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Resumen

RESUMEN

El acido domoico es una biotoxina marina producida por microalgas,
principalmente diatomeas del género Pseudonitzschia, que es causante de la
llamada “intoxicacién de tipo amnésico” por ingestion de moluscos 0 mariscos
contaminados. Debido a su potente accion sobre el sistema nervioso central, el
acido domoico puede provocar no solo una pérdida temporal de memoria en las
personas intoxicadas, sino incluso la muerte. Por ello es importante establecer
monitoreos rutinarios que permitan detectar la presencia de esta biotoxina,
tanto en los organismos marinos de consumo humano como en el agua de mar,
particularmente en las localidades dedicadas al cultivo o la pesca de estos

productos.

Las concentraciones de acido domoico que podrian esperarse en el agua de
mar durante un evento de florecimiento algal nocivo de las diatomeas
productoras (comunmente llamado marea roja), son extremadamente bajas.
Aunque se han reportado algunos métodos para determinacién de acido
domoico en fitoplancton, organismos marinos y agua de mar, la
instrumentaciéon utilizada es costosa y sofisticada (cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas tandem, CLAR-EM/EM), o bien es menos
refinada (CLAR-Fluorescencia), pero requiere de complicados y largos
procesos de preparacion de muestra, incluyendo derivatizacion del analito. El
presente trabajo propone un método alternativo, preciso, robusto y altamente
sensible, que sb6lo requiere de instrumentacibn convencional para la
determinacion de acido domoico en agua de mar, a niveles de concentracion

del orden de ultra-trazas (< 1 parte por billon).
La metodologia desarrollada se llevé a cabo en dos etapas:
I.  Preconcentracion y limpieza de la muestra mediante un cartucho de

extraccién en fase solida (EFS) empacado con un adsorbente de fase

reversa C-18 (EFS fuera de linea).
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Il. Carga del extracto en una precolumna de fase reversa polimérica y
elucion en linea a la columna analitica del cromatégrafo de liquidos,
equipado con detector UV, para su separacion y determinacion (EFS-
CLAR/UV en linea).

En la primera etapa se optimizaron las condiciones experimentales con el
objeto de lograr un alto factor de preconcentracion del &cido domoico, asi como
la eliminacion de sales y de una buena parte de los interferentes presentes en
la matriz de la muestra. La segunda etapa tuvo como objetivo aumentar
significativamente la sensibilidad y selectividad del método, analizando todo el
extracto obtenido del cartucho y ajustando las condiciones cromatograficas
para separar la sefial del analito de cualquier otra sefial debida a interferencias

remanentes.

El método finalmente establecido permitid procesar volimenes de muestra de
100 mL en cada andlisis, lo que se traduce en factores de preconcentracion de
varios miles, comparado con una inyeccién directa de la muestra en el
cromatografo de liquidos. Los cromatogramas obtenidos a alta sensibilidad de
deteccion mostraron una linea base con poco ruido de fondo y sin

interferencias en la zona de elucion del analito.

La evaluacién estadistica del método desarrollado condujo a los siguientes
resultados:

¢ Intervalo de linealidad: 50 ppt (partes por trillén) a 3 ppb (partes por
billén) de acido domoico, equivalente a una cantidad absoluta de 5-300 ng.

e Precision y exactitud (determinadas a concentraciones de 300 ppt de
acido domoico): coeficiente de variacion de 4.6 % y recuperacion
promedio de 94.5 %.

e Limite de deteccion del método: 46 ppt de acido domoico, equivalente a

una cantidad absoluta de 4.6 ng.
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El método se aplicd con excelentes resultados en tres diferentes muestras
de agua de mar colectadas en: Acapulco, Gro., Tecolutla, Ver. y Sisal, Yuc. Los
cromatogramas obtenidos confirmaron la efectividad y selectividad del método,
puesto que las sefales residuales de las diferentes matrices no interfirieron con

la deteccion de la biotoxina.

En conclusién, se desarroll6 un método simple, sensible y selectivo para la
determinacion de acido domoico a muy bajos niveles de concentracion en agua
de mar. Este método puede implementarse en cualquier laboratorio que cuente
con el equipo basico para hacer andlisis de tipo ambiental, lo que deberia
facilitar el establecimiento de programas de monitoreo rutinario de esta

biotoxina en las costas del pais.
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|. INTRODUCCION

Durante las dos ultimas décadas se han escrito muchos reportes relacionados
con las mareas rojas. La presencia de florecimientos algales es hasta cierto
punto un fendmeno natural que ocurre periddicamente segun lo corroboran
registros historicos, sin embargo, este fendmeno se ha incrementado en

frecuencia, intensidad y distribucién geografica.

Las mareas rojas se presentan principalmente durante la primavera y el verano.
Cuando los vientos soplan y enfrian la capa superficial del mar, el agua del
fondo emerge para reemplazar al agua superficial. Esta agua emergente,
ademas de ser rica en nutrientes, puede contener grandes cantidades de
quistes de dinoflagelados, especie de plancton marino que se encuentra en
fase de latencia. Cuando el afloramiento es menos intenso, el agua se calienta
y se vuelve més tranquila, entonces los quistes germinan y comienzan a crecer
y a multiplicarse. Los vientos y las corrientes marinas pueden contribuir a
concentrarlos en ciertas zonas. Los florecimientos algales nocivos son una
proliferacion de especies de algas téxicas que afectan negativamente los
recursos naturales y secretan toxinas que pueden afectar a los seres humanos.
Estos florecimientos algales pueden impartir una gama de coloraciones al agua
de mar, desde amarilla o verde hasta café o roja, que es la mas frecuente, de
donde deriva el término de marea roja. La aparicién de esas tonalidades en una
gran extension de la superficie del mar es uno de los signos que alertan a la
poblacion respecto a dicho fendmeno. Estos eventos comienzan de forma

espontanea e impredecible y tienen una duracion variable.

Existen diversas toxinas marinas relacionadas con los florecimientos algales
nocivos. Las especies involucradas en la produccion de las mismas son los
dinoflagelados, componente mayor del fitoplancton, seguido por las diatomeas

y el resto son generalmente organismos del zooplancton.

Los mariscos bivalvos son especies esencialmente microfagas, es decir, se

alimentan de organismos microscopicos. El alimento ingresa a través del sifon
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inhalante o en forma directa por las aberturas de las valvas, asi filtran
grandes volumenes de agua lo que les permite obtener y concentrar
apreciables cantidades de organismos componentes del plancton, incluidos los
gue producen sustancias toxicas. Como consecuencia de la continua filtracion
de plancton toxico, una gran cantidad de veneno se liga a los tejidos o se
concentra en las glandulas digestivas de los mariscos. Los bivalvos mas
conocidos que se ven involucrados en estos episodios son: ostras, choros,

cholgas, choritos, almejas, culengues, ostiones, navajuelas y machas.

Las toxinas pueden transmitirse a los seres humanos a través del consumo del
marisco contaminado. Hasta el momento se carece de un antidoto, por lo que
los enfermos deben atenderse lo mas rapidamente posible en centros
adecuados donde se les pueda mantener la funcién respiratoria hasta que la
toxina se metabolice por completo, lo que ocurre alrededor de 12 horas
después de la ingesta.

El fendbmeno de la marea roja repercute también en la economia del pais ya
que entre sus efectos se encuentran la muerte masiva de peces, la reduccion
en la venta de mariscos y la disminucion en el turismo. Actualmente no se
cuenta con un método efectivo para la prediccion y el control de los
crecimientos masivos de dinoflagelados y diatomeas, debido a la dinamica de
los mares donde se presentan. No es suficiente con la deteccion a simple vista
de los cambios en la superficie del mar, ya que ademas éstos no son siempre
evidentes, por lo que se hace necesario recurrir a otro tipo de mecanismos mas
especificos y confiables. Es necesario seguir insistiendo en las investigaciones
y programas de monitoreo con técnicas analiticas estandarizadas, susceptibles

de implementarse en los litorales mexicanos.

Las biotoxinas marinas son responsables de un numero importante de
enfermedades asociadas a los productos pesqueros. Entre ellas pueden
citarse: la intoxicacion paralizante por moluscos (PSP), la intoxicacion diarreica
por moluscos (DSP), la intoxicacion neurotoxica por moluscos (NSP), la

intoxicacion amnésica por moluscos conocida también como intoxicacion por
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acido domoico (ASP), la ciguatera y la tetradotoxina. En este trabajo nos
enfocamos al estudio de la neurotoxina &cido domoico, producida por una
especie de fitoplancton en el que predomina la diatomea Pseudonitzschia ssp,

identificada por primera vez en 1987, en la isla Principe Eduardo, Canada.

En los ultimos afios, se han reportado en publicaciones internacionales algunos
métodos para determinar acido domoico en agua de mar, fitoplancton y
bilvalvos (moluscos). La técnica comunmente utilizada es la cromatografia de
liquidos de alta resolucién acoplada a diversos detectores como: UV (CLAR-
UV), espectrometria de masas tandem (CLAR-EM-EM) o fluorescencia (CLAR-
F). En el caso de los detectores mas simples (UV y F), los procedimientos de
preparacion de muestra suelen ser laboriosos y generalmente requieren de
reacciones de derivatizacion. Por el contrario, el uso de la espectrometria de
masas simplifica enormemente la preparacién de muestra, pero estos equipos
son muy costosos y requieren de personal altamente especializado. Es por ello
gue se considera aun necesario desarrollar metodologias analiticas mas
simples y acordes con los recursos instrumentales con que cuentan la mayoria

de los laboratorios del pais.

La extraccion en fase soélida (EFS) es una técnica que se utiliza para concentrar
y/o “limpiar” la muestra previo a la cuantificacién de los compuestos de interés.
El término “extraccion en fase sélida” es debido a que el material de soporte
utilizado es un solido, a través del cual se hace pasar una muestra liquida o
gaseosa. Los analitos son adsorbidos en el soporte y luego eluidos de acuerdo

a sus diferentes afinidades con el material adsorbente y la fase movil utilizada.

La finalidad del presente trabajo es proponer un nuevo meétodo analitico,
basado en la extraccidén en fase soélida acoplada a la cromatografia de liquidos
de alta resolucion con deteccion UV (EFS-CLAR/UV), para la determinacion de
acido domoico en agua de mar a niveles de concentracion del orden de trazas.
Nuestra meta fue alcanzar limites de deteccion inferiores a la parte por billon
con una metodologia analitica simple, rapida y economica, pero al mismo

tiempo precisa, exacta y robusta, que pudiera ser facilmente implementada en
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los laboratorios del pais involucrados en estudios de toxicologia y

contaminacién ambiental.
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II. ANTECEDENTES

II.1. Marea roja

Las mareas rojas se producen por una proliferacion masiva de la poblacién total
de fitoplancton o de microalgas, principalmente algunas especies de
dinoflagelados, diatomeas y cianobacterias, debido a diferentes factores biolégicos
(organismos fitoplancténicos), antropogénicos (contaminacion organica del mar
por las descargas de aguas residuales u otro tipo de contaminantes producidos
por el ser humano) y ambientales (como temperatura, luminosidad, salinidad,
corrientes, vientos, latitud, profundidad, fendmeno EI Nifio, etc.). La marea roja es
un fendmeno que se presenta de manera espontanea, impredecible y con una

duracion variable [1,2].

Usar el término marea roja para referirse a las proliferaciones algales nocivas
puede conducir a errores, ya que hay especies que son téxicas a muy bajas
concentraciones y no producen un cambio en la coloracion del agua de mar. En

cambio otras proliferaciones pueden producir una fuerte coloracién y ser inocuas.

Los cientificos usan el término "Harmful Algae Bloom" o "HAB" ("Floraciones
Algales Nocivas" o "FAN", en espafiol) para referirse al fenomeno de florecimiento
que involucra la presencia de toxinas o0 que causa impactos negativos en la

cadena tréfica [2].

Las algas nocivas son plantas unicelulares microscopicas que viven en los mares.
Sin embargo, la mayoria de las especies de algas o fitoplancton marino no son
nocivas y sirven como productores de energia en el inicio de la cadena tréfica, sin

la cual las especies vivas mayores no podrian existir.


http://www.monografias.com/trabajos2/mercambiario/mercambiario.shtml
http://www.monografias.com/trabajos5/oriespa/oriespa.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/plantas/plantas.shtml
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Las floraciones de algas nocivas son fendmenos naturales causados por
organismos fitoplancténicos microscopicos que, en condiciones ambientales
favorables para su desarrollo, se multiplican explosivamente y se concentran en
determinadas localidades, donde pueden producir alteraciones a la salud humana,
la vida marina o la economia del area afectada. La coloracion y la intensidad que
alcanzan las floraciones algales nocivas, depende de la especie que prolifere y las

concentraciones que ésta alcance.

El crecimiento poblacional, la gradual eutroficaciébn de las costas y el cambio
climatico global son factores importantes en el cambio futuro de las aguas
costeras que, ante las actuales perspectivas, podrian favorecer el desarrollo de
mareas rojas y el aumento de los dinoflagelados téxicos. Por ello es indispensable
una vigilancia constante y periddica del fitoplancton de las aguas costeras,
principalmente en aquellos lugares que por su crecimiento turistico o desarrollo de

la acuacultura tienden a deteriorar mas rapido la calidad de esta agua [1].

