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Avaluacio de la preséncia de tetrodotoxina
en mostres de marisc del Delta de I’Ebre

La tetrodotoxina (TTX) és una toxina marina molt potent que, tot i que
normalment es troba en peixos globus, recentment s’ha detectat en marisc de
diversos paisos, especialment a Europa. L'objectiu d’aquest treball de recerca és
avaluar la possible preséncia de TTX en mostres de marisc de les badies del
Delta de I'Ebre (Alfacs i Fangar). Per tal d’aconseguir-ho, s’ha posat a punt un
protocol per extreure aquesta toxina del marisc (musclo i ostrd) i detectar-la
mitjancant cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses en
tandem (LC-MS/MS). Amb aquesta metodologia s’ha obtingut un limit de
guantificacio (LOQ) d’1.6 pg/kg de TTX en musclo i de 3.1 pg/kg en ostro, i el
percentatge de recuperacio ha estat del 47.7% per a musclo i 29.5% per a ostro.
L’aplicacié del métode a I'analisi de mostres naturals de marisc de les badies del
Delta de 'Ebre ha demostrat que cap dels musclos i ostrons contenen TTX. Per
tant, actualment, la seguretat alimentaria esta garantida i la salut del consumidor

esta protegida.

Paraules clau

Tetrodotoxina (TTX), cromatografia liquida acoblada a espectrometria de
masses en tandem (LC-MS/MS), musclo, ostrd, Badia dels Alfacs, Badia del

Fangar, Delta de I'Ebre.
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1. Introduccid

L’avaluacio de tetrodotoxina (TTX) en mostres de marisc del Delta de I'Ebre té
rellevancia perqué busca garantir la seguretat alimentaria de les persones
consumidores. Aquesta toxina, si es troba en la dosi suficient, pot intoxicar als
consumidors de marisc i causar greus simptomes, fins i tot la mort. Es important
valorar i protegir la salut de la poblacio. També cal garantir la feina i fiabilitat dels
mariscadors i restauradors, i a la vegada assegurar la reputacié del sector
turistic. A més, és un tema innovador cientificament, ja que al Delta encara no
s’ha investigat a fons sobre ell, i actualment la preséncia de TTX en marisc és un

risc emergent a tota Europa.

Per a dur a terme aquesta recerca, he decidit anar durant el mes de juliol al'lRTA
(Institut de Recercai Tecnologia Agroalimentaries) per a realitzar els experiments
necessaris i adquirir experiéncia de laboratori. Alla m’he familiaritzat amb tot el
material de laboratori, ja que aquest any, degut a la situacié6 de pandemia
causada pel virus COVID-19, no hem pogut realitzar moltes practiques als
laboratoris de linstitut. A més a més, personalment tinc un gran interés per la
investigacio, sobretot quan esta enfocada a la quimica, i aixd m’ha impulsat a

realitzar aquest treball.
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2. Hipotesi

La pregunta que s’ha respost amb I'elaboracio del treball és: Ha arribatla TTX al

marisc del Delta de I'Ebre?

Per tant, la hipotesi que s’ha formulat és: Donat que aquests Ultims anys la
preséncia de TTX en marisc s’esta expandint per tota Europa, és possible que
hagi arribat al Delta de I'Ebre, encara que sigui a baixes concentracions. Per tant,
jo crec que s’ha d’analitzar el marisc de la zona per tal de saber si aquest risc

alimentari és real i, en cas que ho sigui, ser capagos de controlar-lo.
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3.

Objectius

L’objectiu principal d’aquest treball ha sigut avaluar la possible presencia de TTX

en mostres de marisc de les badies del Delta de I'Ebre mitjangant cromatografia

liquida acoblada a espectrometria de masses en tandem (LC-MS/MS).

Els objectius especifics d’aquest treball sén:

v

Establir un protocol per detectar I'estandard de TTX en solvent mitjancant
LC-MS/MS i construir la corba de calibratge.

Establir un protocol per extreure i purificar TTX de mostres de marisc
(musclo i ostro).

Establir un protocol per detectar I'estandard de TTX en extractes de
marisc (musclo i ostré) mitjangcant LC-MS/MS i construir les corbes de
calibratge.

Avaluar el percentatge de recuperacié de TTX durant I'extraccio i
purificacié mitjangant el dopatge d’homogenats de musclo i ostro al nivell
suggerit per ’Agéncia Europea de Seguretat Alimentaria (“European Food
Safety Authority”, EFSA), que és de 44 ug/kg.

Analitzar la preséncia de TTX en mostres naturals de marisc de les badies

del Delta de I'Ebre i avaluar-ne el risc potencial.
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4. Introduccio

4.1 Les toxines marines

Les toxines marines sén compostos actius generalment produits per microalgues
gue habiten en mars i oceans. Aquestes poden ser ingerides per organismes
marins, transferir-se a través de les xarxes trofiques i arribar als animals i al

consumidor huma, produint greus intoxicacions (Fig. 1).
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Figura 1: Xarxes trofiques per les quals es poden transmetre les toxines marines (Gerssen et
al., 2010).

Segons els simptomes que provoquen, podem dividir les toxines en 3 grups

principals:

- Toxines amnésiques (“Amnesic Shellfish Poisoning (ASP) toxins”): sén
produides per les diatomees del genere Pseudo-nitzschia. Actuen sobre
els canals de sodi de les cél-lules, deixant-los oberts, fent entrar aixi una
gran gquantitat de ions i despolaritzant la membrana cel-lular. Aquest fet
provoca en les persones desordres gastrointestinals, nausees, vomits,

dolor abdominal i diarrea. També mal de cap, marejos i perdua de
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memoria a curt termini. La toxina ASP de referéncia és I'acid domoic
(“domoic acid (DA)”) (Fig. 2).

HO

O

Figura 2: Estructura de I'acid domoic (DA).

- Toxines paralitzants (“Paralytic Shellfish Poisoning (PSP) toxins”): sén
produides per dinoflagel-lats del genere Alexandrium. Actuen sobre els
canals de sodi de les cél-lules deixant-los tancats, evitant aixi I'entrada de
ions de sodi. Quan s’ingereixen aquetes toxines, els nervis motors son
afectats, causant dificultats respiratories i altres dificultats musculars.
Aquest fet provoca en les persones formigueig en zones properes a la
boca, també sensacié de punxades a les puntes dels dits, mal de cap,
marejos i nausees. Fins i tot s’ha comprovat que també poden generar
ceguera temporal. La toxina PSP de referéncia €s la saxitoxina (“saxitoxin
(STX)”) (Fig. 3).

