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VALIDACION DE LA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION
DE ACIDO DOMOICO (BIOTOXINA ASP) EN MOLUSCOS BIVALVOS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO RENDIMIENTO (HPLC)

Ruth Pérez Calderon”

“Division de Quimica, Centro Nacional de Alimentacion y Nutricién, Instituto Nacional de Salud. Lima — Perd.

RESUMEN

El &cido domoico es una neurotoxina, competidora del glutamato, que se halla en los mares y océanos del mundo. Objetivo:
Validar la metodologia para determinar acido domoico (biotoxina ASP) por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).
Materiales y métodos: Se analiz6 una muestra de 1 000 g de moluscos bivalvos (conchas de abanico) extraidos de la zona sur
del Perl. Para la precision del sistema se evalud: tiempo de retencion, area y altura; la exactitud del método se estimé en
funcién de recuperacion, analizandose el material de referencia (MUS 1B) y mediante la contaminacion de moluscos con
solucién de acido domoico. La sensibilidad del método se evalud por la determinacion del limite de cuantificacion (LOQ).
Resultados: En la deteccion lineal se obtuvo un coeficiente de correlacion r=0,99 y la precision del método tuvo un coeficiente
de correlacion de 3,61%. Los porcentajes de recuperacion fueron 92,52% y 91,10%, respectivamente, obtuviéndose un limite
de cuantificacion (LOQ) de 1,30 mg/g AD. Conclusion: Nuestra validacion demostré que el método en estudio es preciso,
exacto, lineal y altamente sensible para ser utilizado en el control de calidad de moluscos bivalvos.

Palabras claves: Neurotoxina, Moluscos; Cromatografia liquida (fuente: BIREME).

ABSTRACT

Objective: To validate the methology for the analysis of Domoic Acid (ASP biotoxin) by High performance liquid chromaOb-
Jective: To validate the methodology to determine Domoic Acid (ASP biotoxin) by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). Material and methods: 1000 g of bivalved mollusks extracted from the south of Peru were analized. Three parame-
ters for a precise system were evaluated: retention time, area and height. Accuracy of the method was determined as a
function from recovery, analyzing reference material (MUS 1B) and using mollusks samples with known quantities of
standard solution of domoic acid added. Sensibility of the method was evaluated by the determination of quantitive limit
(LOQ). Results: The correlation coefficient for the linear analysis was 0,99 and the coefficient of variation (RSD) obtained
was 3,61% for the precision of the method. Recovery rates 8% REC) were 92,52% and 91,10% and the quantification limit
(LOQ) was 1,3 mg/g AD. Conclusions: The results obtained from the method developed in this study indicate that this
method is precise, accurate, selective and highly sensitive and sholud be used in quality control of mollusks samples.

Key words: Neurotoxins;, Mollusca; Liquid cromatography (source: BIREME).

INTRODUCCION

En los dltimos afos se ha notado una disminucién de
aguas libres de riesgo de envenenamiento, probablemente
debido a los cambios ambientales locales o globales, la
contaminacion del agua por nutrientes usados en la agri-
cultura, por desechos industriales o urbanos, el trans-
porte de especies nocivas y sus formas quisticas en el
agua de lastre de barcos de carga y el aumento de la
temperatura del mar debido al calentamiento global de la
atmosferal. Debido a ello, posiblemente cada vez con
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mayor frecuencia e involucrando a un nimero creciente de
areas costeras del planeta, se producen floraciones de al-
gas nocivas. Las algas predominantes en el fitoplancton son
las diatomeas, flagelados y dinoflagelados, que se distinguen
por su forma de vida y estrategia de reproduccion. Entre ellas,
las diatomeas del género Pseudonitzschia generan una sus-
tancia toxica llamada &cido domoico, compuesto que causo
durante 1987 en Canadé una serie de intoxicaciones en hu-
mano, asociadas a pérdidas de la memoria.

