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Resumen

En este estudio se ha llevado a cabo la determinacion de la concentracion de
selenio en leche de vaca mediante generacion de hidruros espectrometria de
absorcion atémica y generacion de hidruros espectrometria fluorescencia atdmica.
Para ello se ha optimizado la preparacion de la muestra que nos permita generar el

hidruro de selenio y cuantificarlo posteriormente.

Una vez desarrollada la metodologia necesaria para llevar a cabo la
determinacion del selenio en leche de vaca se han cuantificado los niveles de selenio
en leches comerciales que se pueden encontrar en cualquier supermercado gallego y

en leche de granja sin tratar para conocer en que niveles se encuentra.

Posteriormente se llevo a cabo un estudio, en el cual se buscd si existia una
relacion de la fortificacion de la alimentacion de las vacas con dos formas distintas
de selenio, selenio organico y selenio inorganico, con el contenido de selenio en la
leche. Se vio que si la alimentacion de las vacas era fortificada con levaduras ricas
en selenio organico el contenido de selenio en la leche producida por las mismas era
mayor. En la siguiente etapa de este estudio se evalud la influencia del nivel de
fortificacion de los forrajes en el contenido de selenio en la leche. Este estudio nos
reveld que un aumento de la concentraciéon de selenio orgéanico en los forrajes

producia un aumento proporcional en la concentracion de selenio en la leche.

En otra etapa de este trabajo se estudio la biodisponibilidad del selenio presente
en la leche de vaca mediante un método de digestion “in vitro” con dialisis, siendo la
dializabilidad el parametro escogido para estudiar la diferente biodisponibilidad del
selenio presente en la leche de vaca. En esta parte estudio se evalu6 la influencia de
la sustancia empleada en la fortificacion, asi como el nivel de fortificacion de los
forrajes empleado en la biodisponibilidad del selenio en la leche. Este estudio nos
indic6 que a niveles de fortificacion de 0,4 y 0,5 pg g presentan un mayor

porcentaje de dializabilidad con respecto a niveles de 0,2y 0,3 pg g

Igualmente, se estudié mediante HPLC-UV-HG-AFS qué especies de selenio

estaban presentes en la leche de vaca y si estas se veian alteradas con las diferentes
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alimentaciones proporcionadas al ganado. En esta parte del trabajo se comprobd que
una alimentacion suplementada con selenio organico se correspondia con la
presencia de selenocistina, selenio (IV) y selenometionina, mientras que las restantes

muestras de leche sdlo ocurrian la selenocistina y el selenio (IV).

Por ultimo se intento ver si existia una relacion entre el contenido de selenio en
la leche y un antioxidante muy vinculado a este nutriente como es la vitamina E. En
estudios médicos anteriores, se demostrdé que un déficit de esta vitamina se veia
contrarestado por la presencia de selenio. Para ello se desarrolld una metodologia
que nos permitiese la determinacion de la vitamina E en la leche utilizando la
cromatografia liquida como método de separacion y como detector la reaccion
quimioluminescente del luminol con el peroxido de hidrogeno. Se llevo a cabo una
extraccion liquido- liquido y se cuantificod la vitamina E en la leche. Con los datos
obtenidos en este estudio no se pudo establecer ninguna correlacion entre la

concentracion de la vitamina E y la concentracion de selenio en las diferentes leches.
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Prologo

El selenio es un elemento traza esencial que desempefia un importante papel
nutricional y clinico. El control analitico del selenio ha adquirido una gran
importancia dentro de los laboratorios especializados en elementos traza por la
necesidad de evaluar su ingesta y sus niveles en los medios bioldgicos en situaciones

clinicas de muy diversa naturaleza.

El hecho de que sean grupos de riesgo para presentar déficits de selenio, tanto los
que reciben una ingesta inadecuada, como los que presentan una demanda anabdlica
aumentada, amplia enormemente el campo de estudio de este elemento traza.
Ademas este elemento se vincula con la aparicion de enfermedades cronicas y de
gran importancia en la sociedad actual como el cancer, alzheimer, sida, etc. El
organismo no es capaz de sintetizarlo y todo el selenio procede de la dieta. Por todo
esto la leche juega un importante papel, puesto que es elemento de consumo diario

que nos puede ayudar a evitar un posible déficit de este elemento.

Dentro de los datos que se disponen se concluye en Espafia se dan déficits de
este elemento, y una de las zonas en las que existe déficit es Galicia. Esto aconseja
llevar a cabo estudios de mayor amplitud y ello ha motivado la realizacion de esta
tesis doctoral denominada “Fortificacion, biodisponibilidad y especiacion del

selenio en leche de vaca” y que se estructurd en seis capitulos.
Los objetivos que nos hemos marcado en este estudio fueron:

El primer objetivo de este trabajo es el desarrollo de un método analitico para la
determinacion de selenio total en distintas muestras de leche. Dicho estudio se
llevara a cabo utilizando la generacion de hidruros acoplado a la espectrometria de
absorcion atdmica y espectrometria de fluorescencia atomica. Igualmente para llevar
a cabo este propdsito, en primer lugar, se optimizara una preparacion de la muestra

que nos permitan extraer todo el selenio de una forma rapida y sencilla.

Posteriormente se estudiara la influencia de la suplementacion del selenio en los
forrajes, que se utilizan en la alimentacion de las vacas, en el contenido de selenio en
la leche con el fin de poder aumentar la concentracion de este elemento en la leche
de forma natural y con ello poder aumentar la ingesta en la dieta del ser humano.

Para ello se llevara a cabo un estudio tanto en funcion del tipo de suplementacion
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(selenito sodico o levaduras selenizadas) como en funcion de los niveles utilizados

en la suplementacion de los forrajes con que se alimentan las vacas.

Una vez se halla establecidos los contenidos de selenio total en las distintas
muestras de leche se intentard estimar qué porcentaje de este selenio presente en las
leches es biodisponible para el ser humano mediante un estudio de digestion “in

vitro”.

En este estudio, también, nos proponemos establecer las diferentes especies de
selenio presentes en la leche debido a que el aporte de este elemento depende de la
forma quimica en que se halle en el alimento. Para ello se desarrollard un método
analitico que nos permita la separacion de las diferentes especies y su posterior
cuantificacion. Utilizaremos una separacion mediante cromatografia liquida de alta
resolucion y posterior cuantificacion mediante generacion de hidruros acoplado a

espectrometria de fluorescencia atomica.

Por ultimo se estudiara si existe una relacion con otro antioxidante presente en la
leche como es la vitamina E. El concepto de que los antioxidantes “hablan entre
ellos” y se cubren sus efectos protectores hace necesario ver si un aumento de

selenio provoca una variacion del contenido de esta vitamina en la leche.

En la presente monografia se recoge los estudios llevados a cabo y las

conclusiones que de éstos se han podido extraer.



El selenio: Interés de su estudio

1.1  INTRODUCCION

El selenio fue descubierto en 1817 por Jons Jacobs Berzelius cuando encontr6é un
residuo rojo en el material de desecho que se forma durante la produccion del acido
sulfurico en una mina de sulfuro de cobre de Falun (Suecia). Debido a que sus
propiedades quimicas eran similares al teluro se describié como tal, hasta que poco
después llegd a la conclusion de que se trataba de un nuevo elemento con

propiedades unicas.

El selenio pertenece al grupo VIA del Sistema Periddico junto con el oxigeno,
azufre, teluro y polonio. Su situacion en el centro de dicho grupo le confiere un
caracter que no es ni puramente metalico ni no metalico. Es precisamente esta
peculiaridad la responsable de su especial comportamiento bioldgico. El selenio es
similar en muchas de sus propiedades quimicas y sus formas bioldgicamente
importantes (organicas e inorganicas) son, en general, analogas a las del azufre. Al
igual que el azufte, el selenio presenta una gran variedad de estados de valencia (-2,
0, +2, +4, +6) y los dos elementos presentan un radio covalente y una
electronegatividad muy similares. Los andlogos del selenio de los acidos sulfuroso y
sulfarico son los acidos selenioso (H,SeO;) y selénico (H,SeOy), respectivamente.
Los selenatos poseen un mayor poder oxidante que los sulfatos. Esto es debido a la
mayor diferencia de la energia libre estandar entre el selenito y el selenato, frente a
la existente entre el sulfato y el sulfito. La estructura cristalina de las sales de sulfato
y selenato es tetraédrica, los atomos de azufre y selenio ocupan el centro del
tetraedro que esta rodeado de cuatro dtomos de oxigeno. La solubilidad en agua de
los selenatos es en general mayor que la de los sulfatos.

El selenio, cuyo peso atomico es de 78,96, presenta seis istopos naturales, "*Se
(0,89%), "Se (9,36%), ""Se (7,63%), "*Se (23,78%), *°Se (49,61%), **Se (8,73%) y
varios isotopos radioactivos °Se, "“Se y ®'Se (8,73%), siendo el "*Se el mas
importante (radiacion gamma, t;, 120 dias). Este es utilizado para llevar a cabo

diagnosticos radiolégicos'.
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En la naturaleza el selenio se presenta en dos estados halotropicos: selenio gris,
modificacion metalica de tipo hexagonal cuya temperatura de fusion es 217 °C a 760
mm Hg y densidad 4,79 g cm™, y el selenio rojo, modificacién monoclinica cuyo
punto de fusiéon varia desde 70 a 180 °C y su densidad es de 4,46 g cm™. A

temperatura ambiente la forma gris es la mas estable.

El selenio se obtiene generalmente como subproducto del refinado electrolitico

P . 2
del cobre, concretamente de los barros anddicos depositados durante este proceso”.

. . , . 2
En disoluciones acuosas estd presente generalmente como selenito (SeO;™), el

cual puede ser reducido de sus compuestos para dar selenio rojo metal.

1.2 FUENTES Y DISTRIBUCION

1.2.1 FUENTES NATURALES DE SELENIO

El selenio se encuentra presente en casi todos los materiales de la corteza
terrestre, principalmente en rocas magmaticas y sedimentarias, asociado con arcilla,
apareciendo tanto en forma elemental como en seleniuros, selenitos y selenatos. En
suelos arcillosos y en suelos con alto contenido en materia orgéanica el selenio se
encuentra preferentemente como seleniuro y sulfuro de selenio. En suelos neutros
bien drenados esta presente fundamentalmente como selenito, y en suelos alcalinos y
oxidativos se encuentra como selenato’. En la naturaleza las distintas formas de
selenio se van transformando mediante reacciones de oxidacion, metilacion y
reduccion. El selenio inorganico es incluido en la cadena trofica a través de
reacciones de biometilacion llevadas a cabo por accion de las plantas, animales
marinos y algunos organismos unicelulares que transforman las especies inorganicas
en organicas como dimetilselenio, trimetilselenio o aminoécidos®. La existencia del
selenio en distintas formas quimicas dentro de la naturaleza viene dado por factores

como la temperatura, la concentraciéon de oxigeno, la luz solar, pH, salinidad y

8
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potencial redox’. El contenido de este elemento en los suelos es muy variable. En
regiones selenodeficientes (Finlandia, Nueva Zelanda, China) encontramos
concentraciones inferiores a 0,1 pug g, y en regiones con un mayor contenido en

selenio los valores se encuentran entre 2-100 pg g (EEUU, Canada y Venezuela)®.

La reactividad quimica del selenio en el suelo influye fuertemente en su
solubilidad y por tanto en la disponibilidad del mismo. En suelos oxidantes y a pH
alto, el selenio elemental y los seleniuros son oxidados a selenatos, los cuales son
dificilmente asimilados por las plantas. A pH muy bajos la forma selenito estd
favorecida y es fuertemente fijada por el suelo coprecipitado con el hierro. Algunas
bacterias reducen los compuestos organicos y minerales a un hidruro de selenio
(H,Se) volatil mientras que otras oxidan el selenio a selenato o a un 6xido de selenio
(Se0y).

El clima, el tipo de suelo, el contenido en coloides y la concentracion de materia
organica tienen influencia variable en la disponibilidad real de selenio en el suelo.
La concentracion en las plantas depende de estos parametros y de su contenido en
proteinas, observandose niveles entre 0,01-1000 pg g'. Las plantas con un
contenido en selenio de méas de 1000 pg g se llaman acumuladores primarios de
selenio, mientras que las que contienen entre 50-500 pg g son acumuladores
secundarios. Existen ciertas plantas que con contenidos en selenio de 30 pg g™ son
acumuladores secundarios. La mayoria de las plantas (forrajes, cereales y

legumbres) contienen concentraciones menores a 30 pg g, generalmente entre 0,1-

05ngg’.

En el agua, el selenio aparece debido a la meteorizacion de las rocas y la
lixiviacion de los suelos, procesos que estan controlados por factores bioldgicos y
microbioldgicos, encontrandose principalmente como selenato aunque el selenito y
las formas organometalicas también estan presentes. El contenido de selenio en
aguas subterraneas y superficiales es variable pudiendo ir de 0,1 a 100 pug L, lo
cual depende de factores fisico-quimicos. En las aguas potables la cantidad es mas

variable siendo normalmente menor o igual a 1 pg L. Los limites legales de

A)l
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potabilidad se sitian entre 8 y 10 ug L dependiendo de las normativas de cada

pais® y raramente son superados.

La atmosfera juega un papel muy importante en el ciclo biogeoquimico del
selenio’. Los aportes de selenio de forma natural a la atmosfera son debidos
fundamentalmente a las reacciones de metilacion de éste en aguas, suelos y
sedimentos por accion de hongos y bacterias que dan lugar a especies volatiles como
el dimetilseleniuro, ademas de emanaciones volcanicas, etc. La deposicion
atmosférica de dicho elemento contribuye a la contaminacion de los demas
componentes de la biosfera (agua, suelo, plantas)®. En el aire los niveles de selenio
son generalmente bajos, entre 0,1 — 10 ng m™, aunque estos valores pueden
aumentar debido a procesos de origen antropogénico (actividades industriales). El

valor limite tolerable para diversos compuestos de selenio es de 0,2 ng m™ en aire.

1.2.2  FUENTES ANTROPOGENICAS DE SELENIO

El selenio es utilizado en la fabricaciéon de materiales semiconductores, células
fotoeléctricas, maquinas fotocopiadoras, vidrio, pigmentos, ceramica, plasticos,
lubricantes, productos farmacéuticos, metalurgia y en la combustiéon de carbones y
fuel-0il>*'°. La concentracion media de selenio en la corteza terrestre es inferior a la
del azufre, situdndose en torno a 0,09 ug g, pero en carbones y fuel-oils el intervalo
varia de 0,47-8 pug g, y de 2,4-7,5 pg g, respectivamente, dependiendo del tipo y
origen de los mismos. Estas diferentes aplicaciones se encuentran resumidas en la
Tabla 1.



Tabla 1. Usos industriales del selenio

Compuesto

Selenio elemental

Selenito

Selenato

Selenodietilditiocarbamato
S CSz

SeO,

SeFg

SeOCl,

CuSeOy4

WSe,

Al,Se;s, Bi,Ses, CuSe, InSe
(NH4)SeO;, As,Se

CdSe

Selenometionina

El selenio: Interés de su estudio

Uso industrial
Rectificadores, células fotoeléctricas,
Acero inoxidable, etc
Insecticida, manufactura de vidrio,
medicina veterinaria, etc
Abonos, manufactura de vidrio,
medicina veterinaria, etc
Fungicida
Champties, semiconductor,
medicina veterinaria, etc
Catalizador redox
Aislante eléctrico
Disolvente
Aleaciones de cobre, colorante de cobre
Lubricantes
Semiconductores
Manufactura de vidrio rojo
Fotoconductores, baterias solares, etc.

Alimentacion
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El aporte antropogénico juega un importante papel en el ambito atmosférico.
Dicho aporte es producido en forma de vapor o particulas, especialmente de
procesos en minas seleniferas, combustion de carbon en centrales térmicas y otras
fuentes identificadas como responsables de la emision de trazas de metales,
incluyendo el selenio. De acuerdo a las condiciones meteoroldgicas, puede ser

transportado a diversos lugares, contaminando los ecosistemas terrestres y acuaticos.

1.3 IMPORTANCIA BIOQUIMICA DEL SELENIO

Desde que fue descubierto, el selenio fue considerado como un elemento carente
de propiedades bioldgicas hasta que a finales de la década de los cincuenta Schwarz
y Foltz observaron que pequefios aportes de selenio mejoraban la necrosis hepatica y
el sangrado capilar en animales con déficit de vitamina E, lo que sugeria que este
elemento reducia la demanda de esta vitamina''. Este hecho fue motivo de gran
controversia, pues resultaba dificil de comprender que un elemento que se
encontraba “in vivo” en forma reducida (accion prooxidante) pudiera asumir la

1.'2 en 1973 resolvieron esta

funcion antioxidante de la vitamina E. Rotruck y co
paradoja al descubrir que la funcion antioxidante del selenio estriba en que forma
parte del centro activo de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px), enzima
necesaria para el mantenimiento de la integridad de las membranas celulares y que
cataliza la reduccion de una amplia variedad de perdxidos organicos (lipidicos) y el
peroxido de hidrogeno. Estos radicales pueden formarse como consecuencia del
metabolismo de sustancias toxicas, etanol, derivados clorados y medicamentos
(antibidticos) y en la sociedad actual se asocian al estrés que sufren los individuos.
A partir de esto, se han descrito varios mecanismos bioquimicos que implican
selenoproteinas, sobre todo la glutation peroxidasa, formando parte de mecanismos

de defensa antioxidantes'>'

Existen amplias evidencias de que muchas de las enfermedades y problemas
asociados a la deficiencia de selenio estin causadas por la disminucion de los
niveles de esta enzima. Es evidente que la glutation peroxidasa, la vitamina E y otras

enzimas, como la catalasa, la superdxido dismutasa y la glutation transferasa,
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constituyen la parte esencial del mecanismo de defensa celular frente al peroxido de
hidrégeno y los radicales libres, como alcoxi, peroxi e hidroxilos'®. Esta proteccion
es particularmente importante en la conservacion de las membranas celulares, cuya
integridad y correcto funcionamiento es fundamental para mantener en orden los
sistemas y procesos biologicos en organismos superiores. Parece que, tanto el
envejecimiento de los organismos, como la aparicién de tumores cancerosos'®'’,
podrian estar relacionados con los efectos degenerativos causados por los radicales

libres.

Debido a ello, la mayoria de los estudios recientes intentan ver como afecta este
elemento en la prevencion del cancer y los efectos que provoca'®'*-**2!. Estos
estudios llegan a la conclusion de que existe una relacion inversa entre la ingesta de
selenio en la dieta y la mortalidad producida por el cancer. Otros autores™ han
propuesto la manipulacion dietética como estrategia de tratamiento para la

prevencion del cancer.

Igualmente, el selenio se relaciona con otro tipo de enfermedades que implican el
deterioro de los tejidos, como puede ser el cardiovascular, en zonas extremadamente
pobres en este metal y donde se encontraron con enfermedades endémicas asociadas
a la deficiencia de selenio™. Las enfermedades que tradicionalmente se atribuyen a

esta deficiencia son:

- La enfermedad de Keshan (enfermedad cardiaca)
- La enfermedad de Kaschin (enfermedad de los huesos)

- Cretinismo endémico mixedematoso

Actualmente los estudios médicos van encaminados, ademas de estudiar la
relacion del selenio con el cancer, a relacionar el contenido de este elemento con
enfermedades que tienen gran importancia en la sociedad actual como el sida,
alzheimer, diabetes, etc.

24,25
1 **

En 1994 C. Sappey y co encuentran que pacientes de SIDA padecen una

deficiencia de selenio en el plasma, ademds de apreciar una disminucion ostensible
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.. . .y . . 2 ,
en la actividad de la enzima glutation peroxidasa. Finalmente, en 1998 se encontrd
que existe una relacion entre el estrés oxidativo y el estado de selenio con el

desarrollo de la neuropatia diabética.
Selenoproteinas

El selenio realiza todas sus funciones bioldgicas mediante su incorporacion a
diversos sistemas enzimaticos” **. Las auténticas selenoproteinas son aquellas que
contienen especificamente en su centro activo la selenocisteina y cuya actividad
enzimética depende de la presencia del mismo®. Las selenoproteinas identificadas

en humanos incluyen:

La glutation peroxidasa, la selenoproteina P, la iodotironina deiodinasa de tipo I,
la selenofosfatasa, seclenoproteina W, la selenoproteina mitocondrial, la

selenoproteina prostatica y la selenoproteina testicular

De todas ellas la que confiere una mayor importancia al selenio como elemento
esencial, es la glutation peroxidasa. La glutatién peroxidasa es una enzima selenio
dependiente muy especifica para el glutation pero sin embargo, poco especifica para
los hidroperoxidos. Esto, junto al hecho de que la glutatién peroxidasa se encuentra
tanto en el citosol como en la mitocondria como en la membrana celular, la hace ser
un mecanismo de proteccion celular importante contra el dafio oxidativo producido a
lipidos de membrana, proteinas y acidos nucleicos. Su concentracion varia seglin los
tejidos. En el musculo esquelético, por ejemplo, el 45 % de su actividad es citosolica
y el 55 % es mitocondrial, y ademas, en las fibras lentas presentan una mayor

actividad la glutation peroxidasa que en las rapidas®.

Mientras la vitamina E act@ia a nivel de la membrana celular impidiendo la
formacion de los hidroperdxidos, la glutation peroxidasa lo hace a nivel del citosol*’
catalizando la rapida oxidacion de glutation reducido (G-SH) a glutation oxidado

(G-S-S-G).
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ROOH,H* ROH

E-Se  E-ScOH
H', G-S-S-H G-SH

G-SH H,0
E-Se-S-G

Figura 1. Reaccién de la glutation peroxidasa en la eliminacion de radicales libres

A pesar de la existencia de varios mecanismos que impiden la formacion de los
peroxidos de hidrogeno de los acidos grasos, existen una serie de procesos de
caracter incontrolado que los favorecen, por ejemplo la presencia de metales de
transicion como el Fe (II), que aumentan el riesgo debido a que por cambio de sus
valencias pueden seguir provocando aparicién de nuevos radicales libres®>. De
acuerdo con el esquema que se indica a continuaciéon, una autoxidacion
particularmente efectiva de las moléculas lipidicas puede ocurrir a través de una
reaccion de cadenas de radicales con derivaciones hechas a través de perdxidos y
metales de transicion, que hacen que la estabilidad y la funcion de la membrana se
debiliten.
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e2+

Iniciacién R-H+30 ——— R°+HO,*
Propagacioén en cadena R*+0, —3 ROO*

ROO* + R-H ——— ROOH (hidroperoxido alquilico) +R*®

Fe2t
Etapa de ruptura 2 ROOH ——» RO°*+ROO*+H,0
Final R*+R* ——3 R-R

Debido a que el correcto funcionamiento de las membranas celulares es
absolutamente esencial para todos los organismos, sus correspondientes desordenes
tienen consecuencias muy graves en la salud del individuo. La inhibiciéon de las
reacciones en cadenas autoxidativas deber ser importante para la existencia de
organismo, particularmente en una atmosfera con alto contenido en
oxidantes (Figura 1). Ademas respecto al sistema inmune la glutation peroxidasa
también parece tener un papel importante en la regulacion de la cantidad de peroxido
de hidrogeno®. Este en pequefias cantidades en el mismo ambiente celular parece
estimular la reactividad de los linfocitos y contribuye al poder bactericida de los
fagotitos; pero grandes concentraciones, presenta un efecto inhibidor, disminuyendo

la capacidad inmunolégica del organismo.

A la hora de que el organismo sintetice las selenoproteinas, éste tiene unas
preferencias, siendo la glutation peroxidasa una de las que ostenta una menor
prioridad, por lo que es una de las primeras en disminuir y nos puede servir como
indicador de un consumo insuficiente de selenio. Asi durante las etapas de un
consumo bajo en selenio, los organos del cerebro, glandulas endocrinas y los
organos reproductores tienen preferencia sobre los tejidos del higado, corazoén,
esqueleto, etc. Es decir tejidos donde estd presente la glutation peroxidasa, de ahi
que las principales enfermedades por el déficit de selenio estén vinculadas a esta

enzima.
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1.4 EL SELENIO EN LOS ALIMENTOS

Como se acaba de indicar el selenio juega un importante papel en la funcion

biolégica y por ello se ha incluido en alimentos como requerimiento dietético.

El selenio se presenta principalmente en los alimentos en forma organica, y de
modo especial como aminoacidos de selenometionina y selenocistina. La
selenometionina es la forma principal y es absorbida y almacenada en el cuerpo
humano. La ingesta de selenio como seleniometionina libre o levadura selenizada ha
demostrado ser mas biodisponible que como selenito o selenato. El selenio
inorganico es excretado, generalmente, mas rapidamente y es mas toxico que la

selenometionina.

Exceptuando algunas circunstancias particulares (exposicién industrial, consumo
accidental de reactivos que contienen selenio), la mayor parte del selenio corporal

proviene de la dieta®.

Al hablar del selenio en el medio ambiente, existen regiones que denominamos
selenodeficientes, en las que la concentracion de selenio biodisponible es
insuficiente y los aportes de las dictas son bajos para poder satisfacer las
necesidades humanas. A diferencia de éstas, existen otras regiones en las que las
necesidades minimas estan suplidas debido a que la concentracion biodisponible del

elemento en la dieta es muy elevada.

Este contenido en los alimentos es funcidn de la biodisponibilidad del selenio en
los suelos y aguas. Ademés de la concentracion del selenio en los suelos de la
region, la concentracion de éste en los alimentos depende de otros factores como el
pH, la salinidad, el contenido en carbonatos, etc., que tenga dicho suelo y que

afectan el paso del selenio a las plantas que lo introducen en la cadena tréfica.

En un suelo acido, la biodisponibilidad del elemento es menor, pues las especies

de selenio mas abundantes en este medio son poco solubles, desarrollandose en estos
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terrenos plantas con bajos contenidos en selenio. Esto es lo que ocurre, por ejemplo,
en zonas industriales. Por el contrario, en suelos en los que predominan los
selenatos, suelos alcalinos, oxidados, ocurre todo lo contrario, debido a que estas
especies altamente movibles son mas biodisponibles para las plantas. Las plantas
absorben el selenio inorgdnico y usan este selenio inorgénico para sintetizar
selenoaminoacidos, selenometionina, selenocisteina, selenocistina y

selenometilselenocisteina. Esta transformacion se puede observar en la Figura 2.

@ Cys sintetasa

S

: R SeCyst
Fuente de selenio GS-Se” 6 Se* y
—
Cistationina
v-Sintetasa
Met sintetasa Cistationina
., B-liasa ) .
Se-metionina €&———— Se-homocisteina <4———  ScCistationa
Metilmet
hidrolasa
Se-metil-Se-metionina — > DMSe

v

Proteina DMSeP

Figura 2. Transformacion biogénicas del selenio en las plantas

La biodisponibilidad del elemento para los vegetales de la zona determinara el

contenido del metal en los demas eslabones de la cadena trofica.

Dentro de los alimentos que componen de modo general nuestra dieta, cabe
destacar como fuente de selenio los pescados y mariscos, las carnes y en menor
medida los cereales, frutos secos, huevos, etc. Sin embargo, las frutas, legumbres,
leche y derivados lacteos (a excepcién de determinados tipos de quesos), las
materias grasas y las bebidas son fuentes pobres en selenio’**>*°. Debido a la poca

aportacion de selenio por parte de estos alimentos, se destacara la leche y el pan,
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alimentos de gran consumo en la sociedad, sea cual sea la cultura y las costumbres

alimenticias.

En general, los organismos marinos poseen mayores concentraciones de selenio
que los animales terrestres. El ciclo biogeoquimico del selenio en el medioambiente
marino transforma las formas inorganicas de este elemento a compuestos
organometalicos como dimetilseleniuro® y selenoaminoacidos®. Una vez los
organismos marinos, pescados y mariscos, son consumidos por los seres humanos en
su dieta, la biodisponibilidad del selenio (20-50%) presente en estos alimentos varia

en funcién de la unidn del selenio al mercurio y otros metales pesados.

Existen numerosos estudios que ponen de manifiesto la necesidad fisiologica del
selenio en los seres humanos y fijan los valores de la ingesta de selenio por dia. En
1980 la Academia Americana de las Ciencias, estimo que la cantidad inofensiva y
adecuada de selenio era de 50-200 pg de selenio por dia para un adulto. En
posteriores estudios’’, nos indican una ingesta adecuada de selenio en funcion del
individuo tal y como se muestra en la Tabla 2, aumentando el intervalo adecuado
entre los valores de 50-400ug. La cantidad minima necesaria de selenio es diferente
en regiones del mundo con déficit de selenio como Nueva Zelanda que consume de
28 a 32 pg de selenio por dia y no presenta signos clinicos de deficiencia, o en
China, donde la enfermedad de Keshan no aparece si el aporte alimentario medio es
superior a los 30 pg por dia. En los paises europeos se estima que una ingesta de 55

a 70 pg por dia es adecuada.
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Tabla 2. Valores recomendados por National Research Council de consumo de selenio por

individuo

Grupo personas

Nifios

0-6 meses
6-12 meses
1-3 aiios
4- 8 aiios
Chicos
9-13
14-18
Chicas
9-13
14-18
Hombres
19-30
31-50
51-70
>70
Mujeres
19-30
31-50
51-70
>70
Embarazadas
14-50
Periodo
lactancia
24-50

Ingesta dietética recomendada

Ingesta recomendada
pgdia™ / (Afio 1989)

10
15
20
20

40
50

45
50

70

70
70

55
55
55

65

75

Las ingesta
recomendadas

pgdia™ / (Afio 2000)
Nivel maximo
tolerable
- 45
- 60
20 90
30 150
40 280
55 400
40 280
55 400
55 400
55 400
55 400
55 400
55 400
55 400
55 400
55 400
60 400
70 400

Ingesta recomendada

Existen estudios realizados en Galicia (region considerada probablemente como

selenodeficiente debido al marcado caracter acido de sus suelos) donde se trata de
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. . .7 . 740,41
establecer si la ingestion de selenio por persona y dia*”

, en funcion de los
contenidos del elemento en los alimentos de la dieta (Tabla 3), se encuentra
comprendida en el intervalo recomendado por la Comision de Alimentos y Nutricion
de la Academia Nacional de Ciencias de Washington en 1980. En el trabajo llevado
a cabo por M. C. Mejuto Marti*’ y col. se emplean seis dietas tedricas basadas en el
modelo de Randoin y col*. En ambos trabajos se llega a valores de ingesta de
selenio muy similares e igualmente resaltan que no existen grandes diferencias entre
las dietas rurales y urbanas. Ambos estudios dan como valor medio ingerido en la
dieta de la poblacion gallega entorno a los 98 ng Se por persona y dia utilizando el
método Randoin y col, y un valor de 92 ng Se por persona y dia en el estudio de
OERGA. Ambos valores estan comprendidos dentro del intervalo de ingestion diario

estimado como seguro y adecuado por la Comision de Alimentos y Nutricion de la

Academia Nacional de Ciencias de Washington™ (50-400 ug Se por persona al dia).

Tabla 3. Contenido de selenio en los alimentos y aporte a la dieta de la poblacion gallega

Estudio Radoin OERGA
Producto [Selpgg' | pg Se por persona y | pg Se por persona y
dia dia
Leche 0,01 2,8 3,29

Pescado 0,84 21 52,42
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Carne 0,09 91 90,64
Embutidos 0,26 6,5 3,54

Huevos 0,70 14 25,90
Legumbres frescas 0,05 15,3 8,15

Legumbres secas 0,02 0,38 0,24

Frutas 0,03 4,34 3,98

Setas 0,69 6,9 6,90

Pan 0,03 11,2 8,37

Harinas y derivados 0,03 1,19 1,77

Queso 0,09 3,64 1,00

Yogur 0,10 4,75 0,45

Cacao 0,03 0,29 0,19

Patatas 0,02 4,5 9,03

Total (ug Se dia™) 188 216

Kcal dieta 2436 2328
ug Se 1000 Kcal dieta™ 77 93

En la tabla anterior se puede observa lo indicado anteriormente, las carnes,
pescados y setas son los alimentos de mayor contenido en selenio consumidos por la

poblacion gallega.

Aunque el estudio llevado a cabo M. C. Mejuto Marti y col.*” indica que el nivel
de selenio en la dieta de los gallegos esta dentro del intervalo recomendado, esto es
realizado de forma tedrica. En este mismo sentido y para establecer el consumo de
selenio en los recién nacidos, se llevo a cabo una tesis doctoral®® donde se intentd
establecer los contenidos de selenio en la leche materna y formulas infantiles que se
encuentran en el mercado. Esto se llevo a cabo debido que en esta etapa de la vida el
selenio tiene una gran importancia para el nifio y en anteriores estudios con neonatos

gallegos se apreci6 que existian bajos niveles séricos de selenio™.