Figura 3: Estructura de la saxitoxina (STX).
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Toxines lipofiliques (“Lipophilic Shellfish Poisoning (LSP) toxins”): dins
d’aquest grup podem observar diferents subgrups, entre ells les toxines
diarreiques (“Diarrheic Shellfish Poisoning (DSP) toxins”) i les no
diarreiques. Les toxines DSP inclouen I'acid okadaic (“okadaic acid (OA)”)
(Fig. 4) i les dinofisistoxines (“dinophysistoxins (DTXs)"). Dins de les no
diarreiques, trobem els azaspiracids (“Azaspiracid Shellfish Poisoning
(AZP) toxins”) (Fig. 5), les pectenotoxines (PTXs) (Fig. 6) i les
yessotoxines (YTXs) (Fig. 7). Les toxines DSP son produides per
dinoflagel-lats dels géneres Dinophysis i Prorocentrum. Les toxines AZP
son produides per dinoflagel-lats del genere Azadinium. Les PTXs, com
'OAiles DTXs, son produides per dinoflagel-lats del génere Dinophysis.
Les YTXs son produides per dinoflagel-lats del génere Protoceratium. Els
simptomes més comuns en humans son desordres gastrointestinals,
vomits, diarrea, dolor abdominal, nausees, malestar general, reduccio
rapida de la freqlencia respiratoria i alteracions en la conducta cardiaca.
A més de les toxines mencionades, dins del grup de les toxines LSP s’han
trobat les imines ciliques, que inclouen les gimnodimines (“‘gymnodimines
(GYMs)”) (Fig. 8), els espirdlids (“spirolides (SPXs)”) (Fig. 9) i les
pinnatoxines (“pinnatoxins (PnTXs)”) (Fig. 10).

Figura 4: Estructura de I'acid okadaic (OA).
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Figura 5: Estructura de l'azaspiracid-1 (AZA-1).

Figura 6: Estructura de la pectenotoxina-2 (PTX-2).

Figura 7: Estructura de la yessotoxina (YTX).
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Figura 8: Estructura de la gimnodimina A (GYM-A).

Figura 10: Estructura de la pinnatoxina (PnTX G).

- Toxines neurologiques (“Neurologic Shellfish Poisoning (NSP) toxins”):
sén produides per dinoflagel-lats del genere Gymnodinium. En humans,
provoquen una paralisi lleugera dels membres, simptomes

gastrointestinals i broncospasme. També s’ha observat que afecten
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alguns animals marins, com foques i lleons marins. Les toxines NSP son

les del grup de les brevetoxines (“Brevetoxin (PbTx-2)") (Fig. 11).

Figura 11: Estructura de la brevetoxina (PbTx-2).

4.2 La tetrodotoxina

4.2.1 Generalitats de la tetrodotoxina

La TTX és un tipus de una neurotoxina que, a diferéencia de totes les anteriors,
no és produida per microalgues, sino per bacteris. Aquesta és la rad per la qual
la TTX esta fora de la classificacié anterior. Va ser descoberta el 1909 pel Dr.
Yoshizumi Tahara, que la va localitzar als ovaris d’'un peix globus (Bane et al.,
2014). Es responsable d’'un gran nombre d’intoxicacions i morts per consum
d’aquest tipus peix, sobretot al Japd, on aquesta delicia culinaria es coneix com
a “fugu”. Generalment la TTX es concentra al fetge, ovaris i pell dels peixos, és
per aixo que les persones responsables de preparar el menjar s’han d’assegurar

d’eliminar amb molta precauci6 aquestes parts.

A més de trobar-se en peixos globus, la TTX també s’ha trobat en altres
especies, fins i tot terrestres. Entre elles podem distingir bivalves, gastropodes,
tritons, crancs, granotes, llimacs marins, estrelles de mar, pops i cucs (Bane et
al., 2014). Es possible que la TTX s’hagi estés entre altres espécies degut a la

xarxa trofica i les relacions alimentaries que hi ha entre elles.

Com s’ha dit préviament, en el cas dels peixos globus, la TTX és produida per

bacteris que habiten dins d’aquests organismes. Com en una mena de simbiosi,

9
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el peix té aquests bacteris, els quals el doten amb toxicitat enfront els seus
depredadors. Hi ha almenys cinc tipus diferents de bacteris que en produeixen,
entre ells Pseudomonas, Vibrio, Bacillus, Actinomyces i Aeromonas.

Generalment, la TTX es forma a partir d'una molécula de D-glucosa, sofreix un
procés amb moltes reaccions, entre 23 i 67 (Fig. 12). Una vegada produida, la
TTX s’emmagatzema al fetge dels peixos globus. A partir d’alla, en els peixos
mascles tendeix a escampar-se per la pell, mentre que en els peixos femelles es

dirigeix sobretot cap a les gonades (els ovaris).
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.
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Figura 12: Formacio de la tetrodotoxina (TTX) a partir d’'una molecula de D-glucosa (Bane et
al., 2014).

La TTX és una molecula organica i heterociclica (Fig. 13 i 14). També és un
Zwitterio, és a dir, té un grup carregat positivament i un de carregat negativament,
de manera que pot actuar com una base o com un acid, depenent del pH del
medi en que es troba. La seva formula molecular és C11H17N3Os, i €l seu pes

molecular és de 319.27 g/mol.
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Figura 13: Estructura de la tetrodotoxina (TTX).
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Figura 14: Representacié 3D de la tetrodotoxina (TTX) (PubChem).

La TTX és hidrofilica, que significa soluble en aigua, i també termoestable, és a
dir, resistent a les altes temperatures. Es per aix0 que al cuinar el peix, la toxina
no es degrada. Es soluble en acid acétic diluit, una mica en aigua, alcohol sec i

eter, pero insoluble en altres dissolvents organics.

Segons els radicals de la molecula i la seva disposicid, podem obtenir diferents
“versions” de la toxina. Cada “versi6” s’Tanomena analeg o congénere, i n’hi ha
un total de 26, tots ells diferents (Fig. 15). Alguns s6n meés toxics i alguns altres
menys. Per exemple, els analegs “deoxi” sébn menys toxics que la TTX original, i
els analegs “hidroxi” ho sén més que tots dos. Segons el nombre i disposicio dels
grups hidroxil, 'analeg tindra més toxicitat o menys. S’ha estudiat que aquests
grups hidroxil, sobretot els dels carbonis 6 i 11, tenen un paper important en la
interaccié amb els canals de sodi, sent aquests els principals responsables de la
mort cel-lular. Els hidroxils dels carbonis 4, 9 i 10 també tenen aquesta

caracteristica, tot i que no sén tant importants.