Las floraciones algales nocivas han estado distribuidas alrededor del mundo,

siendo los tropicos los que han tenido mayor presencia de éstas.

Los principales problemas de salud publica causados por algas nocivas a nivel
mundial son:
¢ Intoxicacion amnésica por moluscos (ASP, del nombre en inglés: amnesic
shellfish poisoning), Figura Il. 1.
¢ Intoxicacion diarreica por moluscos (DSP, del nombre en inglés: diarrhetic
shellfish poisoning), Figura 11.2.
e Intoxicacion neurotdxica por moluscos (NSP, del nombre en inglés:
neurotoxic shellfish poisoning), Figura 11.3.
e Intoxicacion paralitica por moluscos (PSP, del nombre en inglés: paralytic

shellfish poisoning), Figura 1l.4.


http://www.monografias.com/trabajos12/desorgan/desorgan.shtml
http://www.monografias.com/Salud/index.shtml
http://www.monografias.com/Economia/index.shtml
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En los mapas de las Figuras 1.1 — Il.4, los puntos rojos indican donde se han
ubicado las floraciones algales nocivas registradas que causaron los diferentes

tipos de intoxicacion [2].

Figura Il.1 Intoxicacibn amnésica por moluscos (ASP: amnesic shellfish poisoning).

10
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» DSP

Figura 11.2 Intoxicacién diarreica por moluscos (DSP: diarrhetic shellfish poisoning).

Figura 1.3 Intoxicacion neurotoxica por moluscos (NSP: neurotoxic shellfish poisoning).

11
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. PSP

Figura Il.4 Intoxicacion paralitica por moluscos (PSP: paralytic shellfish poisoning).

En afios recientes este fendmeno se ha presentado recurrentemente en distintas
costas del mundo. Algunas investigaciones han demostrado que se debe
principalmente al transporte de las formas enquistadas de los dinoflagelados por

corrientes marinas o por el lastre de los barcos.

La marea roja en México no es un fenébmeno nuevo, en la Tabla Il.1 se muestran

los estados afectados asi como el organismo que la produjo durante el 2009.

Los microorganismos generadores de mareas rojas tdxicas estan clasificados
dentro de diferentes grupos taxondémicos entre los cuales destacan las diatomeas,
cianofitas y dinoflagelados, estos ultimos producen la mayor variedad y las

sustancias mas toxicas de las mareas rojas.

12
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Tabla Il.1 Presencia de marea roja en costas nacionales durante 2009 [3].

Lugar donde

. Duracion Acciones Organismo Tipo de Impacto en
ocurrié el . .
del evento implementadas productor toxina la salud
evento
Bahiade | Del14al . , . No se
. No se implement6 Mesodinium . registraron
Mazatlan, 16 de No toxica .
. veda rubrum defunciones
Sinaloa enero - .
ni intoxicados
Canal de San Del 27 al No se
Lorenzo, No se implementé Mesodinium o registraron
. 29 de No toxica .
Bahia de La febrero veda rubrum defunciones
Paz, BCS ni intoxicados
Bahias de No se
. Del 4 al 25 No se implement6 Mesodinium - registraron
Manzanillo, No toxica .
; de marzo veda rubrum defunciones
Colima - .
ni intoxicados
Se implement6 veda
Tonalay sanitaria, §eQU|mlento Toxina No se han
Del 7 de de monitoreo de . . R ;
Puerto : Pzeudonitzchia | amnésica: registrado
marzo al 1 fitoplancton y P .
Madero, ssp Acido defunciones
: de agosto producto. . - .
Chiapas Co Domoico ni intoxicados
Comunicacion de
riesgo a la poblacion
Se implement6 veda
. sanitaria, seguimiento - .
Sallna Cruzy Del 23 de de monitoreo de Pyrodinium Toxm_a No se han
Salinas del : bahamenses | paralizan- registrado
. marzo al 5 fitoplancton y ) .
Marqués, . var te: defunciones
de abril producto. o - .
Oaxaca S compressum | Saxitoxina | niintoxicados
Comunicacion de
riesgo a la poblacion
. . . No se han
Se implement6 veda Toxina registrado
Sallr_na Cruzy sanitaria, seguimiento Alexandrium pa}rahzan- defunciones
Salinas del o de monitoreo de . te: - .
. Del 1° al 22 : minutum 'y - ni intoxicados
Marqués, fitoplancton y Saxitoxina
de mayo Prorocentrum
Tehuantepec, producto. micans Se detectd
Oaxaca Comunicacién de Toxina et ede(c:j%
riesgo a la poblacién diarreica mortandad de
peces.
Estero Se implement6 veda
Coyote, sanitaria, seguimiento . No se han
. . Toxina ;
localidad de Del 19 de de monitoreo de . . R registrado
S i Pseudonitzchia | amnésica: .
Punta junio al 14 fitoplancton y P defunciones
. O P ssp Acido :
Abreojos, de julio producto (andlisis en . ni
i : Domoico . .
Baja producto, toxina no intoxicados.
California Sur detectable)
No se han
. , registrado
Playa Se implemento veda defgnciones
Ba_g_dz_id, En el mes sanitaria, ;egmmento _ _ Toxina ni intoxicados
municipio de de octubre de monitoreo de Karenia brevis | neuro-
Matamoros, fitoplancton y téxica M dad d
Tamaulipas producto. ortandad de

peces y otras
esp. 200 ton
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II.2. Dinoflagelados y diatomeas

Los eventos de mareas rojas toxicas y florecimientos de fitoplancton son
producidos por varias especies de microalgas, entre las cuales destacan los
dinoflagelados por la diversidad de especies involucradas en estos fenomenos. La
mayoria de las especies pertenecen al plancton y sélo algunas son de habitos

bentonicos [1].

Los dinoflagelados (Figura 11.5) estan bien representados en ambientes marinos y
son muy diversos en formas. Por lo general poseen dos flagelos y pueden ser
tecados o atecados (desnudos), la mayoria son fotosintéticos, pero hay
heterotrofos [4]. Muchas especies producen toxinas que causan distintos
envenenamientos por consumo de mariscos y pescados (envenenamiento

paralitico, neurotoxico, diarreico y ciguatera).

Figura 1.5 Dinoflagelados [5,6].

Las diatomeas (Figura 11.6) son abundantes y con frecuencia dominan al
fitoplancton marino. Estan formadas por dos valvas y banas singulares de silice y
son fotosintéticas.
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Las especies de diatomeas que se relacionan con la produccién de toxinas son
muy pocas, segun fue descrito por Subba en 1988. Su caracter nocivo se los
confiere la produccion de &acido domoico, poderosa toxina que provoca el
envenenamiento amnésico por ingestion de mariscos (ASP), enfermedad que

causa la muerte a los humanos [1].

Figura 11.6 Diatomeas al microscopio [7].

Estas diatomeas no han sido identificadas formando florecimientos en aguas
mexicanas, aunque si se menciona frecuentemente en informes a Pseudonitzschia
pungens y Pseudonitzschia seriata en las costas del Golfo de México y
Pseudonitzschia  pungens, Pseudonitzschia seriata y Pseudonitzschia
delicatissima en el Golfo de California. Actualmente todo el grupo de

Pseudonitzschia esta sujeto a revision por su produccién de toxinas.

I1.3. Biotoxinas marinas

Las biotoxinas marinas son responsables de un ndmero importante de

enfermedades asociadas a los productos pesqueros.

En general, estas toxinas son producidas por algas del fitoplancton (diatomeas,
dinoflagelados). No todos los dinoflagelados del plancton marino elaboran toxinas.

Los moluscos bivalvos que se alimentan por filtracion de agua, incorporan el
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plancton y acumulan la toxina. En el caso del caracol de mar (no es filtrador sino
predador), acumula la toxina al alimentarse con bivalvos toxicos. EI hombre al
ingerir moluscos téxicos manifiesta un cuadro de intoxicacion cuya gravedad

dependera de la cantidad de toxina ingerida.

En la Tabla 1.2 se muestran las biotoxinas marinas mas comunes, el
microorganismo que las produce y el tipo de efecto que causa el veneno en los

humanos.

Tabla Il.2 Tipos de biotoxinas marinas [8].

Biotoxina | Veneno | Microorganismo

Dinoflagelados:
Nombre anterior: Alexandrium catenella,

o Veneno

Saxitoxina paralizante acatenella, tamarense. .
Nombre actual: Gymodinium catenatum,
Pyrodinium bahamense
Dinoflagelados:

. Veneno nombre anterior: Ptychodiscus brevis.,
Brevetoxina L -
neurotoxico Gymnodinium breve

nombre actual: Karenia Brevis
Diatomea:
Nitschia Pungens v. Multiseries

Acido Veneno P. Delicatissima, P. Multiseries

domoico amnésico P. Pseudo-Delicatissima

antes N. Pseudoseriata Hasle
hoy Pseudonitzschia Australis

Dinoflagelado:

Acido . Veneno diarreico | Dinophysis fortii, acuminata, acuta, rotundataa,
okadaico )

prorocentrum, lima.
Ciguatera
Scaritoxina Ciquatera Dinoflagelado:
Maitotoxina 9 Gambierdiscus Toxicus (Maitotoxina)
Ciguatoxina

Cyanophyta, Aphanazomenon flosaquae
Cianobacterias Anabaena
Ocillatoria

Neosaxitoxina
Saxitoxina
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I1.4. Acido domoico

[1.4.1. Estructura y propiedades

La toxina responsable de la intoxicacién de tipo amnésico es el acido domoico
cuya estructura quimica se muestra en la Figura Il.7. Esta molécula tiene tres
grupos carboxilicos y un grupo amino, su estructura es similar a la de los
aminoacidos neuroexcitadores, el acido glutamico y el &cido kainico (Figura 11.8)

[9].
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Figura I1.7 Estructura quimica del &cido domoico y sus isémeros [9].

Estudios del alga Chondria armata dieron lugar al descubrimiento de los acidos
isodomoicos A, By C, sin embargo ninguno de estos isdmeros se ha reportado en
plancton o tejido de molusco. El 4cido domoico es la toxina predominante en el
plancton o mariscos contaminados, mientras que su enatiomero, el 5 -epi-acido
domoico, y tres de los isbmeros geométricos, acidos isodomoicos D, G y F, se han
aislado en menor cantidad. Asi mismo, se ha determinado que la actividad del los

isbmeros D y E es casi la misma que la del &cido domoico [9].

/CH2
HaC / COOH
/CCOOH
COOH
H,N COOH
H
A B C

Figura 11.8 Estructura del acido domoico (A), acido kainico (B) y acido glutamico

(C) [9]

Algunas de las mas relevantes propiedades fisicas del acido domoico se muestran
en la Tabla 11.3. De acuerdo con la nomenclatura de la IUPAC, el nombre de este
compuesto es acido(3S,4S)-4-(carboximetil)-3-[(1Z,3E,5R)-5-carboxi-1-metilhexa-
1,3-dienil]-3,4-dihidro-2H-pirrol-5-carboxilico.
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Tabla 1.3 Propiedades fisicas.

Formula Peso Solubilidad | bongitud
molecular | Forma de onda pka
molecular (mg/ mL)
(g/mol) (hm)
. Metanol | Agua grupos grupo
Cic Hyor NOG 311.33 Solido 24 carboxilo | amino
blanco 1.85, 4.47
0.6 8 10.60
y 4.75
[1.4.2. Historia

El primer reporte sobre intoxicacién con &cido domoico se presentd en Canada en
1987, en la isla Prince Edward, causado por el consumo de mejillones que afectd
a mas de 100 personas, ocasionando la muerte de tres de ellas. Ademas de los
sintomas neurotoxicos en las victimas, hubo pérdida de la memoria a corto plazo
en muchas de ellas, de ahi derivd el nombre con el que cominmente se conoce

este sindrome: Amnesic Shellfish Poisoning [10].

11.4.3. Géneros causantes

El 4cido domoico fue aislado por primera vez de la macroalga Chondria armata
domoi y posteriormente de Alsidium corallinum, un alga del Mediterraneo.
Subsecuentemente se le encontré en la diatomea Pseudonitszchia ssp en sus
diferentes variedades: P. pungens multiseries, P. pseudodelicatissima, Amphora
coffaeiformis, P. actydrophilila, P. australis y P. seriata [9].

La toxina es resistente a altas temperaturas (resiste la coccidon casera), es estable
en medio acido (vinagre, limén), no genera inmunidad y no se conoce antidoto.
Los moluscos toxicos no pueden identificarse por evaluaciones organolépticas ya

gue la toxina no altera su color, olor ni sabor.
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11.4.4. Mecanismo de accion

Las intoxicaciones de tipo amnésico son generadas por la accion del acido
domoico sobre el sistema nervioso central. A la fecha se tienen algunos avances
gue demuestran la accion selectiva de este acido sobre los mecanismos
neuronales en invertebrados. En estudios realizados con células nerviosas
cerebrales en ratas, se ha descubierto que este 4cido actla con gran potencia de
excitacion seguida de una gradual despolarizacion del potencial de membrana,

sobre todo en la region del hipocampo.

Con base en estudios bioquimicos y fisiolégicos, concretamente se ha propuesto
qgue el acido domoico actua en tres distintos receptores que son quisqualato, N-

metil-d-aspartato (NMDA) y kainato.

