

La verificacion de la reproducibilidad de las determinaciones se llevé a cabo
para la concentracion del punto intermedio de la curva, es decir, para la concentracion
de 5.0 ng/pL de acido domoaico, para lo cual, se realizé la determinacion para dicha
concentracion nuevamente por quintuplicado bajo las mismas condiciones, y los
resultados obtenidos se trataron mediante una prueba t, para verificar si

estadisticamente existe reproducibilidad al realizar la cuantificacion.
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Los resultados obtenidos la primera y segunda vez de la determinacion para la
concentracion antes mencionada se sefalan en la tabla 8. Es importante mencionar que
dichas determinaciones se realizaron en dias diferentes y con nuevas fases moviles,

ademas de que la disolucion con la que se cuantific6 también se realizé por separado.

Tabla 8. Datos de area bajo la curva obtenidos la determinacion de la

reproducibilidad para &cido domdico concentracion 5.0 ng/uL.

Determinacion 1 | Determinacion 2
Dato Diferencia
(28-07-2008) (08-08-2008)

1 26041804 26356332 -314528
2 25645694 22195780 3449914
3 25449272 24076724 1372548
4 25586668 25998660 -411992

Promedio (X,)| 1023985.5

Desviacion estandar (s, ) [ 1812941.87

Para determinar si existe o no reproducibilidad de las cuantificaciones para una
misma concentracion, fueron empleados los datos establecidos en la tabla 8 para
realizar una prueba estadistica conocida como t apareada, para un nivel de significancia

del 5%, para lo cual se aplico la ecuacion 1:




En donde:

X, = Promedio de las diferencias.
s, = desviacion estandar de las diferencias

n = niumero de datos.

Sustituyendo la ecuacion 1.:

o 1023985.5./4
181294.87

t=1.13

Al llevar a cabo la prueba t para verificar la reproducibilidad entre los datos,
seleccionando la concentracion de 5.0 ng/uL por ser el punto intermedio en la gréafica
para verificar la linealidad, se encontré que el valor limite superior de tablas (3.18)
(Miller, 1993) es mayor que el valor de t obtenido para esta prueba (1.13), lo que nos
indica que a un nivel de significancia de un 5%, es posible que los valores obtenidos
sean estadisticamente iguales, por lo tanto que existe reproducibilidad entre las
determinaciones hechas en diferentes dias bajo las mismas condiciones, variando las
posibles fuentes de error como lo son la fase mévil utilizada y la disolucién introducida

al cromatografo.

4.5 Verificacion de no interferencia con el DA.
Para verificar la no interferencia con el acido domdico se realiz6 con un blanco
negativo de mejillones, muasculo y visceras de sardina, que no contenian dicho

compuesto.
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De esta forma como se puede observar en las figuras 5, 6 y 7, que corresponden

a los cromatogramas de los diferentes extractos, no existe interferencia en el tempo de
retencion del acido domoico, ya que solo al inicio de los mismos aparecen algunos
picos, pero a partir de los 7 minutos no hay ninglin compuesto que sea detectado en el
sistema cromatografico. Cada una de las determinaciones se realiz6 por triplicado y en

cada uno de los tres casos se obtuvo el mismo resultado.
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Figura 5. Cromatograma obtenido para el blanco negativo de mejillones.
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Figura 7. Cromatograma obtenido para el blanco negativo de musculo de sardina.
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En lo que respecta a la verificacion de no interferencia de acido domdico en los
blancos negativos, se encontrd6 que bajo las condiciones de trabajo para la
cuantificacion no exhibio interferencia en la sefal del sistema cromatografico arriba de 7
minutos, esto se observo para los tres materiales bioldgicos donde se desarrollo el

método de extraccion (visceras y musculo de sardina, y mejillones).

4.6 Determinacion del porcentaje de recuperacion del DA.

Para llevar a cabo la determinacibn del porcentaje de recuperacion de DA se
adicionaron 1.75 mL de la disolucion Stock de DA (2 mg/mL) a una muestra de
mejillones libre de ésta biotoxina y se siguio el procedimiento de extraccion.

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos para esta determinacion al
realizar la cuantificacion por HPLC de acuerdo a las condiciones indicadas en el punto
3.2.8 de la metodologia, la determinacion se llevé a cabo por quintuplicado.

Para determinar la concentracion de DA en la muestra se realizé una
interpolacion en la grafica del ajuste lineal obtenido en el punto 4.3.