11
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Figura 15: Diferents analegs de la tetrodotoxina (TTX) segons els seus radicals (Bane et al.,
2014).

Com s’ha comentat, a nivell cel-lular la TTX actua sobre els canals de sodi
dependents de voltatge (uns petits orificis que permeten als ions de sodi
traspassar la membrana cel-lular sense despesa d’energia), bloquejant-los i
inhibint la transmissié neuromuscular, causant un efecte paralitzant als misculs
(a ligual que la STX). Com a mecanisme de defensa, la bomba de sodi-potassi
de les cél-lules s’activa, fent entrar ions de sodi a I'interior per a que la cél-lula
pugui continuar funcionant. Quan aquesta ha gastat gran part de la seva energia

en aquest procés de transport actiu i no pot seguir fent-ho, es col-lapsa i es mor.
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Que ho faci més rapidament o menys depén del tipus d’analeg de la toxina la

qual infecta a la cel-lula, és a dir, de la toxicitat, i també de la seva quantitat.

La intoxicacié d’una persona pot ser rapida, de 10 a 45 minuts, o lenta, de 3 a 6
hores. La mort pot arribar en un minim de 20 minuts o en un maxim de 24 hores,
pero sol fer-ho entre les primeres 4-8 hores. Les persones que sobreviuen les
primeres 24 hores solen recuperar-se sense efectes cronics, pero els simptomes
i la recuperacié poden durar uns quants dies. La intensitat dels simptomes depéen
de la dosi de TTX ingerida, I'estat d’hidratacio i les condicions de salut de la
persona (sent més greu si la persona presenta alguna malaltia cronica o és

d’edat avangada).

Els primers simptomes que poden aparéixer son picor, paralisi i formigueig als
llavis i llengua, parestésia de les extremitats (anomalia de la percepcié de les
sensacions), mal de cap, diaforesi (sudoracio intensa), marejos, entumiment,
salivacio, nausees, vomits, diarrea, dolor abdominal, dificultat per moure’s,
malestar i dificultats de parla. Com a simptomes secundaris, que no son tan
freqUents, es pot observar una extensio de la paralisi a altres membres, dificultats
per respirar, falta d’alé, arritmia cardiaca, hipotensid, dilatacié de les pupil-les,

convulsions, coma, parada respiratoria, fins arribar a la mort.

També cal destacar que no existeix cap antidot per a la TTX. En alguns casos,
d’intoxicacié, s’ha proporcionat un farmac anticolinesterasic, tot i que no se n’ha
assegurat la seva eficacia. Aquest medicament ajuda a les sinapsis neuronals,
fent una accié contraria a la de la TTX. El rentat gastric i I'Gs de carboni actiu en
els pacients s6n bones opcions per a reduir els simptomes en cas de que la

persona hagi ingerit el peix fa menys de mitja hora (Fundacioén iO, 2020).
4.2.2 Expansio de la tetrodotoxina en marisc d’Europa

Respecte a la preséncia de TTX en marisc, en un principi era caracteristica del
Japo, perd amb els pas dels anys s’ha anat escampant per les costes de I'ocea
Pacific, 'ocea indic, 'ocea Atlantic i, finalment, el mar Mediterrani (Fig. 16). Es
diu que la seva propagacioé pels oceans pot ser deguda al canvi climatic, que ha
donat lloc a 'augment de temperatures de I'aigua. També és possible que s’hagi

escampat a causa de la globalitzaci6 del comerg. A Europa, la primera intoxicacio
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deguda al consum de marisc contaminat amb TTX es va produir a Espanya el
2007, per uns cargols de mar que provenien de Portugal (Rodriguez et al., 2008).
Des d’aleshores, la TTX s’ha trobat en marisc de diferents parts d’Europa, com
Grécia (Vlamis et al., 2015), Anglaterra (Turner et al., 2015), Holanda (Gerssen
et al., 2018), Espanya (Le&o et al., 2018), Italia (Dell’Aversano et al., 2019) i
Franca (Hort et al., 2020) (tot i que la Figura 16 no inclou aquestes tres ultimes
referéncies, algunes pel fet de ser posteriors).
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Figura 16: Detecci6 de TTX en bivalves i gastropodes comestibles en les quatre Ultimes
decades. Els numeros entre parentesis signifiquen el nombre d’espéecies diferents en les que
S’ha detectat la toxina (Biessy et al., 2019).

La trobada de TTX en bivalves comestibles ha provocat certes preocupacions
pels riscos que en pot tenir el seu consum, motivant la investigacio a tot el
planeta. Tot i que normalment la concentracié de TTX en marisc sol ser d’'unes
1000 vegades menys que en peix globus (aixi ha estat a Europa, per exemple),
igualment s’ha de tenir en compte el risc potencial, ja que es consumeix una gran

guantitat de marisc arreu el mén. A més a més, la TTX és molt toxica i la dosi
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minima que ocasiona simptomes d’intoxicacié és molt baixa comparada amb

altres tipus de toxines.
4.2.3 Metodes de detecci6 de tetrodotoxina

A Europa, la preséncia de TTX en marisc no esta regulada. No obstant, en un
informe recent, 'EFSA ha conclos que concentracions de 44 ug de TTX/kg de
marisc, basant-se en una porcié de 400 g, no dona lloc a efectes adversos en
humans (EFSA, 2017). Per tant, els métodes de deteccid que s’estan
desenvolupant tenen com a objectiu ser capacos de detectar com a minim

aguesta concentracio de TTX.

El primers métodes de deteccio de TTX que es van desenvolupar van consistir
en un bioassaig amb ratolins (“Mouse BioAssay” (MBA)) i amb rates (“Rat
BioAssay” (RBA)). Aquests métodes es basen en la toxicitat de la TTX i donen
una resposta global per a tots els analegs toxics. El procediment implica injectar
mostres de toxina a aquests animals i, per a calcular la toxicitat, es mesura el
temps en qué aquests tarden en morir. No és un metode especific per ala TTX
(es poden produir falsos positius degut a la preséncia d’altres compostos, com
per exemple la STX). També causa alguns enfrontaments éetics, cosa que

desaconsella el seu Us.