El mecanismo de la toxina &cido domoico es explicado por su estructura similar a
la del acido glutdmico que es un neurotransmisor, pero presenta mayor fuerza de
afinidad con sus receptores. El acido domoico es tres veces mas potente que su

analogo el acido kainico y 100 veces mas potente que el acido glutamico [10].

El acido domoico se une con alta afinidad a receptores glutamato del tipo
quisqualato y también a receptores de la subclase NMDA abriendo los canales de
membrana permeables al Na’, provocando la entrada de Na" y la despolarizacion
de la membrana. El canal abierto por la union de acido domoico con un receptor
NMDA (también accesible al kainato y quisquilato) es altamente permeable al ca®’
e induce un aumento en la concentracion intracelular de este cation. Como
resultado se produce una activacion sostenida de las enzimas calcio-sensibles, lo
que finalmente conduce al agotamiento de la energia, hinchazon neuronal y

muerte celular [1,10,11].

11.4.5. Sintomas téxicos
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Los sintomas mas comunes de la intoxicacion con acido domoico son nausea,
vomitos, calambres abdominales, dolor de cabeza, diarrea y pérdida de memoria.
La pérdida de memoria y la edad se correlacionan bien; los menores de 40 afos
son mas susceptibles a diarreas y los mayores de 50 afios a pérdida de memoria.

La pérdida de memoria es fundamentalmente de corto plazo.

11.4.6. Métodos de analisis

El bioensayo en ratdén para las toxinas paralizantes (PSP) de la AOAC, también
permite detectar &cido domoico en concentraciones de aproximadamente 40 ug/g
tejido. La sefal tipica de la presencia de acido domoico es un sindrome
caracteristico en el que los ratones se rascan con la pata trasera los hombros,

seguido de convulsiones [11].

Para la deteccion de rutina de las toxinas ASP, el método de ensayo en ratdén de la
AOAC ha sido sustituido por métodos de Cromatografia Liquida con detectores de
fluorescencia, UV con arreglo de diodos (UV-DAD) o espectrometria de masas
tandem (EM/EM), que resultan herramientas mas sensibles y confiables [11]. En la
Tabla 1.4 se resumen algunos métodos reportados en la literatura,

especificamente para la determinacion de acido domoico.

Tabla 1.4 Algunos métodos publicados para la determinacién de acido domoico en
fitoplancton, organismos marinos y agua de mar.

Muestra | Técnica® Proceso?® Resultados® | Referencia
El tejido de molusco es Se aplica cuando
homogenizado con HCI. La | la concentracion
Moluscos CLAR- | mezcla se filtra y centrifuga de acido [12]
UV-DAD | tomando una alicuota del domoico es >20
sobrenadante la cual es Mg/g de tejido.
diluida, filtrada y analizada.
Muestra de 75 mL de agua | LDM 0.02 - 0.06
de mar, acidificada con ng/mL
Agua de CLAR- 0.1% de acido férmico, Recobro 92.1 - [13]
mar EM/EM filtrada en discos C18 y 110.6 %
eluida con una mezcla DER 8.4-9.0%
acetonitrilo-agua (pH 8) Incertidumbre
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para determinar acido
domoico.

1.92,0.23y0.03
para 10, 1.0y
0.1 ng/mL

La muestra de agua de mar
es filtrada, acidificada con
2% de acido formico,
pasada por un cartucho

Agua de mar:

C18'y eluida con una Recobro
mezcla metanol-agua. 95 - 104 %
DER. 1-6 %
Agua de La muestra de Linealidad
mar y CLAR- | pseudonitzchia se sonica y 2 = 09997 [14]
: EM/EM i i y
fitoplancton centrifuga para liberar el | | pm 0.03 ng/mL
acido domoico. Luego se LCM 0.1 ng/mL
filtra para separar las
tratamiento subsecuente se | an cultivo: 98 %
realiza segun el
procedimiento antes
descrito.
El tejido es removido del
caparazon, combinado, Recobro
homogenizado y sometido 81 - 95 0%
CLAR- a ELP con metanol-agua a Linealidad
Mariscos ESI- 60°C y 1500 psi. El extracto 2= 0999 [15]
EM/EM se centrifuga y el LDM 0O 62 nalg
sobrenadante se diluye en LCM 0 5 na/
metanol-acetona para su ~ ngig
analisis.
El tejido se homogeniza
con metanol-agua y se
centrifuga; el extracto se
diluye en agua con una Fitoplancton:
alicuota de NBD-F para su Linealidad
derivatizacion y analisis. r2=0.998
La muestra de Pseudo- LDM 0.1 ng/g
nitzchia australis se somete
Mari a sonicacion en agua y se
ﬁtgpé(,:]?jo),/] CLAR-F | centrifuga. El sobrenadante [16]
es removido, filtrado y
almacenado para su _
andlisis. La derivatizacién | Mariscos:
del extracto se realiza con DER 3-5 %
NBD-F en acetonitrilo y Linealidad
borato de sodio 0.1M. La r°=0.992

reaccion se para después
de 3 min adicionando HCI
1M a la mezcla.

22




Capitulo Ill. Antecedentes
_________________________________________________________________________________________________________________________________|

El tratamiento de la LCM 25 ppb
Mejillones | CLAR-F muestra es similar al Recobro [17]
método anterior. 97.6 -99.3%

! CLAR: cromatografia de liquidos de alta resolucién; EM/EM: espectrometria de masas tandem;
ESI: ionizacion por electrospray; F: detector de fluorescencia.

2 ELP: extraccion con liquidos presurizados; NBD-F: 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol; NBD-CI:
4-cloro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol.

® R: recuperacion; DER: desviacién estandar relativa; LDM: limite de deteccién del método; LCM:
limite de cuantificacién del método.

I1.5. Extraccion en fase solida (EFS)

I1.5.1. Generalidades

Introducida a finales de los afos 70’s, la extraccion en fase sélida (EFS) es un
meétodo rapido de preparacidon de muestras mediante el cual se concentran y

purifican los compuestos deseados antes de proceder a su analisis [18].

La EFS es, en esencia, una cromatografia en columna a microescala y por lo tanto
el principio de separacion se basa en las interacciones débiles (tipo Van der
Waals, ibénicas, hidréfobas, etc.) entre los constituyentes de una fase liquida,
donde se encuentra disuelta la muestra, y una fase estacionaria, que determinan

la reparticion de los solutos [19].

Comercialmente las fases estacionarias para la EFS se encuentran empacadas en
cartuchos, depositadas sobre una membrana porosa (disco), en forma de fibra
recubriendo la punta de una aguja (microextraccion en fase sdlida) o bien
recubriendo una pequefia barra magnética. Probablemente los dispositivos de
EFS mas populares siguen siendo los cartuchos de polipropileno u otro polimero
inerte aunque también se encuentran en vidrio. La estructura basica de un

cartucho se muestra en la Figura 11.9.
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Entrada

Reservorio de muestra

Polipropileno

Relleno

Salida

Figura 1.9 Estructura base de un cartucho de EFS [20].

Los rellenos de los cartuchos de EFS son polimeros tridimensionales que
generalmente estan constituidos por dos tipos de materiales: silice o resinas
organicas. Las interacciones que se produzcan entre el analito y el relleno del
cartucho estan condicionadas por el tipo de material y por los grupos funcionales

presentes en éste.

Los adsorbentes (relleno) mas populares son los basados en silice debido
principalmente a que son rigidos, no excesivamente caros, reproducibles, estables
y no tienden a encogerse o0 a hincharse en presencia de disolventes acuosos u
organicos. Los rellenos de silice modificada quimicamente contienen grupos
funcionales unidos covalentemente a la superficie mediante enlaces silano. El
objetivo de modificar la superficie del adsorbente es modificar su selectividad
(Figuras 11.10 y 11.11).

A) B) Bl) R=cadenaC;  Figur
. | con NHy, CN, OH a

si—— on Si ———0 —ﬁi— R Fase normal .10

Si —4— OH s o _ﬁli . B2) R ; Cis Cg Cs  Estru

asereversa  oyra

s tipo de fases estacionarias para EFS basadas en silice.
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Los adsorbentes de tipo polimérico estan constituidos por resinas, habitualmente
de poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB). Sus caracteristicas dependen de la
naturaleza del monémero que las conforma aunque generalmente son hidréfobas

y no polares. Puede modificarse su polaridad por adicion de grupos funcionales.

Na* Na* Na*
SO3° SO3° SO3°

Figura 1l.11 Estructura tipo de fase estacionaria de intercambio ionico.

11.5.2. Procedimiento de la EFS

El protocolo general de EFS para la preparacion de muestras consta de los
siguientes pasos [18,19].

. Pretratamiento de muestra. En este paso los analitos son liberados de la
matriz original de la muestra y/o modificados para favorecer su interaccién con el
adsorbente del cartucho (ajuste de pH, derivatizacion, etc.). Un ejemplo del

proceso en el caso de muestras solidas es la extraccion con Soxhlet.

° Activacién del cartucho. El cartucho se coloca en un soporte adecuado y
se le hacen pasar los disolventes de activacion ya sea con ayuda de vacio o por
presién positiva mediante una jeringa adaptada a la entrada del cartucho. En el
comercio existen dispositivos para la preparacion simultanea de muchas muestras,
los cuales consisten de una camara sometida a vacio en la cual se colocan los
cartuchos de EFS. La naturaleza del o los disolventes de activacién depende de la
naturaleza del adsorbente o fase estacionaria en el cartucho. Los adsorbentes
polares (silice, alumina, fases normales) se activan con disolventes poco polares o
medianamente polares (p. ej. hexano, cloroformo, éter), dependiendo del
disolvente de la muestra. Los cartuchos de fase reversa se activan con algunos

mililitros de metanol o acetonitrilo, seguidos por un lavado con agua pura. Los
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intercambiadores de iones se activan, generalmente, con disoluciones diluidas de
acidos fuertes (intercambiador de cationes) o bases fuertes (intercambiador de

aniones).

° Aplicacién de la muestra. La muestra se percola a través del cartucho. En
este paso los analitos y algunos otros compuestos presentes en la muestra son
retenidos en la fase estacionaria, mientras que los compuestos con poca afinidad

por el adsorbente son eliminados en el efluente del cartucho.

. Remocion de interferencias (lavado). En esta etapa se realiza un proceso
de limpieza mediante el paso de disolventes adecuados, que permitan desorber
compuestos interferentes sin afectar la interaccion de los analitos de interés con la

fase estacionaria.

. Etapa de elucion. La desorcion o elucion del o los analitos se efectua
mediante el paso de un disolvente de fuerza apropiada. Si el volumen y la fuerza
del disolvente de elucién se ajustan cuidadosamente, es posible eliminar en este
paso a aquellos interferentes que interaccionan con la fase estacionaria mas
fuertemente que los compuestos de interés puesto que estas especies no seran

eluidas.

. Etapas de post-elucion. Aqui se realizan diversos procesos como
evaporacion, reconstitucion y, en su caso, derivatizacién de la muestra para su

posterior analisis cromatogréfico.

Después de la activacion del cartucho, el fraccionamiento puede realizarse de
varias maneras. En el caso de que se desee concentrar y purificar analitos que se
encuentran a bajas concentraciones (niveles traza) en matrices complejas (p.ej.
muestras ambientales), el procedimiento es tal como se describié anteriormente
(Figura 11.12 a).

En un segundo enfoque, las condiciones (fase estacionaria y disolvente de
muestra) se ajustan de tal manera que los analitos no se retienen en el cartucho
durante la aplicacion de la muestra y se colectan inmediatamente en los efluentes

de la carga y el lavado, mientras que los componentes interferentes de la matriz
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guedan adsorbidos en la fase estacionaria y se desechan con el cartucho (Figura
[1.12 b). Este procedimiento se emplea cuando los analitos se encuentran en

concentraciones elevadas.

Finalmente, en una tercera estrategia, la muestra se aplica sin saturar la columna
y se fracciona en dos 0 mas porciones, eluyendo con una serie de disolventes de
fuerza creciente. De esta manera una muestra muy compleja se puede subdividir
en distintas fracciones, cada una de las cuales contiene diferentes analitos

agrupados por similitud en sus interacciones con las fases estacionaria y movil.
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| Primer enfoque ‘ V*G&h Analito de interés
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Figura ll.12 Estrategias de fraccionamiento de muestras por EFS.

11.5.3. Mecanismos de retencion.

Los mecanismos de retencion de compuestos en adsorbentes de EFS son los

mismos que en cromatografia liquida [18,19].

Fase reversa. Se usa generalmente para extractos de compuestos organicos
poco polares o medianamente polares contenidos en una matriz o0 muestra
acuosa. La fase reversa mas comun esta constituida por cadenas
hidrocarbonadas quimicamente unidas a la silice (principalmente C8 y C18).

Aunqgue las interacciones de estas cadenas con los solutos son muy débiles
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(interacciones de dispersion o fuerzas de London), la retencion puede ser muy
importante ya que esta determinada principalmente por efectos hidrofobicos.
En el caso de solutos poco hidrofobicos se prefiere utilizar una fase
estacionaria polimérica (PS-DVB) que presenta mayor poder de retencidn por

su mayor hidrofobicidad y ademas puede interaccionar con solutos aromaticos

mediante interacciones T.