El acido domoico pertenece al grupo de aminoéacidos
llamados kanoicos, los cuales estan clasificados como
neuroexcitantes que interfieren con los mecanismos de
neurotransmision en el cerebro, de alli su nombre de
veneno amnésico de los mariscos o biotoxina ASP (Am-
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nesic Shellfish Poisoning). Este acido se aislo original-
mente de una macroalga llamada Chondria armata por
investigadores japoneses®. Para multiplicarse requieren
luz presente soélo en la capa superficial, nutrientes (nitra-
tos, fosfatos, silicatos, etc.), oligoelementos (hierro, co-
bre, manganeso, zinc, etc.) y algunas sustancias organi-
cas (vitaminas, acidos humicos, etc.). En el mar, estos
nutrientes circulan desde las profundidades marinas a
la superficie, siendo mas fértiles las areas marinas donde
el agua profunda es forzada a elevarse, produciéndose
una mezcla vertical o “surgencia”’. Si bien los florecimien-
tos de algas ocurren en muchas zonas del planeta, son
mas frecuentes en los mares templados, donde los cam-
bios estacionales son intensos.

El acido domoico se une con alta afinidad a receptores de
glutamato ubicados en el sistema nervioso central, los que
estan presentes en alta proporcidon en neuronas del
hipocampo, en centros responsables del procesamiento
de la memoria. El acido domoico activa estos receptores,
abriendo un canal iénico que deja pasar al interior de la
neurona altas concentraciones del ié6n calcio, ocasionando
la destruccion de estas células y la pérdida de la memoria
de corta duracion en los sujetos intoxicados; esta neurode-
generacion puede ser irreversible, provocando que los pa-
cientes méas graves queden discapacitados de por vida®.

Debido a la aparicion de brotes de intoxicacién por el con-
sumo de mariscos en varias partes del mundo y no tenien-
do una informacion certera de que estos brotes se hayan
presentado en el Perl o que se hayan evaluado sistemati-
camente, es importante tener en cuenta su ocurrencia como
problema de salud publica.

La actividad pesquera es una de las tareas econdémicas
de mayor envergadura en el Perd, principalmente la in-
dustria de harina y aceite de pescado, le siguen en menor
volumen la conservera y el congelamiento de especies
hidrobiologicas. Estas actividades estan orientadas en
su mayoria a la exportacion. Siendo una actividad en auge,
es necesario brindar una cobertura sanitaria que garan-
tice la inocuidad de sus productos, para no sufrir restric-
ciones comerciales futuras y poner en riesgo al consumi-
dor, que cada vez es mas exigente en aspectos de salud
y ambiente. Es por todo ello que se requiere de la im-
plementacién de equipos y técnicas de laboratorio confiables,
precisas y sensibles para la evaluacion de biotoxinas
como el &cido domoico.

Existen varios métodos para medir el &cido domoico: bioen-
sayos (inyeccion intraperitoneal en ratones) y métodos
quimicos por cromatografia liquida de alta performance o
HPLC (extraccion clorhidrica y metandlica)®, siendo el mas
aceptado la extraccion metalonica por HPLC®. En nuestro
pais, comunmente se desarrolla el método de bioensayo
en ratones, que tiene un limite de deteccién de 40 ppm, sin
embargo, dada las exigencias internacionales de contar
con un método mas sensible para la medicion de acido
domoico®, se realizd el presente trabajo, cuyo objetivo fue
validar el método CENAN-DQ.ME.18: Método para la de-
terminacion de acido domoico (Toxina ASP) en moluscos
bivalvos (conchas de abanico, navajas, machas, choros,
palabritas, almejas, etc.) por cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) (limite de deteccion = 1,3 ug/g).