Es importante mencionar que se hizo una modificacién a la metodologia pues en
lugar de aforar de 1-5 mL del centrifugado a 50mL se tomaron 10 mL del centrifugado y
se llevd al volumen de 50 mL con agua desionizada, lo cual fue considerado para los

calculos.
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Tabla 9. Datos obtenidos para la determinacion del porcentaje de recuperacion

del DA empleando la metodologia establecida.

Concentracion
Dato Area bajo la Experimental Tedrico %
curva (ng/uL) | (mg/50.36g | (mg/50.36g | ECUPEracion
mejillon) mejillon)
1 22941364 4.35 2.17 3.5 62.1
2 22487568 4.24 2.12 3.5 60.6
3 24304156 4.65 2.32 35 66.4
4 22804206 4.31 2.16 3.5 61.6
5 22630436 4.28 2.14 3.5 61.1
Promedio | 23033546 4.37 2.18 3.5 62.4
Desviacion
T 130775.9 0.1638 0.0795 2.3327
%CV 3.17 3.75 3.64 3.74

La memoria de calculo para la determinacion del % de recuperacion del DA
segun el método utilizado, se muestra a continuacion:

Empleandoel valor promedio del &reabajola curvaobtenido a partir deloscromatogramas:
Area= 23033546

Sustituyendo el valor dearea €l laecuaciéndelarectadelarelacionlineal :

A =4476292.23+ 3489707.88C

en donde:

A =éreabgjolacurva

C =concentrad 6n (ng/m.)

entonces:

C= 23033546 - 4476292.23

3489707.88
C=437ng/nL
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aat.37 ngcrae 1ny CBG.OOOI’TLO
g £1000Nng g8 1mL

==4.37 ng/mL

e 4.37 ny crae50 mL aforo O
mlaforado g%10 mLalicuota

==21.85ng/mL

gézl%ngg(momaforocon HCI 1mg 9-2185 mg/50.36 gmejillon.
& mlL 000 g g

En el 10s50.36 g demgjillones seadicionaron 1.75 mL de DA concentracion 2 mg/mL, por lo tanto
fueron adicionados 3.5mgde DA en 50.36 g demejillones.

a2 mgo
——H1.75mL)=3.
gng( 5mL)=3.5mg

Asi, €l porcentgje de recuperacion es:

2e100% 0,

2.185mg) = 62.4%
35m :( 85mg) = 62.4%

De acuerdo a los resultados establecidos en la tabla 9, el porcentaje de
recuperacion del método de extraccion acida para la cuantificacion por HPLC de DA es
del 62.4%. Como se puede observar, este valor es bajo, sin embargo coincide con la
informacion localizada en la literatura en donde se menciona que el DA no es
totalmente estable en disoluciones acidas, ademas si se aplica calor, que es el método
de extraccién establecido en el AOAC y por tanto la metodologia que se adecu6 en el
laboratorio. Este valor sera considerado para la determinacién de la concentracion de
DA de las muestras positivas de dicho compuesto para evitar una subestimacion en los

mismos.
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Aun cuando lo ideal hubiera sido realizar la determinacién del porcentaje de

recuperacion minimo por triplicado desde el inicio, esto no fue posible por el alto costo
del DA; la cuantificacion final se realiz6 por quintuplicado y de esta forma el valor
obtenido se puede considerar estadisticamente confiable debido a que se obtuvo un
coeficiente de variacion bajo (3.74%), lo que nos indica que hubo poca variabilidad
entre las determinaciones.

En el apéndice (A8) se puede observar uno de los cinco cromatogramas
obtenidos para esta determinacion.

4.7 Cuantificacién de DA en muestras positivas.

La cuantificacion de DA se llevo a cabo en tres muestras contaminadas por ésta toxina
proporcionadas por el CICESE (Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada) de Ensenada Baja California, y por el Instituto Nacional de la
Pesca (INAPESCA) como intermediario, las cuales estaban codificadas de la siguiente
forma: Al, A2 y SQA2.

Las muestras proporcionadas correspondian a visceras de sardina, las
caracteristicas de coleccién de las muestras se muestran en la tabla 10, segun los
datos proporcionados por el CICESE.