Un altre métode que es fa servir €s un assaig de citotoxicitat basat en cel-lules
neuro-2A (N2a). Aquest assaig es basa en I'activitat de la TTX i els seus analegs
sobre els canals de sodi dependents de voltatge. En I'assaig cel-lular, en
preseéncia d’ouabaina (bloquejador de la bomba de sodi/potassi ATPasa) i
veratridina (activador dels canals de sodi dependents de voltatge), les cél-lules
es moren. Quan s’afegeix la TTX, aquesta bloqueja els canals de sodi
dependents de voltatge, amb la qual cosa s’aconsegueix recuperar la viabilitat
de les cel-lules. Aquest metode requereix aproximadament dos dies
d’experimentacié i, a més a més, no podem assegurar que la toxina que hi ha
alla sigui la TTX i no la STX o qualsevol altre compost que tingui la mateixa accio
bloquejadora. Tot i aix0, 'assaig només requereix un estandard de referéncia i

és bastant sensible.
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També s’han desenvolupat immunoassaigs (assaigs amb anticossos), que
permeten detectar la toxina amb meés especificitat, com els assaigs
immunosorbents enllagats a enzims (“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”
(ELISA)). Aquests assaigs es basen en I'afinitat dels anticossos per I'estructura
de la TTX. Cal dir que I'anticos pot no reconéixer amb la mateixa afinitat tots els
analegs de TTX. L’afinitat per a cadascun dels analegs s’anomena reactivitat
creuada. Fins i tot ara ja podem trobar kits ELISA al mercat, técnica que no
requereix grans equips de laboratori. Els immunoassaigs també poden adoptar
formats tipus flux lateral, és a dir, tires reactives del mateix estil que els tests
d’embaras o els test d’antigens de la COVID-19. També s’han desenvolupat

biosensors optics i electroquimics.

El primer metode de deteccido quimica de la TTX va consistir en un assaig
cromatografia liquida acoblada a deteccido per fluorescencia (LC-FLD). En
treballs més recents, la fluoresceéncia s’ha reemplagat per I’espectrometria de
masses, també acoblada a la cromatografia liquida (LC-MS), ja que és més
especifica i millora la deteccié d’alguns analegs que tenen poca intensitat de
fluorescéncia. La LC-MS/MS sembla ser la més efectiva i especifica. De fet,
'EFSA la recomana per a identificar i quantificar la toxina amb els seus analegs.
En I'espectrometre de masses, les mostres, en petites quantitats, s’'introdueixen
a I'equip. Quan passen a la cambra de ionitzacid, la mostra és travessada per un
feix d’electrons, i perden electrons i/o elements. En aquest bombardeig, es pot
produir una fragmentacido de la molécula, cosa que dona lloc a fragments
carregats positivament. Aquest ions son els que passaran per un camp magnetic,
el qual provocara la desviacio dels ions, impactaran al receptor, i aixi s’obtindra
'espectre. Els pics més alts correspondran a ions més grans; els que hauran
perdut menys electrons i altres elements (Caamafio & Obach, 2018). L’analisi de
la TTX també pot ser realitzada per cromatografia de gasos acoblada a
espectrometria de masses (GC-MS), tot i que és molt menys habitual. Els
métodes d’analisi instrumentals (tots els citats en aquest paragraf) es basen en
el reconeixement estructural. En aquest cas, calen diversos estandards de

referéncia i les respostes son individuals.
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5. Materials i métodes

Els materials i métodes que s’han fet servir sén els que estableix el protocol del
Laboratori de Biotoxines Marines de Referéncia a la Unié Europea (“European
Union Reference Laboratory for Marine Biotoxins” (EURLMB)) per a la
determinacié de TTX (EURLMB, 2017). A més, també s’han incorporat algunes
modificacions d’articles cientifics (HILIC, 2017) (Turner et al., 2017) per tal

d’escollir els parametres experimentals més apropiats segons els nostres equips.

5.1 Reactius

S’han fet servir els seglents productes primaris per tal de formar les solucions
per a I'extraccié i purificacié de la TTX i les fases mobils per a I'analisi per LC-
MS/MS:

- Acetonitril (ACN)

- Metanol (MeOH)

- Acid formic (FA) al 98-100%

- Acid acétic glacial (HAc)

- Hidroxid d’amoni (NHs) al 25%
- Aigua desionitzada (Milli-Q)

Tots aquests compostos han de contenir la paraula “LC-MS” a la seva etiqueta,
que fa referéncia a la puresa necessaria per tal de realitzar analisis d’aquest tipus

en els equips corresponents.

Per a I'extraccid i purificacio de TTX de les mostres de marisc, hem preparat les

seguents solucions:
- Solucié A: 1% v/v HAc: 1000 mL aigua Milli-Q + 10 mL HAc.

- Solucié B: 20% v/iv ACN amb 1% v/v HAc: 200 mL ACN + 800 mL aigua
Milli-Q + 10 mL HAc.

- Solucié C: 0.025% v/v NHs: 500 mL aigua Milli-Q + 500 yL 25% NHa.
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- Solucié D: 80% v/v ACN amb 0.25% v/v HAc: 80 mL ACN + 20 mL aigua
Milli-Q + 250 pL HAc.

Per a l'analisi de TTX mitjangant LC-MS/MS, hem preparat les fases mobils
segulents:

- Fase mobil Al: 500 mL aigua Milli-Q + 75 uL FA + 300 pL NHs. Mesclar

correctament.

- Fase mobil B1: 700 mL ACN + 300 mL aigua Milli-Q + 100 yL FA. Mesclar

correctament.

- Fase mobil A2 (per a I'apagat de la maquina): 200 mL aigua Milli-Q + 1
mL FA. Mesclar correctament.

- Fase mobil B2: MeOH.

Abans de col-locar-les a l'interior de I'instrument, hem de filtrar les fases A1 i B1
al buit per a eliminar impureses que puguin interferir en els resultats. A més a

meés, s’han de preparar diariament per tal que la maquina funcioni correctament.