Fase normal. Se emplea generalmente para extractos o muestras de analitos
polares en disolventes organicos poco polares. Los mecanismos de retencion
estan basados en puentes de hidrégeno y uniones dipolo-dipolo entre los
grupos funcionales de los analitos y los grupos polares superficiales de la fase
estacionaria (silice o alumina). Las silices quimicamente modificadas con
pequefias cadenas hidrocarbonadas (generalmente propilo) que tienen en su
extremo terminal grupos polares, como ciano, amino o alcohol, son también

utilizadas para la EFS en fase normal.

Intercambio de iones. Se usa para extractos de compuestos iGnicos o
ionizables en muestras predominantemente acuosas y de baja fuerza idnica.
Los adsorbentes estan constituidos por un soporte (silice o resinas) al cual se
han unido quimicamente grupos iGnicos con carga positiva o negativa. Los
contraiones de carga contraria, asociados a los iones fijos por atraccion
eléctrica, son intercambiados por analitos de la misma carga, quedando estos
altimos retenidos. En principio, solo los compuestos cargados son retenidos en
el cartucho, el resto de la matriz y los interferentes se eliminan durante la carga

de muestra y los lavados.

Fase mixta. Presenta diferentes mecanismos de accion sobre los analitos,
pudiendo de esta forma extraer compuestos que tengan caracteristicas
guimicas diferentes, tanto polares como no polares. Las fases estacionarias

son silices modificadas con cadenas hidrocarbonadas y grupos polares, o bien
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resinas injertadas con grupos polares. Suelen combinarse mecanismos de

interaccion hidré6fobos con mecanismos de intercambio iénico.

Existen otros tipos de mecanismos por los cuales puede retenerse al analito:

Afinidad. Se basa en interacciones altamente especificas entre un soluto
particular, o un grupo de solutos estructuralmente relacionados, y una segunda
molécula inmovilizada en la fase estacionaria, ya sea por unién covalente o por
atrapamiento en los poros del soporte. EI mecanismo de retencién involucra
interacciones del tipo "llave-cerradura” como las que se presentan en los
sistemas bioldgicos: pares antigeno-anticuerpo, enzima-sustrato y en general
receptor-ligando. Las fases estacionarias de afinidad suelen llamarse

inmunoadsorbentes.

Par de iones. Es una forma alternativa Gtil cuando la muestra contiene algun
componente con caracter idnico o ionizable. Se basa en la formacién de un par
i6nico entre el soluto y un contraion de carga opuesta que se agrega a la fase
movil. Cuando el soluto es un compuesto de molécula grande, el contraion
puede ser un ion inorganico pequefio, ya que su funcidon es Unicamente
neutralizar la carga del soluto. Para solutos de molécula pequefia se emplean
contraiones organicos relativamente grandes que, ademas de neutralizar la
carga, proporcionan hidrofobicidad al par i6nico. Ejemplos de estos ultimos son
los alquilsulfonatos y alquilsulfatos para solutos cationicos y los iones tetra-
alquil amonio para solutos aniénicos. Las variables que permiten controlar la
retencion del soluto son: tipo y concentracion del contraion, pH y proporcion de

disolvente organico en la fase movil.

11.5.4. Diseiio del proceso de EFS

La eleccion del mecanismo de extraccion apropiado para una muestra depende

principalmente de tres factores a considerar [19]:

30



Capitulo Ill. Antecedentes
_________________________________________________________________________________________________________________________________|

El tipo de analito. Se debe tener en cuenta el tamafio, la polaridad y los grupos

funcionales de los compuestos a analizar.

El tipo de matriz. La matriz en la que se encuentran los analitos que se desean

separar condiciona y determina el tipo de extraccion que se debe emplear.

El objetivo de la preparacion de la muestra. El interés principal de un proceso
de EFS puede ser la preconcentracion de compuestos muy diluidos en la matriz de
la muestra, o bien la eliminacion de interferentes en muestras donde los analitos
estan relativamente concentrados. El volumen de muestra a procesar, asi como
los disolventes que se empleardn durante las etapas de lavado y elucion del
cartucho dependeran en gran medida del objetivo principal de la EFS.
Adicionalmente, el disolvente que se utilice en la elucion de los cartuchos debera
ser compatible con la técnica cromatografica que se vaya a usar para la

separacion y andlisis de los compuestos de interés.

11.5.5. Extraccién en fase sélida en linea

El principio de la extraccion en fase solida en linea es el mismo que el de la
extraccion en fase soélida fuera de linea. Normalmente se basa en el uso de una
fase estacionaria que retiene fuerte y selectivamente a los analitos de interés de
una muestra en un sistema automatizado. En este modo de operacion, el
adsorbente se empaca en una pequefia precolumna de acero inoxidable, la cual
se coloca entre dos puertos de una valvula de conmutacion multipuertos. A su vez,
la valvula se intercala entre el inyector y la columna analitica de un cromatégrafo
de liquidos y por otro de sus puertos se conecta a una bomba auxiliar. Las
primeras etapas del proceso de EFS, hasta el paso de lavado o remocion de
interferencias, se realizan de manera similar al proceso fuera de linea, excepto por
el hecho de que los diversos disolventes y la muestra son enviados a la
precolumna mediante la bomba auxiliar. Durante estas etapas, la valvula se

mantiene en la “posicion de carga" y el efluente de la precolumna es desechado
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por otro puerto de la valvula. En la etapa de elucion, la valvula se rota ("posicion

de inyeccion") y los analitos adsorbidos en la precolumna son transferidos

mediante la fase movil (enviada por la bomba del cromatégrafo) a la columna

analitica para su separacion y deteccion. Dado que las valvulas multipuertos

pueden ser controladas electrénicamente, el proceso de preparacion y analisis de

la muestra puede ser totalmente automatizado [21].

La extraccion en fase solida en linea presenta varias ventajas con respecto a la
EFS fuera de linea [21]:

Disminuye la manipulacion de la muestra lo que disminuye los riesgos de
contaminacion o pérdida de analitos, mejorando la exactitud y precision de

los analisis.

Toda la muestra concentrada en la precolumna es analizada por lo que es
posible alcanzar limites de deteccién y cuantificacibn mas bajos, lo que se
traduce en métodos analiticos mas sensibles. En la EFS fuera de linea solo
una pequefia alicuota del extracto obtenido es inyectada en el
cromatégrafo.

Los tiempos de analisis son mas cortos.

El sistema es automatizable por lo que resulta mas apropiado para el

procesamiento secuencial de muestras en analisis de rutina.
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lll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

[ll.1. Hipotesis

Mediante procesos de extraccion en fase solida, acoplados a la cromatografia de
liquidos con deteccion UV, es posible desarrollar una metodologia analitica
suficientemente sensible para el monitoreo de &cido domoico en agua de mar, a
los niveles de concentracién en que esta toxina podria encontrarse durante un
fenémeno de florecimiento algal nocivo de las diatomeas responsables de su

produccion.

[11.2. Objetivos

Objetivo general

Desarrollar una metodologia analitica precisa, exacta y altamente sensible para la
determinacién de acido domoico, a niveles de concentracion del orden de trazas
en agua de mar. Esta metodologia estara basada en la preconcentracion del acido
domoico por extraccién en fase sélida y su posterior elucion y determinaciéon en

linea por cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccion UV.

Objetivos particulares

e Optimizar las condiciones cromatograficas para lograr una retencion
apropiada y una maxima sensibilidad de deteccion del acido domoico.
e Establecer condiciones experimentales de carga, lavado y elucion, que

permitan alcanzar altos factores de preconcentracion y purificacion del
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acido domoico presente en muestras de agua salada, mediante EFS-fase
reversa fuera de linea.

e Determinar condiciones adecuadas para la transferencia cuantitativa del
extracto anterior a una precolumna de fase reversay su posterior elucion en
linea hacia la columna analitica del cromatografo de liquidos.

¢ Realizar un estudio estadistico del método analitico desarrollado, enfocado
a la determinacion de su exactitud (medida como % de recuperacion),
precision, linealidad y limite de deteccidn.

e Aplicar el método desarrollado a muestras reales de agua de mar
fortificadas con &acido domoico a niveles de partes por billon (pg/L) o

menores.
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IV. DESARROLLO EXPERIMENTAL

IV.1. Equipo y Material

e Bomba cuaternaria para cromatografia de liquidos, Polymer Laboratories
modelo LC-1150.

e Bombas isocraticas auxiliares, Eldex Laboratories, modelos CC-100-S y
CC-30-S.

e Inyector Rheodyne 7125 con bucle de 26 uL (calibrado en el laboratorio).

e Valvula de conmutacion de 6 puertos, Rheodyne 7000.

e Detector UV de longitud de onda variable, Spectromonitor 3200 de Thermo
Separation Products.

e Detector UV-DAD (Detector con arreglos de diodos), Spectromonitor 5000
de Thermo Separation Products.

e Sistema de adquisicion y tratamiento de datos cromatograficos constituido
por: Computadora Dell Intel Pentium 4, software Eurochrom for Windows
Basic Edicion V3.05 e interfase Knauer, modelo 76019.

e Sistema purificador y desionizador de agua NANOPURE, Barnstead
Thermolyne modelo 04747.

e Potenciometro Corning modelo 220 con electrodo combinado de vidrio
calomel Cole-Parmer modelo 60648.

e Balanza analitica Ohaus modelo AP210S, capacidad: 210g con precision de
0.1 mg.

e Columna analitica (150 x 4.6 mm d.i.) de fase reversa Hypersil ODS, 5 um,
de Thermo Scientific.

e Precolumna de concentracion (20 x 2 mm d.i.) empacada en el laboratorio
con fase reversa polimérica PLRP-S, 10-15 um, de Polymer Laboratories.

e Cartuchos para extraccion en fase solida, Spe-ed C18/14% de Applied
Separations.

e Jeringa de 100 L para cromatografia de liquidos, Hamilton, Microliter 710.
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Jeringa de vidrio de 2 centimetros cubicos, Popper Micro-mate, modelo
50009.

Sistema de filtracion de vidrio Millipore, modelo OM027, con membranas de
filtracion de nylon 66, marca Lida, de 47 mm de diametro y 0.45 ym de

diametro de poro.

IV.2. Reactivos y Disoluciones

Reactivos

Acido domoico 90 %, Sigma-Aldrich.

Cloruro de sodio (NaCl) grado reactivo, J.T.Baker.

Hexansulfonato de sodio, Fisher Scientific, grado HPLC.

Acido perclérico (HCIO4) 70 %, J.T.Baker.

Metanol (MeOH) grado HPLC, Fisher Scientific.

Acetonitrilo (AcCN) grado HPLC, Prolabo.

Acetato de amonio 98 %, grado reactivo analitico, Productos Quimicos

Monterrey.

Disoluciones preparadas

Disolucion patron de acido domoico en metanol a concentracion de 50
mg/L.

Disoluciones estandar de acido domoico en metanol-agua 50:50 (v/v) a
diferentes concentraciones.

Disolucion de acetato de amonio 0.01M en metanol-agua 30:70 (v/v).

Disolucion acuosa de HCIO4 0.1 My 0.01M.

Disolucion acuosa de hexansulfonato de sodio 5x10‘1 M.

La disolucién patrén de acido domoico se guardo en el congelador (-20°C) cuando

no estaba en uso. Las disoluciones estandar de este compuesto se prepararon a

partir de la disolucién patrén, renovandolas periédicamente.
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Preparacién de muestras salinas

Se disolvio la cantidad necesaria de cloruro de sodio en agua pura para obtener
una concentracion de 3.5 % (p/v), que simulara la salinidad del agua de mar. A
partir de esta disolucion se prepararon muestras fortificadas con acido domoico a
diferentes concentraciones (muestras sintéticas) para el desarrollo y optimizacion

del método analitico.

IV.3. Procedimientos y metodologia analitica

IV.3.1. Condiciones cromatogréficas

Las condiciones cromatogréaficas se optimizaron inyectando un estandar de acido
domoico en el sistema en linea (precolumna polimérica de fase reversa PLRP-S +
columna analitica de fase reversa C-18) a diferentes composiciones de la fase
movil. Debido a que ambas columnas participan en la retencién del analito y
afectan el ensanchamiento de su pico cromatografico, la optimizaciéon debe
realizarse bajo condiciones similares a las que se tendran en el método analitico
final. La composicion de la fase mévil que permitié obtener un pico simétrico y
suficientemente retenido para separarlo de las sefiales de matriz, que

generalmente aparecen al inicio del cromatograma cuando se analizan muestras
reales, fue una mezcla AcCN-H,O (HCIO4 1072 M) 15:85 (v/v). En estas

condiciones y trabajando a velocidad de flujo de 1 mL/min, el &cido domoico tiene

un tiempo de retencién de aproximadamente 6 - 7 minutos.
Para optimizar la sefal de respuesta, se determind la longitud de onda de maxima

absorcion del acido domoico mediante barridos espectrales en la regién UV,

encontrandose su maximo en 239 nm.
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IV.3.2. Extraccion en fase sdélida

Las concentraciones de acido domoico que se espera encontrar en el agua de mar
contaminada con esta biotoxina son extremadamente bajas, por lo que el
tratamiento de la muestra es un paso crucial. El procedimiento establecido
consistio de dos operaciones de EFS, una fuera de linea y la otra en linea. En la
primera operacion, la muestra acuosa se percol6 a través de un cartucho de fase
reversa C-18 para la preconcentracion y limpieza parcial del analito. En la segunda
operacion, el extracto obtenido del cartucho se transfirid6 cuantitativamente a una
precolumna empacada con fase reversa polimérica, para su posterior elucion en

linea hacia la columna analitica con la fase mévil antes descrita.