De acuerdo a la informacion proporcionada por el CICESE, las muestras no
estuvieron asociadas con ningun florecimiento algal en particular, por lo que no es
posible mencionar alguna especie de microalga especifica por la que se contaminaron

las muestras analizadas, ademas de que no cuentan con dicha informacion.
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Tabla 10. Caracteristicas de la recoleccion de las muestras

contaminadas por DA.

o Fecha de
Muestra Descripcion Lugar de colecta
colecta
Visceras de Sardina del Pacifico San Quintin, Baja
SQA2 ) o ) No reportada
(Sardinops sagax caeruleus) California, México

Visceras de Sardina del Pacifico
Al ) No reportada 11-01-2007
(Sardinops sagax caeruleus)

Visceras de Sardina del Pacifico
A2 ) No reportada 23-11-2007
(Sardinops sagax caeruleus)

Segun reportd el CICESE las muestras las recibieron congeladas y asi las
mantuvieron; y posteriormente fueron liofilizadas para hacerlas llegar a nosotros, y de
esa forma, las tres muestras fueron recibidas en el laboratorio 111 del Conjunto E de la
Facultad de Quimica de la UNAM, el dia 6 de febrero del 2008.

Desde la fecha de recepcion las muestras se mantuvieron liofilizadas y a una
temperatura aproximada de —18°C en los recipientes originales y ademas se
conservaron envueltas en papel aluminio durante todo el tiempo hasta el momento de la
determinacion (19 y 20 de Agosto del 2008).

Las extraccion del DA de las muestras se realizd6 de acuerdo al punto 3.2.6 y la
cuantificacion de acuerdo al punto 3.2.8.

En la tabla 11 se muestran los valores de humedad correspondientes a las tres
muestras proporcionados por el CICESE, dichos valores son importantes para

determinar los miligramos de DA por gramo de viscera humeda.
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Tabla 11. Valores de humedad de las muestras analizadas.

Peso humedo de visceras | Peso seco de visceras
Muestra %humedad
@) Q)
SQA2 9.957 2.831 71.57
Al 15.183 3.727 75.45
A2 10.050 2.486 75.35

Los célculos para determinar los porcentajes de humedad para cada una de las
muestras analizadas se muestran a continuacion:

Para la muestra SQAZ2:

pagua = Phumedo - Pseco
9.957gph - 2.831ps="7.126gagua

Y%Humedad = &2 Y7 126)
29.957 g

%Humedad = 71.57

Debido a que las muestras proporcionadas se encontraban liofilizadas (el agua
fue sublimada) entonces, se procedid a restituir el agua antes de realizar el
homogenado esto para no perder las proporciones de la metodologia, ademas debido a
gue la cantidad de muestra es mucho menor a la requerida por la metodologia se
procedié a disminuir el volumen de adicion de HCIl y los volumenes de aforo, todo esto

se realizé conservando siempre las proporciones establecidas en la metodologia.
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4.7.1 Cuantificacion de DA en la muestra SQA2
Los valores de area bajo la curva obtenidos a partir de los cromatogramas tras llevar a
cabo la metodologia de extraccion y separacion de DA por HPLC, se muestran en la
tabla 12, ademas de la concentracion DA en la muestra y algunos parametros
estadisticos.

En el apéndice A9 se muestra uno de los cromatogramas obtenidos para realizar
esta determinacion.

Tabla 12. Valores obtenidos para la cuantificacién de DA por HPLC.

) ugDA/g ugDA/g muestra
Area bajo la MgDA/g
Dato ngDA/uL muestra  |fresca considerando
curva muestra seca
fresca % de recuperacion
1 11169352 1.72 63.90 18.17 29.11
2 11089618 1.70 63.24 17.98 28.81
3 12437192 2.00 74.45 21.17 33.92
4 10910503 1.66 61.75 17.55 28.13
5 12231142 1.95 72.74 20.68 33.14
6 11568564 1.80 67.22 19.11 30.63
Promedio| 11567729 1.80 67.22 19.11 30.62
Desviacion
. 634873.81 | 0.14183 5.2827 1.5018 2.4068
Estandar
0,
HCV 5.49 7.86 7.86 7.86 7.86
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En la tabla 13 se muestran los datos de la muestra utilizada e informaciéon
importante para los calculos de la concentracion de DA en la muestra, ademas de la
concentracion de DA en la muestra fresca. La concentracion real de DA en la muestra

se determind considerando el porcentaje de recuperacion determinado en la seccion

4.6.
Tabla 13. Caracteristicas de la muestra SQA2.
Peso de la Volumen Volumen de Volumen de ug DA/g
muestra de aforo alicuota del aforo con muestra
%Humedad

(visceras con HCI centrifugado agua himeda

secas) (g) (mL) (mL) (mL) (real)
2.6848g 71.57 20 2 10 30.62+2.41

A continuacién se muestra una memoria de calculo para la determinacion de la

concentracion de DA en la muestra.