)
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En estudios llevados a cabo en nuestro grupo de investigacion por M. J. Lorenzo
Alonso®, en los que se ha evaluado un grupo de mujeres y sus hijos determinando el
contenido de selenio en la sangre de las madres y de los nifios, en la placenta, en el
cordon umbilical, en el pelo y las ufias se ha puesto de manifiesto que los niveles de

selenio en los citados medios biologicos son bajos.

En este mismo estudio, igualmente se afirma que los niveles de selenio dependen
de la situacidon geografica. Asi, las zonas costeras presentan un nivel superior de
selenio en los distintos medios biologicos estudiados que los de la zona interior de
Galicia, lo cual puede ser debido a un mayor consumo de productos del mar.
Igualmente estudios realizados por Fraga y col.*® determinan el selenio en medios
biologicos de las madres y sus hijos encontrando que los valores de selenio en los

distintos medios bioldgicos estudiados corresponden a zonas selenodeficientes.

1.5 TOXICIDAD DEL SELENIO

En general, el selenio es considerado un elemento esencial. Sin embargo este
elemento puede producir efectos toxicos cuando se produce una exposicion a
concentraciones superiores a 400 pg por dia® aunque no estd claro este limite y
otros organismos de control fijan otras cantidades superiores. Ademas, el valor de
toxicidad a la exposicion esta también condicionado por diferentes factores entre los

que destacamos:

a) La especie quimica; son mas toxicas las formas inorganicas que las organicas y
mas el selenio (IV) que el selenio (VI).

b) El pH; a pH neutro se favorece la complejacion del elemento, disminuyendo su
toxicidad.

¢) El mecanismo de transporte, la especies organometalicas se difunden

rapidamente a través de las membranas y eso aumenta la toxicidad.

)
w



El selenio: Interés de su estudio

d) La interaccion con otros metales (plata, arsénico, cobre) que pueden alterar la
toxicidad debido a la formacion de complejos.

e) La naturaleza de la matriz del alimento ingerido, si es de naturaleza proteica, un
carbohidrato, etc.

f) De la especie animal afectada, edad, sexo, etc.

La toxicidad de selenio a elevadas concentraciones se debe a su intervencion en
procesos metabdlicos que incluyen grupos —SH. Salvando su accion tdxica irritante
o caustica, desde el punto de vista general, el selenio actua sustituyendo al azufre en
diversas biomoléculas. La actividad de la cisteina y la metionina, debido a la
formacion de puentes disulfuro y a los grupos tioles, se ve afectada cuando el
selenio (en niveles muy superiores a los normales) sustituye al azufre. Las nuevas
proteinas resultan menos estables debido a la mayor reactividad del selenio, y
cambian tanto estructural como funcionalmente. Estos cambios se producen con
mayor facilidad cuanto mas soluble y por tanto, absorbible es el compuesto

responsable’.

La alta toxicidad de los compuestos de selenio se conoce desde 1934 cuando se
relacioné la enfermedad de “mal alcalino” en el ganado doméstico con altas
concentraciones de selenio en el forraje, observandose una sintomatologia clinica
caracterizada por la debilidad e inflamacion de las pezuias, pérdida de vision,

cuernos y pelos hasta provocar la muerte por fallo respiratorio.

Las primeras evidencias de esta enfermedad en humanos se manifestaron en la
década de los sesenta en China, causada por la ingestion de maiz con alta
concentracion de selenio y que se manifesto con la caida de ufias y pelo, irritacion de

la piel y ojos y caries”.

El envenenamiento con selenio por ingestion produce vomitos, diarrea, dolor
abdominal, alteraciones de la conciencia, coma, espasmos musculares, llegando
incluso a la muerte. Esto se ha demostrado para las especies inorganicas de selenio,

produciéndose mortalidad de animales cuando la concentracion tanto de selenitos
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como de selenatos en aguas potables sobrepasa los 6-9 pg L™, En humanos, la LDs,

es de 0,5-1,0 g de selenio en ambas especies.

Cuando el selenio elemental se absorbe oralmente no se ha apreciado toxicidad,
pero cuando el selenio esta en forma de vapor o polvo fino en suspension causa
irritacion en el tracto respiratorio. Asi mismo se puede producir irritacion en la piel

y en los ojos por contacto con el SeOs.

Entre las especies de selenio mas probables de producir este tipo de desordenes
clinicos se encuentran: SeO,, SeOCl,, H,Se, y SeFs todas ellas volatiles y

producidas industrialmente.
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Determinacion de selenio en leche de vaca

2.1 INTRODUCCION

El creciente interés en la determinacion de elementos traza en alimentos y en la
identificacion de su funcidn en los procesos bioquimicos hace necesario desarrollar
nuevos estudios para conocer los niveles de estos elementos en los alimentos.
Aunque los estudios mas recientes se fijan como objetivo la identificacion de las
diferentes formas, de acuerdo con su toxicidad y biodisponibilidad, nadie discute el
interés de determinar la concentracion total del elemento traza en los alimentos. En
este estudio se determinara el contenido de selenio en leche, alimento ampliamente
consumido por la poblacion, no sélo como leche sino también sus derivados,

yogures, queso, etc.

La determinacion de selenio ha recibido una especial atencion en los tultimos
aflos ya que su determinacidon constituye un problema analitico complejo. Este
problema se acrecienta en la leche ya que el selenio se encuentra en concentraciones
muy bajas y la leche es una matriz complicada. En este sentido, se buscan técnicas
analiticas que posean unas determinadas caracteristicas: elevada sensibilidad, una
preparacion de la muestra sencilla con una utilizaciéon minima de reactivos, minimo

coste, poca manipulacion y por ultimo, eliminacion de interferencias en la medida.

La determinacion del contenido total de metales traza en muestras biologicas se
lleva a cabo siguiendo distintas metodologias, pero todas ellas siguen una estrategia
comun, la de incluir una serie de etapas como el pretratamiento de la muestra,
deteccion y cuantificacion. Dependiendo de la muestra, puede ser necesaria la
introduccion de un mayor numero de etapas en el proceso de pretratamiento de la
misma, como puede ser una limpieza previa, derivatizacion, preconcentracion, etc.
Un esquema general para la determinacion del contenido total de metales traza se

observa en la Figura 1.
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Figura 1. Estrategia secuencial para la determinacion del contenido total de metales traza en
muestras bioldgicas

2.2 OBJETIVO

El primer objetivo del trabajo planteado en este capitulo es desarrollar y
optimizar un método analitico que nos permita la determinacion del contenido de
selenio en muestras de leche de vaca. Una vez optimizado este método se aplicara a

muestras comerciales de leches enteras y desnatadas con el objeto de comparar si el
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tratamiento al que se somete la leche para eliminar la grasa influye en el contenido

de este nutriente en las mismas.

El segundo objetivo planteado para este capitulo sera el estudio de la distribucion
de selenio en los distintos componentes de la leche de vaca (suero lacteo, micelas de
caseina y nata) y tratara de establecer una relacion, si existe, que relacione el

contenido de selenio en la leche y en sus componentes.

2.3 DETERMINACION DE SELENIO EN LECHE MEDIANTE
GENERACION DE HIDRUROS-ESPECTROMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA (HGAAS)

2.3.1 METODOS DE PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EL
ANALISIS DE ELEMENTOS TRAZA EN MEDIOS
BIOLOGICOS

Un adecuado pretratamiento de la muestra es imprescindible como paso previo a
la posterior determinacion analitica. Dicho pretratamiento de la muestra debe de ser

sencillo y rapido para que el método no se haga tedioso. En este sentido, la minima
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manipulaciéon de la muestra seria la deseable, lo que evitaria el riesgo de
contaminacion y pérdidas del analito. Pero esto no siempre es posible, sobre todo en
muestras que presenten una matriz compleja. Igualmente, se busca una minima

utilizacion de reactivos, ahorro economico y menor riesgo medioambiental.

Al medir el selenio en muestras bioldgicas como la leche es necesario llevar a
cabo un pretratamiento de la muestra. Esta fase de pretratamiento de muestra
consiste normalmente en una destruccion la materia orgénica para liberar el i6n
metalico y posteriormente realizar su determinacion mediante alguna técnica
analitica. Las digestiones humedas de la muestra con acidos concentrados', como el
acido nitrico, acido percldrico, o con alcalis como hidréxido de tetrametilamonio?,
son los procedimientos mas utilizados en el tratamiento de la muestra para
determinar metales en medios biologicos por las diferentes técnicas de
espectroscopia atdmica. En los métodos clasicos™ de digestion, se suministra calor
por conduccion y se necesita un tiempo minimo para obtener la digestion completa,
de una a dos horas y, en muchos casos, este tiempo puede ser ain mayor. Sin
embargo este tiempo exigido para llevar a cabo la destruccion total de la muestra se
reduce cuando se utiliza la energia de microondas para acelerar el proceso de
digestion. Por consiguiente, muchas aplicaciones de digestiones acidas asistidas por
energia de microondas pueden encontrarse en la bibliografia reciente para la
determinacion de selenio en leche™®”*’. Este tipo de procedimientos destruye la
matriz de la leche completamente en pocos minutos usando acidos concentrados.
Las mayores diferencias existentes para los distintos tratamientos desarrollados con
la energia de microondas y otras fuentes de energia, radican principalmente en los

agentes oxidantes y en los intervalos de tiempo utilizados.

Alrededor de la década de los ochenta, se desarrollaron procedimientos basados
en el analisis de muestras solidas, particularmente para espectroscopia absorcion
atbmica con llama y espectroscopia absorcion atomica con atomizacion
electrotérmica haciendo uso de suspensiones. Las suspensiones consisten en la
dispersion de un sélido en una fase liquida y tienen la caracteristica de que pueden

transportarse como las disoluciones.
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Esta metodologia alternativa evita la digestion de la muestra completa y el
empleo de acidos concentrados y los riesgos que conlleva su uso. La técnica de las
suspensiones para determinar metales traza en leche, la cual ya es una disolucion
liquida, no esta tan extendida como las digestiones acidas asistidas por microondas

pero se pueden encontrar varios trabajos en la bibliografia que se decantan por la
10,11

misma

Por ultimo, también se pueden encontrar trabajos donde la muestra de leche se
introduce directamente, evitando asi riesgos de contaminacion y pérdida del
analito'2. Esta forma de trabajar se puede llevar a cabo usando una técnica analitica
que permite la introduccion de la muestra de forma directa, como es la
espectroscopia absorcion atdbmica con atomizacion electrotérmica, donde la muestra
se introduce directamente y la matriz se destruye en el tubo de grafito liberando asi
el analito. Aunque este método presenta estas ventajas no es muy utilizado debido a
que estd limitado a pocas técnicas analiticas y éstas no presentan una sensibilidad

suficiente para determinar el selenio en las muestras de leche.

2.3.2 METODOS PARA DETERMINAR SELENIO TOTAL EN
MUESTRAS BIOLOGICAS

Una vez ha sido destruida la materia organica y los metales se encuentran en la
disolucion resultante, es necesario llevar a cabo la deteccidn mediante técnicas
analiticas que nos permitan tanto identificar la especie como llevar a cabo su
cuantificacion. En el caso de la determinacién de selenio total en muestras

bioldgicas las técnicas analiticas mas empleadas son:
- Espectrometria de fluorescencia molecular

r : 13,14 r
La espectrometria de fluorescencia molecular'®'* se encuentra entre los métodos
de cuantificacion mas antiguos en la determinacion de selenio. Esta técnica se basa
en las propiedades fluorescentes de los piazoselenoles, los cuales se forman tras la
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reaccion del selenio (IV) con diaminas aromaticas, generalmente diaminonaftaleno.
Es una técnica muy sensible pero su principal inconveniente es que es un método

muy laborioso y puede provocar pérdidas de analito o contaminacion.

- Fluorescencia de Rayos X

Hasta la década de los noventa, la fluorescencia de rayos X no alcanzo6 los
limites de deteccion adecuados para la determinacion de selenio en muestras
biologicas. El método consiste fundamentalmente en irradiar la muestra con un haz
de rayos X procedente de una fuente radioactiva o de tubo de rayos X de alta
potencia, el cual sin saturar el detector de rayos X produce una excitacion del selenio
por absorcion del haz primario y produce la emision de rayos X fluorescentes que
son recogidos y cuantificados. La fluorescencia de rayos X fue utilizada en la
determinacion de selenio en diferentes muestras de origen bioldgico" y también en

leche'®, muestra objeto de nuestro estudio.

Los instrumentos modernos de fluorescencia de rayos X son capaces de
proporcionar andlisis cuantitativos de materiales complejos con una precision que
iguala o supera a las técnicas utilizadas usualmente para el analisis de selenio, como
el analisis por espectrometria de absorcion atomica. Para que esta precision se
alcance se ha de disponer de estandares de calibrado que se aproximen lo mas

posible a la muestra tanto en composicion fisica como quimica.

- Analisis de activacion neutroénica

171819 ¢ en sistemas biologicos™ se ha

El estudio de radioisétopos de selenio en leche
utilizado considerablemente. Los métodos de activacion de neutrones se basan en la
medida de la radioactividad que ha sido inducida en la muestras por irradiaciéon con
neutrones o particulas cargadas, tales como los iones hidrogeno, deuterio o helio. La
mayor parte de los métodos de activacion se basan en utilizar neutrones térmicos

producidos en los reactores nucleares. Es una de las técnicas que mejores resultados

40



Determinacion de selenio en leche de vaca

proporciona y se considera una técnica de referencia para la determinacion de

selenio.
- Espectrometria de absorcion atémica

La espectrometria de absorcion atémica es comunmente utilizada para la
determinacion de elementos traza debido a su alta sensibilidad. Dentro de las
técnicas espectrometria de absorcion atdmica las mas utilizadas en la determinacion
del selenio son la espectrometria de absorcion atdmica con atomizacion
electrotérmica y la espectrometria de absorcion atdmica acoplada a la generacion de

hidruros.

La espectrometria de absorcion atdmica con atomizacion electrotérmica es una
técnica rapida, emplea pequenas cantidades de muestra, no precisa pasos previos de
pretratamiento de la muestra en algunos casos'? y consigue buena sensibilidad
cuando se superan las interferencias espectrales. El problema que nos presenta esta
técnica son el gran nimero de interferencias en la determinacion de selenio y los
limites de deteccion y cuantificacion relativamente altos, las cuales hacen que el
analisis sea muy laborioso y no valido para todas las matrices, entre ellas la leche.
Aun teniendo en cuenta estos inconvenientes se pueden encontrar en bibliografia
autores que utilizan esta técnica para la determinacion de selenio en muestras de

21,2223
leche™ .

La obtencion del hidruro que se acopla posteriormente a la espectrometria de
absorcion atdomica consigue eliminar gran nimero de estas interferencias, debido a la
separacion del analito de la matriz por volatilizacion en forma de hidruro gaseoso.
La técnica esta libre de interferencias espectrales causadas por la absorcion de fondo
y debido a que pocos elementos dan lugar a especies volatiles, las interferencias en
fase vapor son minimas. Esta técnica presenta como principal inconveniente la
necesidad de un pretratamiento de la muestra que consiga que todo el selenio
presente en la muestra se encuentre como selenio (IV), Uinica especie que genera el

hidruro.
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La determinacion de selenio por espectrometria de absorcion atomica acoplada a
la generacion de hidruros ha sido estudiada por numerosos autores y aplicada al

analisis de muestras de muy distinto origen, incluido la leche™*24*>%,

- Generacion de hidruros-espectroscopia de fluorescencia atomica

Hoy dia, la espectrometria de fluorescencia atdmica es una técnica ampliamente
utilizada en el analisis de metales capaces de formar hidruros volatiles. Ello es
debido a que es una alternativa relativamente economica respecto a técnicas como la
espectrometria de masas con plasma acoplado por induccion y muy sensible para la
determinacion de selenio en muestras biologicas. Los limites de deteccion se
encuentran del orden de 0,05 ug L™\ En un repaso de la bibliografia se encuentra
una serie de trabajos que aplican esta técnica para determinar el contenido total de

selenio en diferentes muestras de leche"”!'!.

- Espectrometria de emisién atémica con plasma acoplado por inducciéon

La espectrometria de emisién atomica con plasma acoplado por induccién se
utiliza generalmente en el andlisis de elementos traza por ser una técnica muy
sensible y por su capacidad multielemental, aunque presenta un gran nimero de
interferencias. En el caso concreto del selenio, presenta limites de deteccién no muy
bajos y un gran nimero de interferencias, si comparamos esta técnica tomando como
referencia otras técnicas empleadas en la determinacion de selenio como
espectrometria de masas con plasma acoplado por induccion o la generacion de
hidruros-espectroscopia de fluorescencia atomica. Aun asi, esta técnica ha sido

I ) 27,28,2
utilizada con éxito en muestras de leche®”*%%’.

- Espectrometria de masas con plasma acoplado por induccién

Probablemente sea la técnica mas usada en la determinacion de selenio

actualmente. Con esta técnica se consiguen limites de deteccion muy buenos y
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necesitan un minimo pretratamiento de la muestra. El analito es atomizado e
ionizado dando lugar a iones cargados que son directamente introducidos en el
interior del espectrometro de masas. Debido al elevado grado de ionizacion de los
metales en el plasma y a las pocas interferencias obtenidas los limites de deteccion
con esta técnica son excelentes. Si hacemos un recorrido a través de la bibliografia
que utiliza esta técnica como detector de selenio en muestras de leche nos

encontramos con numerosos trabajos’>*>'=>3%34,

- Espectrometria de masas con dilucién isotopica

Dentro de las técnicas que utilizan la espectrometria de masas como detector es
necesario mencionar la dilucion isotopica, la cual sélo se puede usar para elementos
que presenten mas de un isdtopo. La disoluciéon isotopica con espectrometria de
masas es una técnica rapida, precisa, independientemente de la matriz y exacta, lo
que la convierte en una de las técnicas con mas futuro y de gran importancia para el
analisis de elementos traza. Esta técnica se ha aplicado al andlisis de selenio en

35,36,37

muestras de leche aunque en esta matriz no es ampliamente utilizada.

Dentro de esta técnica se han desarrollado algunas variantes:
- Dilucién isotopica con espectrometria de masas con ionizacion térmica
negativa (NTI-IDMS), fue empleada en leches por K. G. Heumann™ y
colaboradores. El principal inconveniente es la preparacion de la muestra
que es muy laboriosa y necesita una instrumentacion muy especifica.
- Espectrometria de masas con ionizacion secundaria (SIMS).

- Acelerador de espectrometria de masas (AMS)

Aunque estas dos técnicas no se han aplicado al analisis de selenio en leche por

el momento.

En este capitulo vamos a desarrollar la cuantificaciéon del selenio total en
muestras de leche. Para lograrlo es indispensable la puesta a punto de un
pretratamiento de la muestra que nos permita extraer el selenio completamente de la

matriz. Esta preparacion de la muestra estara condicionada por el detector a emplear.
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Para la realizacion de este trabajo, de todos los métodos comentados anteriormente,
se ha seleccionado la generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atomica ya
que es una técnica, rapida, simple, barata y que ofrce la suficiente sensibilidad para

determinar selenio en muestras de leche.

233 PRETRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE LECHE

Las dos técnicas mas empleadas en el pretratamiento de muestras, para su
posterior analisis por técnicas de espectroscopia de absorcion atomica o de
fluorescencia atomica, son las digestiones acidas o las suspensiones debido a las
ventajas que presentan ambas frente al resto de procedimientos utilizados. Aunque
en los ultimos afios se buscan alternativas a estas técnicas de trabajo, estos dos
procedimientos siguen teniendo una gran vigencia. La digestidn enzimatica o
extracciones acidas se presentan como las alternativas a estos procedimientos. Estas
dos técnicas han sufrido un gran desarrollo y utilizacién en analisis de elementos
traza en los ltimos afios. La extraccion enzimatica se usa en la mayoria de los casos
para llevar a cabo trabajos de especiacion ya que es un método menos agresivo que

las digestiones o extracciones acidas.

En esta parte del trabajo nos hemos decantado por una digestion acida asistida
por energia de microondas frente otros posibles tratamientos. Esta eleccion fue
tomada debido a que facilitaba la posterior medida del analito por la técnica que se

ha elegido para llevar a cabo la cuantificacion del mismo.

Las razones que nos han llevado a tomar esa decision fueron:

- La generacion del hidruro de selenio solo se produce con selenio (IV). Por
ello es necesario llevar a cabo una preparacion de la muestra que extraiga
todo el selenio y posteriormente lo transforme en selenio (IV) para poder
llevar a cabo la medida por generaciéon de hidruros-espectrometria de

absorcion atdmica.
- La generacién del hidruro es necesario llevarla a cabo en un medio acido.
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- El uso de enzimas hace que el coste de la técnica a emplear aumente

considerablemente debido al coste de estos reactivos.

- En este estudio la introduccion de la muestra en el sistema de generacion
de hidruros lo vamos a llevar a cabo con un sistema de inyeccion en flujo lo
que complica mucho el uso de suspensiones que pueden atascar los

conductos y valvulas del sistema.

En este estudio se optimizaran dos procedimientos, uno desarrollado para un
horno de microondas doméstico (Taurus, potencia maxima 800W) y otro para un
microondas de laboratorio ETHOS PLUS. Una vez optimizados los dos métodos se
llevara a cabo una comparacion de los resultados obtenidos con cada uno de los

hornos microondas empleados.

El pretratamiento de la muestra que nos planteamos desarrollar en este estudio

consiste en tres etapas:

-Una primera etapa donde se llevara a cabo la destruccion de la matriz para

liberar el analito, lo que consideramos la digestion acida de la muestra.

-Una segunda etapa, en la cual se realizara una reduccion del selenio desde
la forma selenio (V1) a la forma selenio (IV), debido a que esta tltima es la

forma que da lugar al hidruro.

-Finalmente, se incluira una tultima etapa donde se eliminaran los vapores

nitrosos formados y que interfieren en la generacion del hidruro de selenio.

Cada una de estas etapas del procedimiento de pretratamiento de la muestra
empleado en este estudio ha sido optimizada de forma independiente, tomando como
punto de partida un método para analisis de selenio en muestras biologicas

desarrollado con anterioridad en nuestro grupo de trabajo’’.
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2.3.3.1 Optimizacion del pretratamiento de la muestra para la
determinacion de selenio en leche de vaca con un horno de

microondas de uso doméstico

Se han optimizado las variables que estan involucradas en una digestion acida de
las muestras de leche para la posterior determinacion de selenio por espectroscopia
de absorcion atdmica con generacion de hidruros. Como se ha comentado, se tomara
como punto de partida un método de digestion acida asistida por radiacion de
microondas desarrollado en un microondas de uso doméstico. El esquema de este

procedimiento se muestra en la Figura 2.

0,5 ml muestra microondas a 330 W,
3 min., 2 veces . .
4+ , Digerido 1 + 0,3 mLH,0,
Lad
0,6 mL HNO3 microondas a 370 W,

3 min., 2 veces

v
Digerido 2 + 0,8 mL HCI

microondas a 370 W,
3 min., 2 veces -
|

v Enrasar

Digerido 3 + 0,1 mLurea ———

5ml

Figura 2. Método tomado de partida para realizar la digestion acida de muestras de leche

Aunque parece logico suponer que si esta digestion era Optima para la
determinacion de selenio en otras muestras bioldgicas también seria valida para la
determinacion de selenio en muestras de leche de vaca, tras llevar a cabo una serie
de digestiones con estas condiciones, se puede ver que esta suposicion de partida no

€s correcta.
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Por lo tanto, se llevara a cabo una optimizacion de este método para la leche de

vaca, en el cual se van estudiar los siguientes parametros:

-Tiempo de permanencia de las muestras en el microondas
-Cantidad de 4cido nitrico

-Cantidad de peréxido de hidrogeno

La optimizacion de los volumenes de 4cido y peroxido de hidrogeno empleados
y del tiempo de permanencia de las muestras en el horno de microondas se ha
realizado mediante un método de prueba-error. Esta técnica consiste en fijar todas
las variables objeto de estudio, excepto una. Estos valores pueden ser escogidos al
azar o ser fijados por conocimientos adquiridos con anterioridad. En nuestro caso los
fijaremos con ayuda de los valores obtenidos en la digestion acida que tomamos
como referencia para este estudio. Una vez establecidos los valores de partida, se
han realizado una serie de experimentos variando el valor de la variable que
queremos estudiar hasta encontrar el valor que nos produzca un mejor resultado. A
continuacion se realiza lo mismo con cada una de las variables, de una en una, hasta
conseguir un resultado para nuestro sistema que no sea mejorable. Se ha descartado
el uso de un disefio de experimentos debido a la imposibilidad de obtener una
variable independiente, que sea cuantificable numéricamente, que nos pueda indicar

la mejoria de nuestra digestion acida.

- Tiempo de exposicion a la energia de microondas

Se prepar6 una serie de seis bombas de teflon de baja presion conteniendo cada
una 0,5 mL de leche de vaca y 2 mL de acido nitrico y se sometié durante dos etapas
de tres minutos a la radiacion de microondas con una potencia de 330 W, dejando
enfriar dos minutos entre una etapa y otra. Posteriormente se afiadid6 1 mL de

peroxido de hidrégeno y se volvié a someter a radiacion de microondas con una
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potencia de 370 W durante dos etapas de tres minutos y con un tiempo de
enfriamiento entre las etapas. De igual modo se prepararon otras tres series
exponiéndolas a tres, cuatro y cinco etapas de radiacion de microondas
respectivamente con una potencia de 330 W antes de afiadir el perdxido de
hidroégeno. Una vez llevados a cabo estos experimentos, las series realizadas con dos
y tres etapas de exposicion a la energia de microondas, se descartan debido a que el
digerido presenta una cierta turbidez y tras dejar reposar éste, aparece un ligero
precipitado porque no se ha logrado una destruccion total de la matriz de la leche.
Las digestiones realizadas con cuatro y cinco etapas presentan una destruccion
optima de la matriz. A partir de este resultado tomamos como tiempo optimo de
exposicion a las radiaciones de microondas el programa compuesto por cuatro
etapas de tres minutos a la radiacién de microondas con una potencia de 330 W,
dejando enfriar dos minutos entre una etapa y otra y tras afadir el peroxido de
hidrégeno, sometiendo las bombas a otras dos etapas de tres minutos con una

potencia de la radiacion de microondas de 370 W

- Estudio del volumen de acido nitrico

Se prepararon igualmente otras cuatro series de seis bombas conteniendo cada
una, 0,5 mL de leche de vaca, y diferentes volimenes, 1, 2, 3 y 4 mL, de 4cido
nitrico concentrado. Las cuatro series fueron sometidas a las diferentes etapas de
exposicion a energia de microondas optimizadas, se dejan enfriar y se afiade 0,3 mL
de peroxido de hidrogeno en todos los casos. En este punto, afiadimos 0,8 mL de
acido clorhidrico y sometemos la disolucion obtenida a la radiaciéon de microondas
durante dos etapas de tres minutos con un intervalo de dos minutos entre ambas, a
una potencia de 370 W. Tras este paso se le aflade 0,1 mL de urea y la disolucion
final ha sido llevada a un volumen final de 5 mL para su posterior anlisis por
generacion de hidruros acoplada a espectrometria de absorcion atdémica. Los
resultados obtenidos se reflejan en la Tabla 1 y en la Figura 3 donde observamos los

perfiles de absorbancia obtenidos.
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Tabla 1.Evaluacion del efecto del volumen de acido nitrico en la digestion de muestras de
leche para la determinacion de selenio total por HG-AAS

Volumen HNO; 1 mL 2 mL 3mL 4 mL
Absorbancia 0,036 0,025 0,012 0,002
— VHNO, =1mL
— Vv =2mL
0,040 HNO,
.8 Vimo, =3mL
Q
= 0,030 v amL
_e HNO, m
o
2 0,020
<
0,010
= | | | |
10 20 30 40

Tiempo de respuesta/s

Figura 3. Perfiles de absorbancia obtenidos en la determinacion de selenio por HG-AAS en
funcion del volumen de 4cido nitrico

A la vista de los resultados obtenidos se puede apreciar que un aumento del
volumen de 4cido nitrico produce una depresion de la sefial analitica, por lo cual nos
hemos decantado por coger el volumen de 1 mL como el volumen 6ptimo. No
hemos utilizado volimenes menores, ya que esta reduccion provocaba que la
muestra no quedara bien destruida, lo cual ya fue comprobado usando el método de

partida.
- Estudio del volumen de perdxido de hidrogeno

Una vez optimizada la primera parte de la digestion acida se vuelven a preparar
cuatro series de seis bombas conteniendo cada una 0,5 mL de leche de vaca, y 1 mL
de 4cido nitrico, se someten durante cuatro etapas de tres minutos a la radiacion de

microondas con una potencia de 330 W, dejando enfriar dos minutos entre una etapa
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y otra. En este momento se afiaden volimenes diferentes de perdxido de hidrégeno;
0,0, 0,5, 1,0 y 1,5 mL, y se someten a dos etapas de tres minutos a la radiacion de
microondas a una potencia 370 W con un intervalo de 2 minutos entre ambas etapas.
A continuacion se afiaden 0,8 mL de acido clorhidrico y sometemos la disolucion
obtenida a la radiacion de microondas de igual forma que en el apartado anterior y
enrasamos a 5 mL tras afiadir 0,1 mL de urea. Una vez realizada la preparacion de la
muestra se realizan las medidas de las disoluciones resultantes mediante generacion

de hidruros-espectrometria de absorcion atomica.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 2 y en la Figura 4 (perfiles de

absorbancia).

Tabla 2. Evaluacion del efecto del volumen de peroxido de hidrégeno en la digestion de
muestras de leche para la determinacion de selenio total

VOLUMEN H,0, 0,0 ML 0,5 ML 1,0 ML 1,S ML

Absorbancia 0,033 0,041 0,035 0,032
— VH202 =0,0mL
'V =0,5mL
0,040
< v
RS
Es 0,030 v
§ 0,020
2 s
0,010

10 20 30 40
Tiempo de respuesta /s
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Figura 4. Perfiles de absorbancia obtenidos en la determinacion de selenio por HG-AAS en
funcion del volumen de peréxido de hidrogeno

Tras obtener estos resultados se toma como valor 6ptimo para el volumen de
peroxido de hidrogeno 0,5 mL ya que se obtiene un mejor perfil de absorbancia.
También se puede comprobar si vemos la Figura 3 que el volumen de 0,3 mL de
peroxido de hidrégeno que usamos en la optimizacion del volumen de &cido nitrico
aunque da un resultado bueno, la forma del perfil de absorbancia no es tan buena

como la obtenida para el volumen de 0,5 mL.

Etapa 2. Fase de reduccion

- Estudio del volumen de acido clorhidrico

Una vez llevada a cabo la optimizacién de la digestion acida de la muestra
vamos a estudiar la cantidad necesaria de acido clorhidrico para reducir el selenio
(VI) a selenio (IV). Para llevar a cabo este estudio hemos realizado ocho digestiones
de una muestra a las cuales afiadimos diferentes voliumenes de acido clorhidrico y

estudiamos como evoluciona la absorbancia y el perfil de absorbancia.

Los volimenes de acido clorhidrico afiadidos han sido 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,90,

1,0, 1,25y 1,50 mL. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Evaluacion del volumen de 4cido clorhidrico necesario para reducir el selenio (VI) a
selenio (IV) para la determinacion de selenio por HG-AAS

Volumen HCI 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 1,25 1,50

/mL
Absorbancia 0,033 0,037 0,042 | 0,043 0,041 0,042 | 0,039 0,043
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Con los resultados obtenidos en este estudio se eligio el volumen 0,7 mL de
acido clorhidrico concentrado como el volumen 6ptimo de reductor. El resultado
obtenido es similar al de partida ya que tanto 0,7 y 0,8 mL dan resultados que se
pueden considerar iguales. En el perfil de los picos de absorbancia (Figura 5) se
puede observar que a volimenes superiores la linea de base es muy alta llegando
incluso a distorsionar el pico totalmente, por lo que fueron descartados. En
volumenes inferiores aunque el perfil es bueno, la sefial analitica es inferior, lo cual
se puede deber a que no reducimos todo el selenio (VI) a selenio (IV), por lo que

también se descartan.

Vua =0,5mL
— Vyoq =0,7mL
0,050 — Vyg = 10mL

Vya = 1.25mL

0,040

=)
S
(98]
S

0,020

Absorbancia

0,010

10 20 30 40
Tiempo de respuesta /s

Figura 5. Perfiles de absorbancia obtenidos en la determinacion de selenio por HG-AAS en

funcion del volumen de acido clorhidrico utilizado

Etapa 3. Eliminacion de interferencias presentes en la disolucion producidas

por el tratamiento de la muestra

Los vapores nitrosos que se forman durante las digestiones de las muestras son
una importante fuente de interferencias para la generacion del hidruro de selenio.
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Esto es debido a su alto potencial de oxidacion, lo que provoca que el selenio no se
encuentre como selenio (IV) en disolucion, objetivo desarrollado en la etapa 2, lo
cual impide una buena generacion del hidruro de selenio y un descenso en la sefial
analitica. Para evitar este problema, se ha introducido una tercera etapa, en la cual se
va intentar eliminar los vapores nitrosos afiadiendo urea a la disolucién resultante de

las dos etapas anteriores.