Las condiciones experimentales para las etapas de carga, lavado y elucion
(Figura 1V.1), asi como la velocidad de flujo a la cual se efectuan, fueron
optimizadas para los dos procesos de EFS, tomando en cuenta la naturaleza del

soluto. A continuacion se detallan los parametros estudiados en cada etapa.

Acondicionamiento Carga Lavado Elucién Regeneracion

Muestra

L 20
S
2 ]

— — — — :lsﬁr —
I I = O
9
Ye<4—AD

Figura IV.1 Esquema general de las etapas que conforman un proceso de EFS.
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Acondicionamiento

Tanto para el cartucho como para la precolumna se utilizd el procedimiento
convencional para el acondicionamiento de adsorbentes de fase reversa,
consistente en una activacion de la fase estacionaria con un disolvente organico,
seguida de un lavado con una disolucion acuosa. En el caso presente, las fases C-
18 y PLRP-S se activaron con metanol y se acondicionaron con una disolucién

acuosa de HCIO4 0.01 M.

Carga

Se prepararon disoluciones de acido domoico en medio acuoso con diferentes
contenidos de disolvente organico (MeOH). Volimenes conocidos y crecientes de
estas disoluciones fueron percolados a través del cartucho (o de la precolumna)
para determinar el “volumen de fuga”, es decir el volumen de carga a partir del
cual el analito empieza a aparecer en el efluente. Algunos de estos ensayos se
realizaron a diferentes velocidades de flujo para determinar el efecto de este
parametro sobre el volumen de fuga. Considerando las propiedades acido-base
del compuesto de interés, también se investigo el efecto de la presencia de la sal
de un contraion (hexansulfonato de sodio) en la disolucion de carga y el efecto del

pH del medio.

En el caso del cartucho, todos los ensayos se realizaron simulando la salinidad del
agua de mar, por adicion de NaCl 3.5 % (p/v) a las disoluciones de carga. El
objetivo del estudio fue encontrar condiciones que permitieran alcanzar altos
volimenes de fuga del analito y por lo tanto factores de preconcentracion

elevados.

En el caso de la precolumna, los ensayos tuvieron como fin encontrar las
condiciones apropiadas de dilucion del eluato del cartucho para que éste pudiera

ser cargado en la pequefa precolumna sin que hubiera pérdida del analito.
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Lavado

El interés primordial de esta etapa fue eliminar el exceso de sales residuales, y en
particular iones halogenuro provenientes de la muestra, que hubieran podido
quedar atrapados en los poros o en el volumen interparticular del lecho
estacionario. Los iones halogenuro en medio acido son muy corrosivos y atacan al
acero inoxidable, por lo que pueden dafar tanto a la bomba auxiliar como a
diversas partes del equipo de cromatografia de liquidos. Asi mismo, por la
naturaleza secuencial del proceso de EFS, era necesario desalojar los residuos de
la sal del contraion para que la siguiente etapa se llevara a cabo en condiciones
optimas. Por ello, en estos ensayos se evalué la composicion y el volumen
méaximo de la solucion de lavado que podia pasarse por el cartucho (o la
precolumna) sin provocar la desorcion y pérdida del analito.

Elucion

Esta etapa sélo aplica para el proceso de EFS fuera de linea. El objetivo de los
ensayos realizados fue encontrar una composicion de eluyente tal que fuera capaz
de extraer cuantitativamente al analito retenido en la fase C-18 del cartucho,
arrastrando la menor cantidad posible de otros compuestos interferentes,
provenientes de la muestra, que hubieran quedado retenidos durante la etapa de
carga. Se estudiaron diversos eluyentes, desde acetato de amonio acuoso hasta
metanol puro, asi como combinaciones de metanol-agua y metanol-acetato de

amonio en diferentes proporciones y concentraciones.
En el caso del proceso de EFS en linea, el analito es convenientemente eluido y

transferido de la precolumna a la columna analitica mediante la fase moévil

anteriormente seleccionada (condiciones cromatograficas).
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IV.3.3. Montajes Experimentales

EFS fuera de linea

Las disoluciones correspondientes a las diferentes etapas del proceso de EFS se
pasaron a través del cartucho a flujo controlado y constante mediante una bomba
isocratica. Para ello fue necesario conectar el tubo de salida de la bomba al
vastago inferior del cartucho utilizando un adaptador (conector luer-hembra 1/4”), y
hacer fluir las disoluciones de abajo hacia arriba (Figura 1V.2). Ademas de la
posibilidad de controlar el flujo, este modo de operacién tiene la ventaja de evitar
la compactacion del empaque y disminuir los riesgos de oclusion de los filtros que
retienen el lecho estacionario. La recuperacioén de los efluentes del cartucho fue
realizada por medio de una manguera colocada en la parte superior del cartucho,
aplicando el principio fisico del “efecto sifon”. Para lograr este efecto, se adapto
una jeringa a la salida de la manguera de recuperacion con el fin de inducir por
vacio el inicio del desplazamiento del liquido al interior de ésta. Después se retird
la jeringa y la manguera se transfiri6 a un vaso de precipitados, cuya altura se
ajusté con respecto al cartucho para controlar la velocidad de transvase del

efluente, adaptandola al flujo proporcionado por la bomba.

Con este arreglo experimental se pudo semi-automatizar el proceso de EFS fuera
de linea, lo que resultd muy conveniente para ensayos en los que se percolaron
grandes volumenes de muestra a flujo elevado (hasta 200 mL a 7.5 mL/min) o
volimenes pequefios de otras disoluciones a flujos mas bajos (como 5 0 10 mL a
5 mL/min).
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Figura IV.2 Esquema del sistema utilizado en el proceso de EFS fuera de linea en un
cartucho C-18 (a). La direccion del flujo estd sefalada por las flechas.
Etapas de acondicionamiento, carga y lavado: (b) disolucion
correspondiente, (c) efluentes. Etapa de elucién: (b) eluyente, (c) eluato.

EFS en linea

Con el fin de optimizar el tiempo de analisis y el tiempo de uso del cromatégrafo
de liquidos, las etapas de acondicionamiento, carga y lavado de la precolumna se

realizaron en un montaje independiente en algunos ensayos (Figura IV.3).

Figura IV.3 Esquema del sistema utilizado en las etapas de acondicionamiento, carga y
lavado de la precolumna PLRP-S. La direccion del flujo esta sefialada por las
flechas.
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El montaje para el acoplamiento en linea de la precolumna polimérica con el
sistema cromatografico se muestra en la Figura IV.4. Este montaje tiene como
componente principal una valvula de conmutacion de 6 puertos colocada entre el
inyector y la columna analitica del cromatografo de liquidos, a los cuales se
conecta mediante los puertos 2 y 3, respectivamente. En los puertos restantes de
la vélvula se conectan una bomba isocréatica auxiliar (puerto 5), la precolumna
(entre los puertos 1 y 4) y una salida de desechos (puerto 6). Cuando todo el
proceso de EFS se lleva a cabo en este montaje, las etapas de
acondicionamiento, carga y lavado de la precolumna se realizan con la bomba
auxiliar, manteniendo la valvula de conmutacién en la “posicién de carga” (Figura
IV.4-a). Simultineamente, la columna analitica se acondiciona con la fase movil
enviada por la bomba del cromatégrafo. En la etapa final del proceso la valvula se
rota a la “posicidén de inyeccion”, con lo cual el flujo de fase maovil se desvia hacia
la precolumna, eluyendo los compuestos retenidos y transfiriéndolos directamente

a la columna analitica para su separacion y andlisis (Figura 1V.4-b).

b)

Columna

Bomba

Figura IV.4 Esquema del sistema en linea EFS-CLAR. El esquema (a) muestra el sistema
en la posicion de carga de la valvula de conmutacion y el esquema (b)
muestra el camino que sigue la fase movil (linea continua) durante la elucion
en linea de la precolumna (posicion de inyeccion de la valvula). Pc: bomba
del cromatégrafo, I inyector, V: valvula de conmutacion, P,: bomba auxiliar,
PC: precolumna, C: columna analitica, D: detector UV.
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IV.3.4. Andlisis de muestras

Las condiciones finalmente establecidas para la preparacion de las muestras se
resumen en la Tabla IV.1. Al terminar las operaciones de EFS fuera de linea y en
linea, el extracto final transferido a la columna cromatogréfica es separado y
analizado bajo las condiciones descritas anteriormente (seccion 1V.3.1).

Durante el desarrollo y la validacién del método analitico, cada andlisis de una
muestra sintética fue seguido por la inyeccion y analisis de un estandar de acido
domoico, como referencia para la cuantificacién del analito por el método de
estandarizacion externa. La cuantificacion se hizo por comparaciéon de las areas

del pico de acido domoico en la muestra y en el estandar.

Las tres muestras de agua de mar analizadas en este trabajo provenian de Sisal,
Yuc., Tecolutla, Ver. y Acapulco, Gro. En ninguna de ellas se detect6 la presencia
de acido domoico pero, para corroborar el buen funcionamiento, robustez y
aplicabilidad del método, una alicuota de 100 mL de cada muestra se fortific6 con
acido domoico a niveles inferiores a la ppb (partes por billon = pg/L) y se volvié a
analizar. La determinacion de la cantidad de acido domoico recuperado en las

muestras dopadas se realiz6 por estandarizacion externa.
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Tabla IV.1 Condiciones finales del proceso de preparacion de muestra.

Extracciéon en fase sélida

Extraccién en fase

Operacion ] - ]
fuera de linea sélida en linea
Adsorbente Fase reversa C-18 Fase reversa PSDVB
_ N _ _ Precolumna de acero
Dispositivo Cartucho de polipropileno o
inoxidable
Flujo 5 mL/min 1.5 mL/min

Acondicionamiento

HCIO4 0.01M; 5 mL

HCIO4 0.01M; 5 mL

Carga de muestra

100 mL de muestra sintética [agua
con NaCl 3.5 % (p/v) fortificada con
acido domoico], o la muestra de
agua de mar, ajustada a pH~3.7
con HCIO, y con hexansulfonato de

sodio 5x10~° M.

Extracto del cartucho
diluido a 25 mL con
solucion acuosa de

HCIO, 8x10° My
hexansulfonato de

sodio 5x10~° M.

Limpieza de muestra

HCIO4 0.01M; 10 mL

HCIO4 0.01M; 10 mL

Elucion

4 mL de acetato de amonio 0.01M

en agua-metanol 70:30 (v/v)

Elucién en linea a la

columna analitica

Regeneracién

MeOH

MeOH
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Desarrollo del método analitico

V.1.1. Condiciones cromatogréficas

En la Figura V.1 se presenta el espectro de absorcion de una solucion
estandar de acido domoico inyectada en el cromatografo de liquidos, el cual fue
obtenido haciendo un barrido espectral con un detector UV-DAD durante la
elucion del pico del analito. Con base en el espectro, se decidié elegir una
longitud de onda cercana a los 240 nm para la deteccién del compuesto de
interés. En el trabajo posterior se utilizé un detector UV de longitud de onda
variable, en vez del de arreglo de diodos, por su mayor sensibilidad; la longitud
de onda finalmente seleccionada para la deteccion con este aparato fue de 239

nm.

504

Respuesta {m'V)
ra
o
1

217 237 257 277 297 317 337
Longitud de onda (nm})

Figura V.1 Espectro de absorcion del acido domoico. Barrido espectral por UV-DAD.
Composicion de fase mévil: AcCN-H,0 (HCIO4 0.01 M) 15:85 (v/v).
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Debido a la polaridad del acido domoico y a que la matriz de las muestras de
interés es acuosa, se optd por elegir la cromatografia de liquidos en fase
reversa como técnica de analisis. Las fase médviles que se emplean en esta
técnica (comunmente mezclas metanol-agua o0 acetonitrilo-agua) son

compatibles con las caracteristicas de solubilidad del analito.

La retencidén del acido domoico en un sistema cromatografico de fase reversa
depende del pH de la fase movil debido a las propiedades acido-base de este
compuesto (pKa en la Tabla 11.3). Considerando los tres grupos funcionales
acido carboxilico y el grupo funcional amino (ver Figura 11.8), la molécula de
acido domoico puede representarse como H3RNH; en la Figura V.2 se
muestran las zonas de predominio de las diferentes formas acido-base. Como
puede observarse, en todo el intervalo de pH existen uno 0 mas grupos
cargados, lo que se traduce en alta afinidad de la molécula por la fase movil
acuosa y menor afinidad por la fase estacionaria apolar, a pesar de que el area
hidrocarbonada del soluto es suficientemente importante. No obstante, en la
zona de pH entre 1.85 y 4.47 la carga global de la molécula es nula por lo que

estas condiciones resultan las mas interesantes para favorecer su retencion.