5.2 Equips
Els equips utilitzats per als experiments son els que es detallen a continuacio.
Per a I'extraccid i purificacio de TTX de les mostres de marisc:

- Tubs de polipropilé per a la centrifugadora de 50 mL i de 1.5 mL

- Micropipetes de diferents volums

- Vortex

- Bany d’aigua bullint

- Centrifuga

- Micro-centrifugadora

- Cartutxos amb filtres de carboni actiu (Supelco Supelclean ENVI-Carb 250
mg/3 mL)

- Modul d’extraccio de fase solida connectat a una bomba de buit
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Per a I'analisi de TTX mitjangant LC-MS/MS:

- Vials de polipropile de 700 pL (autosamplers)

- Columna per a linstrument d’espectrometria (Waters Acquity UPLC
Glycan BEH Amide HILIC Column 130 A 1.7 ym, 2.1 x 150 mm)

- Sistema de cromatografia liquida acoblat a un detector d’espectrometria
de masses en tandem (LC-MS/MS)

5.3 Mostres

S’han analitzat diverses mostres de musclo i ostro, totes elles recol-lectades a
les badies del Delta de I'Ebre al 2020 per I'lRTA (Fig. 17-21).

Per a la primera fase (corba de calibratge i avaluacié de recuperacid), s’han fet

servir 6 mostres:

- 3 mostres de musclos sense TTX (1 com a blanc i 2 per a dopar)

- 3 mostres d’'ostrons sense TTX (1 com a blanc i 2 per a dopar)

Taula 1: Dades de les mostres utilitzades com a blancs i per a dopar.

Especie Codi de la mostra Badia Data de mostreig
Musclo FM09-040121 Fangar 4/1/2021
Ostro FO42-040121 Fangar 4/1/2021

| per a la segona fase (analisi de TTX), s’han fet servir 16 mostres:

- 10 mostres de musclos de I'estiu de 2020 (4 de la Badia dels Alfacs i 6 de

la Badia del Fangar)

- 6 mostres d’ostrons de I'estiu de 2020 (totes de la Badia del Fangar)
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Taula 2: Dades de les mostres analitzades.

Espécie Codi de la mostra Badia Data de mostreig
Musclo AM28-060720 Alfacs 6/7/2020
Musclo FM24-060720 Fangar 6/7/2020
Musclo AM54-130720 Alfacs 13/7/2020
Musclo FM13-130720 Fangar 13/7/2020
Musclo AM33-270720 Alfacs 2717/2020
Musclo AM88-270720 Alfacs 27/7/2020
Musclo FM10-270720 Fangar 27/7/2020
Musclo FM16-270720 Fangar 27/7/2020
Musclo FM32-100820 Fangar 10/8/2020
Musclo FM37-100820 Fangar 10/8/2020
Ostro FO29-240820 Fangar 24/8/2020
Ostro FO33-240820 Fangar 24/8/2020
Ostro FO34-010920 Fangar 1/9/2020
Ostro FO67-010920 Fangar 1/9/2020
Ostro FO29-090920 Fangar 9/9/2020
Ostro FO34-090920 Fangar 9/9/2020
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Figura 17: Mapa del Delta de I'Ebre amb les batees de la Badia del Fangar i de la Badia dels
Alfacs.

Figura 18: Mapa de la Badia del Fangar amb les seves corresponents batees.
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Figura 19: Mapa ampliat de la Badia del Fangar amb la senyalitzacié de les batees de les quals
S’han obtingut les mostres de musclo i ostro.

Figura 20: Mapa de la Badia dels Alfacs amb les seves corresponents batees.
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é Musclo

Figura 21: Mapa ampliat de la Badia dels Alfacs amb la senyalitzacié de les batees de les quals

s’han obtingut les mostres de musclo.

5.4 Extraccio i purificacio

Per a I'extraccio, els passos que hem dut a terme sén els seglents:

w

N o A

8.
9.

Es retiren les closques dels musclos i ostrons, de manera que nomes en
qguedi el teixit.

Es tritura el teixit per homogeneitzar-lo.

Es pesen aproximadament 5 g d’homogenat, col-locant-los dins de tubs
de centrifugadora de 50 mL.

S’afegeixen 5 mL de la solucio A dins de cada tub.

Es vortexen els tubs durant 5 minuts.

S’introdueixen els tubs al bany d’aigua bullint durant 5 minuts.

Es treuen els tubs i es col-loquen dintre de vasos de precipitats amb aigua
a 20 °C per tal que assoleixin la temperatura ambient.

Es tornen a vortexar els tubs durant 5 minuts.

Se centrifuguen els tubs a 4500 rpm durant 10 minuts.

10.Es transfereix 1 mL d’extracte a un tub d’1.5 mL.

11.S’afegeixen 5 pL de 25% v/v NHz a cada tub i es vortexen durant uns

segons.

12.Se centrifuguen els tubs a 10000 rpm durant 1 minut.

13.Un cop centrifugat, es descarta la fase solida, i es guarda la liquida en un

altre tub.
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Per a la purificacié, hem fet servir els cartutxos amb filtres de carboni i el modul
d’extraccié de fase solida (Fig. 23). El procés s’anomena extraccio en fase solida

(“Solid Phase Extraction” (SPE)). Els passos a seguir son els seguents (Fig. 24):

1. Es condiciona el filtre de carboni amb 3 mL de solucio B. S’obre clau per
a que comencin a baixar gotes lentament (aproximadament, una gota per

segon).
2. Un cop s’ha filtrat tota la solucié B, s’afegeixen 3 mL de solucio6 C.

3. S’afegeixen 400 L d’extracte de marisc a l'interior del cartutx. En aquesta

fase, la toxina es quedara retinguda a l'interior.

4. Esrenta el filtre amb 700 pL d’aigua Milli-Q (s’ha d’anar amb precaucié en
aquest pas ja que si el flux €és massa rapid, la TTX es podria desprendre).
El contingut d’aquest tub s’ha de tirar, és el “waste”, i com que no hi ha la

toxina al seu interior s’ha de descartar.
5. S’afegeixen 2 mL de solucié B (20% v/v ACN amb 1% v/v HAc) per tal
d’eluir la TTX. En aquesta fase esta la TTX.

6. Es posa el tub del pas 5 al vortex durant uns segons, s’agafen 100 pL

d’extracte purificat i s’afegeixen 300 yL d’ACN.

7. Es filtra I'extracte purificat amb un filtre de 0.22 uL per eliminar possibles

residus que podries causar interferencies en els resultats.

Tenint en compte el procés d’extraccio i purificacio, els extractes obtinguts estan

a una concentracié de matriu de 50 mg (de matriu) /mL.
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Figura 22: Modul d’extraccié de fase solida per a la purificacié de mostres de marisc.
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Figura 23: Procés de purificacié de mostres de marisc.