Sustituyendo d valor promedio del &rea bajo la curva en la ecuacion de la recta de la relacion lineal :
A =4476292.23 + 3489707.88C...... ecuacion delarecta

11567729 - 4476292.23
3489707.88

C =1.80ng/nL
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24.80ng ¢ Iny G000t 6 _
€ m 210000 1ML g

=1.8mg/ mL

@ 18ng delOmL aforo ¢ _
gmLaforadoQQZmLal fcuota g

=9ny/mL

c?@—ng(—:)(ZOmLaforo con HCI )glmgg_ 0.18myg / 2.6848gvisceras peso Seco.
emL g 00ng &
2 018mgDA  {EA000MY

2.6848gsardina psgg 1Img g
267.22ngDA oae28 43g visceraseca Q

gvisceras ps gx100g viscera humedag
Considerando el % de recuperacion (62.4)

g 19.11ngDA  Gel00 9_ 30.62ngDA/ g viscera himeda

g viscera humeda%GZ 4y

=67.22ngDA/ gvisceras ps

=19.11mgDA/ g viscera humeda

Con la metodologia establecida se pudo determinar que la neurotdxina se
encuentra en una concentracion de 30.62 ug DA/g, esto considerando el porcentaje de
recuperacion especificado anteriormente (62.4%), evitando asi una subestimacion de la
concentracion.

Por otro lado, si comparamos el valor obtenido con el valor limite establecido en
la NOM-032-SSA1-1993 (20 ug DA/g) se puede determinar que la muestra analizada no
es apta para consumo humano. Sin embargo, como sabemos las visceras no son
normalmente consumidas por las personas, por lo que se considera que lo ideal seria
haber analizado toda la sardina, para verificar si el producto es o no apto para
consumo humano. Sin embargo, existen animales acuaticos carnivoros o algunas aves
gue si consumen todo el pez, lo que podria originar una bioacumulacion de DA en los
mismos y provocar su muerte por intoxicacion, como ya fue discutido en el marco

tedrico en el punto 2.4.
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4.7.2 Cuantificacion de DA en la muestra Al

En los cromatogramas correspondientes a la muestra A1 no se observo algun
pico en el tiempo de retencion del DA (Ver cromatograma A10 del apéndice). Por lo
tanto la cantidad de DA contenida en las muestras no fue posible detectarla con la
metodologia establecida.

En la tabla 15 se muestran los datos para la determinacién de la concentracion
de DA en la muestra Al. Es importante mencionar que en el caso de la muestra Al se
corrié directamente el sobrenadante ya filtrado obtenido a partir de la centrifugacion y
no se realizé ninguna dilucion, con el fin de ver si se podia detectar DA; sin embargo,
no se registré ninguna senal.

Tabla 14. Caracteristicas de la muestra Al.

pug DA/g muestra ug DA/g
Volumen de
Peso de la muestra hameda muestra
%Humedad | aforo con HCI
(visceras secas) (Q) (sin considerar % de hdameda
(mL)
recuperacion) (real)
3.836 75.45 30 <2.40 <3.85

Por lo tanto, con los resultados obtenidos solo se logré determinar que la
muestra tiene menos de 3.85 ug DA/g muestra; sin embargo, no fue posible determinar

la cantidad exacta debido a que su concentracion es menor al limite de deteccion

establecido.
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El célculo se realiz6 considerando que, de acuerdo a la curva de la relacion
lineal se determind que la concentracidon menor a detectarse es de 1.25 ng DA/uL. Los

calculos se muestran a continuacion:

gd.2sngge 1n.  Ge 1ng 2:1.25mg/mL
M A%1000 ML £1000 g 5

8&.25 myge 30 mLaforo 0
e

-=9.78 ny/ gvisceras secas

mL g&3.836 gviscerassecas;

e : 9.78 ny <:13e24.55 g,gwsceraseca g: 2.40 g/ guiscera humeda
gvisceras secas 100 g viscera humeda g

Considerando el % derecuperacion :

& 240MDA  %el000_ 585 1y guiscera humeda
gviscera humeda (£62.4 g

4.7.3 Cuantificacion de DA en la muestra A2
En el caso de la muestra A2 tampoco se pudo detectar el DA bajo las condiciones
trabajadas. Uno de los cromatogramas obtenidos se muestra en la seccion del
Apéndice (Al11). De esta forma al igual que en la muestra Al solo se pudo determinar
el valor por debajo del cual se encontraba la concentracion de DA en la muestra(<4.76
pug DA/g muestra himeda). En la tabla 15 se muestra dicho valor.