>“HRNH,"
+ _ + 3_ + 3_
HsRNH,"  ~"H,RNH, l RNH, | RNH
| — | -+
1.85 4.47 475 10.6

Figura V.2 Zonas de predominio de las diferentes formas acido-base del 4cido
domoico.

Se busco ajustar la retencién a un tiempo entre 5 y 10 min (flujo 1 mL/min)
porque a tiempos mas largos se pierde sensibilidad por el ensanchamiento del
pico y a tiempos muy cortos se corre el riesgo de interferencias por sefiales
debidas al disolvente del estandar inyectado o por compuestos polares
remanentes de la matriz de la muestra que eluyen al inicio del cromatograma.

Se ensayaron diversas mezclas agua-disolvente organico como fase movil,

afiadiendo HCIO,4 0.01 M en la fraccién acuosa. En estas condiciones la forma
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predominante del acido domoico es el zwitterion, aunque la especie con carga

positiva, HsRNH,", no es del todo despreciable. A pesar de ello, se logro

retener al analito, tal vez porque el ion CIO4” fue capaz de asociarse

débilmente con la especie cationica formando pares de iones y neutralizando

Su carga.

En estos ensayos preliminares se observo una mayor sensibilidad de deteccién
utilizando acetonitrilo como disolvente organico en la fase mévil, lo cual se
atribuye a que la absorbancia del acetonitrilo a 239 nm es menor que la del
metanol; adicionalmente, los picos cromatogréaficos tienden a ser mas finos con
el primer disolvente debido a su menor viscosidad. Finalmente, con una fase
movil AcCN-H,0 (HCIO,4 1072 M) 15:85 (v/v) a flujo de 1 mL/min, se obtuvo una
retencién adecuada para el acido domoico (entre 6 y 7 min). Las condiciones
cromatograficas establecidas permitieron obtener picos facilmente detectables
al inyectar un estandar del analito a concentracion de 0.2 ppm (partes por
millébn = ug/mL). Puesto que el bucle del inyector utilizado era de 26 pL
(calibrado en el laboratorio), la sensibilidad absoluta del sistema cromatografico

para el &cido domoico fue menor a los 5 ng.

V.1.2. Preparacion de muestra
V.1.2.1. Disefio del método de preparacion de muestra

Como ya se ha mencionado, la preparacion de muestra es un proceso
fundamental cuando se desea determinar un compuesto a niveles de
concentracion del orden de trazas en una matriz que puede contener muchos

otros compuestos miles o millones de veces mas concentrados.

En nuestro caso particular, la meta era desarrollar un método capaz de
cuantificar acido domoico en agua de mar a niveles menores a la ppb (partes
por billon = ng/mL) y con la posibilidad de detectar inequivocamente al analito a

concentraciones significativamente menores a ese limite. Por esta razon, los
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pasos de preconcentracion y purificacion de la muestra debian ser disefiados y

optimizados cuidadosamente.

Para poder preconcentrar un volumen de muestra lo mas grande posible, y
eliminar durante este paso la mayor parte de las sales presentes en el agua de
mar, se decidio realizar una EFS fuera de linea en un cartucho C-18 como
primera etapa. La cantidad de adsorbente en los cartuchos es mucho mayor
que en las precolumnas que se utilizan para la EFS en linea y por ende su
capacidad de muestra y volumenes de fuga también son mayores. Sin
embargo, la elucion completa del o los compuestos de interés retenidos en un
cartucho requiere de un cierto volumen de disolvente fuerte, que en el mejor de
los casos podria ser de 1 a 2 mL. Asi, si se cargaran 100 mL de muestra en el
cartucho y, en el caso 6ptimo, éste se eluyera con 1 mL de disolvente, el factor
de preconcentracion seria de 100. Este procedimiento conlleva a una pérdida
de sensibilidad potencial puesto que sélo una pequefa alicuota del eluato es
inyectada en el cromatografo (el volumen del bucle del inyector) y analizada.
Por el contrario, si este mismo volumen de muestra se pudiera cargar en una
precolumna acoplada en linea con el sistema cromatografico, toda la muestra
preconcentrada seria analizada. Asimilando la precolumna a un inyector con un
bucle de 26 uL, el factor de preconcentracién en este caso seria cercano a
4000. Desafortunadamente, por la alta polaridad del acido domoico, no era
factible cargar este volumen de muestra en una precolumna sin pérdida notable

del analito.

Con base en estos razonamientos, se decidid realizar una extraccion en fase
soélida en linea como segunda etapa, transfiriendo todo el eluato del cartucho a
una precolumna. El problema de este paso es que el eluato estaria constituido
por una disolucion del analito en un disolvente fuerte que no permitiria la
retencién del compuesto en la precolumna. Por lo tanto, un paso previo a
optimizar seria la dilucién del eluato con una disolucién acuosa, hasta un punto
en que éste pudiera ser cargado en la precolumna sin que se presentara fuga
del compuesto de interés. Con el objeto de facilitar este paso se eligio6 como
material de empaque para la precolumna la fase reversa PLRP-S. Este

adsorbente esta constituido por un copolimero estireno-divinilbenceno que
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tiene un poder de retencion mayor que las fases C-18, especialmente en el
caso de solutos con anillos arométicos.

Es evidente que la metodologia asi diseflada requiere afinar y optimizar
cuidadosamente todos los pasos que conforman las dos etapas de EFS. En las
siguientes secciones se describen los aspectos mas relevantes del trabajo

realizado para la puesta a punto de este método de preparacion de muestra.

V.1.2.2. Optimizacion del proceso de extraccion en fase soélida.

A) Operaciones en el cartucho C-18.

Inicialmente los experimentos para la optimizacion de condiciones en el
cartucho C-18 se llevaron a cabo con disoluciones relativamente concentradas
del estandar de &cido domoico, de modo que los resultados de cada estudio
pudieran seguirse por inyeccién directa de los eluatos en el cromatografo.
Posteriormente, cuando se trabajo con soluciones muy diluidas, hubo que
hacer reajustes y los experimentos se hicieron transfiriendo el eluato del

cartucho a la precolumna para su elucién y analisis en linea.

- Optimizacién de la etapa de elucion.

Los primeros ensayos se realizaron cargando previamente el cartucho con 1
mL de una disolucién de acido domoico de 2 ppm (2 ug cargados). Para la
remocion del analito retenido se probaron diversos eluyentes, recuperando el
eluato en fracciones de 1 mL las cuales se analizaron por inyeccion directa en
el CLAR. En la Tabla V.1 se describen los eluyentes probados y los resultados

obtenidos.
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Tabla V.1 Estudio del proceso de elucién en el cartucho C-18.

Composicion del Eluvente Volumen | Recuperacién | Recuperacion
P Y (mL) (ug) global (%)
Acetato de amonio 5

0.01M acuoso
1 1.48
Metanol 95
1 0.42
1 1
Metanol-agua 50:50 (v/v) 93
1 0.86
Metanol-agua (acetato de 1 1.57 94
amonio 0.1M) 50:50 (v/v) 1 0.32

--- no detectable

Como puede observarse, la disolucion acuosa de acetato de amonio (pH 7) no
fue capaz de eluir al analito, a pesar de que en este medio su carga neta era
de -2. El metanol puro o las mezclas al 50 % de metanol en agua (con o sin

sales para fijar el pH) dieron resultados aceptables y muy semejantes.

En ensayos posteriores, se disminuyé a 30 nanogramos la cantidad de acido
domoico cargado en el cartucho para simular condiciones mas proximas a las
que se tendrian en el andlisis de las muestras. Estos ensayos fueron realizados
después de haber optimizado las condiciones para la transferencia del eluato
del cartucho a la precolumna y el analisis en linea (seccion V.1.2.2 B). Se
comenzo6 probando el metanol puro como eluyente del cartucho (2 mL), pero
los resultados obtenidos en varias réplicas del experimento fueron
desalentadores pues solo se recuperaba aproximadamente 40 % del soluto. Se
hicieron entonces diversas pruebas para definir donde se estaba perdiendo el
analito y éstas mostraron que el problema provenia de una eluciéon incompleta
del cartucho. Aparentemente, el metanol puro no era capaz de romper algunas
interacciones fuertes del acido domoico con sitios activos en la superficie del

adsorbente.
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Los adsorbentes de fase reversa C-18 estan constituidos por una matriz de
silice a la que se han enlazado cadenas hidrocarbonadas de 18 carbonos por
reaccion con los silanoles de superficie. Aunque muchos silanoles quedan sin
reaccionar, la mayoria de ellos no son accesibles a los solutos debido a la capa
superficial de cadenas hidrocarbonadas, pero algunos silanoles quedan
expuestos y pueden actuar como sitios activos que interaccionan fuertemente
con los grupos funcionales basicos de los analitos. Adicionalmente, la silice con
la que se preparan muchos de los adsorbentes comerciales de fase reversa
contiene impurezas de cationes metalicos pesados a niveles traza; estas
impurezas también son sitios de adsorcion muy fuertes para compuestos que
forman complejos con este tipo de cationes. El 4cido domoico posee grupos
amino y carboxilo capaces de formar complejos estables con muchos cationes
metélicos; ademdas, su grupo amino puede interaccionar con silanoles
residuales por formacion de puentes hidrégeno. No es entonces extrafio que
una fraccion del soluto quedara fuertemente atrapada en el cartucho. Como el
namero de sitios activos expuestos es pequefio, la cantidad de acido domoico
que interaccion6 con estos sitios en los primeros ensayos resultaba
insignificante frente a la cantidad cargada. Sin embargo, al disminuir esta ultima
(de 2 pug a 30 ng), la cantidad de analito retenida en los sitios activos

representd un porcentaje importante.

Considerando lo anterior, se decidié probar la elucion con la mezcla metanol-
agua (acetato de amonio 0.1M) 50:50 (v/v). El agua es un disolvente que
desactiva a la silice bloqueando los sitios silanol, el acetato y el amonio pueden
bloquear por interaccion eléctrica cargas superficiales positivas (cationes
metalicos) y negativas (silanoles ionizados), finalmente, el metanol elimina las
interacciones hidrofébicas del soluto con las cadenas hidrocarbonadas. Los
resultados obtenidos con esta mezcla fueron bastante satisfactorios, con

porcentajes de recuperacion cercanos al 100 %.

Con el objeto de mejorar las caracteristicas del eluyente y tener mayor
selectividad en la elucién, se decidié disminuir la concentracion de sales y el

contenido de metanol. A partir de los resultados de recuperacion obtenidos, se
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opto por elegir una mezcla metanol-agua (acetato de amonio 0.01M) 30:70 (v/v)
como el eluyente mas apropiado; bastaron 4 mL de éste para asegurar la

completa remocion del &cido domoico retenido en el cartucho.

- Composicion de la solucion de carga.

Los ensayos preliminares que se hicieron afladiendo pequefias cantidades de
metanol a la muestra acuosa, mostraron que no era posible retener
cuantitativamente al analito en el cartucho en presencia del disolvente
organico. Estos ensayos tenian por objeto tratar de eliminar interferentes
polares desde la etapa de carga, sin embargo, dados los resultados, se trabaj6

con la muestra acuosa sin ningun modificador organico.

Por otra parte, debido a la naturaleza &cido-base del soluto, era necesario
regular el pH de la solucion de carga a un valor que favoreciera su retencion.
Como se mencion0 en una seccion anterior, el acido domoico se encuentra
predominantemente en forma de zwitterion en el intervalo de pH 1.85-4.47
(Figura V.2), por lo que se hicieron pruebas acidificando la muestra con HCIO4
a diferentes valores de pH dentro de este intervalo. Los resultados no fueron
satisfactorios pues una fraccion del soluto se fugdé aun con muy bajos

voliumenes de carga.

Tratando de resolver este problema, se fij6 el pH de la solucion en 2 (HCIO4
0.01 M) y se adicioné un agente formador de pares de iones, el hexansulfonato.
Este anion forma un par de iones con el grupo amino del acido domoico
(protonado en medio acido), neutralizando su carga y aumentando la
hidrofobicidad del soluto. El resultado fue exitoso ya que el analito no se fugo
del cartucho, aun aumentando el volumen de carga. Sin embargo, los
cromatogramas obtenidos al final del analisis fueron muy sucios,
probablemente por impurezas presentes en los reactivos que se concentraron
durante el proceso. Para subsanar este inconveniente, se disminuyo
progresivamente la concentracion, tanto del hexansulfonato de sodio como del
acido perclorico, hasta obtener un cromatograma aceptablemente limpio

aunado a una buena recuperacion del analito.
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Las condiciones finalmente seleccionadas para la composicion de la soluciéon

de carga fueron: muestra acuosa adicionada con hexansulfonato de sodio 5 x

10° M y acido perclérico aproximadamente 2 x 10* M (pH~3.7).

- Volumen de fuga durante la carga de la muestra.

Una vez establecidas las condiciones para la composicién de la solucién de
carga y para la elucion cuantitativa del soluto, se investigd qué volumen de
muestra podria cargarse en el cartucho sin riesgo de fuga. Para ello se
percolaron volimenes crecientes de muestras dopadas con una cantidad fija de
acido domoico (30 ng totales en el volumen percolado) a través del cartucho.
En la Tabla V.2 se muestran los resultados de recuperacién del analito
obtenidos en estos experimentos. De acuerdo con ellos, se eligié un volumen

de 100 mL como volumen de carga para todos los ensayos posteriores.