- Estudio del volumen de urea

Una vez desarrollado la etapa de reduccion, nos encontramos que algunas
digestiones al afiadir el acido clorhidrico se ponen de un color amarillo intenso, otras
con una ligera tonalidad amarilla y otras totalmente incoloras. Esto se debe a la
presencia de vapores nitrosos, producto de la descomposicion del acido nitrico
durante la digestion de las muestras. Tras dejar enfriar las muestras a la temperatura
ambiente se prepara una serie de 4 bombas a las que se le afiade un volumen de 0,05,
0,1, 0,2 y 0,3 mL de urea al 50%. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4

y en la Figura 6 podemos observar los perfiles de absorbancia obtenidos.

Tabla 4. Evaluacion del efecto de la adicion de urea en la determinacion de selenio por HG-
AAS

Volumen de urea (50% 0,05 mL 0,1 mL 0,2mL 0,3mL
m/v)
Absorbancia 0,028 0,033 0,046 0,043
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0,050 V,..=0,05mL
V,u=0,1 mL
0,040 V,=02mL
B - V,.=03mL
S 0,030
O
3
0,020
£ 0
0,010

10 20 30 40
Tiempo de respuesta/ s

Figura 6. Perfiles de absorbancia obtenidos en la determinacion de selenio por HG-AAS en
funcion del volumen de urea empleado

Con los resultados obtenidos se puede apreciar que un aumento del volumen de
urea produce una mejora en la absorbancia apreciable. Aunque a cantidades elevadas
de urea se produce una distorsion en el perfil de absorbancia (Figura 6), apareciendo
un pequefio hombro. Por todo esto se ha adoptado afiadir 0,2 mL de urea (50%)

como el valor 6ptimo.

Condiciones o6ptimas para el pretratamiento con un microondas de uso

doméstico

En la siguiente figura (Figura 7) se recogen los valores Optimos para cada
variable del pretratamiento de la muestra de leche para la medida de selenio total por

espectroscopia de absorcion atdmica con generacion de hidruros.
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microondasa 330 W,
3 min., 4 veces

0,2 g forraje
+

1 mL HNO, » Digeridkol + 0,5mLH,0,
+
0,5 mL H20 microondasa 430 W,

3 min., 2 veces
Digerido2 + 0,7 mLHCI

microondasa 370 W,
3 min., 2 veces

Digerido 3 + 0,2 mLurea enrﬁ»

5ml

Figura 7. Procedimiento de pretratamiento de la muestra propuesto para la determinacion de
selenio total en muestras de leche con un microondas de uso doméstico

2.3.3.2 Optimizacion del pretratamiento de la muestra para la
determinacion de selenio en leche de vaca con un horno de

microondas Ethos Plus

En este estudio el pretratamiento de la muestra se ha realizado en bombas de
teflon cuya capacidad es de 100 mL en un microondas Ethos Plus (potencia maxima
1000 W, temperatura maxima 300°C) con control de temperatura interno (Milestone,
Sorisole, Italia). Debido al sistema de control de temperatura existente en este
equipo vamos a usar la temperatura como variable a optimizar en la preparacion de

la muestra en lugar de la potencia.

Partiremos de los valores de los reactivos empleados en el pretratamiento de la
muestra optimizados previamente para el microondas doméstico, teniendo en cuenta
que ahora utilizaremos un volumen de muestra de 2,5 mL.

Se ha descartado el uso de un disefio de experimentos debido a la imposibilidad
de obtener una variable independiente, que sea cuantificable numéricamente, que

nos pueda indicar la mejoria de nuestra digestion acida.

W
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Etapa 1. Digestion de la muestra

- Estudio de la temperatura maxima aplicada

La primera variable estudiada ha sido la temperatura ya que ésta no se puede
asignar un valor conocido pues, en la digestion acida de partida la variable objeto de
estudio es la potencia. Se parte de un programa de temperaturas base, facilitado en la
base de datos del software de horno de microondas, para una digestion acida de

muestras biologicas. En la Tabla 5 se muestra dicho programa.

Tabla 5. Programa de temperaturas base utilizado para la digestion acida de partida.

Temperatura inicial / Temperatura final /
Duracién / min
OC OC
Etapa
20 90 2,5
1
Etapa
90 140 6
2
Etapa
140 160 5
3
Etapa
4 160 160 10

Las tres primeras etapas del programa de temperaturas se han mantenido igual
que en el programa de partida y se ha variado la temperatura maxima en un rango de
160-200°C. Se han llevado a cabo digestiones de 2,5 mL de leche con S5SmL de 4cido
nitrico y 2,5 mL de peroxido de hidrogeno. Las pruebas realizadas con temperaturas
de 160, 170 y 180 °C se descartan debido a que las disoluciones obtenidas
presentaban una cierta turbidez y tras dejarlas reposar aparece un ligero precipitado,
el cual se debe a que no se ha logrado una destruccion total de la matriz de la leche.

La prueba llevada a cabo a 190°C presenta resultados Optimos para muestras con
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bajos contenidos de nata pero aparece una pequefia capa de grasa por encima del
digerido en algunas muestras. Esto se soluciona si se aumenta la duracion de la etapa
en cinco minutos o si se aumenta a 200°C la temperatura maxima del proceso de
digestion acida. En este caso nos hemos decantado por aumentar la temperatura
10°C en vez de aumentar la duraciéon de la etapa para no alargar en demasia el

proceso de tratamiento de la muestra.

Tras realizar este estudio el programa de temperaturas de la digestion acida

seleccionado es el mostrado en la Tabla 6.

Tabla 6. Programa de temperaturas utilizado en la digestion acida de muestras de leche con el
horno de microondas Ethos Plus

Temperatura inicial / Temperatura final/  Duracién/ min
°C °C
Etapa 1 20 90 2,5
Etapa 2 90 140 6
Etapa 3 140 200 5
Etapa 4 200 200 10

- Estudio del volumen de acido nitrico

Se preparan diez bombas con 2,5 mL de leche a los que se le afiaden diferentes
cantidades de 4cido nitrico, 1, 2, 3, 4 y 5 mL por duplicado. Se adopto llevar a cabo
el estudio de todos los volumenes de 4cido nitrico en una misma tanda ya que en
este tipo de horno microondas no afecta el nimero de bombas como puede ocurrir
en un microondas doméstico donde siempre colocamos seis bombas y asi reducimos
tiempo de trabajo. En cada una de las bombas se afade 2,5 mL de peroxido de
hidrégeno y se llevan con agua a un mismo volumen, en este caso a 10 mL. Es
necesario tener un volumen minimo de 8 mL para que la sonda de temperatura

funcione correctamente. Ademas, es necesario tener el mismo volumen en cada
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bomba para tener las mismas condiciones de trabajo y que la temperatura sea la
misma en la bomba que contiene la sonda de temperatura y las restantes bombas.
Una vez preparadas las bombas las introducimos en el carrusel del horno
microondas y las sometemos al programa de temperaturas optimizado (ver Tabla 6).
Tras llevar a cabo la digestion acida se procede a la fase de reduccion afiadiendo 3,5
mL de acido clorhidrico y se somete al programa de temperatura mostrado en la
Tabla 7. Este programa se adopta de una aplicacion que trae el horno de microondas
en su software y no se optimiza ya que consideramos que las temperaturas recogidas
en este programa nos proporcionan un buen resultado para la reduccion de selenio
(VI) a selenio (IV) cuando se usa el acido clorhidrico como reductor. Para finalizar
el pretratamiento de la muestra se afiade 1 mL de urea y se enrasa la disolucion a 25
mL.

Tabla 7. Programa de temperaturas utilizado en la fase de reduccion.

Temperatura inicial / Temperatura final / Duracién /
°C °C min
Etapa 1 20 90 3
Etapa 2 90 130 3
Etapa 3 130 130 6

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 8 y en la Figura 8 podemos
observar los perfiles de absorbancia obtenidos en funciéon del volumen de acido

nitrico utilizado.

Tabla 8. Evaluacion del efecto del volumen de acido nitrico empleado en la digestion de
muestras de leche para la determinacion de selenio por HG-AAS

Volumen HNO; 1 mL 2 mL 3mL 4 mL SmL
Absorbancia 0,028 0,035 0,017 0,015 0,016
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— VHNOK =1mL
VHNO3 =2mL
0,040 Vino, =3mL
< 3
'S — V, =4mL
é 0,030 — VHNOS —SmL
S HNO, M
)
2 0,020
2
0,010
10 20 30 40

Tiempo de respuesta/ s

Figura 8. Perfiles de absorbancia obtenidos en la determinacion de selenio por HG-AAS en
funcion del volumen de acido nitrico empleado

A la vista de los resultados obtenidos se vuelve apreciar que un aumento del
volumen de acido nitrico produce una depresion de la sefial analitica, aunque es
necesario llegar a un volumen de 2 mL para poder obtener una buena destruccion de
la matriz de la muestra. También se observa que los perfiles de absorbancia
obtenidos no son buenos, eso es debido a que los volumenes de peroxido de
hidrégeno, acido clorhidrico y urea no son los 6ptimos. Adoptamos 2 mL de 4cido

nitrico como el valor mas adecuado.
- Estudio del volumen de peroxido de hidrogeno

Se preparan diez bombas con 2,5 mL de leche a los que se le ailaden 2 mL de
acido nitrico y diferentes volimenes de perdxido de hidrégeno, 0,5, 1, 1,5, 2 y 2,5
mL por duplicado. Se llevan a un mismo volumen con agua, en este caso a 8 mL.
Una vez preparadas las bombas se lleva a cabo la etapa de digestion acida (Tabla 6),

la etapa de reduccion (Tabla 7) y la etapa de eliminacion de interferencias del mismo
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modo que se ha descrito anteriormente. Se lleva a cabo el analisis por generacion de
hidruros-espectrometria de absorcion atomica en las disoluciones resultantes y se
obtienen los resultados que se muestran en la Tabla 9. En la Figura 9 se puede ver
graficamente la influencia del volumen de perdxido de hidrogeno empleado sobre la

sefial de selenio.

Tabla 9. Evaluacion del efecto del volumen de peréxido de hidrogeno empleado en la
digestion de muestras de leche sobre la sefial de selenio obtenida por HG-AAS

Volumen de H,0, 05mL  1,0mL 15mL 20mL 25mL
Absorbancia 0,037 0,036 0,037 0,035 0,034

0,040
0,030

0,020

Absorbancia

0,010

10 20 30 40
Tiempo de respuesta / s

Figura 9. Influencia del volumen de perdxido de hidrogeno empleado en la digestion de una
muestra de leche sobre la sefial de selenio obtenida por HG-AAS

Tras estudiar los resultados obtenidos se puede observar que los valores de
absorbancia son practicamente idénticos, pero el aumento de volumen de peroxido

de hidrogeno, a partir de 1 mL, provoca una distorsion de la sefial que también se
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aprecia ligeramente cuando se afiade 0,5 mL. Por todo ello se tom6 como valor

optimo para el volumen de peroxido de hidrogeno 1 mL.

Etapa 2. Fase de reduccion

- Estudio del volumen de acido clorhidrico

En esta etapa del pretratamiento de la muestra s6lo vamos estudiar el volumen de
acido clorhidrico empleado, descartando revisar el programa de temperaturas
empleado, ya que esta etapa no es un parametro critico y se adopta como valido el
usado con anterioridad.

La optimizacion del volumen de acido clorhidrico se lleva a cabo tras realizar la
digestion de las muestra con los valores optimos de acido nitrico, perdxido de
hidrogeno y el programa de temperaturas desarrollado. A las disoluciones
resultantes se le anaden diferentes volumenes de acido clorhidrico, 0,7, 1,4, 2,1, 2,8
y 3,5 mL. Se afiade 1 mL de urea (50%) para eliminar el exceso de Oxidos de
nitrogeno. Los resultados obtenidos tras la medida de la absorbancia son los

mostrados en la Tabla 10 y Figura 10.

Tabla 10. Evaluacion del volumen de acido clorhidrico necesario para reducir el selenio (VI)
a selenio (IV) para su determinacion por HG-AAS

Volumen HCI 0,7mL 14mL  21mL 28mL 35
mL
Absorbancia 0,037 0,043 0,044 0,046 0,045
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— Vya = 0,7mL
Via = 1,4mL
0,050 Vie =2,1mL

0,040

0,030

Absorbancia

0,020

0,010

10 20 30 40
Tiempo de respuesta / s

Figura 10. Perfil de los picos de absorbancia obtenidos para la determinacion de selenio por
HG-AAS en funcidn del volumen de 4cido clorhidrico empleado

Tras los resultados obtenidos se puede concluir que el volumen 6ptimo de acido
clorhidrico es 1,4 mL. Cantidades superiores producen una distorsion del perfil del
pico de absorbancia y un aumento de la sefial en el blanco producido por un
aumento de la linea base que nos lleva a grandes errores. Un volumen de 0,7 mL no
es suficiente para llevar a cabo la transformacion de todo el selenio (VI) a selenio
(Iv).

Etapa 3. Eliminacion de las interferencias
-Volumen de urea

Esta etapa, como hemos comentado en la optimizacion del pretratamiento para
un horno microondas doméstico, se introduce para eliminar los vapores nitrosos que
tienen como origen el acido nitrico presente en la digestion acida. En esta etapa no
se ha utilizado un método de prueba error para optimizar la cantidad de urea (50%
m/v) que se debe afiadir a la disolucién resultante de las dos etapas anteriores, sino
que se adopto un valor de compromiso tras estudiar lo que ocurrié con las otras

variables objeto a estudio. Si observamos los valores Optimos para las variables
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volumen de acido nitrico, volumen de perdxido de hidrogeno y volumen de acido
clorhidrico en el pretratamiento de la muestra llevado a cabo con el horno de
microondas doméstico y el horno de microondas Ethos Plus comprobamos que los
volumenes usados para el horno de microondas Ethos Plus son el doble de los
usados para el horno de microondas doméstico. A la vista de esto adoptamos que el
volumen que usaremos de urea (50% m/v) para llevar a cabo el pretratamiento de las

leches para le determinacion de selenio total serd de 0,4 mL.

Condiciones optimas para el pretratamiento de muestras de leche con un
microondas ETHOS-PLUS

En la siguiente figura (Figura 11) se recogen los valores Optimos para cada
variable del pretratamiento de la muestra de leche para la medida de selenio total por

espectrometria de absorcion atdmica con generacion de hidruros.

PROGRAMA DIGESTION PROGRAMA REDUCCION
2,5 mL Leche
200 T
- 130
&) &
2mLHNO;, 3 L4mLHCL 5 0.4 mL urea
PS40 5 90
= s
% 90 E T
&
1 mL H,0, = T 10mL
} .
Fam 3,0 9,0 15,0 45,0
3 mLH,0 Ti :
- 1€mpo/ min
2,5 8,5 135 23,5 60,0
Tiempo/ min

Figura 11. Procedimiento de pretratamiento de la muestra propuesto para la determinacion de
selenio total en muestras de leche con un microondas ETHOS-PLUS

2.3.4 OPTIMIZACION DE LA DETERMINACION DE SELENIO
POR GENERACION DE HIDRUROS-ESPECTROMETRIA DE
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ABSORCION ATOMICA

Una vez optimizado la preparacion de la muestra vamos a llevar a cabo la
optimizacion de las condiciones de trabajo de la técnica instrumental utilizada para
la cuantificacion del selenio en muestras de leche de vaca. En esta optimizacion se
utiliza un disefio de experimentos. En un primer paso se llevard a cabo una
identificacion de las variables criticas en la generacion del hidruro y su posterior
cuantificacion y una vez identificadas se procedera a la busqueda de su valor

optimo.

- Identificacion de las variables que afectan de forma significativa al sistema

La identificaciéon de las variables que afectan de forma significativa al la
generacion de hidruros- espectrometria de absorcidon atomica se realiza mediante un
disefio de screening. Estos disefios se utilizan cuando un sistema es poco conocido y
resulta muy dificil decidir que variables debemos de considerar a la hora de
optimizarlo. La solucion de partida es tomarlas todas pero esto hace inviable la
utilizacion de estas técnicas quimiométricas como herramienta de optimizacion, el
diseno de experiencias tendria una matriz de experimentos enorme. Con el fin de
reducir el trabajo y el costo de esta labor en este estudio se ha optado por un disefio
Plackett-Burman de ocho variables con tres grados de libertad, con lo que al ser a
dos niveles resulta una matriz de doce experimentos. A la hora de plantear el disefio
de experiencias es necesario elegir las variables a estudiar teniendo en cuenta su

posible influencia sobre el resultado final del analisis.

Las variables consideradas a la hora de realizar el estudio de la generacion del
hidruro y la determinacion de selenio total han sido las concentraciones de 4cido
clorhidrico y borohidruro sodico, el volumen de muestra inyectada, la temperatura
de atomizacion, el caudal del gas portador, el tiempo de reaccién y la velocidad de

las bombas.
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La Tabla 11 recoge las variables que se han considerado en el estudio, asi como
los dos niveles elegidos, seleccionados a partir de posibles limitaciones
instrumentales y datos bibliograficos consultados. Las limitaciones instrumentales
encontradas son debidas, por un lado a que nuestro sistema de inyeccion en flujo no
permite ni una velocidad de las bombas, menor de 80 rpm ni superior a 120 rpm, y
la celda de cuarzo tiene como temperatura maxima de calentamiento 1000 °C. Por
otro lado necesitamos un tiempo de reaccion minimo para que llegue el hidruro
hasta la celda de cuarzo para su medicion. Teniendo en cuenta estas limitaciones, los
valores para las variables seleccionadas (nivel inferior y nivel superior) son los

recogidos en la Tabla 11.

La matriz resultante de los disefios de experiencias planteados, correspondiente a
un disefio Plackett-Burman 278*3/64 implicando doce experiencias y con tres

grados de libertad se muestran en la Tabla 12.

Tabla 11. Variables seleccionadas para el diseflo de experiencias Plackett-Burman para la
determinacion de selenio por HGAAS

Codigo Variable Nivel inferior (-) Nivel superior (+)

A [NaHB,]/ % p/v 0,05 0,3

B [HCI] /M 1,0 5,0

C Velocidad bomba 1 /rpm 80 120

D Velocidad bomba 2 /rpm 80 120

E Volumen de muestra/ mL 0,5 2

F T* atomizacion / °C 700 1000

G Caudal Argén / mL min™ 50 100

H Tiempo de reaccion /s 20 30

Tabla 12. Matriz del disefio Plackett-Burman empleado para la optimizaciéon de la
determinacion de selenio por HGAAS

VARIABLES
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Experiencia A B C D E F G H

1 S S
2 - + - - -

3 - - + - - -
4 + - - -]
5 + + - + - + -
6 + + + - - +
7 - + + + - -
8 - - + + + -

9 - - - + + + -

10 + - - - + + -
11 - + - - - + + +
12 - - - - - - - -

A continuacion se llevan a cabo todas las experiencias del disefio de
experimentos de acuerdo a la matriz correspondiente midiendo un patron de 5 pg L™
y se obtienen los resultados que se recogen en la Tabla 13. Una vez obtenida la
respuesta para cada uno de los experimentos (absorbancia), se aplica el disefio
Plackett Burman elegido con el paquete estadistico, Statgraphics plus version 5,0, y
se obtiene la informacion necesaria para evaluar la importancia de cada una de las
variables en la determinacion de selenio por espectroscopia de absorcion atdémica

con generacion de hidruros.

Tabla 13 Resultado de los experimentos programados en nuestra matriz Plackett-Burman

Experiencia  Absorbancia

1 0,022
2 0,022
3 0,012
4 0,028
5 0,027
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6 0,060
7 0,039
8 0,002
9 0,012
10 0,028
11 0,036
12 0,003

El analisis de la importancia de cada una de las variables se llevo a cabo con ayuda
de la carta Pareto estandarizada para un nivel de confianza de un 95%. Dichas carta

Pareto se muestran a continuacion en la Figura 12.

[ Influencia +
Temperatura |

B Influencia -

[HCI] |

[NaHB,] |

Velocidad Bl

I

Velocidad B2

Caudal Ar

t reaccion

Volumen muestra

Wil

Efectos estandarizados

Figura 12. Carta Pareto de primer orden para la determinacion de selenio por HGAAS

A la vista de los resultados obtenidos se concluye que las tres variables que
presentan una influencia significativa sobre nuestro sistema son: la temperatura de la
celda de cuarzo, la concentracion del acido clorhidrico y el borohidruro. Las

restantes variables aunque afectan al sistema su importancia es menor por lo que
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podemos fijar sus valores, dentro del rango que hemos estudiado que mejor nos
convenga. Para las tres variables que nos resultan significativas se llevara a cabo la

busqueda de su valor 6ptimo mediante un disefio composicional.

- Optimizacion de las variables significativas

Para llevar a cabo la optimizacion de las variables que han resultado
significativas para la determinacion de selenio generacion de hidruros-
espectroscopia de absorcion atdmica se aplicara un disefio composicional 23 +
estrella.

Se establecen los intervalos objeto de estudio para cada una de las tres variables
significativas de la misma forma que se hizo a la hora de fijar los distintos valores a
cada variable en los disefios Plackett-Burman. Las restantes variables se fijaron en
los valores que mas nos convinieron en cada caso. Los valores de las variables se
muestran en la Tabla 14 y los intervalos de trabajo de cada una de las variables
significativas se muestran en la Tabla 15. Estos intervalos de trabajo se han
cambiado respecto a los usados en el Plackett-Burman debido a las limitaciones
instrumentales, ya que si colocamos los 1000°C como limite superior de la
temperatura de atomizacion seria imposible realizar el valor axial superior ya que
superaria la capacidad maxima de calentar nuestra celda de cuarzo. De igual forma
sucede con el limite inferior del borohidruro ya que sabemos que si mantenemos el
limite inferior de 0,05 % (m/v) el valor axial inferior seria préximo a cero y sabemos

ya que no es posible generar el hidruro sin su presencia.

Tabla 14. Valores adjudicados a las variables que no resultaron significativas

Variable Valor adjudicado
Velocidad bomba 1 /rpm 80
Velocidad bomba 2 /rpm 120
Volumen de muestra/ mL 0,5

Caudal de Argén / mL min” 50

68



Determinacion de selenio en leche de vaca

Tiempo de reaccion / s 20

Tabla 15. Intervalo de estudio en el diseflo composicional para la determinacion de selenio
por HGAAS

Caédigo Variable Nivel inferior (-) Nivel superior (+)
A [NaHB4]/ % p/v 0,1 0,3
B [HCI/ M 1,0 5,0
C T# atomizacion / °C 700 900

Una vez fijados los valores superiores e inferiores para el intervalo a estudiar en
cada uno de los sistemas se crea la matriz del disefio composicional con ayuda del
paquete estadistico empleado anteriormente, Statgraphics plus version 5,0. En este
caso las variables no solo tomaran los valores superior e inferior adjudicados por
nosotros, sino que tomaran un valor central en el intervalo de cada variable y valores

alrededor de los valores superior e inferior.

La matriz resultante de los disefios de experiencias planteados (Tabla 16), consta
de 16 experiencias, que son distintas combinaciones entre los valores que adoptan
las variables para tratar de establecer la superficie de respuesta de nuestro sistema.
En la Tabla 17 se muestran los valores superior (+) e inferior (-) asi como los valores
intermedios (Ko) y superior axial (+a) e inferior axial (-o) alrededor de los valores

limites del intervalo de cada una de las variables fijados por nosotros.
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Tabla 16. Matriz del disefio composicional llevado a cabo para la optimizacion de la
determinacion de selenio por HGAAS

Experiencia [NaBH,]/ % (m/v) [HCI/M Temperatura/ °C

1 Ko Ko Ko
2 - - -
3 + - -
4 - + -
5 + + -
6 - - +
7 + - +
8 - + +
9 + + +
10 -o Ko Ko
11 +o Ko Ko
12 Ko -0 Ko
13 Ko +a Ko
14 Ko Ko -o
15 Ko Ko -0
16 Ko Ko Ko

Tabla 17. Valores que adoptan las variables en el disefio composicional 23 + estrella para la
optimizacion de la determinacion de selenio por HGAAS

Variables
Valores [NaHB,]/ % [HCI|/ M Temperatura atomizacion /

°C

+ 0,3 5,0 900

- 0,1 1,0 700
Ko 0,2 3,0 800
+a 0,368 5,68 968
-a 0,032 0,31 631

Ko es el valor medio de la variable; £ a es el valor estrella para cada variable

Las experiencias fijadas por la matriz del disefio composicional se realizan con

disolucién patron de selenio concentracion 5 pg L. Una vez realizados los
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experimentos de acuerdo con la matriz de nuestro disefio composicional se obtienen

los resultados mostrados en la Tabla 18.

Una vez obtenidos estos resultados se introducen en el disefio composicional
para obtener la informacion necesaria para obtener los valores Optimos de cada
variable. Esta busqueda se llevard acabo con ayuda de las superficies de respuesta

estimadas para el conjunto de dos variables que se pueden ver en la Figura 13.

Tabla 18. Resultados obtenidos para el disefio composicional para la determinacion de
selenio por HG-AAS

Experiencia  Absorbancia

1 0,108
2 0,081
3 0,051
4 0,035
5 0,052
6 0,036
7 0,104
8 0,092
9 0,087
10 0,085
11 0,092
12 0,047
13 0,058
14 0,089
15 0,079
16 0,110
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a)

0,12
0,1
0,08

o
2
>

0,06

Absorbancia

0,04
0,02

e g Temperatura °C
4,0
[NaBH,] % (m/v) [NaBH,] % (m/v)

Figura 13. Superficies de respuestas obtenidas para la determinacion de selenio por HG-AAS

Como era de esperar y a la vista de las superficies de respuesta obtenidas
encontramos los valores 6ptimos de nuestras variables dentro de los intervalos de
trabajo que previamente hemos fijado. Asi que podemos fijar los valores dptimos de
nuestras variables para llevar a cabo una buena generacion del hidruro de selenio.

Estos valores 6ptimos se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19.Valores optimos para las variables significativas en la generacion del hidruro de
selenio

Cédigo Variable Valor 6ptimo
A [NaHB,)/ % 0,2
B [HCI/ M 4,0
C Temperatura atomizacion / °C 850

2.3.5 DEFINICION: CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL
METODO
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Sensibilidad y precision del método

Una vez desarrollado el método se van determinar la sensibilidad y precision del
mismo. La sensibilidad del método desarrollado se estudié a partir de dos
pardmetros: limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ). El limite de
deteccion se define como la concentracion minima de analito que puede ser
detectada y diferenciada del blanco con un determinado nivel de probabilidad. Para
un nivel de confianza del 99,7 %, el limite de deteccion se obtiene de la siguiente
expresion:

3xSd

LOD =
pte

Donde Sd es la desviacion estandar de las medidas del blanco y pte es la

pendiente de la recta del calibrado.

El limite de cuantificacion se define como la concentracion minima de analito
que puede ser determinada cuantitativamente con un determinado nivel de
probabilidad. Para un nivel de confianza del 99,7 %, el limite de deteccion se

obtiene de la siguiente expresion:

10 x Sd

LOQ = —

Tras aplicar las ecuaciones los valores encontrados para el limite de deteccion y

limite de cuantificacién de 0,176 ug L™ y 0,587 pg L™ respectivamente.

Para estudiar la precision del método, se prepararon tres disoluciones patréon de
1,2y 3 pg L'y se midieron once veces cada una. Se calcula la media (p) de las
absorbancias asi como la desviacion estandar (Sd) y con estos datos se calcula el

coeficiente de variacion (%CV) siguiendo la siguiente expresion:
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Sd
% CV= ; X100

Los valores obtenidos fueron 3,2, 2,8 v 3,5 % para los tres niveles estudiados

respectivamente.

2.3.6 COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON
LOS DOS HORNOS DE MICROONDAS EMPLEADOS EN EL
PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA PARA LA
DETERMINACION DE SELENIO EN LECHE DE VACA

Una vez desarrollados los métodos de pretratamiento de la muestra para los dos
hornos microondas hemos realizado un estudio comparativo para determinar si con
ambos métodos se obtienen resultados estadisticamente iguales. Al mismo tiempo se
llevara a cabo un estudio de las caracteristicas analiticas de los dos métodos para

determinacion de selenio en muestras de leche.
Rectas de calibrado y adicion

Las rectas de calibrado y adicion se han obtenido para concentraciones
comprendidas entre 0 y 3 ug L. Se realizé una adicion para el digerido obtenido
con el microondas doméstico y otra adicion para el digerido del microondas Ethos

plus. Las rectas de calibrado y adicion se muestran en la Tabla 20 y en la Figura 14.

Tabla 20. Pendientes de las rectas de calibrado y adicion para la determinacion de selenio en
leche por HG-AAS

Curva Pendiente
Calibrado 0,021
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Adicion leche digerido microondas Ethos Plus 0,0143

Adicidn leche digerido microondas doméstico 0,0138

0,07 7

0,05 1

Absorbancia

y=0,0209x + 0,0018

0,02

R2=0,9994
0,01
0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Se] pgL!

® Calibrado A Adicion digerido microondas doméstico ~ Adicion digerido microondas Ethos Plus

Figura 14. Rectas de calibrado y adicion para la determinacion de selenio en leche por HG-
AAS

Las pendientes de las rectas de calibrado y adicion de los digeridos obtenidos
con los dos microondas, difieren significativamente (test t, nivel de confianza
99.5%) por lo que hay que utilizar para cada una de las medidas de selenio en leche
las rectas de adicion. Mientras que las rectas de adicion de ambos digeridos no
difieren significativamente entre ellas (test t, nivel de confianza 99.5%) por lo que se

puede deducir que se obtienen resultados similares con los dos hornos microondas.

Exactitud

Para validar el pretratamiento de la muestra y su posterior analisis por

generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atdmica se va aplicar ambos
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métodos a un material de referencia de leche con el valor de selenio certificado
(NIST 8435, leche entera en polvo, [Se] cerificada = 131 + 14 pg L™).

El material de referencia se preparé como si se tratara de una leche en polvo
comercial. Se pesaron quince gramos del material de referencia, se diluyeron en
agua y se enrasaron a 100 mL. Esta disolucion es la que vamos emplear para llevar a

cabo el pretratamiento de la muestra en ambos hornos de microondas.

Se prepar6 una serie de diez bombas de baja presion con 0,5 mL del material de
referencia, del mismo modo se tomaron diez bombas del microondas industrial y se
le anadieron 2,5 mL del mismo material. Se sometid cada serie al método
optimizado para cada horno de microondas y en las disoluciones obtenidas se
determind la concentracion de selenio por generacion de hidruros-espectrometria de
absorcion atomica. Los resultados obtenidos para cada disolucion se muestran en la
Tabla 21.

Tabla 21. Comparacion de concentracion de selenio en el material de referencia de leche
entera (NIST 8435) obtenida tras el pretratamiento con dos hornos microondas

[Se] pg L™
Bomba Método 1 Método 2
1 127,8 127,2
2 124,4 130,0
3 133,9 122,7
4 141,2 131,7
5 1234 134,4
6 131,7 127,2
7 136,2 128,9
8 124,4 134,4
9 128,9 126,6
10 143,3 137,8

Método 1 — utilizando el horno de microondas doméstico

Método 2 — utilizando el horno de microondas Ethos Plus
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Con estos datos se ha realizado un test t, con un nivel de confianza del 95% de
dos colas para grupo de datos con varianzas iguales, para determinar si los valores
obtenidos son estadisticamente iguales. Se usa un test t para grupo de datos con
varianzas iguales ya que tras realizar un test F para los dos grupos de datos se
obtiene un F con un valor de 2,43, el cual es un valor menor al Feritico que es 3,18,
asi que la hipotesis de que las varianzas son iguales es correcta. Tras la realizacion
del test t (95 % nivel de confianza) se obtienen los resultados mostrados en la Tabla
22.

Tabla 22. Resultados de la prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales con un
nivel de confianza del 95%

Microondas Microondas
doméstico Ethos Plus

Media 131,52 130,09
Varianza 49,79 20,46
Observaciones 10 10
Varianza agrupada 35,12
Diferencia hipotética medias 0
Grados de libertad 18
Estadistico t 0,54
Valor critico de t (dos colas) 2,10

Tras el analisis de estos valores podemos concluir que el pretratamiento de la
muestra con los dos hornos microondas da origen a resultados estadisticamente

iguales.