5.5 Analisi

Per a fer I'analisi, hem transferit totes les mostres en vials de 700 pL de
polipropilé, especifics per a I'equip de LC-MS/MS. S’ha treballat amb tres conjunt
de mostres: mostres corresponents als calibratges, mostres corresponents a

I'experiment de dopatge i mostres de les badies.
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En primer lloc, s’han construit corbes de calibratge, tant en solvent sense matriu
de marisc (blanc) com en presencia de matriu de musclo i ostré negatius (dels
guals se sabia que no contenien TTX). Hem comparat les corbes de calibratge
de musclo i ostré amb les de solvent sense matriu per tal d’avaluar si la presencia
de marisc afecta al calibratge. Les corbes de calibratge en solvent sense matriu
de marisc es fan a partir de solvents qué han passat per un procés d’extraccid i
purificacié on no hi havia ni musclo ni ostré. Les corbes de calibratge en matriu
de marisc es fan a partir d’extractes de musclo i ostré negatius qué han passat
per un procés d’extraccid i purificacio. Cal agafar I'estandard de TTX i fer-ne
dilucions en série, en el solvent blanc o en els extractes de musclo i ostro per tal
de tenir calibrants de TTX a diferents concentracions. En el nostre cas, hem partit
d’'una solucié de concentraci6 100 ng/mL, hem preparat una soluciéo de
concentracio 5 ng/mL (20 vegades diluida, que correspon a L6) i ’'hnem diluit a la
meitat successivament en el solvent blanc i també en els extractes de musclo i
ostré negatius. A continuacio es detalla el calcul per passar la primera

concentracio en solucioé a concentracio en matriu, com a exemple:

5ng TTX ImLsoluci6 ~ 5ngTTX  0.1ngTTX
1 mL soluci6 50 mgmusclo 50 mgmusclo 1 mgmusclo

_ 0.1 pg TTX _ 100 ug/
1 g musclo kg

Per tant, les concentracions que hem preparat son les segtents:

Taula 3: Concentracions en solucio i en matriu dels calibrants.

Concentracio Concentracio
Calibrant - .

(en solucio) (en matriu)
L6 5 ng/mL 100 ug/kg
L5 2.5 ng/mL 50 ug/kg
L4 1.25 ng/mL 25 ug/kg
L3 0.625 ng/mL 12.5 pg/kg
L2 0.310 ng/mL 6.3 pg/kg
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L1 0.156 ng/mL 3.2 ug/kg

LO 0.078 ng/mL 1.6 pg/kg

En segon lloc, s’han preparat els dopatges dels homogenats de musclo i ostré
negatius amb una concentracio de TTX equivalent a 44 pg/kg perqueé és el nivell
que 'EFSA recomana com a guia, ja que amb aquesta concentracio de toxina no
s’han observat efectes toxics adversos. Després del dopatge dels homogenats,
s’ha dut a terme I'extraccio i purificacié. Amb aquest experiment, hem pogut
saber la quantitat de TTX que queda després d’aquests passos d’extraccio i
purificacio (ja que durant aguests processos sempre es produeixen uns pérdues
de TTX que s’han de corregir en les quantificacions), és a dir, el percentatge de

recuperacio.

En tercer lloc, s’han analitzat mostres naturals de marisc de les badies de les
quals no se sap la concentracié de TTX per tal de fer una avaluacié d’aquest risc

potencial a les badies del Delta.

Per tal de dur a terme I'analisi amb LC/MS-MS, s’ha procedit de la seguent

manera per als tres tipus de mostres:

1. Les solucions, ja en vials, es col-loquen a l'interior de la maquina.

2. S’engega la maquina, i primer es passa un flux de 0.1 mL/min, amb 50%
de fase mobil A1 i l'altre 50% de fase mobil B1.

3. Quan la pressié s’estabilitza, el flux s’ha d’augmentar poc a poc, de
decima en decima, esperant cada vegada que augmenta a que
s’estabilitzi, fins arribar a 0.4 mL/min. Es necessari 'augment del flux
gradualment ja que un augment sobtat de la pressié podria ocasionar
greus accidents.

4. Es fa una neteja de la maquina (“clean-up”) amb fases mobils per eliminar
les impureses d’analisis anteriors que puguin interferir en els resultats
d’aquest.

5. S’injecten les mostres. Entre tipus de mostres, cal injectar solvent per a

netejar el sistema.
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6. Un cop s’acaba el processat de totes les mostres, s’ha de netejar la

columna (“clean-up”) i apagar I'equip (“shutdown”).
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6. Resultats i discussio

En un analisi per LC/MS-MS es produeix una “doble separacid”: una per I'afinitat
dels analits amb la fase estacionaria de la columna i I'altra basada en la relaci6

massal/carrega (m/z). Aixo fa que sigui una técnica amb una alta selectivitat.

En primer lloc, s’han obtingut les corbes de calibratge, tant en solvent blanc
com en preséncia de matriu de musclo i ostro (totes en les unitats de ng/mL).
Quan s’injecta la TTX en solvent blanc, els cromatogrames mostren un pic a un
temps de retencié al minut 5.02. L’observacié d’aquest pic és indicatiu de la
preséncia de TTX. Aquest pic s’ha d’observar a qualsevol de les dues transicions
dela TTX, que son 320.1 > 302.1i 320.1 > 162.1. L’estandard de TTX conté una
mica d’'4-epi-TTX. Aquest analeg, tot i que té les mateixes transicions, es pot
diferenciar de la TTX perque surt abans (menor temps de retencid). No obstant,
en els nostres experiments no s’observa el pic de l'analeg perqué

proporcionalment n’hi ha molt menys que de TTX (menor concentracio).

Quan s’injecta la TTX en extracte de musclo i d’ostrd, també s’observa el pic de
la TTX. No obstant, la preséncia d’extracte de marisc fa que el temps de retencio
es desplaci lleugerament, apareixent al min 4.93 en el cas del musclo i al min
4.85/4.86 en el cas de I'ostrd. A continuacio, el software identifica el pic (Figures
25-27) i en calcula I'area. A partir de les concentracions de TTX utilitzades i amb
les arees obtingudes (Taula 3), el mateix software construeix les corbes de

calibratge (Figures 28-30).

Figura 24: Cromatogrames de la tetrodotoxina (TTX) en solvent blanc. Dalt: cromatograma de
la transicio 320.1 > 302.1. Baix: cromatograma de la transici6 320.1 > 162.1.
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Figura 25: Cromatogrames de la tetrodotoxina (TTX) a 12.5 ug/kg en extracte de musclo. Dalt:
cromatograma de la transicié 320.1 > 302.1. Baix: cromatograma de la transicié 320.1 > 162.1.
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Figura 26: Cromatogrames de la tetrodotoxina (TTX) a 12.5 ug/kg en extracte d’ostré. Dalt:
cromatograma de la transicié 320.1 > 302.1. Baix: cromatograma de la transicié 320.1 > 162.1.