Los calculos se realizaron de la misma forma que para la muestra Al,
considerando como maximo el valor mas bajo en la curva de la relacion lineal entre

area bajo la curva y concentracion.
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Tabla 15. Caracteristicas de la muestra A2.

Mg DA/g muestra

Peso de la Volumen de pug DA/g muestra
huameda
muestra (visceras | %oHumedad | aforo con HCI hameda
(sin considerar % de
secas) (g) (mL) (real)
recuperacion)
2.5954 75.35 25 <2.97 <4.76

4.7.4 Comparacion de resultados

Se compararon los resultados obtenidos con los proporcionados por el CICESE, de las

muestras que fueron proporcionadas, dicha comparacion se puede observar en la tabla

16.

Tabla 16. Comparacion entre las concentraciones obtenidas

en la Facultad de Quimica y en el CICESE.

Muestra

Concentraciéon

(ug DA/g viscera humeda)

Facultad de Quimica, UNAM | CICESE
SQA2 30.45 +2.41 81.83
Al <3.85 38.12
A2 <4.76 31.23
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Como se puede observar en la tabla 16 los valores obtenidos por el CICESE son
mayores que en el caso de los obtenidos en la Facultad de Quimica de la UNAM, la
diferencia se puede atribuir en primer lugar al momento de la determinacion, ya que en
el CICESE la realizaron en fresco, en Diciembre del 2007, por lo tanto con un periodo
corto de almacenamiento, posteriormente la muestra fue liofilizada y enviada a la
Facultad de Quimica, en donde transcurri6 mas tiempo almacenada antes ser
analizada. De acuerdo a las fechas de recoleccion, para las muestras A1 y A2 paso un
afo y medio y medio afio respectivamente para la cuantificacion de DA.

Con esto podemos corroborar la informacion que establece la baja estabilidad del
acido domoico y su degradaciéon con el paso del tiempo, no obstante a cuidar factores
como la temperatura de almacenamiento y evitar el contacto del DA con la luz. En el
desarrollo de este trabajo se observdé que aun cuando la muestra se encuentra
liofilizada (en ausencia de agua en la muestra) probablemente el DA sigue siendo
sensible a su degradacion, ya que después de algun tiempo solamente se conservo el

37.2% del DA original, por lo tanto ocurrié una degradacion del 62.8% del mismo.
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CONCLUSIONES



No hay interferencia por parte del triptofano para la cuantificacion de acido
domoico, pues presentan una diferencia de mas de 2 minutos en sus tiempos de
retencion bajo las condiciones establecidas en la metodologia; ademas, existe
precision en la determinacion de acido domdico (CV <1%).

Hay una linealidad entre el area bajo la curva y la concentracion del acido
domoico, para concentraciones de dicho compuesto entre 1.25 a 25 ng/pL,
siendo el limite de deteccién de 1.25ng/pL.

Se encontr6é que si existe reproducibilidad en la cuantificacion de DA por HPLC,
bajo las condiciones trabajadas.

Realizando el proceso de extraccion recomendado, no se observé interferencia
con ningln otro compuesto para la cuantificacion de acido domdico en
mejillones, visceras y musculo de sardina.

Se determino que el porcentaje de recuperaciéon de DA bajo las condiciones
trabajadas es de 62.4% y con este valor es posible obtener un valor con menor
error evitando las subestimaciones de la concentracion de DA en la muestra
analizada.

Se logré cuantificar DA en las muestras proporcionadas por el CICESE,
encontrandose solo la SQA2 como positiva a DA, bajo las condiciones
trabajadas. La concentracion de DA en SQA2 fue de 30.62+2.41 ug DA/g

muestra.
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El DA en muestras liofilizadas se degrada con el tiempo aun cuidando factores
de conservacién como la temperatura y evitar el paso de la luz a la muestra.
Se logroé el objetivo de implementar el método por HPLC para cuantificar DA en

la Facultad de Quimica, UNAM.
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