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INTRODUCCIÓN

Las toxinas amnésicas o ASP (amnesic shellfish poisoning), consti tuyen un importante grupo dentro de
las toxinas marinas. El principal responsable de la toxicidad amnésica es el ácido domoico (AD) (Figura
1 ), un aminoácido neurotóxico. Es producido por d iatomeas pertenecientes, en su mayoría, al género
Pseudonitzchia, también se ha identi ficado en especies de rodófi ta (Chondria armata, Chondria baileyana
y Alsidium corallinum).
La primera crisis a la que se enfrentó la industria productora de marisco relacionada con el ácido

En el presente trabajo se describe la apl icación de QuEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged and Safe) para la extracción y purificación del ácido
domoico (AD) en matrices biológicas complejas previo al anál isis mediante
HPLC-UV. Los resul tados obtenidos muestran recuperaciones del 80 al 1 00%.
La precisión del protocolo anal ítico fue expresada en términos de RSD (Robust
standard deviation), estando entre 0 y 1 0%. Se compararon los resul tados
obtenidos tras la uti l ización de QuEChERS y el método oficial de extracción de
la AOAC (Association of Official Analytical Chemists).
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domoico, se produjo en 1 987, en la isla del Príncipe
Eduardo (Canadá). La toxina se encontró en cul tivos de
mej i l lones (Mytilus edulis). Desde esto, el evento tóxico en
la Isla del Príncipe Eduardo se ha repetido constantemente
cada año, pero sin riesgo para la salud públ ica. Como
consecuencia de el lo, se implementó un programa de
monitoreo más ampl io (Wright 1 995).
Desde entonces se han producidos numerosos episodios

tóxicos en diferentes partes del mundo. En las costas
gal legas el primer episodio se produjo en 1 994.
Se demostró que el ácido domoico, además de ser el causante de la toxicidad del incidente de Canadá

de 1 987, estaba en concentraciones de hasta 1 000mg/kg en los tej idos de mej i l lones. Esta concentración
era fáci lmente detectada por el bioensayo en ratones para la intoxicación paral izante (PSP) (AOAC
2000a), con unos síntomas claramente distintos a los producidos por toxinas paral izantes. Una vez se
estableció el l ímite normativo en 20mg/kg, se hizo evidente que el bioensayo con ratones, con un l ímite de
detección del ácido domoico de 40mg/kg, no se podía usar como método de seguimiento rutinario.
El primer método analítico por vía química que se uti l izó fue la cromatografía l íqu ida de al ta eficacia con

detección por u l travioleta (HPLC-UV) y sigue siendo el método más común y oficial para el anál isis de
esta toxina. Este método también fue val idado por el Programa de Métodos Oficiales de la AOAC

Figura 1 : Estructura del ácido domoico
(Ohfune y Tomita 1 982).
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I nternational (AOAC 2000b). No obstante, también se ha estud iado la uti l ización de otras técnicas
anal íticas, como la cromatografía en capa fina, la electroforesis capi lar y la cromatografía l íqu ida con
detección por espectrometría de masas.
La preparación de la muestra es un punto clave en el anál isis químico, de el la dependerá la eficacia y

fiabi l idad del mismo. La complej idad de esta etapa está influ ida por el tipo de matriz. Cuando esta es
orgánica, la presencia de componentes endógenos con propiedades químicas análogas al anal i to a
estud iar puede afectar a la interpretación de los resul tados, pues podrían actuar como sustancias
interferentes. Por esta razón, en el protocolo de preparación de muestra, se introducen etapas de
extracción y purificación, para permiti r el aislamiento de dichas sustancias interferentes.
El protocolo de preparación de muestra habitual para el ácido domoico y otros anal ítos incluye una

etapa de purificación mediante extracción en fase sól ida.
La extracción en fase sól ida tiene entre sus objetivos priori tarios los sigu ientes:
• Purificación del extracto de la muestra. En la purificación, se puede retener el anal i to de interés y