Igualmente se realizo un test t de dos colas (95 % nivel de confianza) para
comparar los valores encontrados con el valor de selenio certificado por el material
de referencia de leche NIST-8435 (131 + 14 pg L™"). Tras la comparacion de los
valores medios ( Tabla 22) obtenidos para cada método mediante los dos

procedimientos de preparacion de la muestra y posterior medida por generacion de
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hidruros-espectrometria de absorciéon atomica podemos decir que ambos
procedimientos no presentan diferencias estadisticamente significativas entre el

valor de la concentracion de selenio determinado y el valor de selenio certificado.
Precision

La precision de las medidas (n=11), expresada como el coeficiente de variacion
(%CV), fue estudiada para el procedimiento completo, desde la digestion acida con
ambos hornos microondas, y su posterior medida por generacion de hidruros-
espectrometria de absorcion atdmica. Para este estudio se prepararon tres series para
cada uno de los hornos microondas, donde a cada una de las series se le afiadia 1,2 y
3 pg L de selenio. Se someten al proceso de digestion 4cida inducida por los dos
hornos microondas y se miden por el método de generacién de hidruros-
espectrometria de absorcion atomica optimizado en el apartado 2.3.4. Los valores
obtenidos fueron 5,2, 4,8 y 6,2 % para los tres niveles estudiados respectivamente en
leche digerida en el microondas doméstico. En los tres niveles estudiados para la
leche digerida en el microondas Ethos Plus los valores del coeficiente de variacion
fueron de 6,9, 5,5 y 4,8 % respectivamente. Tras este estudio puede decirse que los

valores de precision, para los métodos, son buenos en ambos casos.
Limites de deteccion y cuantificacion

La sensibilidad de los métodos desarrollados, se estudid a partir de dos
parametros: limites de deteccion y cuantificacion definidos en el apartado 2.3.5. Los
resultados obtenidos para cada uno de los microondas utilizados en muestras de

leche se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23. Limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) del método para determinacion
de selenio en leche por HG-AAS

LOD LOQ
Microondas doméstico 1,78 pg L™ 594 pug L
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Microondas Ethos Plus 0,715 ug L™ 2,40 pg L™

Tras estudiar las caracteristicas analiticas de ambos métodos vamos a
decantarnos por utilizar en estudios posteriores la digestion acida llevada a cabo en
el microondas Ethos Plus (Figura 11) dado que tiene un limite de deteccion y
cuantificacion mas bajos, debido que nos permite realizar un pretratamiento de la
muestra con una menor dilucion que el microondas casero. Ademas el Ethos Plus es

un equipo mas robusto y seguro.

2.3.7 DETERMINACION DE SELENIO EN LECHES
COMERCIALES

Niveles de selenio en leches comerciales

Una vez que se ha desarrollado la metodologia necesaria para el andlisis, ésta se
aplico a distintas muestras de leche. Se estudid el contenido de selenio en leches
comerciales que se pueden comprar en cualquier supermercado gallego y en dos
muestras de leche cruda. Esta leche cruda fue recogida en dias diferentes,
directamente de la cuba de recoleccion de Feiraco S. L., tras un dia de
almacenamiento de leche procedente de las granjas que venden la leche a esta

empresa.

El estudio del contenido de selenio en estas muestras se realizd con el objetivo
de establecer los niveles medios de selenio en las leches que en este momento estan
en el mercado y que llegan a la mayoria de los consumidores. Para ello, se ha
determinado la concentracion de selenio en treinta y seis muestras de leche de vaca,
en sus formas entera y desnatada, excepto para el caso de la muestra de leche Puleva
Omega 3 que no posee leche de tipo desnatada. Todas las muestras fueron
analizadas por triplicado, empleando el método de adicién, ya que vimos en el
apartado 2.3.6 que existe efecto matriz. Los resultados obtenidos expresados como

valor medio + desviacion estdndar se muestran en la Tabla 24.
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Para el caso de las leches enteras, los niveles de selenio se encuentran entre 13.7-
21.0 pug L' con un valor medio de 16.7 pg L. Para las leches de tipo desnatadas el
rango de concentracion determinado en las muestras se encuentra entre 8.5-17.2 pg
L' con un valor medio de 13.7 ug L. A la vista de estos resultados (Tabla 24) se
puede apreciar que los niveles de selenio son menores en el caso de las leches de
tipo desnatadas que las leches enteras de la misma marca comercial. Esto también se

aprecia en la representacion recogida en la Figura 15.

Para confirmar si las concentraciones de selenio en las leches enteras y leches
desnatadas de una misma marca presentan concentraciones estadisticamente
significativas para un nivel de confianza del 95% se lleva a cabo un analisis
ANOVA de una via (Tabla 25). Este analisis estadistico nos confirm¢é la primera
impresion de que en todos los casos la concentracion de selenio en la leche entera de
una misma marca es mayor que las de su leche desnatada. Esto se vuelve a
confirmar tras aplicar un Test de Rango Multiple que nos vuelve a poner de
relevancia las diferencias entre las concentraciones de selenio en las leches entera y

desnatada de la misma marca.

Tabla 24. Concentraciones de selenio encontradas en diferentes leches comerciales. Los
resultados se expresan como media + desviacion estandar (n=12)

[Sel (ng L™)

Marca Comerciales Leche entera Leche desnatada
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Feiraco 16,2 + 0,67 14,4 + 0,66
RAM 18,4 + 0,80 15,0+ 0,73
CLAS 17,3 +0,58 16,2 + 0,67
Larsa 17,2+ 0,73 16,0 + 0,54
Pascual 20,1 +0,77 16,6 + 0,92
Lauki 18,2 + 0,88 15,1 £ 0,70
Rio 16,5+ 0,55 14,7 + 0,54
Oro del Valle 16,2 + 0,45 11,6 +£0,40
Campobueno 16,9 + 0,53 12,5 40,93
Solan 17,5 + 0,40 15,7+ 0,61
President 12,2+ 0,40 10,8 + 0,64
Celta 15,6 + 0,56 11,2+ 0,80
Clesa 14,0 + 0,57 12,6 + 0,65
Champion 21,0+ 1,20 17,2+ 0,56
Puleva Omega 3 17,2 + 0,59 -

RAM Calcio 16,8 + 0,93 12,2+ 0,91
CLAS Calcio 13,7 + 0,68 8,5+ 0,50
Pascual Calcio 17,7 + 0,64 13,8 + 0,78

Lauki Calcio 15,5+0,41 12,7+ 0,57
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Figura 15. Comparacion de los niveles de selenio en leches enteras y leches desnatadas de la
misma marca comercial

Tabla 25. Resultados del Test de rango multiple usando el método de Fisher (95% nivel de
confianza) para comparar los niveles de selenio en leche comerciales de la misma marca,
desnatadas y enteras
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Marca Media pg L' Limites Diferencia
comercial @)
Desnatada Entera
Feiraco 13,4 16,2 0,67 -2,77%
RAM 15,0 18,4 0,77 -3,37*
CLAS 16,2 17,3 0,63 - 1,10*
Larsa 16,0 17,2 0,64 -1,21%*
Pascual 16,6 20,1 0,85 -3,50*
Lauki 15,1 18,2 0,82 - 3,04*
Rio 14,7 16,5 0,55 - 1,81*
Oro del Valle 11,6 16,2 0,42 -4,57*
Campobueno 12,5 16,8 0,74 -4,37*
Solan 15,7 17,5 0,53 - 1,89*
President 10,8 12,2 0,53 - 1,46*
Celta 11,2 15,6 0,69 -4,40*
Clesa 12,6 14,0 0,61 - 1,39*
Champion 17,2 21,0 0,94 -3,90*
RAM Calcio 10,8 12,2 0,92 -4,56*
CLAS Calcio 8,5 13,7 0,84 -5,11%*
Pascual Calcio 13,8 17,7 0,72 - 3,86*
Lauki Calcio 12,7 15,5 0,74 -2,82%

* Existen diferencias significativas entre los niveles comparados

En el caso de la leche sin tratar recogida de la cuba de Feiraco, los niveles de
selenio que se encontraron fueron de 17,7 + 0,50 pug L™ el primer dia de recogida y
18,1 + 0,80 ug L' el segundo dia. El cual nos da un valor medio de los dos dias de
17,9+ 0,58 ug L.
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Con este valor medio encontrado para los dos dias de recogida se llevo a cabo un
test t para comparar el valor de la leche cruda procedente de los tanques de Feiraco y
el valor encontrado en el tetrabrik comercial de leche Feiraco que salié al mercado
esa misma semana. Tras este analisis se ve que el valor obtenido para la leche cruda
no es comparable que el de tetrabrik de Feiraco que se puede comprar en un
supermercado (Tabla 26). Esto puede deberse a que en el proceso de tratamiento de

la leche para su posterior comercializacion se pierde selenio.

Tabla 26. Resultados de la prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales con un
nivel de confianza del 95%

Leche comercial Leche cruda
FEIRACO FEIRACO

Media 16,2 17,9
Varianza 0,45 0,34
Observaciones 9 18
Varianza agrupada 0,38
Diferencia hipotética medias 0
Grados de libertad 25
Estadistico t -6,77
Valor critico de t (dos colas) 2,06

2.3.8 DISTRIBUCION DE SELENIO EN SUERO, NATA Y
CASEINAS DE LECHE COMERCIALES

Una vez determinado el contenido de selenio en las distintas muestras de leche
vamos a estudiar el contenido de selenio en los diferentes componentes de la leche,
suero lacteo, micelas de caseina y nata. Para ello vamos a llevar a cabo la separacion
de cada uno de los componentes de la leche y su posterior preparacion de la muestra

utilizando la digestion acida inducida por energia de microondas utilizada para la
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leche en este estudio. El estudio se realizo con 14 muestras de leche entera

comerciales.
Separacion de los distintos componentes de la leche de vaca

Para realizar este estudio necesitamos separar los diferentes componentes de la

leche para determinar a continuacion el contenido de selenio en cada uno de ellos.

En bibliografia se recogen diferentes métodos para la obtencion de los diferentes
componentes de la leche:

.. s . : 40,41
-Precipitacion isoeléctrica a pH 4,6™"

-Precipitacion quimica**

<. s s L2444
-Precipitacion fisica™*’

El primer método es inespecifico y ademas no es posible separar la nata. La
precipitacion quimica presenta el problema que puede introducir impurezas en la
muestra y diluir ain mas los componentes, e igual que el método precipitacion
isoeléctrica no se separa la nata. Por ello se opto por llevar a cabo la separacion de
los distintos componentes mediante precipitacion fisica usando las condiciones
propuestas por P. Bermejo y col®. Tras llevar a cabo la ultracentrifugacion se
obtuvieron tres fases: un precipitado que contiene las micelas de caseina y las
proteinas de alto peso molecular, una fase liquida, situada en el medio que es el

suero y una capa solida superior que es la grasa o nata (Figura 16).
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Ultracentrifugacion

Grasa

I] I] Suero lacteo

160000g (31000 rpm), 1 h, 4°C,

1 min aceleracion y 1 min desaceleracion

U Micelas de caseina
=t Py

Figura 16. Obtencion de los tres componentes de la leche mediante ultracentrifugacion

2.3.8.1 Caracteristicas analiticas

Rectas de calibrado y adicion para la determinacion de selenio en los diferentes

componentes de la leche

Las rectas de calibrado y adicion se han obtenido para concentraciones
comprendidas entre 0 y 3 ug L. La adicion se ha realizado afiadiendo el patron de
selenio a las muestras digeridas directamente. Las pendientes de las rectas de
calibrado y adicion de cada uno de los componentes difieren significativamente (test
t, nivel de confianza 99,5%) por lo que hay que utilizar las rectas de adicion en el
analisis de selenio total en los diferentes componentes de la leche de vaca. Mientras
que las rectas de adicion de cada uno de los componentes no difieren
significativamente (test t, nivel de confianza 99,5%), por lo que es indistinta la
utilizacion de cualquiera de las tres rectas de adicion. Las ecuaciones de las rectas de
calibrado y adiciéon de cada uno de los componente se muestran en la Tabla 27 y

pueden verse graficamente en la Figura 17.

Tabla 27. Pendientes de las rectas de calibrado y adicion, t experimental (texperimental) y
critica (tcritica) después de realizar un test t (nivel de confianza 99,5%)

Curva Adicion suero Adicion Adicion nata

caseinas
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Pendiente texp ttedrico texp tteéri(:o texp tteérico
Calibrado 0,0202 40,54 2,09 40,02 = 2,09 43,02 2,09
Adicion suero 0,0143 | - - 1,92 2,09 0,87 4,30
Adicion 0,0139 1,92 2,09 e e 1,975 2,09
caseinas
Adicion nata 0,0134 0,87 4,30 1,975 2,09 - | -
0,08

= 0,06 =

2]

E /

§ 0,04

=2

< 0,02,

0 L L
0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
[Se] pg L
m Calibrado = Adicion sueros ® Adicion caseinas Adicion nata

Figura 17. Rectas de calibrado y adicion para la determinacion de selenio en los diferentes
componentes del a leche de vaca

Precision

La precision de las medidas, expresada como la desviacion estandar relativa
(%CV), fue estudiada para cada uno de los componentes de la leche. Para ello se
tomaron un suero, una nata y una micelas de caseinas de una leche y se fortificaron
ron con 10, 20 y 30 pg L' una vez depositadas las muestras en la bomba de teflon.
Se llevo a cabo la digestion &cida de las muestras y la medicion por generacion de
hidruros-espectrometria de absorcion atomica. Se realizaron cuatro réplicas de cada
una de las muestras y nivel y se midi6 cada una de ellas tres veces por lo que

disponemos de doce medidas para calcular el %CV de cada uno de los niveles de
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concentracion en los tres componentes de la leche. Los valores obtenidos se

muestran a continuacion en la Tabla 28.

Tabla 28. Precision del método para los diferentes componentes de la leche

Componente de la leche

Suero Micelas caseina Nata
[Sel ug L' = Medi Sd %C = Medi Sd %C | Medi Sd %C
a \% a \4 a \4
pg L’ pg L ng L

Muestra +1 222 | 0,70 @ 3,15 17,5 0,90 = 5,14 12,1 0,82 = 6,77
Muestra +2 324 0,65 2,01 27,2 1,04 = 3,82 21,9 | 0,89 @ 4,06
Muestra +3 42,6 | 0,87 @ 2,04 374 1,12 | 3,00 31,8 1,05 3,30

Los valores medios del coeficiente de variacién obtenidos para cada uno de los
componentes de la leche fueron de 2,4, 4,0 y 4,0 para el suero lacteo, micelas de

caseina y nata respectivamente.

Limites de deteccion y cuantificacion

La sensibilidad del método para cada uno de los componentes de la leche se
estudié mediante el limite de deteccidon y cuantificacion definidos en el apartado
2.3.5. Los resultados obtenidos para cada una de las matrices se muestran en la
Tabla 29.

Tabla 29. Limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) del método para determinacion
de selenio suero lacteo, micelas de caseina y por HG-AAS

Muestra LOD LOQ
Suero lacteo 0,72 pg L™ 2,40 pg L
Micelas de caseina 2,14 ngg™! 7,13 ngg”
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Nata 2,25 ngg™ 7,50 ngg™

Exactitud

Uno de los principales problemas a la hora de realizar estudios en los diferentes
componentes de la leche es la inexistencia de materiales de referencia que nos
garanticen que nuestro analisis es exacto. Con el objeto de comprobar la exactitud
del analisis de selenio en los diferentes componentes se ha realizado un estudio de la
recuperacion analitica. Para ello se tomo una mezcla de muestras de suero lacteo y
se dividié en cinco alicuotas de 10 mL. A estas alicuotas se le afiadi6 diferentes
cantidades de selenio, una primera alicuota no se fortificd con patrén y las otras se
fortificaron con patrén para tener una concentracion de éste al final de 5, 10, 20 y 30
ng L. Igualmente se realizé con las micelas de caseina y natas. Una vez fortificadas
las muestras se prepararon tres réplicas de cada nivel y de cada una de las matrices,
se sometieron al proceso de digestion acida y se llevo a cabo la medida por

generacion de hidruros- espectrometria de absorcion atomica.

Una vez obtenidos los valores de concentracion para cada una de los niveles y
distintas muestras se calculara la recuperacion analitica usando la siguiente

ecuacion:

[Se] media
% Recuperacion = T X100
[Se]

afladida

Los resultados obtenidos para cada una de los componentes de la leche se

muestran en la Tabla 30.
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Tabla 30. Recuperaciones analiticas encontradas para los diferentes componentes de la leche

Componente de la leche

Suero Micelas caseina Nata
[Selasadia [Seldetec Recuperacion [Se]detec Recuperacion [Se]detec Recuperacio
a pg L Analitica % pg L Analitica % pg L n
ngL?! Analitica %
10 9,92 99,20 9,91 99,10 9,87 98,70
20 19,9 99,40 20,3 101,1 20,2 101,0
30 30,2 100,8 29,7 99,10 30,4 101,1
40 40,1 100,3 39,7 99,20 39,5 98,60

[Selactectada = [S€lnivel dopado = [Selnivel sin dopars [Selactec = [Selactectada

En la Tabla 30 se puede observar las recuperaciones analiticas encontradas para
el suero de la leche que estan entre 99,2-100,8%, con un valor medio de 99,9 % para
los cuatro niveles de concentracion. En el caso de las micelas de caseinas el rango es
de 99,1-101,1%, con un valor medio de 99,6% mientras que para la nata el rango de
valores se encuentra entre 98,6-101,1 %, con un valor medio de 99,9%. Con estos
datos podemos decir que el procedimiento utilizado para medir el selenio en los
diferentes componentes de la leche por generacion de hidruros-espectrometria de

absorcion atdmica es exacto.

Balance de masas

Debido a la necesidad de llevar a cabo un control de calidad en el analisis se vio
la posibilidad de realizar un balance de masas para comprobar si la cantidad de
selenio en los tres componentes es igual a la cantidad de selenio en la leche total.
Esto también nos confirma que la medida de la concentraciones de selenio en los

diferentes componentes de la leche.

Para evaluar la separacion de la leche en sus diferentes componentes y la
determinacion de selenio en los mismos se ha realizado un balance de masas para
tres de las muestras estudiadas, tanto enteras como desnatadas. Para ello se tomaron
los valores de las leches totales obtenidos en el apartado 2.3.7 como el 100% del

contenido de selenio en la muestra de leche. Tras determinar los contenidos de
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selenio en cada uno de los componentes de la leche se observa que el sumatorio de
la masa de selenio presente en los tres componentes entre un 95% a 101% de la

masa de selenio encontrada en la leche (Tabla 31).

Tabla 31. Balance de masas para la determinacion de selenio en los componentes de la leche

[Se]total [Se]suero [Se]caseina [Se]nata % masa
ng ng ng ng
Leche 1 253,9+6,5 133,4+4,4  9820+49 @ 19,70+2,3 @ 99,03+2,0
Leche2 = 220,8+8.3 111,5+3,5  8290+6,2 16,03+2,5 9532+1,9
Leche 3 241,24+9,2 126,8+5,4 | 93,50+6,5  19,10£1,4 99,32+ 1,7
Leche 4 194,4+9,0 103,8+6,2  76,30+52  1621+2,0 101,0+2,2
Leche 5 207,6 £7,0 108,24 + 80,40+3,8 1562+2,8 9843+1,3
4,1
Leche 6 = 2184+10,6 1140+3,8 @ 8520+3,8 16,84+2.8 @ 98,91+0,9

Con estos resultados puede concluirse que en proximos estudios no sera
necesario medir el contenido de selenio en todos los componentes. Por ello en la
determinacion del contenido de selenio en los componentes de las restantes muestras
de leche no se determinara el contenido de selenio en la nata y estos se obtendran
por diferencia de los contenidos de selenio en la leche total y los contenidos de
selenio en sueros y micelas de caseinas. Esta decision se tomd debido a que el
pretratamiento que es necesario realizar a las natas antes de analizarlas es mas

dificultoso que el que hay que emplear para los otros componentes estudiados.

2.3.8.2 Determinacion de selenio en los distintos componentes de la

leche

Una vez separados los distintos componentes de la leche se llevd a cabo el
analisis de selenio mediante generacion de hidruros-espectrometria de absorcion
atomica. Para ello se empled el tratamiento de las muestras desarrollado para las
leches totales. En el caso del suero se tomaron 2,5 mL igual que en el caso de la

leche, mientras que para las micelas de caseina y nata se tomaban pesos entorno a
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0,5 g. Las muestras fueron analizadas por triplicado empleando un método de
adicion estandar. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 32. Como se
puede observar en la Tabla 32 los niveles de selenio encontrados en el suero de la
leche estan entre 7,1-14,8 pg L™, con un valor medio de 9,4 pg L™, en las micelas de
caseinas el rango es de 3,3-7,8 ug L' con un valor medio de 5,7 ug L™, finalmente el

rango de valores en la fase grasa se encuentra entre 1,2-3.2 pg L™

Tabla 32. Concentracion de Selenio en leche entera y sus diferentes componentes (suero,
micelas de caseina y fase grasa). Los resultados se expresan como media + desviacion
estandar (n=12)
Marca [Se] (ng Kg™)
Comercial
Leche entera = Suero licteo = Micelas Caseina = Grasa
*

Feiraco 16,2 + 0,67 8,52+ 0,42 6,01 £0,12 1,67
RAM 18,4+ 0,80 11,0+ 0,47 4,71+ 0,14 2,69
CLAS 17,3 +0,58 8,11 +0,08 7,82 +0,16 1,37
Larsa 17,2+ 0,73 9,42 +0,18 7,01 +£0,25 0,78
Pascual 20,1 +0,77 14,8 + 0,61 4,34+ 0,14 0,96
Lauki 18,2 +0,88 10,8 + 0,30 4,39+0,12 3,01
Rio 16,5+ 0,55 8,32+ 0,33 6,08 + 0,60 2,10
Oro del Valle 16,2 + 0,45 7,62 +0,48 7,24 + 0,24 1,34
Campobueno 16,9 + 0,53 8,43 + 0,45 7,29 +0,20 1,18
Solan 17,5+ 0,40 9,73+ 0,91 5,89 +0,33 1,88
President 12,2+ 0,40 7,11 +0,29 3,32+0,15 1,77
Celta 15,6 £ 0,56 9,00 + 0,77 5,11 +0,44 1,49
Clesa 14,0 + 0,57 8,13+ 0,51 4,33+ 0,25 1,54
Champion 21,0+ 1,20 12,9 + 0,47 6,53 +0,14 1,57

*El contenido de selenio en muestras de grasa fueron calculadas como:
[Se]grasa= [Se]leche entera [Se]suem lacteo — [SC] micelas de caseina

La distribucion porcentual de selenio en los diferentes componentes de la leche
se muestra en la Figura 18. Los mayores porcentajes de selenio se encontraron en el
suero de la leche con valores entre 47,2-73,6 % y los porcentajes minimos entre 4,8-

16,2% corresponden a la fase grasa.
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Figura 18. Distribucion porcentual de selenio en los diferentes componentes de la leche de
vaca

Se establecio la existencia de una correlacion estricta entre los niveles de selenio
en leche entera (LE), suero de la leche (SL) y las micelas de caseina (MC) aplicando
una regresion lineal Z = a + bX + ¢Y, donde Z es el contenido de selenio en LE, X
es el contenido de selenio en SL e Y es el contenido en MC y a, b, ¢ son constantes.
Los valores de a, b y ¢ asi como el valor del coeficiente de correlacion r se
calcularon empleando el programa estadistico Statgraphics plus version 5,0. Los
resultados muestran un valor de coeficiente de correlacion de 0,942 (LE, SL y MC).
Por otro lado, la correlaciéon entre los diferentes niveles de selenio en los
componentes de la leche y el suero de la leche se describen mediante la ecuacion:

LE = 1,35 +0,97SL + 1,07 MC
R2=0,945

2.4 CONCLUSIONES
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- Se han optimizado dos métodos para el pretratamiento de muestras de leche que
permiten la determinacion de selenio mediante generacion de hidruros-
espectrometria de absorcion atomica. El método de digestion acida llevado a cabo en
el horno de microondas Ethos Plus presenta pequefias ventajas respecto a la
digestion 4cida realizada en un horno microondas doméstico, por lo que nos
decantamos por usar ese método. Igualmente se ha optimizado el procedimiento de
medida obteniéndose una buena precision, exactitud y limites de deteccion (0,715 pg
L") y cuantificaciéon (2,40 pug L™"). El método desarrollado ha sido aplicado a 39
muestras de leche comerciales y dos muestras de leche de vaca sin tratar, recogidas

en granjas que suministran la alimentacion tradicional a las vacas.

- Se ha aplicado un método de separacion de los distintos componentes de la leche y
se ha determinado el contenido de selenio mediante el método optimizado, en cada
uno de ellos, obteniéndose una buena precision en los resultados, y un balance de

masas con rendimiento superior al 95%.

- Se ha determinado la distribucion del selenio en las leches comerciales,
encontrandose los mayores porcentajes de selenio en el suero lacteo, con valores
entre 47,2-73,6 % y los porcentajes minimos entre 4,8-16,2% corresponden a la fase

grasa.

- Por ultimo se establecio una relacidon mediante una ecuacidn matematica entre el
contenido de selenio en la leche y el contenido de selenio en el suero y las micelas
de caseina.
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3.1 INTRODUCCION

La creciente incorporacion de alimentos ricos en grasas o en azucar en la dieta
habitual hace que se cubran las necesidades de energia y de proteinas para el
individuo, pero no asi las de vitaminas y minerales. Ciertos habitos de alimentacion
determinan un mayor riesgo en la aparicion de carencias especificas de vitaminas y
minerales. Llama la atencion un problema nutricional que es mas frecuente en
comunidades de mayor nivel socioecondmico: la tendencia de la gente joven hacia la
comida “basura” sumada a la dieta habitual aumentan el riesgo de obesidad y si
reemplazan a los alimentos pueden provocar o agravar la deficiencia de
micronutrientes. El consumo de bebidas carbonatadas muy ricas en azucar, zumos
artificiales, golosinas, snacks, las comidas rapidas ricas en grasa en su elaboracion o
en su coccion, como las hamburguesas, conforman parte de la dieta habitual de los
nifios a edades cada vez mas tempranas. Este cambio en el estilo de vida y habitos
dietéticos de las sociedades occidentales, han favorecido el desarrollo en el ser
humano de enfermedades cronicas y degenerativas que constituyen, hoy en dia, el
principal problema de salud de estas colectividades. No es de extrafiar por tanto, que
una de las mayores preocupaciones de las autoridades sanitarias y de la propia
poblacion sea la promocion de modificaciones dietéticas desde edades tempranas de
la vida, como medio de prevencién y control, a corto y a largo plazo, de estas

afecciones.

Ha sido claramente demostrado que amplios sectores de poblacidn, incluso en
paises desarrollados, reciben una alimentacion con niveles deficientes de minerales'.
Por ello, la suplementacion de las dietas con minerales y elementos traza es ya una
practica corriente en muchos paises, especialmente en hierro y calcio, al ser los
elementos que plantean problemas mas comunes y mejor definidos en este
momento. Un aumento del conocimiento de la relacion existente entre el contenido
mineral de la dieta y la presencia de enfermedades cronicas, tales como hipertension,
osteoporosis o enfermedades cardiovasculares ha contribuido a generar un mayor
interés por el estudio del contenido de estos nutrientes minerales en los alimentos.

En esta linea, el rol del selenio en la prevencion del cancer ha recibido una particular
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atencion en estos ultimos afios. La relacion entre los niveles de selenio y las
enfermedades de tipo cancerigeno se apoya en numerosos estudios epidemioldgicos
llevados a cabo en los tltimos afios. Estos estudios realizados en diferentes regiones
del mundo, China, Rusia, etc., casi de manera unanime demuestran que bajos
consumos en selenio llevan asociado un alto nivel de apariciéon de enfermedades
como céncer, problemas de prostata y tiroides, etc.>>*’. A pesar de estar demostrado
el importante papel del selenio en la obtencion de un nivel 6ptimo en la salud
humana, no se le reconoce la importancia debida a este elemento en los habitos de
alimentacion de la mayor parte de la poblacion mundial. La deficiencia de este
elemento se puede presentar por un déficit de selenio mediante la ingesta de éste a
través de la dieta o en los individuos que presentan una demanda anabolica
aumentada. Un aumento de esta demanda puede deberse al estrés oxidativo al que se
encuentran sometidos ciertas personas durante periodos prolongados, y casos de
déficit, de forma general, en los desnutridos, en los que padecen enfermedades
gastroenterologicas cronicas, en los sujetos de edad avanzada y en los pacientes con

nutricion parenteral total.

En el capitulo 1 se han comentado las fuentes del selenio y se ha dicho que éste
se encontraba en los suelos y era absorbido por las plantas que lo introducian en la
cadena trofica. Por ello, zonas de especial vigilancia, por la posibilidad de que se
produzcan situaciones de déficit por bajos consumos en la dieta, son aquellas que
poseen suelos acidos o bien calcareos con regadio intenso. En Espaia, Galicia
estaria entre los primeros y Aragon entre los segundos. Como solucioén para paliar
las deficiencias derivadas de la naturaleza de los suelos de estas regiones, se busca
llevar a cabo una suplementacion de selenio en alimentos de uso diario para

aumentar asi la ingesta diaria de dicho elemento en la dieta.

Para ello se han realizado estudios donde se suplementa los suelos’ y la
alimentacion de los animales’ con distintas formas de selenio para evitar esta
deficiencia. Pero esta forma de suplementar con nutrientes esenciales y vitaminas en
la alimentacion animal estdn totalmente desfasados para los actuales sistemas de

produccion lactea en Europa expresados por el ultimo National Research Council

110 |



Fortificacion de selenio

(NRC-96%). La razon es que se basan en estudios hechos hace 20 afios y desde
entonces la situacion productiva en las granjas ha cambiado drasticamente en

aspectos tales como:

- Genética
- Nivel de alimentacion

- Condiciones de explotacion (reduccion de la situacion de pastoreo)

Las proximas recomendaciones del NRC deberan recoger datos sobre aspectos

CcoOmo:

- Efecto de los elementos traza y vitaminas sobre el sistema inmunitario y la
prevencion de enfermedades en los animales, como la mastitis, caso en el
que se usa el selenio para su prevencion, y la entrada de estos en la cadena

trofica.

- Concentracion de los elementos traza de los alimentos empleados

actualmente en la nutricién animal.

-Métodos de control en granja de dichos alimentos.
-Suplementacion con elementos traza como el selenio, definicion de

situaciones en que deben usarse.

- Minimizar el aporte de los nutrientes como el fosforo para evitar la

polucién y con ello el riesgo medioambiental.

- Efecto de la grasa sobre la absorcion de ciertos minerales como calcio y

selenio.

La moderna agricultura industrial usa nuevos productos para conseguir una
mejora en el rendimiento de sus explotaciones, tanto para aumentar la produccion
como para disminuir gastos. Por ello es necesario estudios sobre la influencia en la
alimentacion del ganado el uso de estos nuevos suplementos como las levaduras

selenizadas, vitaminas, etc., utilizados actualmente en la industria ganadera. Estos
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trabajos deben de centrase en estudiar los efectos que éstos producen en la vida de
los animales y la introduccion de estas sustancias en la cadena trofica. Ademas se
deberian realizar experiencias que reflejaran que influencia tienen estos nuevos
productos en la salud humana, para comprobar que son beneficiosos y dar

tranquilidad a los consumidores que son reacios a estos nuevos productos.
Métodos desarrollados para la suplementacion de selenio en alimentos

La suplementacion de alimentos es un reto para las industrias alimentarias, ya
que los consumidores se muestran en gran numero reticentes al uso de las cosas
nuevas o desconocidas para ellos. Ademas de que estos productos conseguidos
deben cumplir la legislacion vigente en los paises donde se quiera introducir este
producto.

En los tltimos afios se desarrollaron numerosos trabajos de investigacion con
objeto de estudiar la fortificacion de alimentos con diferentes micronutrientes

necesarios para organismo humano’''*!2,

Estos estudios se llevan a cabo en la produccion agricola con el fin de obtener
productos ricos en nutrientes y que mejoren la vida de los animales. Dentro de los
estudios de fortificacion de alimentos el selenio tiene un papel destacado debido a
las propiedades sanitarias adjudicadas en los ultimos afios y expuestas en el capitulo
L.

En el afio 2003 Schloske y col.® llevan a cabo estudios para mejorar la salud y la
fertilidad de las vacas mediante suplementacion de los pastos con selenato sodico en
una region en la cual sus suelos eran selenodeficientes. También comprobaron que
esta suplementacion provocaba un aumento de selenio en la leche producida por las
vacas que comian dichos forrajes. Por consiguiente, ese procedimiento podria
ayudar a mejorar el consumo de selenio en las zonas de Europa deficitarias en

selenio en su dieta.
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A. Diowksz y col.”®. (2003), presentan los datos de su trabajo investigacion que
indica la posibilidad de llevar a cabo un enriquecimiento de comida animal con
selenio organico, la forma en que se encuentra en las plantas, y en levaduras, y el
uso potencial en la produccion de alimentos utilizados regularmente en la dieta

humana, sugiriendo como ejemplo la suplementacion del pan fermentado.