Taula 4: Temps de retenci6 i arees obtinguts en la construccié de les corbes de calibratge en
solvent blanc i en preséncia de matrius de musclo i ostro.

Concentracié Temps de retencio R
. Area
(ng/mL) (min)
o 0.078 5.171 1253
C
S
e 0.156 5.091 1858
c
g 0.310 5.075 2681
[e)
@ 0.625 5.015 4927
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1.250 4.935 8515
2.500 4.762 19373
5.000 4.978 36906
0.078 4.956 239
3 0.156 4.978 761
g 0.310 4.929 1427
; 0.625 4.929 3937
% 1.250 4.832 9884
= 2.500 4.827 17573
5.000 4.897 36100
0.078 4.929 3.575
0.156 4.886 4.069
% 0.310 4.891 5.223
§ 0.625 4.854 7.091
;E 1.250 4.843 11.241
2.500 4.816 17.687
5.000 4.805 34.567
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Figura 27: Corba de calibratge de la tetrodotoxina (TTX) en solvent blanc.
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Figura 28: Corba de calibratge de la tetrodotoxina (TTX) en extracte de musclo.
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Figura 29: Corba de calibratge de la tetrodotoxina (TTX) en extracte d’ostro.

A més a més, el software proporciona les equacions de les corbes de calibratge,

gue en aquest cas corresponen a un ajust lineal (y = ax +b) (Taula 4).

Taula 5: Equacions i coeficients de determinacié de les corbes de calibratge de TTX en solvent
blanc, extracte de musclo i extracte d’ostré.

Equacio de la corba de calibratge r2
Solvent blanc y =7160.41x + 641.318 0.9963
Extracte de musclo y = 7302.40x - 359.033 0.9984
Extracte d’ostré y =6214.32x + 3120.480 0.9981
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Com es pot observar a la Taula 3, en el cas del calibratge en matriu de musclo,
a concentracions baixes de TTX, els valors de les arees son inferiors que en el
cas del calibratge en solvent blanc. Per altra banda, en el cas del calibratge en
matriu d’ostrd, I'efecte és el contrari (els valors de les arees sbén superiors que
en el cas del calibratge en solvent blanc). No obstant, aixd no suposa cap
problema, perqué en els tres casos s’han obtingut corbes de calibratge
excel-lents. Aixo es pot observar amb els valors dels coeficients de determinacio
(r?) de la Taula 4. El coeficient de determinacié indica el grau de variacié entre
dues variables mesurant la distancia entre cada punti la recta dels valors mitjans;
oscil-la entre el 0 i I'1, com més alt és significa que el métode utilitzat t& més
precisi6. Com es pot comprovar observant els valors de r 2, I'ajust lineal és
excel-lent en els tres casos. Aixi doncs, aquestes corbes de calibratge en
extracte de musclo i ostro son les que es faran servir per a quantificar la TTX

present en els dopatges i en les mostres naturals.

El limit de detecci6 (LOD) d’'una técnica és la quantitat minima de toxina que es
pot detectar. EI LOD es calcula a partir del blanc més 3 vegades la seva desviacio
estandard. El limit de quantificacio (LOQ) és la quantitat minima de toxina que
es pot quantificar i és superior al LOD. El LOQ es calcula a partir del blanc més
10 vegades la seva desviacio estandard. No obstant, en aquest treball s’ha
calculat un LOQ experimental, corresponent a la concentracié més petita de la
corba de calibratge que ha pogut ser quantificada. En els nostres experiments

s’ha obtingut un LOQ d’1.6 pg/kg per a musclo i de 3.2 pug/kg per a ostro.

En segon lloc, s’ha avaluat la recuperaci6 de TTX durant els processos
d’extraccid i purificacié dels homogenats de musclo i ostré dopats amb una
concentracio de TTX equivalent a 44 pg/kg. Quan es fa I'extracci6 i purificacio
d’'una mostra, es pot perdre una part de la toxina en el procés. La relacio entre la
quantitat de TTX que s’obté en I'analisi i la que s’ha dopat s’anomena recuperacié
i s’expressa en percentatge. Una major recuperacio significa més eficiencia en
els metodes utilitzats. Aplicant aquest percentatge al valor obtingut en I'analisi

d’'una mostra, podem calcular la quantitat inicial de TTX en les mostres.

A continuacié es mostren els cromatogrames obtinguts en els experiments de

dopatge:
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Figura 30: Cromatograma de la tetrodotoxina (TTX) en extracte de musclo dopat a 44 ug/kg.
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Figura 31: Cromatograma de la tetrodotoxina (TTX) en extracte d’ostr6 dopat a 44 ug/kg.

En aquests experiments, els temps de retencié han augmentat lleugerament (min
5.61/5.62 per al musclo i min 5.63 per a 'ostrd). Els dopatges s’han dut a terme
en duplicat. Quan hem quantificat la TTX obtinguda en els dopatges de I'extracte
de musclo a 44 pg/kg, s’han obtingut valors de 18 i 24 ug/kg. Per tant, la

recuperacio mitjana és del 47.7%.

18 pg/kg

——22.100 = 40.9%
44 pg/kg
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24 ng/kg

—__Tol o, = 0
44 ng/kg 100 = 54.5%

En el cas dels dopatges de I'extracte d’ostrd, també a 44 pg/kg, s’han obtingut

valors de 12 i 14 pg/kg. Per tant, la recuperacié mitjana és del 29.5%.

12 pg/kg

—_— = 0
14 ng/kg 100 = 27.4%
14 pg/kg _ a1 a0
4 ng/kg 100 = 31.8%

Com es pot observar, la recuperacio de la TTX és millor en mostres de musclo
que en mostres dostr6. ldealment, s’esperava obtenir recuperacions
d’aproximadament el 80%. Per tant, '|RTA optimitzara els métodes d’extraccio,
purificacio i deteccidé per tal d’augmentar els percentatges de recuperacié
obtinguts. No obstant, els valors obtinguts es poden fer servir per al calcul de les

concentracions de TTX

Finalment, s’ha procedit a analitzar les mostres naturals de marisc de les
badies. A la Fig. 33 es pot veure el cromatograma de la mostra AM88-270720
(musclo de la Badia dels Alfacs) com a exemple. Com es pot observar, no
s’aprecia el pic de la TTX al seu temps de retencid caracteristic. EI mateix va
passar amb totes les mostres, tant de musclo com d’ostrd, tant de la Badia dels

Alfacs com de |la Badia del Fangar.