MATERIALES Y METODOS

EQUIPOS

Se utilizdé un equipo de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), marca Shimadzu, modelo LC-10A con
inyector automatico, bomba con sistema de degasificacion,
horno para la termostatizacion de la columna, sistema de
registro y procesado de datos cromatograficos y detector
UV de arreglo de diodos (longitud de onda variable).
Ademas, se contd con una columna cromatogréafica de
acero inoxidable C-18 para fase reversa, marca SUPEL-
CO de 15 cm x 4,6 mm de diametro interno y 5 mm de
didmetro de particula. Las condiciones tipicas de oper-
acion fueron: sistema isocrético, flujo 1,25 mL/min, volu-
men de inyeccion 10 mL, deteccion UV 242 nm, temper-
atura del horno 40°C y tiempo de corrida 15 minutos.

REACTIVOS

Se emplearon los siguientes reactivos: metanol gra-
do HPLC (Merck), acetonitrilo grado HPLC (Merck), agua
tridestilada o grado HPLC, &cido trifluoracético grado es-
pectrofotométrico (Merck) y solucion certificada de acido
domoico DACS 1(Instituto de Biociencias Marinas de
Canada). Ademas, se prepararon diluciones de la solu-
cion certificada del estandar entre los rangos 5-30 mg/
mL para la curva de calibracion; y la fase movil consistio
de una solucion de acetonitrilo: agua: acido trifluoracéti-
co (10: 89,9: 0,1;v/v).

PROCEDIMIENTO

Preparacion de la muestra

Se tom6 aproximadamente 1000 gramos de molus-
cos bivalvos (concha de abanico) extraidos de la zona sur
del Perd. El material de referencia (MUS- 1B) se import6
del Instituto de Biociencias Marinas de Canada en abril
de 2001. Luego de limpiar con agua dulce el interior y
exterior de los bivalvos para eliminar la arena y otras sus-
tancias extrafias, se separ6 la carne de la concha, sec-
cionando los musculos aductores y el tejido adherido a
la charnela, se recogié aproximadamente entre 100-150
g de vianda en un recipiente de vidrio. Seguidamente, se
acondiciono la vianda para permitir su drenado durante 5
minutos, se desechd el drenado, y se homogeneizé la
muestra mediante una licuadora de cuchillas inoxidables
hasta obtener una masa homogénea.

En la preparacion de moluscos en conserva, se tritur6 la
vianda mezclandola con el liquido de cobertura, posteri-
ormente se homogeneizé en forma semejante a la de-
scrita anteriormente. En el caso de conservas con envas-
es de gran capacidad, se separo la carne dejandola dre-
nar durante unos minutos, recolectando todo el liquido
de gobierno. Se determiné el peso de la carne y el volu-
men del liquido, a fin de poder recombinar posteriormente
porciones de cada fraccién en cantidades proporciona-
les. Se trituré una porcion de la vianda, se recombiné con
una cantidad proporcional del liquido de gobierno y se
homogeneizé como fue descrito anteriormente.
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Proceso de extraccion

Se pes6 4 g de muestra preparada directamente en
un tubo de centrifuga al que se adicion6 16 mL de metanol
50%; esta muestra se homogeneizé durante 3 minutos
en el vortex y después se centrifugé a 5000 rpm durante
15 minutos. Se filtraron 1-5 mL del sobrenadante a través
de filtros de membrana de 0,45 mm y se inyectaron solu-
ciones patrén de acido domoico dentro del rango de 5-30
mg/pL. La identificacion del &cido domoico se realizé por
comparacion con el tiempo de retencion del patron, la
confirmacion se efectué mediante la adicién del patrén a
los extractos de las muestras analizadas, observandose
un aumento del area del pico y la ausencia de aparicién
del desdoblamiento de éste. Se considerd positivo cuan-
do el valor obtenido fue superior a 20 pg AD/g.