Givens y col.”. (2004), estudian la suplementaciéon de la alimentaciéon de las
vacas con tres sustancias diferentes, selenito sodico, un quelato de selenio y
levaduras selenizadas. Los autores sefialan que el selenio aportado como levaduras
selenizadas en la alimentacion produce un mayor aumento del nivel de selenio en la
leche. El estudio se realiza en granjas de Inglaterra con el objetivo de conseguir una

leche que aporte mayor cantidad de selenio a la dieta.

A. C. Pappas y col.14. (2004), estudian la suplementacion selenio en la
alimentacion de aves de corral, lo cual produce un aumento de la concentracion de
este nutriente en los huevos y en los tejidos de los pollos. Los autores sefialan que no
existen diferencias significativas en la concentracion de selenio en los huevos en
funcidén de la alimentacion que les proporcionan a los animales. En cambio si existen

diferencias en el contenido de selenio encontrado en los tejidos de las crias.

Liu y col.". (2004), estudian las interacciones entre selenio y fosforo, y sus
efectos en el crecimiento y acumulacion del selenio en el arroz. Los resultados
revelaron que un suministro conveniente de selenio puede promover el crecimiento
de arroz y el selenio excesivo podria dafiar la planta. El suministro de selenito
sodico podria reforzar los niveles de selenio en el arroz e introducirlo en la dieta

china donde son deficientes de este nutriente esencial.

Ademas de estos estudios de investigacion también se han desarrollado patentes
de como llevar a cabo la fortificacion de productos de la dieta de animales con

distintas especies de selenio en estos afios'®!"'*1°,
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Las proteinas de la leche, caseinas y proteinas del suero, son fuentes importantes
de aminoacidos azufrados, siendo las caseinas particularmente ricas en metionina
mientras que las proteinas del suero lo son ricas en cisteina. Por consiguiente, estas
pueden constituir un importante vehiculo para el enriquecimiento del selenio
dietético, porque la selenometionina es incorporada inespecificamente en la proteina
en el lugar de la metionina. La selenometionina pareceria una forma optima de
suplementacion de selenio para animales y humanos, debido que es la forma en la
cual el selenio es presentado comiinmente en los alimentos, y es almacenado
eficientemente en las proteinas corporales. Con esta suplementacion existe la
posibilidad de mejorar el estatus del selenio en humanos por medio de los alimentos
lacteos, si puede establecerse que ese procedimiento beneficia a los animales y

finalmente a la salud humana.

Ademas, la leche es un alimento que el ser humano consume habitualmente
durante toda su vida, desde su infancia hasta la vejez y que podria suponer un
aumento del aporte de selenio para el individuo sin variar sustancialmente sus
habitos alimenticios y también, se ha de tener en cuenta que se ha demostrado que es

un eficiente vehiculo de fortificacion de vitaminas, calcio, cinc, hierro, etc.

114 |



Fortificacion de selenio

3.2 OBJETIVO

El objetivo principal de esta parte del trabajo es estudiar la influencia de la
suplementacion del selenio en los forrajes, que se utilizan en la alimentacion de las
vacas, en el contenido de selenio en la leche. Esta influencia se estudiara tanto en
funcién del tipo de suplementacion (selenito sodico o levaduras selenizadas) como

en funcioén de los niveles utilizados en la suplementacion.

También se estudiara la evolucion temporal de la concentracion de selenio en la
leche producida por las vacas durante un periodo de tiempo donde se lleva a cabo la

alimentacion de las vacas con diferentes formas de selenio.
Por ultimo se buscard definir un perfil de distribucion del selenio en los

diferentes componentes de la leche (suero lacteo, micelas de caseina y nata) para

cada uno de los tipos de suplementacion y se vera si cambia o no dicho perfil.

3.3 PARTE EXPERIMENTAL
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3.3.1 ESTUDIO 1. NIVELES DE SELENIO EN LECHE EN FUNCION DE
LA NATURALEZA QUIMICA DEL SUPLEMENTO DE SELENIO
UTILIZADO EN LA ALIMENTACION DEL GANADO

Con el objeto de estudiar si las distintas formas de selenio, selenito soédico y
levaduras ricas en selenometionina, aportadas como suplemento a la alimentacion
del ganado pasan a la leche en diferente medida y con ello a la cadena trofica, se
procedera a alimentar las vacas durante un mes con forrajes fortificados con estas
dos especies. Se recogeran muestras durante un periodo de cuarenta dias y se
determinara el contenido de selenio en las muestras de leche obtenidas durante este
periodo. Finalmente, se tratara de buscar una relacion entre el aporte de selenio y la

cantidad de éste en la leche.

Planificacion de la suplementacion de selenio en cada una de las granjas y toma

de muestra.

El estudio 1 se llevard a cabo en tres granjas de ganado vacuno asociadas a la
empresa lactea que nos proporciona las instalaciones y las muestras. Estas tres
granjas se seleccionaron en base las caracteristicas mas homogéneas posibles (lugar,
tamafio de la granja, modo de funcionamiento, equipos utilizados, etc.). Las

caracteristicas de las granjas se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de las granjas que participan en el estudio de suplementacion con
distintas formas quimicas de selenio

Caracteristicas Granja A Granja B Granja C
N° de vacas 60 40 40
Produccion de leche / L 1700 1160 1200

Raza de las vacas Holstein Friesian Holstein Friesian = Holstein Friesian
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Alimentacion ganado Forrajes Forrajes + Se;O; | Forrajes + SeMet

La granja donde el ganado vacuno solo ingirié los piensos que conforman los
forrajes (silo de hierba, maiz y alfalfa) se considera la granja con nivel cero de
suplementacion. Se eligi6 esta granja como blanco del estudio debido a que es de las
tres granjas la que tiene unas caracteristicas menos homogéneas. Este valor serd
utilizado como blanco con el fin de conocer el aporte natural de selenio mediante los
silos que se usan generalmente para la fabricacion de piensos para ganado vacuno.
En el caso de las otras dos granjas disponemos del mismo numero de vacas y una
produccion lactea muy similar. Las especies seleccionadas para la suplementacion
no han sido seleccionadas aleatoriamente. Para la suplementacién con selenio
inorganico fue empleado el selenito soédico debido a que esta especie es la que se
utiliza normalmente como complemento alimenticio en las granjas de vacas con el
fin de evitar enfermedades como la mastitis. Mientras, para la suplementacién con
selenio organico, se empled la selenometionina procedente de levaduras. Se ha
decidido utilizar estas levaduras ricas en selenometionina debido a que esta especie

es la forma mas comtn en los vegetales que toman los rumiantes.

En las distintas granjas se recogen muestras de leche en distintos periodos de
tiempo, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 dias tras llevar a cabo el cambio de
alimentacion elegida en cada caso. Este disefio de muestreo se realizé con el fin de
estudiar cuanto tiempo es necesario para que el selenio aportado en la alimentacion
pase a la leche y si el nivel de selenio en la leche permanece constante con el
tiempo. Las muestras se recogen del tanque lacteo de cada granja, donde se mezcla
la leche de todas las vacas pertenecientes a dicha granja que fue recogida durante
dos ordefios (matinal y nocturno), llevados a cabo mediante un ordefiado
automatizado. Las muestras se recogen por duplicado en botellas de vidrio de 500
mL, lavadas anteriormente en el laboratorio con acido nitrico al 10% y agua
ultrapura. Una vez en el laboratorio las muestras se dividen en distintos viales de

polietileno y se congelan a -20°C hasta su analisis.
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3.3.1.1 Determinacion de selenio en los forrajes utilizados para la

alimentacion del ganado

Para llevar a cabo el estudio del aporte de selenio a la leche en funcion de la
especie de selenio que utilicemos en la fortificacion de los forrajes usados en la
alimentacion de las vacas es necesario conocer la cantidad de selenio que ingieren
las vacas a partir de los forrajes. En este apartado vamos a determinar el contenido
de selenio en los forrajes que se van a consumir en las tres granjas durante el tiempo

que van durar los dos estudios que vamos a realizar.

3.3.1.1.1 Optimizacion de la digestion acida para forrajes

Para poder analizar el contenido de selenio en los diferentes forrajes que
componen el pienso, hierba, maiz y alfalfa, vamos a optimizar un método de
digestion acida asistida por energia de microondas capaz de destruir la matriz de los
distintos forrajes tomando como base el método de digestion acida optimizado
anteriormente para las leches de vaca (capitulo 2).

Para ello, se prepararon una serie de seis bombas conteniendo cada una 0,2
gramos de un material de referencia de hierba de centeno (BCR-281), 1 mL de acido
nitrico y 0.5 mL de agua. Y se sometié al programa de temperaturas y potencias
desarrollado para el microondas de uso doméstico. Posteriormente se afiadieron 0,5
mL de perdxido de hidrégeno y se volvid a someter a las distintas etapas obtenidas

para la leche tras la optimizacion (ver apartado 2.3.3).

Una vez desarrollado este proceso se comprobd que la digestion de los forrajes
no era completa quedando restos del vegetal y silice. Por este motivo se decidio
estudiar los distintos parametros que afectan significativamente al proceso de
digestion. Descartamos estudiar la cantidad de acido nitrico y peroxido de hidrogeno
empleada debido a que en el estudio de optimizacion de la digestion acida de la

leche comprobamos que el aumento de estas variables provocaba una depresion en
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la sefial analitica del selenio. Los parametros estudiados fueron el tiempo de

exposicion y la potencia de microondas.

Tiempo de exposicion

Para llevar a cabo este estudio se prepararon tres series de seis bombas que
fueron expuestas a cuatro, cinco y seis etapas de radiacion de microondas
respectivamente con una potencia de 330 W antes de afadir el perdxido de
hidrégeno. A continuacion se le afiadieron 0,5 mL de perdxido de hidrogeno y se
sometieron a radiacion de microondas con una potencia de 370 W durante dos
etapas de tres minutos y dejando enfriar entre las etapas. Las disoluciones
resultantes presentan una mala digestion de la hierba y no difieren sustancialmente
entre ellas de modo significativo. Todas las disoluciones presentan un precipitado y
estan turbias aunque la exposicion a la radiacion microondas haya sido superior, por
lo que se ha decidido mantener los periodos de tiempo optimizados para la digestion

de las leches.

De igual modo, se tomaron tres series y se estudio el tiempo de exposicion a
energia de microondas tras afladir el peroxido de hidrogeno. En el primer paso de la
digestion se tomaron 0,2 gramos de material de referencia de alfalfa, se le afiadieron
0,5 mL de agua, 1 mL de acido nitrico y se sometieron a cuatro etapas de radiacion
de microondas con una potencia de 330 W. En este instante, se afiade el peroxido de
hidrogeno y se someten a diferentes tiempos de exposicion, conformados por dos,
tres y cuatro etapas de tres minutos con periodos de enfriamiento de dos minutos en

cada etapa con una potencia de 370 W.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el aumento del tiempo de
exposicion a la radiacion de microondas, tras afiadir el peroxido de hidrégeno,
mejora la destruccion de los forrajes aunque la destruccion no llega a ser total
presentando todavia restos vegetales ademas de la silice. Debido a que el aumentar
el tiempo de exposicion a la radiacion de energia microondas, es decir introducir un

mayor nimero de etapas, nos llevaria a la obtencion de un proceso tedioso y con

119 |



Fortificacion de selenio

riesgos de perdidas del analito, se procede a estudiar el efecto del aumento de la

potencias después de adicion del perdxido de hidrogeno.
Potencia de la energia de microondas

De igual modo que se indica en el apartado anterior se tomaron tres series de seis
bombas conteniendo 0,2 gramos de material de referencia de alfalfa al que se
adicionaron 0,5 mL de agua, 1| mL de acido nitrico y se sometieron a cuatro etapas
de radiacion de microondas con una potencia de 330 W. En esta etapa no se ha
variado la potencia debido a que un aumento en el tiempo de exposicion en la misma
no producia mejora sustancial en la destruccion de los forrajes. Ademas de un
impedimento técnico, un aumento de la potencia en esta etapa puede generar una

situacion de sobrepresion en las bombas empleadas, altamente peligrosa.

Después de llevar a cabo esta ectapa, se afiadieron 0,5 mL de perdxido de
hidrégeno y se sometieron a tres etapas de tres minutos con potencias de 300, 370,

400 y 430 W, dejando enfriar las bombas entre cada una de las etapas.

Una vez realizados estos ensayos, se observa una destruccion completa de la
matriz en la serie digerida empleando 430 W auque permanece un residuo de silice.
El digerido es sometido a centrifugacion, eliminandolo. Una vez que se obtiene una
disolucioén transparente y sin ningun residuo, se le afiade 0,7 mL acido clorhidrico y
se introduce en el microondas a 370 W durante 2 etapas de 3 minutos para llevar a
cabo la reduccion de las especies de selenio a selenio (IV). A continuacion, se afiade
la urea para ecliminar el exceso de vapores nitrosos generados durante nuestro
proceso de digestion. Finalmente, se llevdo a cabo la determinacion de selenio
mediante generacion de hidruros-espectrometria de absorcion atdmica (optimizado
capitulo 2). El resultado obtenido tras medir las seis disoluciones resultantes por
triplicado fue de 26,3 = 2,2 ng g'. Este resultado nos confirma que nuestro método
es valido debido que el resultado encontrado esta dentro del intervalo certificado en

el material de referencia, cuyo valor para el contenido de selenio es de 28 + 4 ng g
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Tras comprobar que los resultados obtenidos son satisfactorios se adopta como
método de pretratamiento para los forrajes empleados para la alimentacion de las

vacas en las tres granjas el indicado en la Figura 1.

I

Figura 1. Método de pretratamiento de la muestra propuesto para la determinacion de selenio
total en forrajes

Caracteristicas analiticas del método de analisis de selenio en forrajes
Rectas de calibrado y adicién

Las rectas de calibrado y adicion se han llevado a cabo en el rangode 0 a 3 ug L~
! Tras la aplicacion de un test t con nivel de confianza 99.5% se obtiene que las
rectas de calibrado y adicion difieren significativamente (texperimentat = 44,40,
tieorico=2,09). Por ello, las determinaciones de selenio en los forrajes fueron
realizadas por el procedimiento de adiciones. Las ecuaciones de las rectas de

calibrado y adicion de cada uno de los componente se muestran en la Tabla 2
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Tabla 2. Rectas de calibrado y adicion para la determinacion de selenio en forrajes

Recta de calibrado | A =0,021[Se] + 0,002
Recta de adicion A =0,013[Se] + 0,021

Precision

La precision del método, expresada como el coeficiente de variacion (%CV), fue
estudiado para el procedimiento completo, la digestion acida asistida por energia de
microondas, y la medida por generacion de hidruros-espectrometria de absorcion
atdmica. Para este estudio se prepararon tres series de seis bombas, donde se
colocaban 0,5 g de forraje, y a cada una de las series se le anadia de 1,2y 3 pg L™
de selenio respectivamente. Se someten al proceso de digestion acida inducida por
energia microondas y se miden por el método de generacion de hidruros-
espectrometria de absorcion atémica. Los valores del coeficiente de variacion
obtenidos fueron 6,3, 4,2 y 3,8 % para los tres niveles de concentracion estudiados,
por lo que podemos decir que el método empleado en la determinacion de selenio en

los forrajes es preciso a los niveles estudiados.
Limites de deteccion y cuantificacion

La sensibilidad de los métodos desarrollados se estudio a partir de dos parametros:
limites de deteccion y cuantificacion definidos previamente (apartado 2.3.5). El
limite de deteccién para la medida de selenio en forrajes fue de 2,23 pg Kg'y el

limite de cuantificacion 7,43 ug Kg™.
Exactitud

La exactitud se estudio aplicando el método propuesto al material de referencia
BCR-281 (hierba de centeno), el cual presenta el valor de selenio certificado (28 + 4
ng g). La digestion del material de referencia se llevo a cabo por triplicado y cada
una de las digestiones se midi6 tres veces obteniéndose un valor de 26 + 2,2 ng g
Tras la realizacion de un test t de dos colas para un nivel de confianza del 95%

podemos afirmar que no existen diferencias estadisticamente significativas entre el
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valor encontrado y el valor certificado. Por ello, se puede decir que la digestion
acida de los forrajes y la posterior medida del selenio por generacion de hidruros-
espectrometria de absorcion atémica es un procedimiento exacto para determinar

este elemento en forrajes.

3.3.1.1.2 Determinacion de selenio en forrajes por generacion de

hidruros-espectroscopia de absorcion atomica

Una vez desarrollado el método de preparacion de la muestra para los distintos
forrajes proporcionados como alimentacién a las vacas de las tres granjas objeto de
estudio se llevo a cabo la determinacién de selenio mediante la generacion de
hidruros-espectrometria de absorcion atdmica. Estos forrajes que vamos a analizar se
van a utilizar en la preparacion de la racion de alimento que se afiadira a las vacas
durante todo el estudio. El porcentaje de cada uno de los silos en la mezcla total es
calculado con el fin de obtener una dieta con el mismo valor nutricional para las
vacas (17 % proteina bruta en peso seco, 22-25 % almidon en peso seco, 1.7 Energia
neta Mcal Kg™') en cada una de las tres granjas. Tras prepararse el forraje (la mezcla
de maiz, hierba y alfalfa) se le afiade una mezcla concentrada compuesta por
cereales, soja, y el complemento de selenio que se vaya a utilizar en esa granja en
particular, que es facilitada por la compaiiia lactea y se introduce en el carro

mezclador el cual deposita el alimento en el pesebre.

Tras realizar los analisis de cada uno de los silos los valores de selenio que han

sido encontrados son los que se muestran a continuacion en la Tabla 3.

Tabla 3. Contenido de selenio en los forrajes usados en las diferentes granjas incluidas en el
estudio

[Se] pg de selenio por kg forraje
Maiz Hierba Alfalfa
Granja A 20.1 £3.84 65.0£6.92 *



Granja B 23.5+2.51

Granja C 30.5+£7.33

49.8 + 6.54
53.6 +£3.94
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58.8+4.70
323+5.43

Resultados expresados como la media + la desviacion estandar (n=8)
*La granja A no usa la alfalfa para configurar el forraje

3.3.1.2 Determinacion de selenio en la leche obtenida después de la

suplementacion de los forrajes con diferentes formas de selenio

La determinacion del selenio total en las muestras de leche se ha llevado a cabo

mediante generacion de hidruros-espectroscopia de absorciéon atdmica después de

una digestion acida de la misma. La optimizacion del método de determinacion asi

como las condiciones finales utilizadas se encuentran detalladas en el capitulo 2. Los

valores de selenio total encontrados en cada una de las muestras de leche

procedentes de las tres granjas estudiadas se pueden ver en la Tabla 4. Estas

muestras han sido recogidas en nueve dias diferentes de un periodo de cuarenta dias,

periodo durante el cual la alimentacion es perfectamente homogénea.

Tabla 4. Niveles de selenio encontrados en las leches analizadas durante el estudio de
suplementacion de forrajes con distintas formas de selenio. Los resultados estan expresados
como media + desviacion estandar (n= 12)

Dias de fortificacion

10
15
20
25

Granja A
229+0,3
22,4+0,3
226+04
23,0£0,3
22,4+0,3
22,5+0,3

[Se] /pg L™
Granja B
23,3+0,3
23,5+0,3
23,2+0,2
23,1+0,2
23,5+0,2
22,4+0,3

Granja C
28,7+0,2
31,8+£0,2
32,24+0,2
32,8+0,2
31,7£0,3
31,9+0,3
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30 224+03 23.1+03 30,9+ 0,1
35 22,6+0.2 22,6+0,3 313402
40 23.6+03 23.1+03 31,5+0.3

Granja A — Suplementacion cero (blanco)
Granja B — Suplementacion 0,3 ug g”' con selenito sodico
Granja C — Suplementacién con 0,3 ug g™ selenio organico (levaduras selenizadas)

Evoluciéon temporal de la concentracion de selenio en la leche tras la

fortificacion de los forrajes con diferentes especies de selenio.

Con estos valores de concentracion de selenio en la leche hemos construido unas
cartas de control, con objeto de identificar la presencia de causas, ajenas a nuestro
estudio, que puedan producir un cambio en la medida que provoque una excesiva
variabilidad. Se fijan una serie de limites frontera que nos permitiran conocer si la
variabilidad de las concentraciones obtenidas fue provocada por el azar o poseen
causas asignables. A la vista de las cartas de control de rangos realizadas para cada
una de las granjas (Figura 2) se observa que el proceso se encuentra en estado
estacionario, siendo las variaciones presentes a lo largo del tiempo, debida a factores
aleatorios. Las cartas de medias (Figura 3) nos indican que el proceso se encuentra
bajo control estadistico, esto es, el modelo de variabilidad del proceso no cambia
con el tiempo y el proceso es capaz de cumplir las especificaciones fijadas por

nosotros.
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Carta de control de rangos

Granja A

Se] pg L'
-

0 5 10 15 20 25

Dias de suplementacion

Limites de control Media ~——e——Valor encontrado

Carta de control de rangos
Granja B

[Se]pg L!

0 5 10 15 20 25 30

Dias de suplementacion

Limites de control Media ~——e——Valor encontrado

Carta de control de rangos

Granja C
8
- 6
(=]
94 /.“_./n\‘—‘\‘"
4 2
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Dias de suplementacion

‘ Limites de control Media ——e——Valor encontrado ‘

Figura 2. Cartas de control de rangos obtenidas en el estudio de fortificacion de los forrajes
para el contenido de selenio en las leches procedentes de las tres granjas estudiadas durante un

periodo de 40 dias. Granja A: sin fortificacion, Granja B: fortificacion con Se inorganico,
Granja C: fortificacion con Se organico
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Carta de control de medias

Granja A

Se] g L'
o
S

Dias de suplementacién

Limites de control Media ~——e——Valor encontrado

Carta de control de medias

Granja B
25
i ’/\’//‘\\/\‘
=
Ed
z 23
22
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Dias de suplementacion
Limites de control Media ~——e——Valor encontrado
Carta de control de medias
Granja C
33
- 32
O
ESE
2 30
29
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Dias de suplementacion

‘ Limites de control Media ~——e——Valor encontrado ‘

Figura 3. Cartas de control de medias obtenidas en el estudio de fortificacion de los forrajes
para el contenido de selenio en las leches procedentes de las tres granjas estudiadas durante un
periodo de 40 dias. Granja A: sin fortificacion, Granja B: fortificacion con Se inorganico,
Granja C: fortificacion con Se organico

Con los resultados obtenidos (Tabla 5), y la aplicacion de un test t de dos colas a
un nivel de confianza de 99.5% se puede concluir que la suplementacion con selenio
en forma de levaduras ricas en selenometionina produce un aumento significativo en
el nivel de selenio en leche ya que presenta un teggisico de 21,40 siendo el tiegrico de

2,12. Mientras que si la fortificacion de los forrajes se lleva a cabo con selenito
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sodico no existe una diferencia significativa en la concentracion de selenio
encontrada en la leche producida por las vacas que han sido alimentadas solamente
con forrajes, ya que presenta un teggisico de 2,09 siendo el tigrico de 2,12. Segun estos
resultados, el selenio inorganico utilizado normalmente en las granjas gallegas como
suplemento de forrajes para minimizar ciertas enfermedades en el ganado, no

produce un aumento significativo en la concentracion de selenio en la leche.

Tabla 5. Concentraciones medias de selenio en las leches obtenidas de las tres granjas
estudiadas. Granja A: sin fortificacién, Granja B: fortificacion con Se inorganico (0,3 pgg™),
Granja C: fortificacion con Se organico (0,3 ug g™)

[Se] media/ ng L-l c/ ug L-l CV/%

Granja A 22,7 0,40 1,6
Granja B 23,1 0,37 1,7
Granja C 31,4 1,15 3,67

o- desviacion estandar (n= 16) CV — coeficiente de variacion

3.3.1.3 Estudio de la distribucion del selenio en los diferentes
componentes de la leche obtenida tras la suplementacion de los

forrajes

Tras los analisis de selenio en las muestras de leche de vaca obtenidas en el
desarrollo del Estudio 1, se observa que el contenido de selenio en leche se mantiene
estable en funcion del tiempo, independientemente del tipo de alimentacion
empleada. Por ello, se ha decidido estudiar el contenido de selenio en los distintos
componentes de la leche a través de dos muestras de cada granja. Para este analisis
se seleccionaron las muestras de leche recogidas de cada granja, una a los cinco y la
otra a los treinta dias después de comenzar a alimentar las vacas con los forrajes a

estudio.

De cada una de las muestras de leche a estudio, se ultracentrifugaron diez tubos

de 15 mL, con lo que se obtuvieron diez muestras de suero de leche, diez muestras

128 |



Fortificacion de selenio

de micelas de caseinas (y proteinas de elevado peso molecular) y diez muestras de

nata para cada muestra de leche de partida. Los analisis se realizaron por triplicado a

tres muestras de suero, tres muestras de micelas de caseinas y tres muestras de nata

obtenidas de cada una de las leches seleccionadas. Los valores obtenidos para cada

uno de los componentes estudiados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Niveles de selenio encontrados en los distintos componentes de la leche tras la
suplementacion de los forrajes con distintas formas de selenio. Granja A: sin fortificacion,
Granja B: fortificacién con Se inorganico (0,3 pg g™, Granja C: fortificacion con Se organico

03pgg"
Dias Suero
suplementacion
Granja A 5 11,6 £0,2
30 11,8 +£0,3
Granja B 5 12,4+0,2
30 12,3+0,2
Granja C 5 16,3+0,4
30 16,3+0,2

[Se] / pg L

Caseinas

8,4+0,3
8,5+0,2
8,9+0,2
9,0+0,2
13,1 +0,2
13,2+0,2

Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar (n= 12)

Nata

1,7+0,1
1,8 +0,1
1,8+0,1
1,9+0,1
2,5+0,1
2,4+0,1

Como puede verse en la Figura 4, los niveles de concentracion media de selenio

en los diferentes componentes de la leche obtenidos tras el uso de la suplementacion

de selenio en su forma inorganica es menor, que la obtenida para el mismo nivel de

suplementacion con selenio organico en suero lacteo, micelas de caseina y nata.
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Suero Micelas de caseina Nata
17F 3 13,3F T 2,7
F T E
16 2 123} 25F T
o I5F 3 3 £ s
2 §11,3 £23r
2 14 E E‘ 3 g >
A 13f { =103 21
12T - 3 93 - 19F T
115 g 83 == ] ]
0,0 Inorganico Organico 0,0 Inorganico Organico ’ 0,0 Inorganico Organico
0,3 0,3 0,3 0,3 0.3 0.3
Suplemento afiadido forrajes/ pg g'! Suplemento afiadido forrajes/ pg g'! Suplemento afiadido forrajes/pg g

Figura 4. Concentracion de selenio en los diferentes componentes de la leche de vaca
obtenidos tras la fortificacion de los forrajes con distintas especies de selenio

Antes de llevar a cabo el analisis un Test de Rango Multiple para comparar los
contenidos de selenio en cada uno de los componentes de la leche obtenidos a partir
de leche de vaca resultantes de alimentar con diferentes suplementos de selenio,
vamos a realizar un analisis de varianza con el Test de Cochran, para ver si existen
diferencias significativas entre las varianzas de las concentraciones en los
componentes de la leche obtenidos a partir de las leches obtenidas en cada una de las
granjas con diferentes alimentaciones. Una vez realizado, podemos concluir que no
hay diferencias significativas (95% nivel de confianza) entre las desviaciones

estandar de la concentracion de selenio en cada uno de los componentes de la leche.

Para conocer entre que componentes de la leche existen diferencias
estadisticamente significativas (95% nivel de confianza) se llevo a cabo un Test de
Rango Multiple, el cual aplica un procedimiento de comparacion multiple para
determinar qué grupo de datos son significativamente diferentes de los otros. El
método establece que existen diferencias significativas entre los distintos grupos
utilizando para la comparacion el método de Fisher (95% nivel de confianza) entre
las concentraciones medias de selenio encontradas en el suero, caseina o nata de las
distintas leches obtenidas a diferentes alimentaciones (Tabla 7). El resultado de este
analisis estadistico nos muestra que existen diferencias significativas entre los

contenidos de selenio en las distintas muestras de leche estudiadas
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Tabla 7. Resultados del Test de Rango Multiple usando el método de Fisher (95% nivel de
confianza) para la concentracion de selenio en los diferentes componentes de la leche

Tipo de alimentacion Media /pg L™ Grupo homogéneo
SUERO LACTEO
A 11,6 X
B 12,1 X
C 16,3 X
Limites (+) Contraste Diferencia
0,27 A-B *-.0,44
0,27 A-C *4,67
0,27 B-C *.422
MICELAS DE CASEINA
A 8,4 X
B 9,0 X
C 13,1 X
Limites (%) Contraste Diferencia

0,26 A-B *0,59



Fortificacion de selenio

0,26 A-C *4.11
0,26 B-C *4,70
NATA

A 1,8 X

B 1,9 X

C 2,5 X

Limites (+) Contraste Diferencia

0,07 A-B *0,09
0,07 A-C *0,69
0,07 B-C *-0,60

A=Forrajes, B=forrajes + Seiorginico (0,3 g &), C=forrajes + Seorginico (0,3 pg g")
* Existen diferencias significativas entre los niveles comparados
Una vez comprobado que la concentracion de selenio en los diferentes
componentes de la leche, suero lacteo, micelas de caseina y nata, difieren en la
concentracion de selenio dependiendo de la alimentacion aportada a las vacas en
cada una de las granjas se va proceder a estudiar si también hay variaciones
significativas en la distribucion porcentual de selenio en los diferentes componentes
de la leche. Para ello se va a utilizar las mismas herramientas estadisticas empleadas
en el estudio de comparacion de la concentracion de selenio en los diferentes

componentes de la leche.

Con objeto de ver la distribucion de selenio en los diferentes componentes de la

leche se calcularon los porcentajes de selenio en cada uno de ellos (Figura 5).
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Figura 5. Distribucién porcentual de selenio en los diferentes componentes de la leche de
vaca. Granja A: sin fortificacion, Granja B: fortificacion con Se inorganico (0,3 g g”),
Granja C: fortificacion con Se organico (0,3 ug g™)

A la vista de esta figura parece que no existen diferencias en la distribucion
porcentual de selenio en los diferentes componentes de la leche. Pero esto no se

puede afirmar si no se lleva a cabo un analisis estadistico.

Primeramente, representamos los valores medios de los porcentajes de selenio en
cada uno de los componentes de la leche en funcion de la alimentacion recibida por
el ganado en las tres granjas (Figura 6). Tras observar la Figura 6 no parece existir
una tendencia clara con la que podamos decir que existe una diferencia en el
porcentaje de selenio en cada uno de los componentes lacteos en funcion de la

alimentacion empleada en cada una de las granjas.
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Suero Micelas de caseina Nata
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Figura 6. Porcentaje de selenio en los diferentes componentes de la leche de vaca obtenidos
tras la fortificacion de los forrajes con distintas especies de selenio

Por ello, se ha realizado un estudio estadistico utilizando el Test de Cochran,
para comprobar que no existen diferencias significativas con un nivel de confianza

del 95 % para la variabilidad de las medidas en los datos que comparamos.

Tras estos analisis se realizé un Test de Rango Multiple para ver si influye la
alimentacion que se les habia proporcionado a los animales en los porcentajes de
selenio en cada uno de los componentes de la leche en las tres granjas. El Test de
Rango Multiple nos indicara si los porcentajes de selenio en cada uno de los
componentes son estadisticamente iguales o se diferencian (nivel de confianza del

95 %) en funcidén de la alimentacién suministrada a las vacas.

Los resultados estadisticos del Test de Rango Multiple pueden observarse en la

Tabla 8.
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Tabla 8. Resultados del Test de rango multiple usando el método de Fisher (95% nivel de
confianza) para el porcentaje de selenio en los diferentes componentes de la leche

Tipo de alimentacion

A
B
C
Limites (£)
1,21
1,21

121

A
B
C
Limites (¥)
1,25
1,25

1,25

A
B

51,4
52,3
51,3
Contraste
A-B
A-C
B-C

MICELAS DE CASEINA

37,8
38,9
41,9
Contraste
A-B
A-C
B-C
NATA
8,1
8,3

Media / %
SUERO LACTEO

Grupo homogéneo

X
X
X
Diferencia
0,90
-0,13

1,02

X
X
X
Diferencia
1,08
*-3,02

*4,11

X
X



Fortificacion de selenio

C 8,0 X
Limites (+) Contraste Diferencia
0,29 A-B 0,20
0,29 A-C -0,09
0,29 B-C 0,29

A=Forrajes, B=forrajes + Semorginico (0,3 1g g!), C=forrajes + Seorgnico (0,3 1g ")
* Existen diferencias significativas entre los niveles comparados

Tras este estudio hemos encontrado que existen diferencias significativas para el
porcentaje de selenio en las micelas de caseina obtenidas de las leches de vaca que
fueron alimentadas con forrajes suplementados con selenio organico respecto a las
micelas de caseina de las leches de vaca procedentes de la granja A y granja B. En
cambio no se encuentran diferencias entre los porcentajes de selenio en el suero
lacteo y la nata de las leches procedentes de las tres granjas. Esta variacion en el
aumento en el porcentaje de selenio en las caseinas puede ser debido a que el selenio
organico suministrado como suplemento es la selenometionina que es un

aminoacido y que se puede incorporar mas facilmente a las proteinas.