210721_021 Smooth(Mn,2x2) F1:MRM of 2 channels ,ES+
237.20 320.1>302.1
6.688e+005

100 1.09

0.77
%
164 2.74

Y T T min
210721_021 Smooth(Mn,2x2) F1:MRM of 2 channels ES+
237.20 320.1>162.1
1.39 4.928e+004

100

%

176
15857 500 294 322 346 432 509 534 579

10.65
1011 1091
408 7 < !

min

T T T
0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 85 9.0 95 100 105

Figura 32: Cromatograma obtingut en I'analisi de la mostra AM88-270720.
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Per aquests resultats, es pot deduir que cap d’aquestes mostres conté TTX per
sobre del nostre LOD. Per tant, la preséncia de TTX en marisc del Delta de I'Ebre

no sembla ser un risc.

En el cas de que haguéssim detectar pics de TTX per sobre del LOQ, s’hauria
pogut quantificar la seva concentracié en les mostres gracies a les corbes de
calibratges fetes anteriorment amb els estandards i als percentatges de
recuperacio. En cas que algunes concentracions haguessin superat els 44 pg/kg
s’hauria alertat de la preséncia de toxina, perd com que no s’ha donat el cas, no

ha estat necessari.

No obstant, s’hauria de fer un cribratge cada cert temps perqué aquesta situacio

idonia d’abséncia de TTX en marisc podria canviar.
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7. Conclusions

En aquest treball s’han dut a terme diferents tasques per tal d’avaluar la possible

preséncia de TTX en mostres de marisc de les badies del Delta de I'Ebre.

S’ha establert un protocol per a I'extraccio i purificacio de la TTX de mostres de
marisc (musclo i ostrd). Aquest protocol esta basat en una extraccié en fase

solida mitjancant cartutxos amb filtres de carboni.

S’ha establert un protocol per a la deteccié de TTX en solvent mitjangant LC-
MS/MS. S’ha vist que la TTX mostra un pic en el cromatograma al minut 5.02
(temps de retencio). La preséncia d’extracte de musclo i ostré fa que el temps de
retencio de la TTX varii lleugerament (min 4.93/5.62 en musclo i min 4.85/5.63

en ostro).

A més, s’han obtingut les corbes de calibratge de TTX en solvent blanc i extractes
de musclo i ostré, que sbén lleugerament diferents perd amb coeficients de
determinacié excel-lents i, per tant, utils per a fer-les servir en les quantificacions.

S’ha obtingut un LOQ d’1.6 pg/kg per a musclo i de 3.2 pg/kg per a ostro.

S’ha avaluat el percentatge de recuperacido de TTX durant la seva extraccio i
purificacio a partir dhomogenats de musclo i ostré6 dopats al nivell suggerit per
PEFSA (44 pg/kg). Aquest percentatge ha estat del 47.7% per a musclo i 29.5%

per a ostro.

S’ha analitzat la possible presencia de TTX en mostres naturals de marisc de les
badies del Delta de I'Ebre i s’ha vist que ni les mostres de musclo ni les d’ostré
contenen TTX. Per tant, actualment, la seguretat alimentaria esta garantida i la

salut del consumidor esta protegida.

Com a treball futur, s’hauria de millorar el protocol d’extraccio i purificacio, ja que
els percentatges de recuperacioé obtinguts han estat bastant baixos (idealment
haurien de ser, com a minim, del 80%). Caldria millorar els passos de
condicionament, carrega, rentat i elucid, perque és possible que la TTX o bé no

quedi retinguda durant la carrega i el rentat, o bé no s’elueixi. També proposaria
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fer un cribratge de la possible preséncia de TTX en marisc de les badies del Delta
de I'Ebre de manera periddica.

Personalment, estic molt satisfeta d’aquesta petita investigacié que he dut a
terme ja que he adquirit molts coneixements quimics, a més a més d’experiencia
i agilitat al laboratori.
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index d’abreviatures

ACN Acetonitril (Acetonitrile)
Intoxicacié amnésica provocada pel consum de marisc
ASP . . o
(Amnesic Shellfish Poisoning)
Intoxicacié provocada pel consum de marisc contaminat amb
AZP azaspiracids (Azaspiracid Shellfish Poisoning)
AZP-1 Azaspiracid-1 (Azaspiracid-1)
DA Acid domoic (Domoic Acid)
Intoxicacio diarreica provocada pel consum de marisc
DSP . . . . .
(Diarrheic Shellfish Poisoning)
Agéncia Europea de Seguretat Alimentaria
EFSA .
(European Food Safety Authority)
Assaig immunosorbent enllacat amb enzim
ELISA .
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
Laboratori de Biotoxines Marines de Referencia a la Unio
EURLMB Europea (European Union Reference Laboratory for Marine
Biotoxins)
FA Acid formic (Formic Acid)
Cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses
GC-MS
(Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry)
HAC Acid acetic (Acetic acid)
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Cromatografia liquida d’alt rendiment

HPLC _ o
(High Performance Liquid Chromatography)
Cromatografia liquida acoblada a deteccio fluorimetrica
LC-FLD o _
(Liquid Chromatography coupled to FLuorescence Detection)
Cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses
LC-MS
(Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry)
Cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses en
LC- tandem
MS/MS o
(Liguid Chromatography coupled to tandem Mass Spectrometry)
LOD Limit de deteccio (Limit Of Detection)
LOQ Limit de quantificacio (Limit Of Quantification)
Intoxicacio provocada pel consum de marisc amb toxines
LSP lipofiliques
(Lipophilic Shellfish Poisoning)
MBA Bioassaig ratoli (Mouse Bioassay)
MeOH Metanol (Methanol)
OA Acid okadaic (Okadaic Acid)
Intoxicacio paralitzant provocada pel consum de marisc
PSP . . . .
(Paralytic Shellfish Poisoning)
PTX-2 Pectenotoxina-2 (Pectenotoxin-2)
RBA Bioassaig rata (Rat Bioassay)
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SPE Extraccio en fase solida (Solid Phase Extraction)
STX Saxitoxina (Saxitoxin)
TTX Tetrodotoxina (Tetrodotoxin)
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