lavar las interferencias, o bien, retener las interferencias y elu ir el anal i to. De este modo, se evita que una
o varias sustancias interferentes puedan enmascarar al anal i to de interés, al coelu ir con este durante al
anál isis cromatográfico.
• El iminar la matriz de la muestra. La extracción en fase sól ida permite separar la matriz de la

muestra.
• La concentración del anal i to. Para el lo hacemos pasar un largo volumen de nuestra muestra a

través de la fase sól ida que retendrá todos los compuestos de interés. Y a continuación estos compuestos
de interés serán elu idos en un volumen más pequeño de disolvente, pudiendo ser de fáci l concentración
(como un disolvente orgánico voláti l ). Las etapas de la fase sól ida se describen más adelante.
En el presente trabajo se ha usado como método de preparación de muestra control la SPE-SAX (Solid

Phase Extraction-Strong Anion Exchange) (Qui l l iam 1 995). En este procedimiento se uti l iza una columna
de intercambio aniónico como fase estacionaria en la extracción en fase sól ida. Esta fase estacionaria
SAX es una resina intercambiadora fuerte de aniones, el grupo funcional es el trimeti lpropi lamonio. Es el
intercambiador de aniones más fuerte del que se dispone. Debido a que su grupo funcional es una sal de
amonio cuaternaria, el adsorbente está siempre cargado. Es un buen adsorbente para la retención de
aniones débi lmente básicos como es el caso de los ácidos carboxíl icos.
Sin embargo en los úl timos años se están investigando al ternativas a la SPE, al ternativas que podrían

ser úti les en la preparación de muestras en matrices complejas. La búsqueda de alternativas modernas
tiene como objetivo principal el reducir la ted iosidad y el tiempo de preparación de muestra, así como los
errores inherentes a la misma como resul tado de una menos manipu lación por parte del operador, por el
hecho de simpl i ficar los protocolos de preparación de muestra.
La al ternativa mediante la uti l ización de QuEChERS surgió con el objetivo anteriormente ci tado y fue

in icialmente desarrol lado para el anál isis de pesticidas en matrices vegetales. Este método de
preparación de muestra se compone generalmente de dos partes, una extracción de la matríz y una
extracción en fase sól ida dispersiva (dSPE). La extracción de la matríz se l leva a cabo usando acetoni tri lo
como extractante, un desecante (MgSO4) y una sal (NaCl), con el fin de separar la fase acuosa de la
orgánica. Una vez se obtiene la fase orgánica (el acetoni tri lo), se real iza la dSPE, esta vez añadiendo,
además de NaCl , un sorvente, pudiendo ser, C1 8, PSA (amina primaria secundaria), GCB (carbón
grafi tado), o una combinación de varios (Shi et al. 201 2; Zhao y Stevens 201 2).
En base a lo descri to anteriormente sobre la necesidad de la implementación de los protocolos de

preparación de muestra, el objetivo de este trabajo se centró en el desarrol lo de un protocolo de
preparación de muestra al ternativo para la determinación de toxinas amnésicas en al imentos de origen
marino.

El desarrol lo de este método al ternativo permiti rá reducir la ted iosidad y tiempo de preparación de
muestra, así como la reducción de errores asociados a la misma tal y como se describióanteriormente.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Para l levar a cabo nuestro objetivo, se apl icó la metodología mediante QuEChERS en base a las
características antes defin idas.

Estándares

Se uti l izaron disoluciones estándar preparadas a partir de una disolución de ácido domoico de referencia
NRC-CRM-DA-f, con una concentración de 1 01 ,8µg/mL. Las disoluciones se prepararon uti l izando como
disolvente MeOH/H2O (1 : 1 ) v/v.