Una vez desarrollado el estudio de fortificacion se buscd si existia una
correlacion entre los niveles de selenio en leche entera (LE), suero de la leche (SL) y
las micelas de caseina (MC) para cada una de las granjas. Para ello se aplicd una
regresion lineal, Z = a + bX + cY, donde Z es el contenido de selenio en LE, X es el
contenido de selenio en SL e Y es el contenido en MC y a, b, ¢ son constantes. Los
valores de a, b y ¢ asi como el valor del coeficiente de correlacion r se calcularon
empleando el programa estadistico Statgraphics plus version 5.0. Dichas

correlaciones existen y se pueden expresar en forma de las siguientes ecuaciones:

Granja A

LE =1,83+0,96SL + 1,06 MC
R?2=0,971
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Granja B

LE =1,57+0,98 SL+1,07 MC
R?=0,913

Granja C

LE =3,05+0,98 SL + 0,80 MC
R?=0,973

3.3.2 ESTUDIO 2. FORTIFICACION DE FORRAJES CON SELENIO
ORGANICO A DIFERENTES NIVELES DE CONCENTRACION

Con objeto de estudiar la influencia del nivel de suplementacion de los forrajes
en el contenido de selenio en leche se ha procedido a disefiar un nuevo estudio de
fortificacion. Dicho estudio se realizé utilizando levaduras selenizadas ricas en
selenio orgénico. Para ello se seleccionaron dos granjas, Granja 1 y Granja 2 que
corresponden con la Granja A y Granja C del primer estudio. Se les cambid el
nombre con el fin de facilitar la diferenciacion de estudios y no llevar a error con
descripciones utilizadas en el estudio anterior. El estudio se realizd6 de forma
simultanea en el tiempo para evitar causas de error debidas a las diferencias entre
granjas (tiempo atmosférico, estaciones del afio, calidad de la vida de los animales,
etc.). En dichas granjas, la alimentacion se fue variando cada dos semanas en cuanto

al nivel de fortificacion en los forrajes suministrados a las vacas. Los niveles
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estudiados en la fortificacion fueron, 0 6 sin suplementar, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 mg de

selenio por kg de forraje.

Las muestras fueron recogidas por duplicado siguiendo el mismo procedimiento
que en el estudio 1. La leche de las vacas se recoge tras una semana de alimentar las
vacas con el nivel de suplementacion elegido y al final de la segunda semana antes
de cambiar al siguiente estado de fortificacion. Esta eleccion es aleatoria, ya que
como vimos en el estudio 1 la suplementacion se encontraba en un estado
estacionario practicamente desde el primer dia que las vacas son alimentadas con los

piensos fortificados.

3.3.2.1 Determinacion de selenio en leche de vaca después de la
suplementacion de los forrajes con selenio organico a

diferentes niveles

Cada una de las muestras recogidas se ha analizado por triplicado siguiendo los
mismos procedimientos de preparacion de muestra y medida anteriormente descritos
(apartado 2.3.3. y apartado 2.3.4, capitulo 2). Los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 9.

Tabla 9. Niveles de selenio encontrados en las leches analizadas durante el estudio de
suplementacion con distintas cantidades de selenio orgéanico en las granjas 1y 2

[Se] / pg L

Nivel de Tiempo de Granja 1 Granja 2
suplementacion suplementacion



0,0ugg’ 1 semana
2 semanas
02ugg’ 1 semana
2 semanas
03pugg’ 1 semana
2 semanas
04pgg’ 1 semana
2 semanas
0,5ug g’ 1 semana
2 semanas
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20,5+0,3 | 20,1 +0,3
209+03  20,2+04
27,1403 28,7+0,3
26,7+04 283+04
29.6+04 32,8+04
30,0+0,5  32,5+04
31,8+0,3 358+04
322+0,3  36,1+04
37,603  394+04
375+04 389+04

Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar (n=12)

De igual forma que en el estudio anterior, una vez que hemos obtenido los

resultados de la concentracion de selenio en las leches de vaca tras la

suplementacion de los forrajes con diferentes valores de concentracion de selenio

organico hemos llevado a cabo un Test de Rango Multiple. Los resultados obtenidos

Tabla 10) muestran que existen diferencias significativas (95% nivel de confianza
q g

entre los valores de selenio en la leche de vaca en funciéon del nivel de

suplementacion empleado.

Tabla 10. Resultados del Test de rango multiple usando el método de Fisher (95% nivel de
confianza) para el porcentaje de selenio en leche de vaca en funcién del nivel de

suplementacion de selenio

Granja 1 Granja 2
Nivel de suplementacion Media Grupo Media Grupo
[Sel pg g’ pg L homogéneo pg L homogéneo
0 20,5 X 20,2 X
0,2 27,2 X 28,7 X
0,3 29,6 X 33,1 X
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0,4
0,5

Contraste

0-0.2
0-0.3
0-04
0-0.5
02-03
02-04
02-0.5
03-04
03-0.5
04-0.5

* Existen diferencias significativas entre los niveles comparados

32,2 X
37,6
Limites Diferencia
@)
0,3 *-6,7
*.9,1
*-11,6
*- 17,1
*.2,4
*-5,0
*-10,4
*.2,5
*-8,0
*-54

35,8
39,4

Limites

(€3]
0,5
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X
X

Diferencia

8,5
*.12,9
*.15,6
*.19,2
*.4.7
*-7,1
%.10,7
*.2.7
*.6,3
*.3,6

En este estudio se encontrd que el promedio de la concentracion de selenio en la

leche de vaca aumenta de forma significativa a medida que aumenta la

concentracion de selenio organico empleado en la alimentacion de las vacas

procedentes de cada una de las granjas.

Esto también se puede apreciar de forma clara en la Figura 7.
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45
40 granja 1 M granja 2
359

30

20

[Se] Leche / B i1
o

0,
Semana 1 Semana2  Semanal Semana2  Sermana | Semana? Senana | Semana2 Semana 1 Semana 2
0,0 02 03 04 0,5
~ 3 0 1
[Sel orginico afiadido a los forrajes pg g

Figura 7. Niveles de selenio en leche procedentes de dos granjas diferentes en funcion de los
niveles de suplementacion de selenio (levaduras enriquecidas con selenometionina) en los
forrajes

Igualmente se puede apreciar que este aumento de selenio en la leche es
proporcional a la concentracion de selenio aportado como suplemento a los forrajes,
por lo que se va a intentar establecer unas ecuaciones matematicas que nos indiquen

que correlaciones existen.

Dichas correlaciones se encontraron y se pueden expresar en forma de las

siguientes ecuaciones:

Granja 1

[Se]=20,34 +0,033[Se]
R2=0,982

suplementado
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Granja 2

[Se]=20,48 +0,038[Se]
R2=0,980

suplementado

Donde [Se] es la concentracion de selenio encontrado en la leche y [Se]suplementado

es la concentracion de selenio afiadida a los forrajes.

3.4 CONCLUSIONES

- Las vacas que consumen forrajes suplementados con selenio organico producen

leche con mayor contenido en selenio que las alimentadas con selenio inorganico.

- Tanto en el caso de suplementacion de los forrajes con selenio organico como
inorganico el paso del selenio a la leche se produce desde el primer dia en el que son
alimentados con el forraje correspondiente y se mantiene hasta que se retira la

suplementacion de la alimentacion.
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- El contenido de selenio en los distintos componentes de la leche de vaca (suero
lacteo, micelas de caseina y nata) varia en funcion del tipo de suplementacion
empleada en la alimentacion del ganado. En todos los componentes el contenido de
selenio es mayor cuando se utilizan levaduras selenizadas para la fortificacion de los

forrajes y el menor valor se obtiene cuando no se utiliza suplementacion alguna.

- No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion
porcentual de selenio en el suero lacteo y nata en funcion del tipo de alimentacion
empleada. Sin embargo, si existen diferencias estadisticamente significativas en los
niveles porcentuales de selenio calculados para las micelas de caseina. La
alimentacion con levaduras ricas en selenometionina produce micelas de caseina con
un porcentaje de selenio ligeramente superior que los calculados con las otras dos

formas de alimentacion.

- La suplementacion con selenio procedente de levaduras enriquecidas en
selenometionina de los forrajes dan lugar a un aumento proporcional de la

concentracion de selenio en la leche de las vacas que consumen dichos forrajes

Por ultimo, también se podria concluir que es posible conseguir producir leche
enriquecida en selenio de forma natural sin adulterar la composicion original de la
leche, como es habitual en la industria alimentaria donde se realiza la fortificacion
de diferentes elementos anadiendo estos al producto final en forma de sales
inorganicas. Segun los resultados obtenidos en este estudio, la utilizacion de
levaduras enriquecidas en selenometionina parecen ser las mas adecuadas dado que,
incluso a los mismos niveles de fortificacion que el selenito sodico, dan lugar a la
produccion de leches con un mayor contenido en selenio; lo que demuestra su mayor
biodisponibilidad para las vacas. Esto puede implicar que la salud de estos animales
se vea mejorada y la produccion lactea y rendimiento econémico para el granjero sea

mayor.
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41 INTRODUCCION

Aunque la determinacion de selenio total en muestras de leche, ya sea leche
comercial o leche procedente de vacas de diferentes granjas con una alimentacion
bien definida, tiene un gran interés, a la hora de determinar la eficacia del aporte de
selenio en la dieta en el ser humano no basta con conocer su contenido total, sino
que es necesario conocer el selenio biodisponible para el organismo. El concepto de
biodisponibilidad se aplica a la proporcion de nutrientes que es absorbida de la dieta
y utilizada por el organismo o, dicho de otra manera, el porcentaje de nutrientes
capaz de ser absorbido y disponible para ser utilizado por el organismo cuando éste

lo necesite.

Digestion

La nutricion es una funcién vital en todos los organismos, animales o plantas. A
diferencia de las plantas, el ser humano necesita sustancias sintetizadas que toma a
partir de la alimentacion para poder subsistir. Estas sustancias ingeridas son
transformadas en nutrientes mediante el proceso de digestion. Los nutrientes pasan
la barrera intestinal, siendo absorbidos por el organismo y haciéndose disponibles
para los distintos oOrganos, en los que los nutrientes pueden ser almacenados,
usandose en la renovacion o sintesis de moléculas complejas necesarias para el
mantenimiento de los equilibrios biolégicos o transformandose en energia utilizable
por las células y por tanto indispensables para la vida. En la digestion de los seres
humanos se pueden diferenciar dos etapas. Una primera etapa que tiene lugar en el
estomago, conocida como digestion gastrica, seguida de una segunda etapa llevada a

cabo en el intestino delgado, llamada digestion intestinal.
Digestion gastrica
La digestion comienza una vez se introduce el alimento en la boca. En ese

momento la amilasa salivar es segregada por las glandulas salivares, la cual se

mezcla con el alimento y pasan al interior del estdbmago.
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Una vez el alimento se encuentra en el estomago se mezcla con los fluidos
gastricos; en ellos las dos enzimas digestivas de mayor relevancia son la pepsina y la
lipasa gastrica, las cuales son segregadas por la mucosa gastrica. La pepsina se
genera por activacion de los pepsindgenos segregados por la mucosa géstrica. Estos
pepsindgenos se transforman en pepsina en un ambiente dcido (pH menor de 4) y en
el ser humano adulto este pH es 2. La digestion de las grasas comienza en el
estomago, mediante la accion de la lipasa gastrica, liberando acidos grasos libres y
monosacaridos. Asi, al contrario de lo que ocurre con las proteinas, el estomago es
esencial en la digestion de las grasas, pues del 30 al 60% de la grasa de la leche es
digerida, y su hidrolisis parcial en el estomago' es un requisito para la posterior

digestion intestinal de la misma.
Digestion intestinal

Las enzimas pancredaticas son liberadas en el pancreas y se activan en el intestino
(pH neutro), teniendo actividad tanto proteolitica como lipidica®. Todas las proteasas
pancredticas se segregan como zimégenos inactivos, de modo que, por la acciéon de
otro enzima segregado por la mucosa intestinal, se convierten en enzimas activas.
Estas enzimas digieren las proteinas transformandolas en péptidos que, finalmente,
son hidrolizados en las microvellosidades intestinales. Del mismo modo, las
enzimas pancreaticas digieren la grasa proveniente del estomago en el intestino.

En cuanto a los hidratos de carbono su digestion es llevada a cabo por la amilasa

pancreatica que es capaz de segmentar el almidon existente en los alimentos.
Estudio de la biodisponibilidad de nutrientes en alimentos

A la hora de la valoracion nutricional de un alimento no basta con determinar su
contenido total en nutrientes sino que es preciso conocer qué cantidad de ellos se
absorbe y es utilizada por el organismo. Los productos que se encuentran en el
mercado cuentan con la informacion cuantitativa de los nutrientes adicionados pero

carecen de la informacion sobre la biodisponibilidad de los mismos.
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La biodisponibilidad de los minerales y elementos traza afiadidos a un alimento,
como aditivos nutritivos, depende de numerosos factores que afectan a la
biodisponibilidad de los minerales y elementos traza, factores tanto fisiologicos del
individuo (edad, sexo, estado fisiologico y nutricional, tiempo de transito intestinal,
pH del jugo gastrico e intestinal, la flora intestinal o la capacidad de adaptacion a
variaciones en el aporte de nutrientes), como dietéticos (aporte total del nutriente por
las dietas, sus propiedades fisico-quimicas: pH, quelatacion, solubilidad, estado de
oxidacion, interaccion con otros nutrientes o elementos presentes en el alimento,
etc.). Todos estos factores pueden influir en la biodisponibilidad de estos elementos,

ya sea de forma positiva o negativa.

Las formas mejor asimilables o empleadas como aditivos nutricionales son
frecuentemente las mas sensibles a las pérdidas en los diferentes procesos de
transformacion asi como en la conservacion de los alimentos. Sin embargo, no

existen estudios suficientes como para poder dar reglas generales.
Métodos para el estudio de la biodisponibilidad de metales traza

Los métodos para estudiar la biodisponibilidad® de los elementos traza se pueden
clasificar en métodos “in vivo” y métodos “in vitro”, segun impliquen la utilizacion
de seres vivos o no, respectivamente. Dentro de estos métodos existen diversas

maneras de estimar la biodisponibilidad
Los métodos “in vivo” desarrollados hasta el momento son:

1. Balance quimico (metabdlico): en este método se mide la ingesta y la

excrecion del mineral durante un periodo determinado de tiempo.

2. Grado de replecion (particularmente para el hierro): se mide en un
organismo, por ejemplo ratas, al que se le administran distintas fuentes

alimenticias del elemento objeto de estudio.
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3. Medicion en el plasma sanguineo de un elemento tras la ingestion del
mismo en grandes concentraciones, que permiten obtener una curva de

tolerancia capaz de ser medida en el plasma.

4. Marcaje isotopico: ya sea con isotopos radioactivos® (prohibido en
nifios) o estables’, son una alternativa en la estimacion de la fraccion

absorbida y excretada de un mineral.

Tedricamente los métodos de digestion “in vivo” son los que dan lugar a
resultados mas exactos, en cuanto al estudio de la biodisponibilidad pues se tienen
en cuenta todas las variables fisiologicas. Sin embargo, existe un gran nimero de
limitaciones en el uso de estos métodos. En primer lugar no es fécil, encontrar un
nimero homogéneo de personas sanas suficientemente grande que se preste a este
tipo de experimentos, por lo que se suelen llevar a cabo en su mayor nimero en
animales, normalmente ratas (por ser mas econémico). Los resultados obtenidos en
estos estudios con animales no siempre son extrapolables al hombre, pues existe

gran diferencia entre el metabolismo del hombre y el del animal.

Ademas de esto, hay que tener en cuenta que la reproducibilidad de los
resultados es muy baja. El estado fisioldgico de una persona y todos los factores
externos que influyen en ella varian de un modo importante; variables tan sencillas
como la edad, y estado animico, provocan diferencias en el funcionamiento

fisiologico de cada una de las personas.

Por ultimo, estos estudios son muy complicados, muy lentos (requieren un
seguimiento exhaustivo durante bastante tiempo) y muy costosos. Estos
inconvenientes, ademas de los ya mencionados, son los que han llevado al desarrollo
de un modo alternativo para el estudio de la biodisponibilidad: los métodos de

digestion “in vitro”.

Estos se basan en la simulacion del proceso de la digestion gastrointestinal

organismo a estudio, de modo que se puede estimar el porcentaje de nutrientes capaz
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de ser transformado, en el intestino, en forma absorbible. En general, estos métodos

se pueden clasificar de la siguiente manera®:

1. Los basados en la determinacion de los componentes solubles, bajo
condiciones fisiologicas simuladas.
2. Los basados en la determinacion de los componentes dializables bajo

condiciones fisiologicas simuladas.

3. Los basados en la relacion molar entre un agente complejante y un

mineral de la dieta.

Los métodos de digestion “in vitro” nos permiten de una forma simple, rapida y
barata estimar la biodisponibilidad de los nutrientes en el Hombre. Pero estos
métodos también tienen sus limitaciones, como el hecho de que no simulan los
factores fisiologicos ¢ interacciones que tiene lugar en un organismo vivo, o que no
existe un sistema de transporte que elimine las especies absorbibles, lo que altera el
equilibrio de dialisis. Esta ultima limitacion se ha visto resuelta con la introduccion
de métodos dinamicos”® que permiten reproducir mejor las condiciones de absorcion
del intestino delgado, pues al eliminarse los componentes dializados, se permite que

continue el paso de minerales y elementos traza.

4.1.1 ESTUDIOS DE LA BIODISPONIBILIDAD DE ELEMENTOS
TRAZA BASADOS EN LA DETERMINACION DE LOS
COMPONENTES SOLUBLES, BAJO CONDICIONES
FISIOLOGICAS SIMULADAS

En estos métodos se lleva a cabo la simulacion gastrointestinal y posteriormente
mediante diversos procedimientos como la filtracion o centrifugacion se recoge la
porcion soluble en la cual se determina el contenido metéalico para obtener asi la
estimacion de la biodisponibilidad. Dentro de estos estudios cabe destacar los

siguientes:
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En 1985, Crews y col.” desarrollaron un método para determinar la solubilidad
de varios elementos traza, en diversos alimentos, mediante una digestion enzimatica.
En dicho método los alimentos se mezclan con enzimas, simulando la digestion
gastrica, y se determinaban las cantidades de cadmio, cinc, cobre, hierro y plomo
solubles. La digestion se desarrolla en dos etapas, una con pepsina a pH 2 y otra con
pancreatina y amilasa a pH 7. En cada una de estas etapas se mantienen las muestras
en un bafio de agua con agitacion a 37°C. Después de cada una ellas, se lleva a cabo
una centrifugacion y la fase soluble (sobrenadante) es analizada mediante
espectrometria de absorcion atomica para la determinacion de los elementos traza

estudiados.

En 1989, Lonnerdal y col'® aplicaron un método de digestion “in vitro” usando
radiois6topos, a la determinacion de hierro, cinc y manganeso en las fases solubles
de leche y férmulas infantiles. Se realizd una digestion gastrica con pepsina a
diferentes pHs (2, 3, 4 y 5) y una digestion intestinal con pancreatina durante
diferentes tiempos (15, 30 y 60 min.), para mimetizar las condiciones de digestion

en los nifos.

Los mismos autores en 1993, Lonnerdal y col.'" aplicaron de nuevo este método
para determinar la solubilidad de magnesio en leche materna, leche de vaca y
férmulas infantiles.

1'* (1994) estudiaron las fracciones solubles de selenio, cobre y

Véazquez y co
cinc en mejillones, usando un método de digestion “in vitro” de simulacion de la
digestion gastrointestinal humana en el que seleccionaron pH 3 para la digestion
gastrica (37°C, 4 horas, agitacion), y pH 6 para la digestion intestinal (37°C, 4 h,
agitacion). Las fracciones solubles las obtienen después de cada una de las etapas de
la digestion, centrifugando a 3500 y 15000 rpm durante una hora tras la digestion

gastrica e intestinal respectivamente.

En 1996, Cabrera y col.”® llevaron a cabo la digestion “in vitro” de productos

lacteos, para hacer una determinacion de la biodisponibilidad de cromo, cobre,
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hierro, manganeso, selenio y cinc. Mediante centrifugacion se separ6 la fraccion
soluble del digerido, determinando los distintos metales en dicha fraccion.

1."* (1996) en este mismo afio, aplicaron un método similar para llevar

Crews y co
a cabo la especiacion de selenio en extractos de la digestion gastrointestinal de
bacalao.

Alegria y col.”

(1996) wusaron un método similar para determinar la
biodisponibilidad mediante una digestion“in vitro” del cobre, cinc y hierro en
formulas infantiles suplementadas con diferentes sales de cobre.

P. Bermejo y col'®

.(2002) Desarrollaron un método de digestion “in vitro” para
estudiar la biodisponibilidad del cinc y hierro en leches de vaca, leche humana y
formulas infantiles tomando como base el trabajo de Lonnerdal'' para simular las

condiciones de digestion de los nifios.

4.1.2 ESTUDIOS DE LA BIODISPONIBILIDAD DE ELEMENTOS
TRAZA BASADOS EN LA DETERMINACION DE LOS MISMOS
EN LOS DIALIZADOS, BAJO CONDICIONES FISIOLOGICAS
SIMULADAS

De igual forma que en los métodos basados en la solubilidad, en los estudios de
dializabilidad se simula el proceso de digestion gastrointestinal y posteriormente se
separan los elementos traza mediante un equilibrio de didlisis. La proporcion de
nutrientes que difunden a través de una membrana semipermeable durante la etapa
intestinal, se usa como prediccion de la biodisponibilidad de un elemento tras el
analisis del contenido de éste en el interior del tubo de dialisis. El proceso de dialisis
de un soluto a través de una membrana, se basa en la diferencia de concentracion del
soluto en las disoluciones de ambos lados de la membrana, de modo que habra una
migracion del soluto de la disolucién en que esté mas concentrado a la zona en que

esté mas diluido. En la didlisis in vitro, la migracion del soluto se hace del alimento
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que tiene un contenido de elementos traza hacia el interior de la membrana de

dialisis (que simula el intestino).

En 1981, Miller y col.'” desarrollaron un método de digestion, el cual se puede
tomar como punto de partida de este tipo de métodos, mediante el cual determinaron
la dializabilidad del hierro en alimentos. Este método consiste en una primera
digestion (gastrica) acida con la enzima pepsina; las muestras se mantienen en un
bafio de agua a 37°C, durante dos horas. En segundo lugar se lleva a cabo la
digestion intestinal; varios segmentos de tubo de didlisis se cortan y llenan con
25mL de agua y la cantidad de bicarbonato sédico necesaria para tener un pH igual a
7,5. Estos tubos se introducen en los vasos que contienen las muestras y se agitan a
37°C en un bafio de agua, el tiempo necesario para que el pH sea 5 (30 minutos
aproximadamente) a continuacion se afiade la enzima pancreatina y los vasos se
mantienen en el bafio de agua dos horas. Finalmente, los tubos se lavan con agua y
se pesan. La determinacion de hierro en el contenido de los tubos (dializados) se
llevo a cabo mediante el método de la batofenantrolina. Los resultados obtenidos
mediante este método demuestran que existen buenas correlaciones con los objetivos
obtenidos mediante estudios “in vivo”. Debido a esta alta correlacion este método,
desarrollado por Miller, ha sido utilizado como punto de partida por muchos

investigadores en sucesivos trabajos.

Shen y col.'®(1993) aplicaron el método desarrollado por Miller'” para llevar a
cabo una estimacion de biodisponibilidad de selenio en leche de wvaca.
Posteriormente estos investigadores usaron un método de diélisis en flujo continuo’,
similar al usado por Minihane y col.®, de modo que el dializado se elimina del
interior de la membrana a medida que transcurre el proceso. Otra importante
modificacion fue realizar un ajuste gradual del pH (30 min. aproximadamente) antes
de la dialisis. Este método fue aplicado para determinar la biodisponibilidad del cinc
y calcio de formulas basadas en leche de vaca y en proteinas de soja. En 1995' estos
autores aplicaron de nuevo el método de Miller'” con una ligera modificacion al
estudio de la biodisponibilidad de cinc y calcio en leche humana, leche de vaca, de

cabra y de oveja. El mismo método lo aplicarian un afio mas tarde (1996)* con el
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objetivo de estudio de la biodisponibilidad de selenio en leche humana, leche de
vaca, de cabra y de oveja, encontrando una mayor biodisponibilidad del selenio en

leche humana.

En 1994, Vaquero y col.*! llevaron a cabo un estudio de dializabilidad de cobre
en alimentos consumidos habitualmente en desayunos, usando una modificaciéon del
método desarrollado por Miller'”. Se realizé una digestion géstrica a pH 2 durante
dos horas y a continuacion se llevo a cabo la didlisis durante la etapa de digestion
intestinal, con membranas de 12 kDa. Se recogieron los dializados a 30 min., 1, 2, 3
y 4 horas para su posterior analisis.

Pérez-Llamas y col.”? (1996) aplicaron el método de Miller'”

con ligeras
modificaciones al estudio del efecto del tipo de cantidad de proteina presente (carne
de vaca, cerdo y semilla de soja). La dialisis se llevo a cabo usando tubos de dialisis
de 6-8 kDa. Se midieron las concentraciones de hierro y cinc en los dializados.

12 (1996) usaron un método similar para determinar la

Alegria y co
biodisponibilidad de cobre, cinc y hierro en formulas infantiles suplementadas con

diferentes sales de cobre.

En 1998, Garcia y col.® llevaron a cabo un estudio de la dializabilidad de cobre,

cinc y hierro de distintos tipos de férmulas infantiles comercializadas en Espaiia.

En 1999, Roig y col.** usaron la dializabilidad del calcio como una medida de la
biodisponibilidad del mismo. Estos autores® compararon los métodos de dialisis y
solubilidad aplicados al estudio de la biodisponibilidad del calcio en leche humana,
formulas infantiles y leche de vaca. Una comparacion de los resultados obtenidos
con este método de digestion “in vitro” con los obtenidos mediante métodos “in
vivo” mostré que los valores obtenidos por el método de la solubilidad eran mas
elevados. Ademas encontraron que en la digestion de las formulas infantiles, el
método de dialisis era mas adecuado, pues mediante el método de la solubilidad no
se separa bien la fraccion soluble, debido a interacciones que tienen lugar entre la

nata, el suero y la caseina.
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Jovani y col.?® (2000) estudiaron las interacciones entre calcio, cobre, cinc y
hierro en férmulas de base lactea y de soja. La biodisponibilidad se estim6 en
funcion del porcentaje de dializabilidad mediante un método “in vitro” basado en el
método de Miller'’. Estos autores® en el 2000 estudiaron también el efecto de las
proteinas, el fitato, el 4acido ascoérbico y el acido citrico en la dializabilidad del

calcio, cobre, cinc y hierro en formulas basadas en la proteina de soja.

También usaron este método Guillem y col.*® que determinaron la dializabilidad
de cinc de siete sales diferentes usadas en la fortificacién de formulas infantiles.
Encontraron una mayor dializabilidad en la sal del 6xido, ligeramente menor para el

gluconato, y la menor con el sulfato.

P. Chaiwanon® (2000) aplicaron el método de Miller'’ para el estudio de la
biodisponibilidad de calcio en leche de soja tras la fortificacion de la leche con

carbonato calcico.

Bosscher y col.*

(2000) usaron el método de didlisis de flujo continuo
desarrollado por Minihane® y modificado por Shen’ y lo aplicaron al estudio de la
biodisponibilidad de calcio, cinc y hierro en férmulas infantiles y leche humana.
Estudiaron también la influencia de la incorporacion de carbohidratos digestibles en
la biodisponibilidad de esos metales en los alimentos estudiados. Un afio més tarde”’
desarrollaron un método para la determinacion de calcio, cinc y disponible, hierro y
cinc biodisponible en férmulas infantiles después de llevar a cabo un proceso
gastrointestinal “in vitro”. Este método emplea las condiciones de la etapa de
digestion adaptadas a las condiciones gastrointestinales de nifios con edades
inferiores a seis meses de edad y llevan a cabo un a didlisis de flujo continuo en la
etapa intestinal. Desarrollan igualmente un estudio de la biodisponibilidad de estos
elementos a pH 2 y pH 4 en la digestion gastrica. En el 2003 estos mismos autores™>
estudian la biodisponibilidad del calcio, cinc y hierro en férmulas infantiles.
Ademas, estudian como afecta la biodisponibilidad de estos elementos la adicion de
fibra usando para ello un método de didlisis en flujo continuo, y como afecta a la

biodisponibilidad de estos metales la inclusion de la fibra.
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E. Pefia y col’® (2004) desarrollan un método “in vitro” comparando la influencia
del pH en la biodisponibilidad del cobre en leches maternas y formulas infantiles.
Estudian como afecta a la primera etapa del proceso gastrointestinal, un pH 2
simulando las condiciones de la digestion gastrica de un adulto y un pH 5 simulando
la digestion gastrica de un neonato.

4.2 OBJETIVO

El objetivo de este estudio es comparar la biodisponibilidad del selenio en leche
de vaca obtenidas tras la fortificacion de la alimentacion del ganado con diferentes

tipos (inorganico y organico) y niveles de concentracion de selenio.
Igualmente se estudiara la influencia del nivel de fortificacion de los forrajes

empleado en la alimentacion de las vacas en la biodisponibilidad del selenio en la

leche.
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4.3 PARTE EXPERIMENTAL

4.3.1 PROCEDIMIENTO DIGESTION “IN VITRO”

El método de digestion “in vitro” llevado a cabo en este estudio tiene como base

el método de Miller!”.

Bésicamente, el método desarrollado se divide en dos etapas, en primer lugar se
simula la digestion gastrica, que tiene lugar en el estomago del Hombre y
posteriormente se realiza la digestion intestinal. La etapa gastrica de la digestion “in
vitro”, se lleva a cabo pipeteando una alicuota de 20 g de muestra en un erlenmeyer.
Para cada muestra se preparan cinco réplicas y un blanco. Se le afiaden 6 g de la
disolucion gastrica (16 g de pepsina en acido clorhidrico 0,1M) y se ajusta a pH 2
con acido clorhidrico 2M. Seguidamente, estas muestras se tapan y se incuban a
37°C durante 2 horas con agitacion orbital-vaivén a 120 rpm. De este modo, se
simula la etapa gastrica de la digestion. Una vez transcurrido este tiempo, la
digestion gastrica se detiene introduciendo tanto las muestras como los blancos en
un bafio de agua-hielo para interrumpir la actividad enzimatica. El esquema de este

proceso se muestra en la Figura 1.

r r
HCI=0,2M 6g disolucién
gastrica
Digestion gastrica 37°C, 2
I:> |:> |:> h, agitacién 120 rpm |:> I:>
20g leche pH2 0°C Digerido gastrico

Figura 1. Etapa gastrica de la digestion “in vitro”
Antes de comenzar la segunda etapa (digestion intestinal) se lleva a cabo el
célculo de la acidez valorable, ésta se define® como la cantidad de equivalentes de

hidréxido sodico necesarios para ajustar el pH de las muestras a siete. Para realizar
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este calculo se utiliza una de las cinco réplicas de cada una de las muestras, siendo

finalmente desechada la réplica empleada.

En este momento se realiza la simulacion de la digestion intestinal anadiendo a
los erlenmeyers que contienen los digeridos gastricos (muestras y blancos) 5 g de la
disolucion intestinal (0,4 g de pancreatina y 2,5 g de extractos biliares preparada en
100 mL de bicarbonato sddico 0,1 M). Se cortan segmentos de los tubos de dialisis
de aproximadamente 15 cm y se les hace un nudo en los extremos. Se lavan varias
veces con agua MilliQ y se dejan dentro de un vaso de precipitados con agua MilliQ

hasta su uso sin dejar que se sequen.

Una vez preparados los tubos de dialisis se llenan con 25 mL de una disolucion
que contenga el nimero de equivalentes de bicarbonato sédico igual al numero de
equivalentes de hidroxido sodico calculados anteriormente. Se cierran con una pinza
de plastico, se pesan en una balanza analitica y se introducen en los matraces

erlenmeyer que contienen el digerido gastrico y la disolucion intestinal.

Los matraces tapados se incuban a 37°C durante 2 horas con agitacion orbital-

vaivén a 130 rpm.