Tabla V.2 Estudio de recuperacion de acido domoico en funcién del volumen de
muestra cargado en el cartucho C-18.

Volumen de carga | Recuperacion
(mL) (%)
25 103
100 98
200 50

- Velocidad de flujo durante la carga.

Para optimizar el tiempo de analisis, se examiné el efecto producido por un
aumento en la velocidad de flujo durante la etapa de carga de la muestra. En la
Tabla V.3 se muestran los resultados obtenidos. La disminucion de
recuperacion al flujo mas alto puedo ser debida a que una fraccion del soluto
no alcanzo6 a penetrar en la fase estacionaria, e interaccionar con ella, durante

la rapida migracion de la fase movil a traves del cartucho.
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Con base en estos resultados, se eligié una velocidad de flujo de 5 mL/min

para cargar la muestra en el cartucho C-18.

Tabla V.3 Influencia de la velocidad de flujo sobre la recuperacion del soluto.

Velocidad Recuperacion
de flujo (mL/min) (%)
1.0 94
2.0 91
5.0 92
7.5 79

B) Operaciones en la precolumna PLRP.

El paso mas delicado en esta etapa es la transferencia del eluato del cartucho
a la precolumna. Los ensayos realizados para optimizar este paso se describen

a continuacion.

- Composicion de la solucion de carga.

Como se mencion6 anteriormente, los 4 mL de eluato recuperados del cartucho
contenian 30% de metanol (1.2 mL). Esta solucibn no podia cargarse
directamente en la precolumna porque el &cido domoico se habria fugado de
inmediato. Para conocer las caracteristicas de retencion de este soluto en la
fase reversa polimérica PLRP-S, y a partir de ello deducir como deberia ser
modificado o tratado el eluato del cartucho, se realizaron una serie de ensayos
independientes cargando en la precolumna diversos volimenes de

disoluciones de acido domoico a diferente composicién.

Inicialmente se probaron diferentes volumenes de carga en medio acido
(pH~2.3 fijado con HCIO,) y sin disolvente organico. Posteriormente se ensayo

un volumen de carga de 25 mL con un pequefio contenido de metanol,
encontrando que con soOlo 1% de disolvente organico ya habia pérdida de
analito. Esto nos llevdo a intentar aumentar la retencién por adicién de

hexansulfonato, como agente formador de pares de iones. Los resultados
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fueron muy alentadores pues se pudo aumentar el volumen de carga y el

contenido de metanol obteniendo buena recuperacion del analito. Se

: , : )
ensayaron dos diferentes concentraciones de hexansulfonato de sodio, 5 x 10

y 5 X 10°° M, no detectando diferencias significativas en los resultados, por lo
cual se optd por la menor de ellas. En todos estos experimentos se mantuvo la
disolucidén acidificada al pH antes mencionado y se trabajé a velocidad de flujo
de 1.5 mL/min. En la Tabla V.4 se reporta la recuperacion de acido domoico
obtenida en los diferentes ensayos.

Al analizar los resultados se concluyd que la solucion de carga deberia tener
menos de 5 % de metanol para asegurar una buena recuperacion del analito.
Puesto que el eluato del cartucho contenia en total 1.2 mL de metanol, bastaba
con diluirlo a 25 mL para satisfacer esta condicion. Evidentemente, la dilucion
deberia hacerse con una solucion de hexansulfonato de sodio acidificada. El
altimo ensayo reportado en la Tabla V.4 corresponde a condiciones muy
cercanas a las que se tendrian al diluir el eluato del cartucho C-18 para

transferirlo a la precolumna PLRP-S.

Tabla V.4 Efecto del volumen de carga, contenido de metanol y hexansulfonato de
sodio en la recuperacion de acido domoico.

Volumen cargado Hexansulfonato .
Metanol . Recuperacion
en la precoluma (%) de sodio (%)
(mL) (M)

25 0 0 104

40 0 0 76

50 0 0 50

25 1 0 87

50 0 0.05 103

50 5 0.05 96

50 4 0.005 100

25 4.8 0.005 98
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Las condiciones finales para el proceso completo de EFS tanto en el cartucho
C-18 como en la precolumna PLRP-S se especificaron en la seccion
correspondiente a la parte experimental (Tabla IV.1).

V.2. Validaciéon del método analitico

Una vez optimizada cada una de las etapas de EFS, asi como las condiciones
cromatograficas para la separacion y deteccion del acido domoico, se realizo6 la
evaluacion estadistica del método desarrollado. Todos los experimentos de
esta seccion se llevaron a cabo con muestras sintéticas de agua pura
adicionadas con NaCl 3.5 % (p/v) para simular la salinidad del agua de mar; el
volumen de muestra fue de 100 mL. Los resultados de este estudio se

describen a continuacion.

V.2.1. Estabilidad del &cido domoico.

Algunas disoluciones empleadas en la etapa de preparaciéon de muestra, asi
como la fase movil utilizada en la separacion cromatogréafica, contenian HCIO4
0.01 M. Por eso se consider6 importante verificar la estabilidad del acido
domoico en medio &cido como parte de la validacion del método. El estudio se

realizdé con una disolucion del analito a concentracion de 1.0 ppm en un medio
acuoso acidificado con HCIO4 0.1 M. Periddicamente se inyectd esta disolucién

en el cromatografo durante un lapso de 10 dias y se determiné la concentracion
por comparacion del area del pico de acido domoico con el area del pico
obtenido al inyectar una disolucion estandar de este soluto a la misma
concentracion. Como se muestra en la Tabla V.5, no se observé ningin cambio
significativo en la concentracién del compuesto de interés durante el intervalo
de tiempo estudiado. Por lo tanto, se concluye que el acido domoico es
bastante estable en disoluciones acuosas de acido perclorico a concentracion

relativamente elevada.
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Tabla V.5 Estabilidad del acido domoico en una disoluciéon acuosa de HCIO4 0.1 M.

Concentracion
Dia de
AD (ppm)*
1.01
0.94
1.04
1.11
0.95
1.01
10 1.02

* AD: acido domoico

DIN[O|OTN |

V.2.2. Linealidad del método

En la Figura V.3 se presentan los resultados obtenidos al estudiar la linealidad
del método con muestras fortificadas con acido domoico a concentraciones en
el intervalo de 50 ppt (partes por trillon = pg/mL) a 3 ppb. Las muestras fueron
preparadas segun el método desarrollado (condiciones resumidas en la Tabla
IV.1) y finalmente eluidas en linea de la precolumna a la columna analitica para
su separacion, deteccion y cuantificacion. La cantidad recuperada del
compuesto se determiné por estandarizacion externa, comparando el area del
pico obtenido en la muestra analizada con el area del pico obtenido por
inyeccion directa de 26 yL (volumen del bucle del inyector) de un estandar de

acido domoico a concentracion conocida.
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Figura V.3 Linealidad del método.

La ecuacion de regresion lineal, obtenida por el método de minimos cuadrados,
y su correspondiente coeficiente de determinacion (r?) fueron los siguientes
(ecuaciones E-V.1y E-V.2):

y =0.9165 x + 0.407 (E-V.1)
r’ =0.998 (E-V.2)

Donde “y” es la cantidad recuperada y “x” es la cantidad adicionada. La
ordenada al origen y la pendiente de la ecuacién E-V.1 son buenos indicadores
de la calidad del método analitico desarrollado. Una ordenada al origen
estadisticamente igual a cero indica que el método no presenta errores
sistematicos. Una pendiente estadisticamente igual a uno demuestra que no
hay pérdidas de analito durante las diferentes etapas del método, o ganancias

por contaminacion cruzada o por coelucién de interferencias.

Las pruebas de hipdtesis realizadas sobre la ordenada al origen (a) y la

pendiente (b) de la recta de regresién fueron:
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Ordenada al origen
Hipotesis nula Hg: a =0

Hipotesis alterna Hi: a # 0

Pendiente
Hipétesis nula Hg: b =1

Hipétesis alterna Hy: b = 1

Los resultados estadisticos se muestran en la Tabla V.6.

Tabla V.6 Resultados de las pruebas de hipotesis sobre la ordenada al origen y la
pendiente de la recta de regresién. Nivel de confianza o = 0.05.

Parametro | tcaculada | U critica Decision
a 0.57 2.57 Aceptar Ho
b -16.47 2.57 Rechazar Hg

Los resultados del estudio demuestran que existe una relacion lineal entre la
cantidad de acido domoico presente en las muestra y la cantidad determinada
por el método en el intervalo de concentraciones estudiado. La ordenada al
origen es estadisticamente igual a cero por lo que este método no presenta
errores sistematicos. Sin embargo, la pendiente de la recta es
significativamente menor a 1, lo que indica que probablemente hubo algunas
pérdidas de analito durante el procesamiento de las muestras. El porcentaje de
recuperacion promedio en las condiciones estudiadas fue de ~92 %. Cabe
hacer notar que un porcentaje de recuperaciéon arriba del 90 % se considera

muy satisfactorio en analisis ambientales de contaminantes a niveles traza.

En las Figuras V.4 y V.5 se presentan los cromatogramas obtenidos en el
analisis de muestras sintéticas fortificadas con acido domoico (AD) a
concentraciones de 100 ppt y 3 ppb, respectivamente. Como puede observarse

en la Figura V.4, que corresponde a una concentracion diez veces menor a la
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ppb, el pico del analito destaca claramente sobre el ruido de fondo de la linea

base. La cantidad absoluta de analito en esta muestra fue de 10 ng.

10 -
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;

Sl AD

6 8

Tiempo (min})

Figura V.4 Cromatograma de una muestra sintética fortificada con acido domoico

(AD) a 100 ppt.
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Figura V.5 Cromatograma de una muestra sintética fortificada con acido domoico (AD)

a 3 ppb.
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V.2.3. Precision y exactitud

La precision del método se evalué con base en el coeficiente de variacion
(% CV) obtenido en el andlisis de 8 muestras independientes, dopadas con
acido domoico a 300 ppt (30 ng). La cantidad de analito determinada por el
método (ng) y la correspondiente concentracién de éste en cada réplica (ppb)
se reportan en la Tabla V.7.

Como puede observarse, el coeficiente de variacion obtenido fue menor al 5 %,
lo que representa un resultado excelente para niveles de concentracion
inferiores a la ppb. Es importante hacer notar que las 8 réplicas fueron
analizadas en diferentes dias. Los resultados en la Tabla V.7 se presentan en
el orden cronoldgico en que fueron realizadas las determinaciones, pudiendo
constatarse que no existe ninguna tendencia en los valores de concentracion
obtenidos. Por lo tanto, se considera que el método desarrollado es preciso y

se corrobora la ausencia de problemas de contaminacion cruzada.

La exactitud del método se estimd por la recuperacion promedio (% R). Para
estos ensayos se obtuvo una recuperacion de 94.6 %, ligeramente mayor que
la recuperacién global reportada en la seccion anterior para un amplio intervalo
de concentraciones. Aunque en principio podria ser posible aplicar un factor
correctivo a la concentracion calculada, para tomar en cuenta la recuperacion
global del método (92 % segun el estudio de linealidad), se prefiri6 no hacerlo.
Esto debido a que en muestras reales de agua de mar, los efectos de matriz
pueden influir significativamente sobre el area del pico del analito, tanto en
sentido negativo (pérdidas) como en sentido positivo (ganancia aparente por
coelucion de interferencias). Incluso es de esperarse que la matriz de la
muestra varie significativamente dependiendo del sitio o de la temporada de
coleccion del agua de mar. Por ello no tiene sentido aplicar un factor correctivo
derivado del analisis de muestras sintéticas, donde la matriz es mas limpia e

idéntica de muestra a muestra.
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Tabla V.7 Estudio de precision y exactitud del método.

Muestras Cantidad_ de AD |Concentracion

(réplicas) determinada de AD

(ng) (ppb)

1 27.3 0.273

2 27.8 0.278

3 28.6 0.286

4 27.8 0.278

5 28.4 0.284

6 30.7 0.307

7 29.7 0.297

8 26.6 0.266

Promedio 28.4 0.284

DE 1.32 0.013
CV (%) 4.65
R (%) 94.6

DE: Desviacion estandar, CV: Coeficiente de Variacion,
R: Recuperacion. Las ocho réplicas fueron dopadas a 0.300
ppb de acido domoico (AD).

Utilizando los resultados de la Tabla V.7, se calculo el intervalo de confianza
para la concentracién de acido domoico en las muestras analizadas, asi como
el intervalo de confianza para la recuperacion del analito. Estos datos se
presentan en la Tabla V.8.

Tabla V.8 Intervalo de confianza para la concentracion de acido domoico determinada
en muestras replicadas (n=8). Nivel de confianza a = 0.05.

Analito Intervalo de confianza | Intervalo de confianza
concentracion recuperacion
Acido domoico | 0.273 < ppb < 0.295 93.5 < %R < 95.7
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En la Figura V.6 se muestra uno de los cromatogramas obtenidos en los
ensayos de repetitividad.

20 -
=
£
g 10 AD
1] £
2 >
2
[
0 | | |
4 6 8
Tiempo (rnin)

Figura V.6 Cromatograma de una muestra de agua dopada con acido domoico (AD) a
300 ppt.