Muestras

Muestras naturalmente contaminadas cedidas por el Laboratorio de Referencia de la Unión Europea de
Biotoxinas Marinas:
• EURLMB/1 4/A/01 , HOMOGENEIZADO DE MEJILLÓN, valor asignado en ejercicio

intercomparativo 20.4 mg AD+AE/kg (l ímite legal). RSD (n=38): 2.5 mg/kg.
• EURLMB/1 4/A/02, HOMOGENEIZADO DE VIEIRA, valor asignado en ejercicio intercomparativo

1 0.8 mg AD+AE/kg (1 /2 l ímite legal). RSD (n=37): 1 .3 mg/kg.
Material de referencia NRC-CRM-ASP-Mus-d, lot. 201 1 1 2, uni t. 455 49±3 mg AD+AE/kg.
• El CRM-ASP-Mus-d es un homogeneizado esteri l izado térmicamente de tej ido de mej i l lón (Mytilus

edulis) contaminado con ácido domoico (DA) y algunos de sus isómeros, que posee un valor certi ficado del
anal i to objeto de estud io.
Muestras no contaminadas (blanco) procedentes de distintos mercados de Vigo. Se comprueba que no

hay ácido domoico en las muestras.
• Blanco mej i l lón (Mytillus galloprovincialis Lamark, 1 81 9).
• Blanco vieira (Pecten maximus (Linneo, 1 758)).

Columna para SPE

Columnas Supelco: Supelclean LC-SAX; 3 mL tubes; reorder no. 5701 7; lot no. 1 595601 .
HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Para la detección y cuantificación de la toxina, se usará como técnica la HPLC-UV. Se usa
una longitud de onda de 242 nm, donde el ácido domoico presenta su máximo de absorción.
Se usan fases móviles con pH ácido para evitar la ionización de los grupos carboxilo y fases
estacionarias octadecilsíl ice (C1 8) (Quil l iam et al 1 989), de modo que se consigue una
separación eficaz del ácido domoico y sus isómeros (Tabla 1 ).

Tabla 1 . Condiciones Cromatográficas del HPLC-UV apl icadas en el anál isis del ácido domoico.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Estudios de cal ibrado

La cal ibración se ha l levado a cabo mediante el anál isis de estándares de concentraciones
diferentes, siendo la menos concentrada de 0.1 µg/mL y la más concentrada de 5 µg/mL. Por lo que las
muestras que se anal icen, deberán estar dentro de este rango de concentraciones, donde se sabe que la
relación señal-concentración es l ineal .
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Procedimiento de extracción para el AD

Extracción en medio ácido
Este método de extracción ha sido propuesto por Lawrence (Lawrence et al. 1 989; Lawrence et al.

1 991 ) y aceptado como oficial por la AOAC, fue una adaptación del procedimiento de extracción
estandarizado para el bioensayo con ratón de toxinas PSP, que surgió a raíz del primer episodio de
toxicidad amnésica que tuvo lugar en Canadá.
En este procedimiento de extracción se propone el uso del HCl 0, 1 M como disolvente.
Extracción en medio metanol acuoso
Este procedimiento de extracción se basa en una extracción en frío, uti l izando como disolvente

MeOH/H2O (1 : 1 ). Dicho procedimiento fue propuesto por Qui l l iam el al . (1 991 ).
Este es el procedimiento de extracción usado en el presente trabajo. Pues se observó que, en términos

de porcentaje de recuperación, d icho procedimiento es más eficaz y presenta una menor degradación con
respecto a la extracción en medio ácido.
Se parte de un gramo de tej ido homogeneizado al que se le añaden 4mL de MeOH/H2O (1 : 1 ). Esta

mezcla es homogeneizada y centri fugada. El sobrenadante obtenido se decanta y se fi l tra. Si el extracto
va a pasar por una etapa de purificación, este podrá fi l trarse después.
Extracción en fase sól ida
Etapas de la extracción en fase sól ida:
En este caso se usará el procedimiento de purificación descri to por Qui l l iam (1 995).
Una vez se obtiene un extracto como se ha descri to anteriormente, se l levará a cabo la etapa de clean-