5g disolucion
intestinal
Digestion intestinal 37°C, 2 q
|:> |:> h, agitacion 120 rpm |:> |:> |:> HG-SFA
{ )
0°C

Dializado

Digerido géstrico

Figura 2. Etapa intestinal de la digestion in vitro
Una vez finalizado el proceso de digestion intestinal (Figura 2), se sacan los

tubos de dialisis y se pesan nuevamente. Posteriormente, tanto el dializado como el
digerido enzimatico se guardan en viales perfectamente etiquetados, y se congelan
hasta el dia en el que se lleve a cabo la determinacion del contenido de selenio en los

mismos.
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43.2 DETERMINACION DE SELENIO EN LOS DIALIZADOS Y
DIGERIDOS GASTROINTESTINALES

Una vez tenemos los dializados y el digerido enzimatico para llevar a cabo la
determinacion de selenio en los mismos, éstos se someterdn a un proceso de
pretratamiento de la muestra, la digestion acida desarrollada para la leche en el

capitulo 2.

La concentracion de metal en los dializados nos permitira conocer, sabiendo el
contenido total en cada una de las muestras, la dializabilidad del selenio. La
dializabilidad (%D) es una estimacion de la biodisponibilidad del analito en la
muestra. Calcularemos la dializabilidad (%D) como el porcentaje del analito,
selenio, en el dializado. Para ello aplicaremos la siguiente ecuacion, donde nggiaizado
es la masa de analito en nanogramos en el dializado, ngj., €s la masa de analito en
la muestra de leche. Si usamos la ecuacion en funcidon de las concentraciones, [
]dializado €8 la concentracion de analito en el dializado, []ieche €5 la concentracion de
analito en la muestra de leche, Vgiiizdo €8 €l volumen que se encuentra dentro de los

tubos de didlisis y Vieche €5 €l volumen de la muestra de leche.

N pializado [ biatizado X V Dializado
%D= ——  x100= x 100
ng Leche [] Leche xV Leche

4.3.2.1 Optimizacion de métodos para la determinacion de selenio en

muestras de leche, dializados y digeridos gastrointestinales

A continuacidon se desarrollan métodos analiticos para la determinacion de

selenio en distintas muestras de leche, dializados y digeridos gastrointestinales
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mediante generacion de hidruros- espectroscopia fluorescencia atdmica, generando

el hidruro de modo continuo.

Se utilizaran para ello los disefios de experiencias ya explicados en el capitulo
anterior (capitulo 2). Para la determinacién de las variables significativas se
utilizardn los diseflos de experiencias Plackett-Burman, mientras que la optimizacion
de variables significativas se llevard a cabo mediante disefios composicionales
(capitulo 1). En nuestro estudio, la matriz nos la proporciona el paquete estadistico

Statgraphics Plus 5,0.
Estos estudios se realizan con 400 ng L' de selenio (IV). Fijamos las

condiciones instrumentales del sistema recomendadas, (Tabla 1), que no vamos a

estudiar por no tener interés para la mejora de nuestro estudio.

Tabla 1. Condiciones instrumentales para la determinacion de selenio por HG-AFS

Condiciones instrumentales Valor establecido
Ganancia 1000
Intensidad de corriente lampara 20,0/25,0
Longitud de onda 196,0

Identificacion de las variables significativas

Como se ha mencionado en el apartado anterior, para identificar las variables
criticas en la generacion del hidruro se usaron los diseflos de experiencias de
Plackett-Burman. En este trabajo se ha optado por un disefio de ocho variables con

tres grados de libertad, a dos niveles.

Se trabajard con maxima ganancia (1000) debido a que con el uso de otras

ganancias el equipo resulta muy poco sensible.
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A la hora de plantear el disefio de experiencias es necesario elegir las variables a
estudiar teniendo en cuenta su posible influencia sobre el resultado final del analisis.
En este sentido el caudal de acido clorhidrico, no se podra variar, ya que es
bombeado por la misma bomba que impulsa la muestra, y su modificacion
implicaria alterar el caudal de muestra, con lo que el disefio quedaria distorsionado y
nos podria llevar a conclusiones erréneas. Dichos caudales vienen dados por las
condiciones experimentales de la bomba peristaltica utilizada y los didmetros de los

tubos empleados y mantendran un valor fijo que serd de 10 mL min™.

Las variables a estudiar para una mejor generacion del hidruro seran las
concentraciones de acido clorhidrico, de borohidruro sédico y el caudal de
borohidruro soédico. Ademas también se tendran en cuenta el flujo de argon y los tres

tiempos en los que divide el proceso de determinacion (Figura 3) que son:

- Tiempo de demora: es el tiempo requerido para un llenado completo de todas
las conducciones.

- Tiempo de analisis: el tiempo requerido para realizar el analisis.

- Tiempo de memoria: el tiempo necesario para que la sefial de la muestra

decaiga hasta el valor de la linea base.

Tiempo de demora Tiempo de analisis Tiempo de memoria

Figura 3. Esquema de la forma de un pico en HG-AFS
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Segun esto tendremos siete variables a optimizar, con lo cual necesitaremos
incluir una variable a mayores, que denominaremos “variable fantasma” para poder
realizar el disefio de ocho variables. Igualmente a la metodologia en la optimizacion
utilizada en los capitulos anteriores se seleccionan las variables que consideramos
que pueden afectar a nuestro sistema y fijamos un intervalo de trabajo para cada una
de ellas. En la Tabla 2 se muestran las variables elegidas y los intervalos de trabajo
estudiados para cada una de ellas seleccionados a partir de posibles limitaciones
instrumentales y datos bibliograficos consultados. Entre las limitaciones
instrumentales estd la necesidad de tener una cantidad minima de hidrégeno para
mantener encendida la llama argén-hidrogeno que se utiliza para atomizar el selenio.
Esto se subsana introduciendo una corriente adicional directamente al separador gas-
liquido de hidrégeno. Los tiempos de demora y memoria, también son limitantes,
debido a que es necesario un tiempo minimo de demora para que todas las
conducciones estén completamente llenas y llegue la muestra al separador antes del
analisis, y un tiempo minimo de memoria para poder alcanzar de nuevo el valor de

la linea base.

Tabla 2. Variables seleccionadas para el disefio de experiencias Plackett-Burman para la
determinacion de selenio por HG-AFS

Codig  Variable Nivel inferior (-) Nivel  superior
0o )

A [HC1] /M 2,5 5,0

B [NaHB,] / % (m/v) 0,8 1,2

C Caudal de NaHB, / mL min™ 5 10

D Caudal de argén / mL min” 2 4

E Tiempo de demora /s 20 40

F Tiempo de andlisis /s 20 40

G Tiempo de memoria /s 30 60

H Variable “fantasma” -1 1
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La matriz resultante de los disefios de experimentos planteados, correspondiente
a un disefio Plackett-Burman 2°8%3/64 implicando 12 experiencias y con 3 grados

de libertad, se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Matriz del disefio Plackett-Burman empleado para la optimizacion de la
determinacion de selenio por HG-AFS

Variables
Experienci A B C D E F G H

a
1 + - + - - - + o+
2 -+ |- - -
3 - + -+ - - |-
4 + - + |- + - |-
5 + o+ -+ - + -
6 + + + - + - +
7 - + + 4+ - -
8 - - + |+ o+ - +
9 - - -+ |+ |+ -
10 + - - - + + -
11 - + - |- |- + n

—
[

1

1

1

1

1

1

1

1

A continuacién se llevan a cabo todas las experiencias del disefio de
experimentos de acuerdo a la matriz correspondiente y se obtienen los resultados
que se recogen en la Tabla 4. Una vez obtenida la respuesta para cada uno de los
experimentos (intensidad de fluorescencia), se aplica el disefio Plackett Burman
elegido con el paquete estadistico, Statgraphics plus version 5,0, y se obtiene la

informacion necesaria para evaluar la importancia de cada una de las variables en la
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determinacion de selenio por generacion de hidruros- espectroscopia fluorescencia

atomica.

Tabla 4. Resultado de los experimentos programados en nuestra matriz Plackett-Burman

Experiencia Intensidad de fluorescencia
1 285
435
162
262
459
123
185
133
233
317
181
192

o NN N AW N

ek
N = O

Una vez obtenidas los diferentes valores de la variable respuesta, sus valores se
introducen en el disefio Plackett-Burman y obtenemos la informacion necesaria para
evaluar la importancia de cada variable en nuestro sistema. El analisis de la
importancia de cada una de las variables se lleva a cabo con ayuda de la carta Pareto
estandarizada para un nivel de confianza de un 95%. Dicha carta Pareto se muestra a
continuacion en la Figura 4 y en ella se puede observar que las variables que afectan
de forma significativa a nuestro sistema son la concentracion de 4cido clorhidrico y

el caudal del borohidruro sodico.
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[ Influencia+
Il Influencia -

[HCI]

Caudal de [NaHB,]

]
Caudal de argon |
Tiempo de anélisis
Variable “fantasma” r
Tiempo de memoria

]
[NaHB,] :|

Tiempo de demora

Efectos estandarizados

Figura 4. Carta Pareto de primer orden para la determinacion de selenio por HG-AFS

Igualmente vamos a estudiar las cartas Pareto de orden dos con un nivel de
significacion del 95% para poder estimar si el efecto debido a posibles interacciones
entre dos variables afecta a nuestro sistema de forma significativa. Se estudian las
interacciones de segundo orden, tomando las variables de tres en tres, eliminando las
restantes que pueden tergiversar los resultados finales y llevarnos a tomar decisiones

equivocadas.

Las cartas Pareto de orden dos nos vuelven a indicar que las dos unicas variables
que afectan de forma significativa al sistema son la concentracion de acido
clorhidrico y el caudal del borohidruro sodico. Esto se refleja en una de las cartas

Pareto mostradas en la Figura 5.

172



Biodisponibilidad del selenio

[HO]

[HA]/ Caudal [NaHB]
[HA]/ Tiempo de demora
Tiempo de demora

Caudal de [NaHB,}/ Tiempo de demora

[ Influencia+
Caudal de [NaHB}] Bl Influencia-
1 2 3 4

Ffectos estandarizados

Figura 5. Carta Pareto de segundo orden para la determinacion de selenio por HG-AFS

Una vez comprobado que las restantes variables no afectan de forma
significativa a la sefial analitica se fija el valor que creamos apropiado para nuestro
estudio, intentado conseguir el minimo consumo de reactivos, ahorro econémico, y

tiempos de analisis cortos (Tabla 5).

Tabla 5. Valores fijados para las variables que no resultan significativas en la determinacion
de selenio mediante HG-AFS

Cédigo Variable Valor adoptado
B [NaHB,] / % (m/v) 0,8
D Caudal de argon / mL min™ 2,5
E Tiempo de demora /s 20
F Tiempo de analisis /s 30
G Tiempo de memoria /s 30

A continuacion se lleva a cabo la busqueda del valor 6ptimo de las dos variables

que resultaron significativas mediante un disefio composicional.
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Optimizacion de las variables significativas

En el presente apartado se aborda la optimizacioén de las variables que resultan
significativas para la determinacion de selenio mediante generacion de hidruros-

espectroscopia fluorescencia atomica.

Dichas variables se optimizan mediante un disefio composicional 2*2 + estrella,
estableciendo un intervalo de estudio para cada variable de la misma forma que se
hizo a la hora de realizar el disefio Plackett-Burman y empleando el paquete

estadistico Statgraphics Plus version 5,0.

Para la realizacion del disefio composicional, se establece el mismo intervalo de
estudio para cada una de las dos variable que el utilizado en el disefio de Plackett-
Burman llevado a cabo con anterioridad. En la Tabla 6 se muestran los valores
superior (+) e inferior (-) asi como los valores intermedios (Ko) y superior axial
(+o) e inferior axial (-a) alrededor de los valores limites del intervalo de cada una

de las variables que hemos fijado.

Tabla 6. Intervalo de estudio en el disefio composicional para la determinacion de selenio por
HG-AFS

Variables
Valores [HCl/ M Caudal de NaHB, / mL min™
+ 5,0 5
- 2,5 10
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Ko 0,2 795
+a, 0,368 5,68
-a. 0,032 0,31

Ko es el valor medio de la variable; + o es el valor estrella para cada variable

La matriz resultante de los disefios experimentales planteados, correspondiente a
un disefio un disefio composicional 22 + estrella, el cual, duplicado implica 20
experiencias. Se lleva a cabo por duplicado ya que esto no conlleva un gran numero
de experiencias y se obtienen unos resultados mas robustos. Esta matriz se muestra
en la Tabla 7.

Tabla 7. Matriz de disefio composicional 2”2 + estrella para la determinacioén de selenio por
HG-AFS

Experiencia [HCI/M  Caudal de NaHB, / mL min™

1 Ko Ko
2 - -
3 + -
4 - +
5 +

6 -o Ko



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
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Dichas experiencias se realizaran con una concentracion de selenio de 200 ng L

!, Una vez creada la matriz del disefio se lleva a cabo las medidas y se obtienen los

resultados mostrados en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados obtenidos para el disefio composicional para la determinacion de selenio

por HG-AFS

Experiencia Intensidad de fluorescencia

1

o 0 N SN N A WN

203
197
219
166
187
191
219
273
192
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

217
212
187
212
169
182
196
210
282
199
211
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Una vez obtenidos estos datos, se introducen en el disefio composicional que nos

ayudara a obtener el 6ptimo para cada una de las dos variables. A continuacion se

muestran las superficie de respuesta (Figura 6) obtenida como producto del analisis

de los datos introducidos en la matriz del disefio composicional para la

determinacion de selenio mediante generacion de hidruros-espectrometria de

fluorescencia atomica.
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Intensidad fluorescencia

Figura 6. Superficie de respuesta obtenida para la determinacion de selenio por HG-AFS

Como era de esperar y a la vista de la superficie de respuesta obtenidas
encontramos los valores 6ptimos de nuestras variables dentro de los intervalos de
trabajo que previamente hemos estudiado. Asi que podemos fijar los valores 6ptimos
de nuestras variables para llevar a cabo una buena generacion del hidruro de selenio.
Estos valores 6ptimos se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Valores optimos para las variables significativas en la generacion del hidruro de
selenio

Cédigo Variable Valor 6ptimo
A [HCI)/ M 3,0
B Caudal de NaHB,/ mL min™ 5,0
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4.3.2.2 Caracteristicas analitica del método

Se van a evaluar las caracteristicas analiticas del método desarrollado para la
determinacion de selenio en leche, dializados de leche y digeridos gastrointestinal,
estudiando el efecto matriz comparando las rectas de calibrado y adicion, la

sensibilidad, precision y exactitud.
Rectas de Calibrado y Adiciéon

Las rectas de calibrado y adicion se han obtenido para concentraciones
comprendidas entre 0,00 y 0,20 pg L. El calibrado se realiza utilizando &cido
clorhidrico 3M. La adicién se ha realizado afiadiendo el patron de selenio a 2,5 mL
de digerido acido, tanto de la leche, digerido gastrointestinal como de los dializados,
y enrasados a 25 mL con 4acido clorhidrico 3M. Las pendientes de las rectas de
calibrado y adicion de cada uno de los componentes, leche, dializado y digerido
gastrointestinal difieren significativamente (test t, nivel de confianza 99,5%) por lo
que hay que utilizar para cada una de las medidas de selenio total en leche, dializado
y digerido gastrointestinal las rectas de adicion. Mientras que las rectas de adicion
para los tres tipos de matriz, leches, dializados y los digeridos gastrointestinales no
difieren significativamente entre ellas, con lo que se puede utilizar indistintamente
cualquiera de las adiciones para llevar a cabo la determinacion de selenio (test t,
nivel de confianza 99,5%). Las ecuaciones de las rectas de calibrado y adicién de
cada uno de los componentes se muestran en la Tabla 10 y pueden verse

graficamente en la Figura 7.

Tabla 10. Pendientes de las rectas de calibrado y adicion, t experimental (texperimenta) Y Critica
(teritica) después de realizar un test t (nivel de confianza 99,5%)

Curva Adicion Adicion Adicion
dializado digerido leche
Pendiente texp tico texp tico texp tico
Calibrado 1552 791 1,96 794 1,96 872 | 1,96

Adici6n dializado 1054 @ - - 1,04 3,2 2,1 3,20
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100

Adicién dializado Adicion digerido gastrointestinal

Adicion digerido 1052 1,04 32 - e 1,25 3,20
Adicion leche 1048 2,1 3,2 1,25 320 - -
400 - '
Adicién leche Calibrado
350 1 y-1048x+110 y =1552x +24,8
s 300 - R2=0,9975 R2=0,997
=
g 250 -
2
S 200 -
=
E 150
g
E

50

y=1054x +51,4 y=1052x +92
R2=0,9962 R2=0,9966
0 0,05 0,10 0,15 0,20
[Se] pg L'

m Calibrado m Adicién dializado m Adicion digerido Gastrointestinal —m Adicion leche

Figura 7. Rectas de calibrado y adicion para la determinacion de selenio en leche, digerido
gastrointestinal y dializado de la leche de vaca por HG-AFS

Limites de deteccion y cuantificacion

La sensibilidad de los métodos desarrollados, se estudid a partir de dos

parametros: limites de deteccion y cuantificacion definidos en el capitulo 2. Los

resultados obtenidos para cada una de las matrices se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) del método para determinacion
de selenio en leche, digerido gastrointestinal y dializado de la leche de vaca por HG-AFS

Muestra LODpgL!' LOQpugL”
Dializado 0,04 0,12
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Digerido gastrointestinal 0,04 0,14
Leche 0,03 0,11

Precision

La precision de las medidas, expresada como el coeficiente de variacion (% CV),
fue estudiada para el procedimiento digestion acida de los dializados y la leche para
luego llevar a cabo la medida por generacion de hidruros-espectrometria de

fluorescencia atomica.

Se tomaron cuatro alicuotas de un dializado (2,5 mL), cuatro alicuotas de un
digerido gastrointestinal (2,5 mL) y cuatro alicuotas de una leche (2,5 mL) y se le
afiadio 50, 100 y 200 ng L' respectivamente a tres de las alicuotas de cada tipo de
muestra. Se lleva a cabo la digestion acida de cada una de las alicuotas y se miden
11 veces cada una de las disoluciones resultantes por espectrometria de
fluorescencia atomica. Se calculo la media y desviacion estandar para cada uno de
los valores obtenidos para cada una de las alicuotas de las diferentes matrices. Con
estos datos se calcula el coeficiente de variacion para los diferentes niveles tanto de
los dializados, digerido gastrointestinal como de la leche. Los valores medios
obtenidos fueron 6,7, 6,9 y 7,4 % para la leche, dializados y digerido gastrointestinal

respectivamente.
Exactitud

Se estudi6 la exactitud del método utilizando para ello un material de referencia,
Certified Reference Material 8435 (whole milk powder) con selenio total certificado
de 0,131 + 0,014 pug L. Con este material pudimos certificar que el método de
digestion acida utilizado y la medida por generacion de hidruros-espectrometria de
fluorescencia atomica se realizaban correctamente para las muestras de leche. Los
valores encontrados tras el analisis del material de referencia con nuestro método fue

de 0,128 + 0,009 pg L™'. Como el pretratamiento de la muestra y medida fueron las
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mismas en los dializados y digeridos gastrointestinales y llevadas a cabo de forma
simultanea a las medidas de la leche se toma como buenas las medidas de selenio
por espectrometria de fluorescencia atomica en estas matrices al ser exacta la

medida en las leches.
Estudio del balance de masas

Para evaluar la determinacion de selenio en los dializados y digeridos
gastrointestinales se llevo a cabo un balance de masas en cuatro réplicas de una
muestra de leche obtenido tras la fortificacion de los forrajes al nivel de 0,5 pg g
con selenio organico. Los niveles de selenio fueron determinados en la leche, los
dializados y el digerido gastrointestinal. Los resultados de estos analisis se recogen
en la Tabla 12.

Tabla 12. Balance de masas de la digestion gastrointestinal

Muestra Masa Se
(ng)

Leche 1156 £ 41

Dializado 74,15+ 4,5

Digerido gastrointestinal 1087 £ 50

Con estos valores se llevd a cabo los calculos del balance de masa, sumando la
masa encontrada en el digerido gastrointestinal y el dializado y dividiendo por la

masa encontrada en la leche. El resultado encontrado fue 100,41 + 1,15.

A la vista de los resultados, decidimos llevar a cabo el analisis de selenio total en
la leche y los dializados con el fin de establecer el porcentaje de dializabilidad del

selenio que se encuentra en las muestras de leche que vamos a estudiar.
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4.3.3 ESTUDIO DE LA DIALIZABILIDAD DEL SELENIO EN LECHE
DE VACA

Con el fin de conocer la dializabilidad de selenio en las distintas muestras de
leche obtenidas tras la suplementacion de los forrajes utilizados en la alimentacion
de las vacas con distintos niveles de selenio organico, y con selenio inorganico, se
determiné la concentracion de selenio en la leche y en los dializados obtenidos de
las mismas tras el proceso de digestion “in vitro” previamente descrito. Este estudio
se ha realizado con cinco muestras de leche diferentes para cada uno de los tipos y
niveles de suplementacion de los forrajes. De las cinco muestras empleadas, una de
ellas se ha utilizado como testigo en el proceso de didlisis, las cuatro muestras
restantes fueron analizadas por triplicado por generacion de hidruros-espectrometria
de fluorescencia atdmica empleando el método de adicion estandar. En el caso de las
muestras de leche, el analisis se ha realizado con nueve medidas para cada uno. Los
resultados de concentracion de selenio obtenidos en los dializados y en la leche se
muestran en la Tabla 13 expresados como concentracién de selenio (ng g') +

desviacion estandar.
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Tabla 13. Niveles de selenio encontrados en los dializados y leches obtenidas tras la
fortificacion de los forrajes con distintas cantidades de selenio organico

[Se] ng g
Nivel de suplementacién Dializado Total
Con selenio inorganico
2,1+ 0,25
2,5+ 0,21 22,5+0,42
2,0+ 0,41
2,3£0,10

03pngg’

Con selenio organico
1,9+0,3
1,8+£0,2
0,0 ng g’ o 19,4+ 0,41
Hes 18402
1,9+£0,2
2,9+0,3
2,8+0,3
0,2 ! ’ ’ 28,1 0,35
He s 27403
2,8+0,2
32+0,2
3,1+£0,2
03 pgg’ o 32,1£0,51
Hee 3,102
3,0£0,3
3,8+£0,1
4,0+0,2
0,4 ! ’ ’ 36,0 + 0,42
Hee 39403
3,7+0,4
4,7+0,2
4,5+0,2
05ngg’ [ 40,8 £0,53
He e 45402
44403
Como puede verse en la Figura 8 la concentraciéon media de selenio en los

dializados de la leche obtenidos tras el uso de la suplementacién de selenio en su
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forma inorganica (2,2 = 0,21) es menor que la obtenida para el mismo nivel de
suplementacion con selenio orgénico (3,2 £ 0,11). En cuanto a la suplementacion de
los forrajes con selenio organico se observa que a medida que aumenta el nivel de
suplementacion también aumenta la concentracion de selenio en los dializados de la

leche.

4,7
4,2

3,7

3,2

s

[Selng g'!

2,7

2,2

¥

[T T[T T T [T T T [T T[T TTIT 77T T]
Lovaa by s b e beaaadegaslaiaagl

¥

0,0 0,2 0,3 0,4 0,5 Inorganico
0,3
Nivel de fortificacion de selenio / pg g’!

Figura 8. Concentracion de selenio en los dializados de las leches obtenidas tras la
suplementacién de los forrajes a distintos niveles de selenio organico, y con selenio
inorganico

Tras hacer un analisis de varianza con el Test de Cochran, podemos concluir que
no hay diferencias significativas (95% nivel de confianza) entre las desviaciones
estandar de la concentracion de selenio en los dializados de leche entre los diferentes
niveles estudiados. A continuacion se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA
una via) y se comprobd que existen diferencias significativas (95% nivel de
confianza) entre los contenidos de selenio en los dializados de leche a distintos
niveles de suplementacion de los forrajes con selenio, tal como se apreciaba

graficamente.
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Para conocer entre que niveles de suplementacion existen diferencias
estadisticamente significativas (95% nivel de confianza) se llevo a cabo un Test de
rango multiple que utiliza el método de Fisher para discriminar (95% nivel de
confianza) entre las concentraciones medias de selenio en los dializados de las
leches obtenidas a diferentes niveles de suplementacion (Tabla 14). El resultado de
este andlisis estadistico nos muestra que existen diferencias significativas entre los

contenidos de selenio en las distintas muestras de leche estudiadas.

Tabla 14. Resultados del Test de rango multiple usando el método de Fisher (95% nivel de
confianza) para la concentracion de selenio en los dializados de leche de vaca

Nivel de Suplementacién /pg g™ Media/pg L™ Grupo homogéneo

0,0 1,86 X
Inorganico (0,3) 2,20 X

0,2 2,82 X

0,3 3,19 X
0,4 3,85 X
0,5 4,55 X
Limites (£) Contraste Diferencia

0,2056 0-0,2 *-0,96
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0-0,3
0-0,4
0-0,5
0 — inorganico
0,2-0,3
0,2-0,4
0,2-0,5
0,2 — inorganico
0,3-0,4
0,3-0,5
0,3 — inorganico
0,4-0,5
0,4 — inorganico
0,5 — inorganico
* Existen diferencias significativas entre los niveles comparados

Dializabilidad

*.1,33
*.1,99
.2 68
*.0,34
*.0,37
*.1,03
*.1,72
0,61
%.0,66
*.1,36
*0,98
*.0,70
1,64
*) 34
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Con los datos de concentracion de selenio obtenidos en la leche y sus dializados

(Tabla 13), y usando la féormula descrita en el apartado 4.3.2 calcularemos la

dializabilidad del selenio para cada tipo y nivel de fortificacion de selenio en los

forrajes tras el proceso de digestion “in vitro”. El porcentaje de selenio dializado (%

Dializabilidad) obtenido en cada uno de los casos se encuentra en la Tabla 15.

Tabla 15. Dializabilidad del selenio en leches de vaca obtenidas tras la fortificacion de los

forrajes con distintas cantidades de selenio organico

Nivel de suplementaciéon % Dializabilidad

Con selenio inorganico

9.4
11,0
8,7
10,1

03 pgg’

Con selenio organico

9,68
9,47
9,17
9,94

0,0 pgg’
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10,34
9,99
9,74
10,02
10,03
1 9,63

10,41

10,57

1 11,02

10,30

11,56

¥ 10,98
0,5ngg 11,10

10,83

02ugg’

Como puede verse en la Figura 9 parece existir una tendencia a aumentar el
porcentaje de dializabilidad en funciéon del nivel de suplementacién de selenio
organico. Dado que, a diferencia de lo observado para la concentracion de selenio en
los dializados de la leche, no existe una evidencia clara de esto se procedié a la

realizacion de un analisis estadistico que nos clarifique la existencia o no de dicha

tendencia.
1,7 F =
11,3 - I i
10,9 - _
£ 105 I .
]
S 00 - I I -
97 |- } I .
93 L .
0,0 0,2 0,3 0,4 0,5 Inorganico
03

Nivel de fortificacion de selenio / pg g'!
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Figura 9. Superficies de medias para la dializabilidad de selenio en muestras de leche de vaca
obtenidas tras la fortificacion de los forrajes con distintas cantidades de selenio organico

Se realizo un analisis de varianza (ANOVA una via) y se encontrd la existencia
de diferencias significativas para un 95 % nivel de confianza entre las medias de la
dializabilidad del selenio a los distintos niveles y tipos de suplementacion

empleados en la alimentacion de las vacas.

Para conocer entre que niveles de suplementacion existen diferencias
estadisticamente significativas (95% nivel de confianza) se llevo a cabo un Test de
rango multiple (95% nivel de confianza) con las dializabilidades medias de selenio a
diferentes suplementaciones (Tabla 16) El resultado de este analisis estadistico nos
muestra la existencia de dos grupos homogéneos en dializabilidad que presentan
diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Uno de los grupos esta
formado por las leches obtenidas tras la alimentacion con forrajes sin suplementar,
suplementados con selenio inorganico (0,3 pg g”) y con selenio organico de 0,2 y
0,3 pg g' mientras que el otro estd formado por las leches obtenidas tras la

fortificacion de los forrajes con 0,4 y 0,5 ug g de selenio orgénico.

Tabla 16. Resultados del test de rango multiple usando el método de Fisher (95% nivel de
confianza) para la dializabilidad de selenio en muestras de leche de vaca

Nivel de Suplementacién /pg g™ Media / % Grupo homogéneo

0,0 9,57 X

Inorganico (0,3) 9,88 X

0,2 9,94 X

0,3 10,02 X

0,4 10,65 X

0,5 11,12 X

Limites (£) Contrastan Diferencia

0,5267 0-0,2 -0,4575
0-0,3 -0,375
0-04 *-1,085
0-0,5 *-1,5525

0 — Inorganico -0,31
0,2-0,3 0,0825

0,2-04 *-0,6275
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0,2-0,5 *-1,095
0,2 — Inorganico 0,1475
0,3-0,4 *.0,71
0,3-0,5 *.1,1775
0,3 — Inorganico 0,065
0,4-0,5 -0,4675
0,4 — Inorganico *0,775
0,5 — Inorganico *1,2425

* Existen diferencias significativas entre los niveles comparados

44  CONCLUSIONES

- Se ha realizado un estudio sobre el efecto que produce el aumento de selenio en la
leche de vaca, a través de la fortificacion de los forrajes empleados en la
alimentacion de las vacas, en la biodisponibilidad del mismo para el ser humano. El
método utilizado para estudiar la biodisponibilidad ha sido un método de digestion
“In vitro” con dialisis, siendo la dializabilidad el parametro escogido para estudiar la

diferente biodisponibilidad del selenio presente en las leches de vaca.

- Los contenidos de selenio en los dializados de la leche de forma proporcional a
medida que aumenta el nivel de fortificacion con selenio organico de los forrajes. La
suplementacion con 0,3 pg g de selenio inorganico da lugar a niveles de selenio en
los dializados muy proximos al nivel de los dializados de la leche obtenida sin

suplementar.

- La dializabilidad del selenio en leches de vaca obtenida tras la alimentacion con
forrajes sin suplementar, suplementados con selenio inorganico (0,3 pg g") y con
selenio organico de 0,2 y 0,3 pg g' no presenta diferencias estadisticamente

significativas.

- La dializabilidad del selenio en las leches obtenidas tras la fortificacion de los
forrajes con 0,4 y 0,5 pug g de selenio organico presentan un mayor porcentaje de
dializabilidad con respecto a las anteriores y no presentan diferencias significativas

entre ellas.
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5.1 INTRODUCCION

Hoy en dia, se ha establecido que la biodisponibilidad del selenio y el impacto en
el comportamiento fisiologico y distribucion en el organismo humano, depende en
gran medida de la forma quimica en que éste se encuentre en la dieta. La forma
quimica en que es ingerido un elemento esencial condiciona la absorcion del mismo.
Esto ha sido descrito en el caso del selenio por C.D. Thomson', quien comenta que
la absorcion del selenio en forma de selenoaminoacidos, tal como selenometionina,
es del 95%, mientras que en las formas inorganicas, tales como selenio (IV) y
selenio (VI), la absorcion es del 90 y 60% respectivamente. Por otra parte, mientras
la selenometionina es absorbida por un transporte activo en el lugar de la metionina,
el selenio (VI) es absorbido por un transporte de difusion simple’. Esta es la razon,
por lo que las formas organicas de selenio encontradas en los alimentos naturales
son absorbidas en mayor extension que las formas inorganicas usadas habitualmente

en los suplementos alimenticios.

Asimismo, la toxicidad del selenio también depende de la forma quimica en que
se ingiere. Por lo tanto, es de gran importancia llevar a cabo la especiacion de
selenio en los alimentos y complementos dietéticos utilizados habitualmente en la
alimentacion del ser humano, con objeto de conocer la mayor o menor

biodisponibilidad del selenio en la dieta.
5.1.1 METODOS UTILIZADOS EN LA ESPECIACION DE SELENIO

La especiacion de metales en matrices bioldgicas necesita una estrategia de
trabajo determinada para obtener unos resultados satisfactorios. Esta estrategia debe
tener una serie de etapas como extraccion de los elementos de la muestra,
separacion, deteccion, identificacion y cuantificacion de las especies. Otras etapas,
como la preconcentracion o la limpieza, se pueden incluir segun sea el analito y la

muestra objeto de estudio. Estas etapas se pueden ver en la Figura 1.
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Figura 1. Estrategia secuencial para la especiacion de elementos en muestras bioldgicas

5.1.1.1 Extraccion de las diferentes especies de selenio

El primer paso necesario para llevar a cabo la especiacion de cualquier analito es
su extraccion de la matriz a la que se encuentre ligado. Cuando lo que se busca es la
determinacion de especies de un determinado metal, las técnicas empleadas para la
preparacion de la muestra, han de ser menos agresivas que las empleadas en la
determinacion del contenido total de este metal, donde el objetivo es la destruccion
total de la matriz en la que se encuentra el metal a determinar. Este proceso de
preparacion de la muestra para la posterior especiacion de selenio va a depender de
la técnica analitica que se vaya utilizar para llevar a cabo el analisis y de la
naturaleza de dicha muestra. Requiere una serie de etapas como la liberacion de los
analitos de la muestra, en algunos casos preconcentracion, filtracién para eliminar
residuos que puedan dafiar el equipo o el sistema de separacion y hasta posibles
reacciones de derivatizacion para poder ser analizadas por las técnicas de que se
dispongan en el laboratorio. Y todo ello teniendo como objetivo una méxima

eficiencia y procesos rapidos y baratos.