V.2.4. Limite de deteccién del método

Los resultados anteriores demostraron que el método analitico desarrollado
permite determinar concentraciones de acido domoico de algunas centenas de
partes por trillén en un medio acuoso salino con buena precision y aceptable

exactitud.

Mediante calculos estadisticos sencillos y utilizando la desviacion estandar en
unidades de concentracion, reportada en la Tabla V.7, se estimo el limite de
deteccion del método (LDM). La estimacion de LDM se bas6 en el criterio
recomendado por la EPA (Environmental Protection Agency; agencia de
proteccion ambiental de E.U.) para el analisis de contaminantes en muestras
ambientales de agua. Segun este criterio, el LDM se calcula aplicando la

siguiente relacion (ecuacion E-V.3):
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LDM =1 (0.01,n-1) * S (E-V.3)

Donde “t (0,01, n-1)” €s la “t” de Student para un nivel de confianza de 1 % con

n-1 grados de libertad (prueba de una cola) y “S” es la desviacién estandar

obtenida en el andlisis de al menos 7 muestras fortificadas con el analito a
niveles de concentraciébn no mayores a 10 veces el LDM esperado. El valor de
concentracion obtenido para el LDM se presenta en la Tabla V.9.

Tabla V.9 Limite de Deteccion del Método (LDM).

Analito Desviacion estandar t LDM
(ppt) 0.0L.n-H) 1 (ppt)
Acido domoico 13.2 3.5 46

El LDM calculado fue de 46 ppt, es decir ~20 veces menor a la ppb, lo que es
un excelente logro considerando que la instrumentacion utilizada en el método
es muy convencional (CLAR-UV y bombas isocraticas para la EFS) y esta al
alcance de cualquier laboratorio dedicado al monitoreo ambiental. El
cromatograma mostrado en la Figura V.7 corrobora experimentalmente la

factibilidad de detectar al &cido domoico a este nivel de concentracion.
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Figura V.7 Cromatograma de una muestra de agua dopada con acido domoico (AD) a
50 ppt.

Los picos adyacentes al 4cido domoico, que sobresalen del ruido de fondo de
la linea base, provienen probablemente de impurezas presentes a niveles traza
en alguno (o en varios) de los reactivos usados. Estas impurezas también
fueron preconcentradas durante la preparacion de muestra y no fueron
eliminadas en los pasos de lavado. No obstante, en las condiciones
cromatograficas establecidas, los picos de impurezas estan bien separados y

no interfieren en la deteccién o cuantificacion del compuesto de interés.

V.3. Aplicacién del método en muestras reales de agua de mar

Se analizaron 3 diferentes muestras de agua de mar, colectadas en Acapulco,
Gro., Tecolutla, Ver. y Sisal, Yuc. Todas las muestras se filtraron a través de
una membrana con poro de 0.45 um para remover solidos suspendidos y se
mantuvieron en refrigeracion (4°C) hasta su analisis. De cada muestra
colectada se tomaron alicuotas de 100 mL y se determiné su pH antes de
someterlas al tratamiento por EFS. El agua de mar es de naturaleza alcalina

por lo que fue necesario agregar un acido para ajustarla al pH requerido por la
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metodologia desarrollada (pH~3.6). En la Tabla V.10 se presentan los datos

correspondientes a las tres muestras.

Tabla V.10 Volumen de HCIO,4 0.1 M utilizado para ajustar el pH de las muestras de
agua de mar (100 mL).

Operacion Sisal, Yuc. Ac%prlélco, Tecolutla, Ver.
pH inicial 8.01 7.95 8.28
Vol. adicionado
de HCIO4 0.1 M (mL) 38 2:5 2.0
pH final 3.59 3.47 3.63

La variacion del pH de las muestras durante la adicion de acido se monitored
potenciométricamente. En la Figura V.8 se presenta el perfil obtenido para las
curvas de pH en funcion del volumen de acido afiadido. En los tres casos el
comportamiento fue muy similar; las curvas presentaron una zona de
amortiguamiento alrededor de pH 6-7, aunque esta zona fue méas extendida
para la muestra proveniente de Yucatan. El valor del pH en la regién de
amortiguamiento hace pensar que un posible responsable del mismo podria ser
el par acido-base H,CO3/HCO3;™.

—e— Sijsal, Yuc. —— Acapulco, Gro. —e—Tecolutla, Ver.

pH
»

0 1 2 3 4
Volumen afiadido de HCIO, 0.1M (mL)

Figura V.8 Comportamiento 4cido-base de las muestras de agua de mar.
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Los analisis se llevaron a cabo con alicuotas de las muestras sin dopar (blanco

de muestra) y dopadas con acido domoico a 0.5 o0 1.0 ppb. Una vez ajustado el
pH, se agregdé hexansulfonato de sodio a concentracion 5x10~> M y se

procesaron de acuerdo con el protocolo ya establecido.

En las Figuras V.9, V.10 y V.11 se presentan los cromatogramas obtenidos en
el analisis de las muestras blanco y las muestras fortificadas del agua de mar

de Yucatan, Acapulco y Veracruz, respectivamente.
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Figura V.9 Cromatogramas obtenidos del analisis de agua de mar colectada en Sisal,
Yuc. (a) muestra blanco y (b) muestra fortificada con acido domoico
(AD) a 1.0 ppb.
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Figura V.10 Cromatogramas obtenidos del andlisis de agua de mar colectada en
Acapulco, Gro. (a) muestra blanco y (b) muestra fortificada con
acido domoico (AD) a 0.5 ppb.
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Figura V.11 Cromatogramas obtenidos del analisis de agua de mar colectada en
Tecolutla, Ver. (a) muestra blanco y (b) muestra fortificada con
acido domoico (AD) a 0.5 ppb.

En todos los cromatogramas de las muestras blanco se observan pequefios
picos y ondulaciones de la linea base que podrian corresponder a residuos de
compuestos presentes en la matriz original. Sin embargo, en general estas

seflales son minimas en la zona donde eluye el acido domoico y no afectan
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significativamente su cuantificacion. Adicionalmente, se observa un pico
bastante importante a un tiempo de retencion un poco mayor que el del analito.
Comparado con la sefial del acido domoico, dicho pico es sumamente grande
en el caso de la muestra de Acapulco; sin embargo, la separacion entre ambos
es suficientemente amplia de modo que no representa un problema desde el
punto de vista analitico. Curiosamente la intensidad de esa sefial decrece
notablemente en el agua de Tecolutla y es muy pequefia en el agua de Sisal, lo
gue podria estar relacionado con el nivel de contaminacién del agua de mar en
los tres lugares de origen. Dado su comportamiento durante el proceso
analitico, se podria especular que se trata de un compuesto de polaridad y area
hidrocarbonada semejantes a las del acido domoico, probablemente con algun
anillo aromatico y tal vez con grupos funcionales ionizables capaces de formar
pares de iones con el hexansulfonato en medio acido (p.ej. una amina o un
aminoécido). Desafortunadamente la instrumentacion utilizada en este trabajo
no nos permitid la identificacion del componente responsable de ese pico, pero

seria interesante investigarlo en un trabajo futuro.

Aparte de la sefial antes referida, los cromatogramas de las muestras reales
son relativamente limpios, demostrando que el método desarrollado puede ser
aplicado para el monitoreo de la biotoxina en diferentes muestras de agua de
mar. Esto se corrobora con los buenos resultados obtenidos para la
recuperacion del acido domoico en las tres muestras analizadas, segun se

reporta en la Tabla V.11.

Tabla V.11 Recuperacion de acido domoico en las muestras de agua de mar.

Muestras Recuperacion
(nivel de fortificacion) (%)
Sisal, Yuc. (1.0 ppb) 93
Aca(g%cgl,3 S ro. 103
Te((:g.lgtlpar;b\ger. 100
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La recuperacion de acido domoico en las muestras reales fue ligeramente
mayor que en las muestras sintéticas fortificadas a concentracion semejante
(ver Tabla V.8). Esto es atribuido a un efecto de matriz, que no forzosamente
significa coelucion de interferencias pues la composicion de la muestra (en
particular otras sales diferentes a NaCl presentes en el agua de mar) podria
promover una mejor recuperacion del analito. En todo caso, la recuperacion fue
muy similar en las tres muestras reales y la diferencia con las muestras

sintéticas fue menor al 10 %.

La aplicacion exitosa del método desarrollado a diferentes muestras de agua

de mar demuestra su confiabilidad y robustez.
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VI. CONCLUSIONES

» Se desarrolld un método analitico de alta sensibilidad y selectividad, que
permitira monitorear la biotoxina acido domoico en agua de mar a los muy
bajos niveles de concentracion en que podria encontrarse durante un

fenomeno de marea roja.

» El método propuesto consta de tres etapas. Las dos primeras estan
enfocadas a la preconcentracion y limpieza de la muestra mediante una
doble extraccion en fase soélida (EFS), utilizando un cartucho empacado con
fase enlazada C-18 y una precolumna empacada con fase polimérica
estireno-divinilbenceno. La Ultima etapa comprende la elucion de la
biotoxina retenida en la precolumna y su andlisis en linea por cromatografia

de liquidos de alta resolucién con deteccién UV a 239 nm.

» Debido a la naturaleza acido-base del soluto, el pH es un parametro
fundamental en todas las etapas del método desarrollado. Su control
riguroso y el uso de un agente formador de pares de iones son
indispensables para promover la retencion del analito polar en los
adsorbentes de fase reversa del cartucho y la precolumna de EFS. Bajo
estas condiciones, el volumen de fuga del soluto en el cartucho C-18 es

mayor a 100 mL, trabajando a una velocidad de flujo de 5 mL/min.

» Por el caracter secuencial del proceso, el segundo punto critico es la
elucién del acido domoico retenido en el cartucho. La mezcla metanol-agua
(acetato de amonio 0.01 M) 30:70 (v/v) resulta idonea para este fin pues
con solo 4 mL se puede recuperar cuantitativamente al analito y, por ser un
eluyente relativamente débil, se minimiza la desorcion de posibles
compuestos interferentes que hubieran quedado retenidos en el cartucho

durante la carga de la muestra.

71



Capitulo VI. Conclusiones

» La segunda etapa de EFS se facilita notablemente por el bajo contenido de
metanol y el volumen moderado del eluato obtenido del cartucho. Asi, basta
con diluir este extracto a 25 mL con una disolucion acuosa de
hexansulfonato de sodio acidificada a pH ~ 2.1, para poder cargarlo en la

precolumna de EFS sin pérdida significativa del analito.

» Las condiciones experimentales optimizadas para las dos etapas de
extraccion en fase soélida permiten alcanzar factores de preconcentracion
del &cido domoico cercanos a 4,000 y un alto grado de purificacion de las

muestras.

» El estudio estadistico del método propuesto demostré que éste es lineal en
el intervalo de concentraciones de acido domoico de 50 ppt a 3 ppb (5-300
ng de la biotoxina en 100 mL de muestra). La precision y exactitud, a
concentraciones de acido domoico inferiores a la ppb, fueron excelentes; se
obtuvo una recuperacion promedio > 90%, con un coeficiente de variacion <
5 %.

» El limite de deteccion del método (LDM), determinado estadisticamente
segun el criterio recomendado por la EPA para contaminantes en aguas
naturales, fue de 46 ppt (4.6 ng de acido domoico en 100 mL de agua), lo
cual se corroboré experimentalmente. Este LDM es del mismo orden que
los obtenidos por otros métodos reportados en la literatura; sin embargo,

dichos métodos requieren del uso de equipo sofisticado y muy costoso.

» EIl método propuesto fue aplicado a tres diferentes muestras de agua de
mar, provenientes de Sisal, Yuc., Tecolutla, Ver. y Acapulco Gro. Los
excelentes resultados obtenidos con las muestras fortificadas comprobaron

su robustez y confiabilidad.
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>

El disefio del método es tal, que su aplicaciébn es viable en cualquier
laboratorio que cuente con la instrumentacion basica para la realizacion de
analisis de tipo ambiental en nuestro pais. Asi, el presente trabajo busca
contribuir, mediante una alternativa mas simple y abordable, a la deteccion,
seguimiento y control de un problema causado por un fendmeno natural, cuya

apariciéon es cada vez mas frecuente.
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Anexo

Listado de ecuaciones estadisticas

Al X =

- Media aritmética muestral de los valores

Xi
A2 n Numero de muestras
S Desviacion estandar de los valores x;
A3 Coeficiente de variacion o desviacion
CcVv . .
estandar relativa
A4 Ic=+°
' T n IC Intervalo de confianza
Grados de libertad para un conjunto de
A5 v, =n-1 V1 datos
vo  Grados de libertad para pares de datos
A.6 V,=n-2
Variable dependiente
AT y=mx+b m Pendiente de la recta de minimos
cuadrados
— —=
Ki - X%y . . .
A8 m = Z.: } e X Variable independiente
> k-2 |
i b Ordenada al origen de la recta de
minimos cuadrados
”Z Xy — Z XZ y " Coeficiente de correlaciobn momento
A9 b= ; > producto
nz X - gxz i Valor de t para un nivel de confianza (a)
establecido
— —S
Z ki - X}i - y;I
A10 r= !

\/{Z ¢- XE}[Z ¢ yj}
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