up (purificación) usando una columna de intercambio aniónico (SAX). Etapas del clean-up:
Acondicionamiento: Se hacen pasar a través de la columna 6mL de MeOH seguidos de 3mL de H2O y

finalmente 3 mL de MeOH/H2O (1 : 1 ). Esto se hace para preparar la columna para su uso.
Carga: se hacen pasar 5mL del extracto a estud iar.
Lavado: se lava la columna con 3 mL de MeOH/H2O (1 : 1 ). Con esto se consigue eluír los compuestos

que no han sido retenidos por la columna de purificación, el ácido domoico estará retenido en la columna.
Elución: se recoge el eluato con 5 mL de HCOOH 0,1 M. Puesto que el ácido domoico queda retenido

por el sorbente SAX, será necesario el uso de un compuesto afín al anal i to para poder eluírlo y que sea
posible l levar a cabo su anál isis.
Todo lo que se inyecte en el HPLC (eluciones, cargas, lavados, extractos, etc. ) ha de ser debidamente

fi l trado (0,45 µm).

QuEChERS
Se han usado dos métodos de extracción QuEChERS, basados en dos protocolos ya descri tos: un

protocolo para azaspirácidos descri to por Han et al. (201 3) y otro para toxinas l ipofíl icas descri to por
Rúbies et al. (201 5).
Protocolo descri to por Han et al. (201 3)
Para hacer la extracción, se parte de 2 g de muestra homogeneizada a los que se les añade 5mL AcN

acuoso al 85%, 1 g de MgSO4 anhidro y 0.4 g NaCl en un tubo falcon. Esta mezcla se homogeniza y se
centri fuga. Se recoge el sobrenadante obtenido en un matraz de 5 mL y se reserva.
Añadimos 2.5 mL de AcN acuoso al 85% al residuo de la centri fugación. Se homogeniza y se centri fuga.

Y se enrasa el matraz que contiene el primer sobrenadante con el obtenido.
El extracto se fi l tra con fi l tros de 0.45 µm de diámetro de poro. A partir de 3 mL de extracto fi l trado se

real izará la purificación, añadiendo 0.1 5 g de l ichoprep RP-1 8 y 0.3 g de MgSO4 anhidro. Esta mezcla se
agitará y centri fugará. Por ú l timo se toma una alícuota de 1 .5 mL de sobrenadante para evaporar en
rotavapor y seguidamente redisolver en 0.3 mL de AcN acuoso al 80%.
Antes de anal izar las muestras, estas serán debidamente fi l tradas.
Protocolo descri to por Rúbies et al. (201 5)
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Para real izar la extracción se parte de 1 g de muestra homogeneizada a los que se les añade 1
mL de K2HPO4 1 M, se mezcla con vórtex y se deja reposar durante 20 min. Seguidamente se añaden 5
mL de AcN y se vuelve a mezclar con vortex durante 30 s. Se añaden 0.1 g de NaCl y 0.5 g de MgSO4

anhidro, se agita con intel l i -mixer durante 1 0 min, se centri fuga y se recoge el sobrenadante en un tubo
falcon.

Se añaden 0.1 5 g de MgSO4 anhidro y 0.025 g de l icoprep RP-1 8 al sobrenadante recogido para
real izar la purificación. Se agita con vortex durante 30 segundos y con intel l i -mixer durante 6minutos. Se
centri fuga y se recoge el sobrenadante en un matraz de 5 mL.

Se añaden 2 mL de AcN al residuo de la centri fugación anterior, se agita con vórtex e intel l i -mixer
y se centri fuga. Se enrasa el matraz que contiene el primer sobrenadante con el obtenido.