Para el célculo de la concentracién de acido domoico se
empleo la siguiente formula:
Concentracion de acido domoico

AD /q) = Am x Cs x D
(AD) (u9/g) As  Wm

Donde: Am (area del pico de acido domoico en la muestra), As
(area del pico del acido domoico en el estandar), Cs (concen-
tracion de acido domoico en el estandar, mg/L), D (factor de dilu-
cién, 20 mL) y Wm (peso de la muestra, g)

DISENO EXPERIMENTAL

Se analizaron materiales de referencia MUS 1B de pro-
cedencia canadiense, realizandose los ensayos en las
muestras previamente homogeneizadas en dias diferentes,
para cuantificar el &cido domoico expresado en mg/g. Se
realizaron 16 ensayos bajo condiciones de repetibilidad.
La precision del método analitico se estudio, sobre el siste-
ma: evaluando la dispersion de 3 inyecciones por cada
uno de los 6 niveles de concentracion de la solucion es-
tandar de acido domoico; y sobre el método: evaluando la
dispersion de la preparacion de la muestra (material de
referencia MUS 1B), correspondiendo la evaluacion a todo
el procedimiento, desde la preparacion de la muestra hasta
la medicién del analito, por parte del instrumento.

La exactitud del método se evalu6 en funcién de recu-
peracion. Para tal efecto, se trabajé con 3 niveles de
concentracion diferentes, adicionados a la muestra. Las
concentraciones de trabajo adicionadas fueron las sigu-
ientes: nivel 1 = 2,41 mg/g, nivel 2 =8,99 mg/g y nivel 3 =
19,11 mg/g. Se dejé en contacto la solucion estandar
con las muestras durante unas horas bajo refrigeracion,
se realiz6 el tratamiento y se hicieron las lecturas de los
resultados de las 9 muestras. También se evalud la
exactitud en base a la cantidad recuperada del analito
en el material de referencia MUS 1B (16 ensayos).

La especificidad del método se representé mediante los
espectros de los estandares y el reporte de su correspon-
diente pureza en las muestras. Para evaluar la especifi-
cidad del sistema se trabajé con la soluciéon estandar, me-
diante el software del equipo. Finalmente, se determiné la
sensibilidad del sistema definiendo el limite de cuantificacion
(se evalud sobre las muestras empleadas). Todos estos
parametros se determinaron por el software del equipo.
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RESULTADOS

En la Figura N°1 se muestran los cromatogramas repre-
sentativos de dos concentraciones de acido domoico para
la curva de calibracion. El tiempo de retencion del acido
domoico fue 12 min = 0,5, en tanto que el tiempo total de
andlisis para una muestra fue 13 minutos.
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Figura N°1. Cromatogramas de la curva de calibracion
correspondientes a 10 ppm y 15 ppm de acido domoico.

La respuesta de deteccion fue lineal en el rango de con-
centraciones de 5-30 ppm (Figura N°2), obteniéndose un
coeficiente de correlacion r=0,99. EL limite de deteccién
del método basandose en la relacién sefial/ruido(S/N) fue
1,3 mg/g, y el perfil de precision, basado en 16 determina-
ciones, tuvo un coeficiente de variacion (CV) de 3,614%.
La prueba de homogeneidad del peso del material de
referencia fue 8,06 g (W .,=8,19), conun CV de 0,61%.
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Figura N°2. Curva de calibracion de acido domoico.

Los resultados de la precision del sistema, basados en la
variacion del tiempo de retencion, area y altura, se mues-
tran en la Tabla N°1. La recuperacion obtenida en el mate-
rial de referencia (MUS-1B) fue 92,518% y en la muestra
contaminada con los diferentes niveles de acido domoico
se obtuvo un valor promedio de 91,10% de recuperacion.