Se toma una alícuota de 1 mL para l levar a sequedad con corriente de nitrógeno y se reconsti tuye
con MeOH al 1 00 %. De modo que se obtienen dos al ícuotas para anal izar, una en MeOH y otra en AcN.
Antes de anal izar las muestras, estas serán debidamente fi l tradas.
Estud io de extracciones
Se comparan, usando el material de referencia, d istintas extracciones en AcN/H2O con el fin de

encontrar una extracción eficiente compatible con el QuEChERS.
El protocolo usado es simi lar al descri to anteriormente en el apartado “Extracción en medio metanol

acuoso”. Se cambia el extractante y en un caso la proporción masa de tej ido/volumen de extractante
usado en el protocolo descri to en el apartado mencionado.
Se comparan los sigu ientes extractantes: AcN/H2O 1 0 %, AcN/H2O 20 %, AcN/H2O 50 %, AcN/H2O 50 %

(proporción: 1 g tej ido/8 mL extractante).
Se comprueba también si se pueden apreciar fases entre el acetoni tri lo y el agua, mezclando NaCl con

el extractante a evaluar y seguidamente centri fugando.
Protocolo para ácido domoico basado en el descri to por Han et al. (201 3)
Para hacer la extracción se parte de 1 g de muestra homogeneizada a los que se les añade 8 mL AcN

acuoso al 50 %, 0.64 g NaCl en un tubo falcon. Esta mezcla se homogeniza con vórtex y ul traturrax y se
centri fuga. Se obtendrá un sobrenadante donde se observan dos fases, una acuosa (la inferior), y una de
acetoni tri lo (la superior). Se recogen los dos sobrenadantes, el sobrenadante acuoso se recoge en un
matraz de 5 mL. Estos dos sobrenadantes, serán anal izados para evaluar el funcionamiento del protocolo
anaíl i tico, donde el extracto de acetoni tri lo será un control negativo y el extracto acuoso será cuanti ficable.
El extracto acuoso se fi l tra con fi l tros de 0.45µm de diámetro de poro. A partir de 3mL de este extracto

fi l trado se real izará la purificación, añadiendo 0.1 5g de l ichoprep RP-1 8. Esta mezcla se agitará y
centri fugará.
Antes de anal izar las muestras, estas serán debidamente fi l tradas.

Estudios de recuperación

Para poder hal lar los porcentajes de recuperación de cada matriz, es necesario real izar una adición
estándar: contaminar, con una concentración conocida de toxina, muestras blanco (sin AD). De modo que,
una vez se haya completado su anál isis, d ispondremos de un valor teórico y un valor experimental con el
que calcu lar el porcentaje de recuperación de una matriz dada.
Las muestras blanco, una vez comprobado que no hay presencia de ácido domoico, se procederá a su

contaminación del sigu iente modo:
• Se pesa la masa que interese en un vaso de precipi tados y seguidamente se añade el volumen

necesario de estándar de AD. Se homogeniza con un homogeneizador magnético durante una hora.
• Durante los ú l timos 5 minutos se añaden 5mL de disolvente (MeOH/H2O (1 : 1 ) o AcN/H2O (1 : 1 )).

Posteriormente se pasa a un tubo cónico lavando con el d isolvente hasta l legar al volumen necesario
según la masa de muestra pesada (se cuenta con los 5mL anteriores).
• Se homogeniza con un ul tra-turrax, se centri fuga durante 1 5 minutos y se recoge el sobrenadante.
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RESULTADOS Y DISCURSIÓN

Estudios de cal ibración.

Para evaluar la l ineal idad se preparan disoluciones estándar de concentración 0, 1 ; 0,5; 1 ; 2,5 y 5
µg/mL, tal y como se describió anteriormente (Figura 2).

Figura 2. Recta de cal ibrado del HPLC-UV usado en el estud io. "Área pico" se refiere al
área que se integra a partir de la señal que nos aporta el equipo, y "[AD] µg/mL" se refiere
a la concentración de ácido domoico de los estándares usados en la cal ibración. También

se aporta la ecuación de la recta y su coeficiente de determinación (R2).

Determinación de los límites de detección y cuantificación

El l ímite de detección (LOD) se define como la concentración que proporciona una señal en el
instrumento significativamente diferente de la señal de una muestra en blanco o del ru ido de fondo. Para
hal lar d icho l ímite, se establece una relación señal/ru ido de 3 S/R (Tabla 2).
El l ímite de cuanti ficación (LOQ) se define como el l ímite más bajo para mediciones cuanti tativamente

precisas. Para hal lar d icho l ímite, se establece una relación señal/ru ido de 1 0 S/R (Tabla 2).

Este será enrasado en un matraz l levándolo al volumen de disolvente necesitado para la extracción.
Las muestras blanco usadas, han sido contaminadas con una concentración de AD final de

0, 1 25µg/mL, resul tando ser la concentración teórica en el tej ido de 0,5mg/kg o 1 mg/kg dependiendo del
tipo de extracción.

Filtrado de muestras

Tanto los fi l tros de 0.22µm como los de 0.45µm de diámetro de poro, ya sean Mi l lex-HV o
Ultrafree-MC (dependiendo del volumen de muestra), se usan para hacer compatibles los extractos a
anal izar en general , con los equipos. Sin embargo, los Amicon Ultra son uti l izados para fi l trar proteínas y
sales de los extractos que se obtienen con el protoclo de QuEChERS desarrol lado en el presente trabajo,
haciendo compatibles también estos extractos con el equipo. El uso de estos fi l tros no excluye el uso de
los anteriormente ci tados.

Tabla 2 : Limites de Detección y Cuanti ficación para la técnica usada.

- 89 -Volumen 6. Año 2015Revista de Biología, UVIGO



Tabla 3. Recuperaciones (%) hal ladas para la matriz de mej i l lón.

Concentraciones obtenidas en las diferentes matrices
Muestra EURLMB/1 4/A/01 , HOMOGENEIZADO DE MEJILLÓN, valor asignado en ejercicio

intercomparativo 20.4 mg AD+AE/kg (l ímite legal), RSD (n=38): 2,5 mg/kg (Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones de AD (µg/g) obtenidas al anal izar mediante SPE-SAX la muestra
EURLMB/1 4/A/01 , apl icando los porcentajes de recuperación de la matriz correspondiente).

Tabla 6: Concentraciones de AD (µg/g) obtenidas al anal izar mediante SPE-SAX la muestra EURLMB/1 4/A/02,
apl icando los porcentajes de recuperación de la matriz correspondiente.

SPE-SAX

Valores de recuperación (%) obtenidos en las diferentes matrices
Para el cálcu lo de los sigu ientes porcentajes de recuperación, se real izó una adición estándar, tanto en

mej i l lón como en vieira, de 0.5 µg/g. Recuperación en mej i l lón (Tabla 3) y recuperación en vieira (Tabla 4).

Recuperación en vieira:

Tabla 4. Recuperaciones (%) hal ladas para la matriz de vieira.
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Muestra EURLMB/1 4/A/02, HOMOGENEIZADO DE VIEIRA, valor asignado en ejercicio
intercomparativo 1 0.8 mg AD+AE/kg (1 /2 l ímite legal), RSD (n=37): 1 ,3 mg/kg (Tabla6)

Material de referencia NRC-CRM-ASP-Mus-d

Material de referencia NRC-CRM-ASP-Mus-d, lot. 2011 1 2, unit. 455 49±3 mg AD+AE/kg (Tabla 7).

De acuerdo a los valores de recuperación obtenidos y reflejados en la tabla 7, se puede conclu ir que
dichos valores son adecuados y se corresponden con los obtenidos para el material de referencia.

Tabla 7 : Recuperaciones (%) hal ladas para el material de referencia.