La especificidad del método se muestra en la Figura N°3,
donde se observa la ausencia de interferencias debido a
la adecuada extraccion del analito de las muestras. En
ella se demuestra la ausencia de acido domoico y, por
ende, ausencia de compuestos interferentes.
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Tabla N°1. Precision del sistema

%CV tedrico

% CV experimental

%CV 5 mg/g 10 mg/g
Tr < 10% Tr 0,079 0,105
A < 3% A 0,278 0,235
H < 3% H 1,458 0,225

15 mgl/g 20 mgl/g 25 mglg 30 mg/g
0,049 0,154 0,086 0,041
0,198 0,228 0,804 0,393
0,244 0,112 1,305 0,547

Donde: CV: Coeficiente de variacion, Tr: tiempo de retencion, A: area, H: altura.
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Figura N°3. Cromatograma que demuestra la ausencia
de interferencia en un molusco bivalvo.

DISCUSION

Varias técnicas han sido propuestas para la medicion
del 4cido domoico en moluscos bivalvos. Cada una de
ellas tiene sus ventajas y limitaciones; pero, comparado
con otros métodos, la metodologia propuesta tiene la
ventaja de que la extraccion del analito se efectia en menos
pasos en comparacion con la técnica AOAC 991.26 (1991)“.
Ademas, el acido domoico no se descompone en este
medio (metanol:agua) vs. el método con extraccion
clorhidrica, dado que la toxina ASP es inestable en
soluciones &cidas de pH < 3y es sensible a la luz y oxigeno,
produciéndose sustancias interferentes que corresponden
a sus isémeros, que para mantenerlas estable durante el
andlisis, requieren de otras etapas adicionales que
expondrian la muestra a los factores mencionados®.
Ambas caracteristicas contribuyen al bajo costo del andlisis
debido al menor consumo de material de trabajo.

Comparando los resultados obtenidos con otros de la
literatura, el limite de deteccion del método basandose
en la relacién sefial/ ruido(S/N) fue 1,3 pg/g vs el obtenido
por el Laboratorio de referencia de Vigo-Espafia que fue
de 2 mg/g’; en tanto que la prueba de homogeneidad del
peso del material de referencia fue en promedio de 8,06
g W ., =8,1 @) conun CV de 0,61% vs el obtenido por el
Laboratorio de Biociencias Marinas de Canada (0,7%,
sobre la base de 25 determinaciones)®.

Entre las recomendaciones al desarrollar el método hay tener
en cuenta que no se debera utilizar calor anestésico para
abrir las conchas, y tener cuidado en no cortar o dafar el
cuerpo de los bivalvos en esta etapa. Asimismo, las muestras
deberan analizarse tan pronto como sea posible, los extractos
y los homogeneizados de vianda pueden ser almacenados
congelados o refrigerados, las soluciones estandares se
deberan mantener en refrigeracion a 4°C y en oscuridad, sin
congelarlas, dado que puede producirse su descomposicion.

Otro de los aspectos a resaltar es que el analito adicio-
nado a la matriz disuelta en el mismo solvente que es
usado para la extraccién, debe dejarse en contacto con
ésta por muchas horas antes de la extraccion para per-
mitir la interaccion del analito con la matriz®.

Habiéndose obtenido una recuperacién >90%, como lo
indica la literatura®, se recomienda realizar la extraccion o
limpieza en fase sélida antes de la inyeccion de las mues-
tras en el HPLC. Por otro lado, se recomienda emplear
cartuchos de intercambio aniénico (SAX) y lograr una sepa-
racion més selectiva del compuesto liberandolo de las
sustancias interferentes en el caso de que éstas se for-
men. Si fuera necesario, por encontrarse en su determi-
nacion concentraciones de acido domoico superiores a
25 pg/mL, se deben realizar diluciones con agua.

En conclusién, los resultados obtenidos en el presente
estudio, documentan claramente que el método de en-
sayo CENAN-DQ.ME.18: método para la determinacion
de acido domoico (Toxina ASP) en moluscos bivalvos por
HPLC, es preciso, exacto y sensible para los parametros
evaluados en este estudio, siendo facil de desarrollar,
con una buena recuperacion de acido domoico, demos-
trandose ademas la ausencia de interferencias.
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