QuEChERS

Valores de recuperación (%) obtenidos en los protocolos descri tos por Han et al. (201 3) y Rúbies et al.
(201 5)
Se usa vieira como matriz con una adición estándar de [AD] = 4,581 µg/g, para la real ización de los

sigu ientes dos protocolos de QuEChERS.
Protocolo usado: Han et al. (201 3) (Tabla 8):

Tabla 8 : Resul tados obtenidos para el protocolo QuEChERS desarrol lado a partir del
protocolo propuesto por Han et al. (201 3).

Protocolo uti l izado: Rúbies et al. (201 5)(Tabla 9):

Tabla 9: Resultados obtenidos para el protocolo QuEChERS desarrol lado a partir del protocolo
propuesto por Rúbies et al. (201 5).
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Las concentraciones de ácido domoico obtenidas para las d istintas matrices contaminadas (tablas
5 y 6) concuerdan también con sus valores asignados.

La ausencia de recuperación en los dos casos puede deberse a la solubi l idad del AD, puesto que este
es más hidrofíl ico que l ipofíl ico (Falk et al. , 1 991 ). Esto afecta al primer punto crítico del protocolo, el
d isolvente usado en la extracción, el AcN. Otro factor que afectaría a la recuperación del AD, sería el uso
del MgSO4 anhidro, puesto que este se uti l iza como desecante.

Estudio de extracciones

Tabla 1 0 : Resul tados obtenidos para los distintos extractantes. Proporción: 1 g tej ido/8 mL extractante

Como se puede observar en la tabla 1 0, de los extractantes evaluados solo se podría usar el AcN/H2O
50%, ya sean 4 mL u 8mL para cada gramo de tej ido, puesto que hay separación de fases entre el agua y
el AcN. Es en el segundo caso donde se obtiene una mejor recuperación, por lo que se usará esta
proporción de 8 mL de extractante por cada g de tej ido.

Valores de recuperación (%) obtenidos en las diferentes matrices en el protocolo para ácido domoico
basado en el descri to por Han et al. (201 3)
Para el cálcu lo de los sigu ientes porcentajes de recuperación, se real izó una adición estándar, tanto en

mej i l lón como en vieira, de 1 µg/g.



En las tablas 1 1 y 1 2 se observa que, para los extractos sin purificación, los porcentajes de
recuperación obtenidos son muy elevados, sin embargo una vez el extracto es purificado (se completa
todo el protocolo), estos porcentajes de recuperación pasan a tener unos valores aceptables (1 00±20 %).
Esto puede significar, que con el cambio de extractante, se extraigan compuestos que con una extracción
metanól ica no se extraían. El d isolvente ahora es agua, por lo que habrá compuestos hidrofíl icos que en
un disolvente parcialmente orgánico (MeOH/H2O 50 %) podrían no aparecer y elu ir en la columna
cromatográfica en unos tiempos de retención simi lares a los del ácido domoico.
Sin embargo, después de una etapa de purificación con C1 8, un sorbente apolar, esta coelución de

compuestos desconocidos se el imina, por lo que cabría pensar que dichos compuestos no son polares.
Para poder aclarar esta cuestión, sería necesario una confirmación que se l levaría a cabo mediante
espectrofotometría de masas real izando un escáner de las masas objeto de estud io.

Concentraciones obtenidas en las diferentes matrices en el protocolo para ácido domoico basado en el
descri to por Han et al. (201 3)
Muestra EURLMB/1 4/A/01 , homogeneizado de mej i l lón, valor asignado en ejercicio intercomparativo

20.4 mg AD+AE/kg (l ímite legal), RSD (n=38): 2.5 mg/kg:

Muestra EURLMB/1 4/A/02, HOMOGENEIZADO DE VIEIRA, valor asignado en ejercicio
intercomparativo 1 0.8 mg AD+AE/kg (1 /2 l ímite legal), RSD (n=37): 1 ,3 mg/kg:
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Porcentaje de recuperación en mej i l lones:

Tabla 1 1 : Recuperaciones (%) hal ladas para la matriz de mej i l lón.

Tabla 1 2: Recuperaciones (%) hal ladas para la matriz de vieira.

Porcentaje de recuperación en vieiras:

Tabla 1 3: Concentraciones de AD (µg/g) obtenidas al anal izar mediante QuEChERS la muestra de
referencia EURLMB/1 4/A/01 , sin apl icar los porcentajes de recuperación de la matriz correspondiente.

Tabla 1 4: Concentraciones de AD (µg/g) obtenidas al anal izar mediante QuEChERS la muestra de
referencia EURLMB/1 4/A/02, sin apl icar los porcentajes de recuperación de la matriz correspondiente.



Tabla 1 5: Concentraciones de AD (µg/g) obtenidas después de l levar a cabo todo el protocolo de QuEChERS
a las muestras de referencia EURLMB/1 4/A/01 y EURLMB/1 4/A/02, apl icando los porcentajes de

recuperación de la matriz correspondiente.

Tabla 1 6: Recuperaciones (%) hal ladas para el material de referencia.

Como se puede observar en la tabla 1 6, los porcentajes de recuperación obtenidos en el material de
referencia certi ficado no se corresponden con los hal lados en la adición estándar de mej i l lón. Esto puede
deberse a una diferencia de compuestos endógenos del organismo y a la eficacia de la etapa de
purificación. El C1 8 no el imina el triptófano y este aminoácido es una interferencia importante en el
anál isis de las toxinas amnésicas. Esto podría solucionarse optimizando esta etapa usando otros
sorbentes o combinaciones de los mismos, pudiendo ser una opción el uso de la combinación entre el C1 8
y el SAX.
También se puede observar en las tablas 1 3 y 1 6,que la concentración de AD (en el primer caso) y el

porcentaje de recuperación del mismo (en el segundo caso) aumentan una vez completada la etapa de
purificación con respecto a la etapa de extracción sin purificación. Esto podría suponer que el protocolo de
QuEChERS real izado disminuye el efecto matriz, evi tando una infravaloración en la cuanti ficación del
anal i to de interés en mej i l lón (Mytillus galloprovincialis, en el prier caso y Mytillus edulis en el segundo).

5.6 Ejemplos de cromatogrmas obtenidos a lo largo del desarrol lo experimental
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Valores para las muestras naturalmente contaminadas, EURLMB/1 4/A/01 y EURLMB/1 4/A/02,
apl icando las recuperaciones obtenidas (extractos con purificación).

Si anal izamos los resul tados obtenidos apl icando el protocolo íntegro de QuEChERS para AD
desarrol lado en el presente trabajo, se observa que, apl icando los debidos porcentajes de recuperación,
los valores obtenidos para las matrices de mej i l lón y vieira naturalmente contaminadas (tabla 1 5),
contrastan con los valores asignados para las muestras del EURLMB.

Valores de recuperación (%) obtenidos en el material de referencia NRC-CRM-ASP-Mus-d



Figura 3 : Cromatogramas pertenecientes a: a) Estánar de AD de concentración 1 µg/mL; b)
Extracción en medio metanol acuoso de tej ido de mej i l lón; c) SPE-SAX de tej ido de mej i l lón; d)
QuEChERS de tej ido de mej i l lón; e) Extracción en medio metanol acuoso de tej ido de vieira; f)
SPE-SAX de tej ido de vieira; g) QuEChERS de tej ido de vieira.

Se ha desarrol lado un protocolo de preparación de muestra al ternativo mediante QuEChERS para la
determinación de toxinas amnésicas en al imentos de origen marino, que en principio ofrece buenos
resul tados pero que sería necesaria su optimización para aumentar la eficacia proporcionada por la ci tada
metodología de QuEChERS y consecuentemente incrementar la eficacia y fiabi l idad del anál isis.
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CONCLUSIONES
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