Los desafios que presenta el pretratamiento de la muestra para la especiacion

quimica y bioldgica son:

202 |



Especiacion del selenio

. Estabilidad de las especies. Las especies pueden modificarse a
menudo cuando alteramos el equilibrio fisicoquimico en que se encuentran
en su origen. Por ejemplo, la selenocisteina presenta una baja estabilidad en
los extractos y se transforma rapidamente en otras especies.

. Debido a la alta complejidad de las matrices en que se encuentran
las especies se necesitan métodos de pretratamiento sencillos que no las
modifiquen’ y no hagan muy complejo su anélisis.

. Desarrollo de instrumentacion para llevar a cabo la extraccion y
posterior determinacion de las diferentes especies. Normalmente la
concentracion de las especies organometalicas son muy bajas y necesitan

detectores muy sensibles y selectivos.

En el caso de selenio, deben tenerse en cuenta las diferentes caracteristicas que
pueden presentar los distintos compuestos en que se encuentran. Este elemento
forma parte de especies organicas (selenocisteina, selenocistina y selenometionina) y
especies inorganicas (selenio (IV) y selenio (VI)), pero algunas de sus especies
organicas, como los selenio-aminodcidos, poseen enlaces covalentes formando parte
de proteinas o péptidos que hay que tener en cuenta para llevar a cabo su extraccion

y su posterior analisis.
En la bibliografia encontramos distintos métodos de extraccion de estas especies:

e La extraccion con agua fue utilizada para obtener las especies de selenio en
diferentes muestras, pero la eficacia de estas extracciones es baja, con

: 4
recuperaciones entre un 10-40 % *°.

e La hidrolisis de proteinas para liberar los diferentes aminoéacidos, hidrolisis

4cida, normalmente con 4cido clorhidrico®”*®

10,11

, 0 la hidrdlisis alcalina llevada
a cabo con amoniaco o hidroxido de tetrametilamonio® se han utilizado

con gran éxito aunque la utilizacion de estos tratamientos agresivos puede
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provocar la degradacion de las diferentes especies de selenio como describe

Mackey y col."

La mezcla de disolventes organicos también se ha utilizado para la extraccion
de selenio inorganico y selenoaminoacidos, usando mezclas como cloroformo/

alcohol, agua/metanol/cloroformo'*'”.

Estas técnicas wusan agitacion
mecéanica y trabajan a distintas temperaturas lo que puede facilitar la
extraccion, pero tienen el riesgo de producir dafios en la estabilidad de las

distintas especies.

Extraccion Soxhlet, es empleada en muestras solidas, por ejemplo en nueces'®,
presenta altas recuperaciones. Al utilizar disolventes orgénicos es necesario
evaporarlos en la mayoria de las técnicas analiticas usadas para la
determinacion del selenio debido a que provoca problemas su introducciéon en
el plasma cuando las medidas se llevan a cabo por técnicas de plasma
acoplado por induccion, o provoca la inhibicion de la generacion el hidruro de

selenio si se utiliza esta técnica.

La microextraccion en fase sélida se utiliza para la extraccion de compuestos
volatiles y su posterior analisis por cromatografia de gases'"'®. Es una técnica
muy poco aplicada y desarrollada en los ultimos afios para el estudio de
especies de selenio mediante cromatografia de gases tras una ectapa de

derivatizacion.

La hidrolisis enzimatica es el método mas utilizado en la actualidad para la

192021 14 utilizacion de este

especiacion de selenio en diferentes matrices
pretratamiento de la muestra se justifica debido a que el selenio se encuentra
formando parte de compuestos de alto peso molecular en las paredes de la
célula, mitocondrias, microsomas, acidos nucleicos y sustituye al azufre en
algunos aminoacidos que forman parte de las proteinas. Por tanto para separar
los distintos selenoaminodcidos que conforman las distintas proteinas se
utilizan enzimas proteoliticas especificas como la tripsina o pepsina, 0 no

especificas como las pronasa. Estas enzimas rompen los enlaces peptidicos de
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las proteinas y liberan los aminoacidos. Este procedimiento de tratamiento de

la muestra presenta altas recuperaciones proximas al 100%.

5.1.1.2 Separacion de las diferentes especies de selenio

La necesidad de identificar las diferentes especies de selenio en muestras
bioldgicas hace que en los ultimos afios se hallan desarrollados numerosas técnicas
de separacion. A continuacion se describen los métodos de separacion mas comunes
empleados en la separacion de selenio en muestras biologicas. En la especiacion de
selenio, las técnicas de separacion utilizadas son la cromatografia de gases (GC),
cromatografia liquida (LC) y electroforesis capilar (CE). Estas técnicas se acoplan
con detectores selectivos como los de absorcion atomica (AAS), emision atomica
(AES), espectrometria de fluorescencia atémica (SFA), plasma acoplado por
induccion acoplado a espectrometria de masas (ICP-MS) y en los tltimos trabajos
encontrados en bibliografia, utilizan la técnica del electrospray acoplado a

espectrometria de masas (ES-MS).
Cromatografia de gases

Actualmente, la cromatografia de gases es una técnica poco utilizada en la
especiacion de los compuestos de selenio. Las ventajas que presenta esta técnica son
su rapidez y sensibilidad y su facilidad para ser acoplada a detectores de plasma ya
que las especies se encuentran en fase gas y no es necesario eliminar el disolvente
como es el caso de la cromatografia liquida, lo cual permite llegar a niveles de
concentracion muy bajos. Pero esta técnica presenta la limitacion de que so6lo es
valida para sustancias volatiles, por lo que los compuestos de selenio, para su
determinacion por cromatografia de gases, necesitan una etapa previa de
derivatizacion. En esta etapa de derivatizacion se han utilizado varios reactivos que
forman especies volatiles como el 1,2-diamino-4-trifluorometilbenceno®, 4-nitro-o-
fenilendiamina'®, 4-cloro-o-fenilendiamina®, los cuales mediante reacciones

quimicas dan lugar a un compuesto volatil de selenio llamado piazo-selenol.
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Otra forma de convertir las especies de selenio en compuestos volatiles esta
basada en la formacion de hidruros'®. Tras la reaccion de selenio (IV) con hidrogeno
naciente. Otra reaccion encontrada en bibliografia para la especiacion de selenio por
cromatografia de gases fue la transformacién de la selenocistina y selenometionina
en su correspondiente N-etoxicarbonil etil éster tras la derivatizaciébn con
etilcloroformato®. Igualmente, en la separacién de los dos enantiomeros de la
selenometionina, se han derivatizado con cloruro de propano-2-acetilo y anhidrido

trifluoroacético para su posterior separacion®.
Cromatografia liquida

Como se ha mencionado en el apartado anterior, el uso de cromatografia de
gases para separar los diferentes compuestos de selenio presenta la limitacion de que
la mayoria de las especies no son volatiles y necesitan una etapa previa para su
transformacion en compuestos volatiles. Ambos procesos estan sujetos a numerosas
interferencias y aumentan considerablemente la manipulacion de la muestra
incrementando los riesgos de pérdida del analito, contaminacion o transformacion de
especies en otras. La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) permite la
separacion de mezclas liquidas que por su baja volatilidad o inestabilidad térmica
que no pueden separarse mediante cromatografia de gases. La versatilidad de esta
técnica hace que su campo de aplicacion sea muy extenso. Por todo esto, la
cromatografia liquida de alta resolucion es la técnica mas utilizada en la especiacion
de selenio en las diferentes matrices estudiadas. Ademas, la gran variedad de fases
moviles y fases estacionarias que es posible utilizar nos permiten trabajar con un
amplio intervalo de posibilidades para obtener una buena separacion de las especies.
Esta técnica presenta la ventaja adicional de permitir derivatizaciones pre- y post-
columna en compuestos que presentan problemas en su deteccion. De los diferentes
tipos de cromatografia liquida, la de intercambio idnico y fase reversa han sido los
mas aplicados en la especiacion de compuestos de selenio. También existen trabajos
en este campo con otros tipos de cromatografia liquida como la de de exclusién por

tamafio de particulas o la cromatografia quiral®.
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La cromatografia de intercambio i6nico ha sido la mas empleada para la

26,27,28,29,30

determinacion de las diferentes especies de selenio Los trabajos

31,32

desarrollados han utilizado tanto columnas catidnicas como columnas

anionicas®*****, Las fases méviles mas usadas con estas columnas son acuosas y

normalmente disoluciones reguladoras, siendo las mas utilizadas las fases acuosas

25,34

de sales de fosfato™", aunque también se pueden encontrar algunos trabajos con

fases moviles organicas’>. Con este tipo de cromatografia acoplado a un gran

numero de detectores se ha llevado a cabo con éxito la determinacion de compuestos

28,30

. . . 31 2 .33
de selenio en diferentes matrices como agua™", algas™, moluscos “*, orina™, etc.

La cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa también ha sido

empleada con éxito en la determinacion de las diferentes especies de selenio. En esta

modalidad se han desarrollado trabajos tanto en su forma convencional®>*

6,21,37,38

como en
la cromatografia en fase reversa con par idnico Con este tipo de
cromatografia acoplado a diferentes detectores se ha aplicado a la especiacion de

21,30

selenio en diferentes matrices como en levaduras™ ", pescados35 , etc.

Otras modalidades de cromatografia liquida utilizada en la especiacion de

selenio en diferentes matrices es la cromatografia de exclusion por tamafio”’ y en

los wltimos afios se empieza a utilizar la cromatografia quiral>*°.

Electroforesis capilar

Aunque la cromatografia de gases y la cromatografia liquida de alta resolucion
son las dos técnicas de separacion fundamentales en la especiacion de selenio, en los
ultimos afios se ha desarrollado una técnica alternativa que es la electroforesis
capilar. La electroforesis capilar es una técnica que se basa en el transporte idnico a
través de un disolvente que se encuentra dentro de una columna capilar bajo un
campo eléctrico. Esta técnica se caracteriza por su elevada capacidad analitica,
debido a su alta capacidad de separar compuestos y cuantificarlos en cortos periodos
de tiempo. Las primeras y principales aplicaciones de esta técnica fue la separacion

de péptidos, proteinas y secuencias de ADN*"***_Sin embargo, cada vez se ha ido
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aplicando a otros campos como en la especiacion de compuestos de selenio en
diferentes matrices******’. Cabe resaltar que se pueden encontrar trabajos que
utilizan esta técnica de separacion de las distintas especies de selenio en leche*®*°

obteniendo resultados satisfactorios.
5.1.1.3 Deteccion de los compuestos de selenio

Una vez separadas las especies es necesario determinar el contenido de cada una

de ellas por las distintas técnicas de separacion citadas en el apartado anterior.
Espectrometria de absorcion atomica

La espectrometria de absorcion atomica como detector para el analisis de
compuestos de selenio no ha sido muy utilizada acoplada generalmente a la
cromatografia liquida. G. A. Pedersen et al.*’ proponen la espectroscopia de
absorcion atomica con llama como detector tras llevar a cabo la separacion de las
especies de selenio debido a la facilidad de acoplar dichas técnicas. El problema que
presenta este acoplamiento es su falta de sensibilidad (alcanza miligramos por litro)
lo que hace que no sea una técnica adecuada para la determinacion de selenio en
muestras reales. Mejores resultados se obtienen cuando se acopla la cromatografia
liquida de alta resolucion a la espectroscopia de absorcién atdbmica con atomizacion
electrotérmica'®'”>'*. Con esta técnica se consigue un aumento considerable de la
sensibilidad obteniendo respuesta para concentraciones del orden microgramos por
litro. La generacion de hidruros tras la separacion de los compuestos y posterior
deteccion por espectroscopia de absorcion atomica ha sido utilizada en mayor
medida dentro de las técnicas de espectrometria de absorcion atémica para llevar a
cabo la especiacion de selenio™**3**%7 Esta técnica alcanza igualmente niveles de
microgramos por litro. Aunque los resultados obtenidos alcanza valores adecuados
para le especiacion de selenio en muestras reales estas técnicas no han sido
ampliamente utilizadas debido a la dificultad de llevar a cabo el acoplamiento entre

la técnica de separacion y el detector.

Generacion de hidruros-espectroscopia de fluorescencia atémica
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La generacion de hidruros acoplada a la espectroscopia de fluorescencia atomica
es una técnica muy utilizada en trabajos de especiacion de selenio llevados a cabo en

2830343637 presenta una gran facilidad para acoplarse a la

los ultimos afios
cromatografia liquida de alta resolucion. La técnica ofrece la ventaja de su alta
sensibilidad pero requiere la transformacion de todas las especies de selenio a su
forma inorganica, selenio (IV), ya que sélo esta especie da lugar al hidruro. Esto
provoca que este paso sea de gran importancia ya que si la transformacion no es

completa o se pierde nos llevaria a resultados erréneos.

Espectrometria de masas con plasma acoplado por induccion

Esta técnica combina la habilidad de la técnica del plasma acoplado por
induccion para romper la muestra en atomos con el poder de la espectrometria de
masas para distinguir particulas con diferente relaciéon carga masa. Presenta gran
sensibilidad para la determinacion de las especies de selenio y ademas presenta una
gran facilidad para ser acoplada a las técnicas empleadas en la separacion de las
especies. Por todo ello, la espectrometria de masas con plasma acoplado por
induccion es el detector mas utilizado en estudios de especiacién de selenio®®3>%
Pero esta técnica presenta interferencias espectrométricas y no espectrométricas para
la determinacion de selenio, aunque en los Ultimos afios estas se han disminuido
considerablemente. Otro inconveniente es el alto coste de esta técnica que hace que

no todos los laboratorios puedan acceder a ella.

Electroespray-espectrometria de masas y electroespray-espectrometria de

masas-espectrometria de masas

En los ultimos afios los avances que se han llevado a cabo en las técnicas de
separacion y los limites de deteccidon alcanzados permiten determinar nuevas
sustancias que anteriormente no se habian identificado. La espectrometria de masas-
espectrometria de masas permite también la determinacion de la secuencia de
aminoacidos. Se selecciona un i6n por la masa en un primer espectrometro y se
fragmenta por colision con un gas y los fragmentos se analizan en un segundo

espectrometro. Puede utilizarse con una fuente de ionizacion tipo MALDI o ESI. En
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la ionizacion mediante electrospray los iones se forman a partir de una muestra en
disolucién, que se vaporiza haciéndola pasar a través de una fina aguja a la que se
aplica una alta diferencia de potencial. Las gotas cargadas pasan a una zona de
potencial mas bajo, y son desolvatadas, adquiriendo protones las moléculas. Las
primeras aplicaciones de ionizacion con electrospray fueron desarrolladas por

Ganem et al. ¢!

para el estudio de complejos no covalentes. Posteriormente es
aplicada en gran medida a estudios donde se trata de identificar nuevas especies de
los diferentes analitos estudiados. Este es el caso del selenio donde, debido a los
niveles de deteccion encontrados con las técnicas desarrolladas se busca identificar
las nuevas especies detectadas, como por ejemplo, y-glutamyl-Selenio-
metilselenocisteina o el Selenio—adenosylhomocisteina, en distintas matrices, como

62,63

. 4 1
orina®*® cebollas™, agua®', levaduras®, etc.

5.2 OBJETIVO

Dadas las diferencias existentes en la biodisponibilidad de las especies de selenio
en la leche se considera necesario el estudio de dichas especies. Por ello se pretende
desarrollar un método analitico para poder llevar a cabo la especiacion de selenio en
leche de vaca mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon acoplada a la

generacion de hidruros-espectroscopia de fluorescencia atomica.
Por otra parte se estudiara si el empleo de selenio organico o selenio inorganico

en la suplementacion de los forrajes usados en la alimentacion de las vacas produce

variacion en las distintas especies de selenio encontradas en la leche.

210 |



Especiacion del selenio

5.3 PARTE EXPERIMENTAL
5.3.1 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo el desarrollo de un método de especiacion de selenio en
muestras de leche, este estudio toma como punto de partida el método desarrollada

por Vilano y col.** aplicado a dos materiales de referencia de aguas.

El procedimiento podemos dividirlo en tres etapas de trabajo, la separacion

cromatografica, una etapa de reduccion y finalmente la deteccion.

El estudio de la separacion de las distintas especies de selenio se ha realizado
mediante cromatografia de intercambio i6nico, la cual es utilizada en el trabajo de
Vilano y col.**. Para ello se ha empleado un cromatégrafo modelo 625 LC de
WATERS equipado con una columna Hamilton PRP X-100. La separacion
cromatografica se lleva a cabo inyectando la muestra en un bucle de 100 pl y es
transportado por la fase movil (fosfato amoénico 0,015M, pH=7,0, 1 mL min'l) a
través de la columna cromatografica. Después de la separacion, se le afiade acido
clorhidrico 3M y se introduce en el craqueador UV, formado por una lampara de
radiacion ultravioleta a 254 nm rodeada por el tubo de teflon de 0,5 mm de didmetro
interno y longitud 12 m. Tras salir del craqueador UV, se mezcla con la corriente de
borohidruro sédico (0,8% (m/v), (borohidruro soédico en 1% (m/v) hidréxido sédico)
para generar el hidruro de selenio y medirlo mediante espectroscopia de

fluorescencia atdmica. El esquema de trabajo se puede observar en la Figura 2.
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Inyector Craqueador UV | |
aS a AFS

+ Columna Membrana
Hidroscépica
—’ .
Bomba HPLC Bomba 1 || Bomba2 Residuos
Separador gas-liquido
Tampén de fosfato HCl1 NaBH,

Figura 2. Esquema del montaje utilizado inicialmente para la especiacion de selenio por
HPLC-UV-HG-AFS

Los resultados que se obtienen bajo estas condiciones no son satisfactorios para
realizar la especiacion de selenio en muestras de leche ya que la sensibilidad
encontrada para las distintas especies tiene valores superiores al contenido de estas
en la leche. Ademas, bajo estas condiciones, no conseguimos reducir el selenio (VI)
y la selenometionina a selenio (IV), por tanto no se genera el hidruro de esta especie
y no se detecta. El cromatograma obtenido bajo estas condiciones se muestra en la
Figura 3. Por todo ello, se va ha optimizar del sistema, separacion cromatografica,

etapa de prerreduccion y sistema de deteccion.
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Figura 3. Cromatograma obtenido bajo las condiciones iniciales

5.3.1.1 Optimizacion de los parametros experimentales

Con el objetivo de obtener una maxima intensidad y estabilidad en las sefiales
analiticas correspondientes a cada una de las especies de selenio, los diferentes
parametros experimentales han sido estudiados y optimizados para el sistema
cromatografico en linea utilizado (Figura 2). Solo el selenio (IV) puede formar el
hidruro, por lo que todos los compuestos tienen que ser convertidos en primer lugar
a este estado de oxidacion para la posterior generacion del hidruro. Este paso tiene
una gran importancia para obtener un buen analisis de las especies de selenio por
generacion de hidruros-espectrometria de fluorescencia atomica. Debido a esto
nuestro estudio de optimizacion lo vamos a comenzar por la optimizacion de la

etapa de reduccion y posteriormente estudiaremos las demas etapas del sistema.

5.3.1.1.1 Optimizacion de la etapa de reduccion

En este estudio se desarrollaron dos procedimientos para llevar a cabo la

reduccion de las diferentes especies de selenio (selenio (VI), selenometionina y
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selenocistina) mediante el uso de dos fuentes distintas de radiacion, UV y radiacion
microondas, con el fin de disminuir el tiempo necesario para llevar a cabo la

reduccion de las especies y aumentar la efectividad de esta etapa.

Reduccion de las especies de selenio a selenio (IV) mediante radiacion

ultravioleta

Dado los resultados no satisfactorios obtenidos con el sistema propuesto por
Vilano y col.**, seleccionado como punto de partida para este estudio, se decidio
introducir en el sistema una fuente de calor para mejorar la destruccion de la materia
organica y la reduccion de selenio (VI) a selenio (IV) tal y como proponen I. Ipolyi

et col®

. Para ello se ha disefiado un sistema de calentamiento que consiste en una
resistencia eléctrica con termostato formada por dos bloques de aluminio unidos por
dos barras también de aluminio. Estas barras se calientan al conectar la resistencia a
la corriente eléctrica. El termostato del sistema nos permite controlar la temperatura
de los bloques y barras de aluminio entre una temperatura ambiente a 200°C.
Alrededor de las barras de aluminio se ha colocado un tubo de teflon de diez metros
de longitud y un diametro interno 0,8 mm para calentar la disolucion. Este sistema
(Tlustracion 1) se ha acoplado al craqueador de radiacion ultravioleta de forma que la

disolucion proveniente de éste es calentada a la temperatura seleccionada.
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Iustracién 1. Sistema de calentamiento empleado para la reduccion de las especies de
selenio para llevar a cabo la especiacion por HPLC-UV-HG-AFS

Con objeto de enfriar la disolucion a la salida del bloque de calentamiento
también se afiadio al sistema inicial un bafio de hielo. Este enfriamiento es
necesario, dado que si se introduce la disolucion caliente en el separador gas-liquido
ésta provoca una gran inestabilidad en la linea de base producida por la llama de
hidrogeno-argéon usada en el sistema de determinacidon (espectrometria de

fluorescencia atémica). El nuevo sistema utilizado se muestra en la Figura 4.

Resistencia H, Ar

eléctrica Baiio de hielo

Lk

N, N,

Inyector

Craqueador UV

AFS

Membrana
Hidroscopica

Residuos
l I

HCI NaBH,

Bomba2 | separador gas-liquido

Tamp6n de fosfato

Figura 4. Esquema del montaje utilizado para la especiacion de selenio por HPLC-UV-HG-
AFS

Para llevar a cabo la optimizacion de los distintos parametros involucrados en la
etapa de reduccion mediante radiacion ultravioleta-calor se crea un disefo
composicional 272 + estrella con el paquete estadistico “Statgraphics Plus 5,0”%.
Las dos variables estudiadas fueron la temperatura alcanzada en el sistema de
calentamiento y la concentracion de 4cido clorhidrico, que va a ser utilizado como
reductor y portador al mismo tiempo. La radiacion ultravioleta se mantuvo constante
durante todo el proceso. No se puede variar debido a limitaciones instrumentales,
que solo nos permite tenerlo encendido con una intensidad prefijada por el
fabricante. En la Tabla 1 se muestran los valores superior (+) e inferior (-), asi como
los valores intermedios (Ko) y superior axial (+a) e inferior axial (-o) alrededor de

los valores limites del intervalo de cada una de las variables fijados por nosotros.
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Tabla 1. Intervalo de estudio en el disefio composicional para la reduccion de las especies de
selenio inducida por radiacion ultravioleta

Variables
Valores [HCl] /M Temperatura / °C
+ 7,5 200
- 2,5 50
Ko 5 125
+a. 2,3 205,9
-0 7,7 44,1

Ko es el valor medio de la variable; o es el valor estrella para cada variable

La matriz resultante de los diseflos experimentales planteados (Tabla 2),
correspondiente a un disefio composicional 22 + estrella, el cual, duplicado implica
20 experiencias. Se lleva a cabo por duplicado ya que esto no conlleva un gran

numero de experiencias y se obtienen unos resultados mas robustos.

Tabla 2. Matriz de diseflo composicional 2"2 + estrella para la determinacion de selenio tras
la reduccion con radiacion ultravioleta

Experiencia [HCI/M Temperatura / °C
1 Ko Ko
2 - -
3 + -
4 -

5 +

6 - Ko
7 +o Ko
8 Ko -o
9 Ko +a
10 Ko Ko
11 Ko Ko
12 - -

216 |



13
14
15
16
17
18
19
20

Especiacion del selenio

Dichas experiencias se realizaran con una concentracion de selenio (VI) de 30 ng

L. Se lleva a cabo el estudio sélo con el selenio (VI) debido a que es la especie que

presenta una mayor dificultad en la reduccién de las diferentes especies estudiadas.

Una vez creada la matriz del disefio se llevan a cabo las experiencias y se obtienen

los resultados de intensidad de fluorescencia en altura de pico mostrados en la Tabla

3.

Tabla 3. Resultados obtenidos para el diseflo composicional para la determinacion de selenio

tras la reduccion con radiacion ultravioleta

Experiencia

1

o 0NN AR W N

k|
WN =

188
0
0

122

171

117

178

228
190
185

Intensidad de fluorescencia
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14 129
15 175
16 116
17 170
18 0

19 235
20 185

Una vez obtenidos estos datos, se introducen en el disefio composicional que nos
ayudara a obtener el optimo para cada una de las dos variables. A continuacion se
muestran las superficie de respuesta (Figura 5 y Figura 6) obtenida como producto
del analisis de los datos introducidos en la matriz del disefio composicional para la
determinacion de selenio mediante generacion de hidruros-espectroscopia de

fluorescencia atomica.

210

170
8 130
=
g 9
N )
el
S
= 10
=]
2 3
S

&,

7 7 a0 10 20

4 8 g 110
50
Temperatura/ °C

Figura 5. Superficie de respuesta obtenida para la optimizacion de la etapa de reduccion de
selenato a selenito inducida por radiacion ultravioleta
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Figura 6. Superficie de contorno para la respuesta obtenida en la optimizacion para la
reduccion de selenato a selenito inducida por radiacion ultravioleta

Con estos resultados se puede concluir que es necesario introducir el sistema de
calentamiento para obtener la reduccion optima de las diferentes especies de selenio
a selenio (IV) ya que a temperaturas inferiores a 100°C no se produce la reduccion
del selenio (VI) a selenio (IV). Otro resultado que se puede extraer de las
experiencias realizadas para el diseflo composicional es que la reduccion de selenio
se puede llevar a cabo con acido clorhidrico unicamente, el cual también se utiliza
para la generacion del hidruro, por lo que no es necesario utilizar mezclas reductoras
que pueden introducir nuevas interferencias en la generacion del hidruro. En las
superficies de respuesta obtenidas encontramos los valores Optimos de nuestras
variables dentro de los intervalos de trabajo que previamente hemos establecido.
Con ayuda de las superficies de respuesta podemos fijar los valores 6ptimos de la

concentracion de acido clorhidrico y temperatura para llevar a cabo la reduccion de
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selenio (VI) a selenio (IV) inducida por radiacion ultravioleta. Estos valores optimos

se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores Optimos para las variables significativas en la reduccion de selenio (VI) a
selenio (IV) inducida por radiacion ultravioleta

Variable Valor 6ptimo
[HC1)/ M 6,0
Temperatura/ °C 180

Como la reduccion de las especies de selenio se hace en linea tras la separacion
cromatografica y ha de realizarse con unos valores fijos en las dos variables
(temperatura y concentracion de acido clorhidrico) debido a las limitaciones
instrumentales, se va a estudiar si las condiciones obtenidas para la reduccién del
selenio (VI) son validas para reducir las dos especies organicas de selenio,
selenocistina y selenometionina. Para ello se prepara una mezcla de patrones de
selenocistina y selenio (IV) de 10 ng L™ y de selenometionina y selenio (VI) de 20
ng L' y se inyectan en nuestro sistema. Esta experiencia se realiza con las
condiciones cromatograficas propuestas inicialmente y las de la etapa de reduccion
optimizada en este apartado. Bajo estas condiciones se obtienen buenos resultados
para todas las especies estudiadas, como se puede observar en el cromatograma

mostrado en la Figura 7.
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Figura 7. Cromatograma obtenido empleando las condiciones optimizadas de la fase de
reduccion inducida con radiacion ultravioleta

Reduccion de las especies de selenio a selenio (IV) mediante radiacion con

energia de microondas

Este estudio se llevo a cabo siguiendo el mismo esquema de trabajo empleado en
el estudio realizado con radiacion ultravioleta con el sistema de calentamiento
acoplado. En este caso la lampara de UV y el sistema de calentamiento fueron

sustituidos por un horno microondas de uso doméstico (Figura 8).
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H Ar
Hf)rnO . 2 N, N,
Inyector microondas Baiio de hielo
|~ AFS
4  Columna Membrana
hidroscopica
Bomba HPLC Bomba2 |Separador gas-liquidoReSIduos
Bomba 1
Tamp6én de fosfato KBr KBro,

Figura 8. Esquema del montaje utilizado para la especiacion de selenio por HPLC-MW-HG-
AFS

En primer lugar se aborda la optimizacion de las variables que resultan
significativas en la reduccion de las especies de selenio a selenio (IV). Estas
variables fueron la potencia de la energia de microondas y la concentracion de los
reactivos que conforman la mezcla redox (bromuro potasico y bromato potasico),
tomando como referencia para fijar nuestro intervalo de trabajo los resultados

obtenidos por E. Dumont y col.".

La optimizacién de las tres variables se llevo a cabo mediante un disefio
composicional central 2*3+ estrella, ortogonal con seis grados de libertad por
duplicado que implica 32 experiencias. Se establecid un intervalo de estudio para
cada variable (Tabla 5) y se crea la matriz de experiencias con ayuda del paquete
estadistico “Statgraphics Plus 5,0”% (Tabla 6). Dichas experiencias se realizaran con
una concentracion de selenato de 30 ng L™ igual que en la optimizacion de la

reduccion mediante radiacion ultravioleta.

Tabla 5. Intervalo de estudio en el disefio composicional para la reduccion de las especies de
selenio mediante radiacion de microondas

Variables

)
]
]



Valores

+

Ko
+a

-

[Br]/ % (p/v)

50

30

40
56,81
23,18

[BrO;] / mM

30

10

20
36,82
3,20
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Potencia microndas / W
450
200
325
150
535

Ko es el valor medio de la variable; £ o es el valor estrella para cada variable

Tabla 6. Matriz de diseflo composicional 2"3 + estrella para la determinacion de selenio tras

la reduccion con radiacion ultravioleta

Experiencia

1

[Bri]/ %
(p/v)
Ko

[BrOs7] /
mM
Ko

Potencia microndas / W

Ko
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2 - - -
3 + - -
4 - + -
5 + + -
6 - - +
7 + - +
8 - + +
9 + + +
10 -o Ko Ko
11 +a Ko Ko
12 Ko -0 Ko
13 Ko +a Ko
14 Ko Ko -0
15 Ko Ko -0
16 Ko Ko Ko
17 Ko Ko Ko
18 - - -
19 + - -
20 - + -
21 + + -
22 - - +
23 + - +
24 - + +
25 + + +
26 -o Ko Ko
27 +ou Ko Ko
28 Ko -0 Ko
29 Ko +a Ko
30 Ko Ko -0,
31 Ko Ko -0,
32 Ko Ko Ko

Del mismo modo que en el apartado anterior, trabajamos con las condiciones
cromatograficas tomadas inicialmente y para cada experiencia se adoptan los valores

que nos indica la matriz de experiencias.
Una vez obtenidos los resultados para cada una de las experiencias (Tabla 7),

estos se introducen en el disefio composicional que nos ayudara a obtener el valor

optimo para cada una de las tres variables estudiadas. A continuacidon se muestran
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las superficies de respuesta (Figura 9) y la superficie de contorno (Figura 10)
obtenida como producto del analisis de los datos introducidos en la matriz del disefio
composicional para la determinacion en continuo de las distintas especies de selenio

mediante generacion de hidruros-espectroscopia de fluorescencia atomica.

Tabla 7. Resultados obtenidos para el disefio composicional para la determinacion de selenio
tras la reduccién con radiaciéon microondas

Experiencia Intensidad de fluorescencia
1 114
80
77
70
72
60
58
55
56
122
117
89

o RIS A WN

—
N - O



13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

74
79
56
116
112
78
79
68
70
55
53
50
58
128
121
85
70
83
54
119
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121
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96

Intensidad Fluorescencia

Potencia microondas =325 W

ECR)

[Br}/%(p/V)
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28

37
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Figura 9. Superficie de respuesta obtenida para la optimizacion de la etapa de reduccion de
selenio (VI) a selenio (IV) inducida por radiacién de microondas
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Figura 10. Superficie de contorno para la respuesta obtenida en la optimizacion para la
reduccion de selenio (VI) a selenio (IV) inducida por radiacion de microondas

Con los resultados obtenidos se puede fijar los valores de la concentracion de la
mezcla redox, ya que los dptimos de concentracion, bromuro potasico y bromato
potasico, se ven claramente en la superficie de respuesta y superficie de contorno.
En cambio, la potencia de microondas no presenta un 6ptimo en el intervalo que
hemos estudiado. Esta variable presenta una ligera tendencia a que menor potencia
mejor resultado. Igualmente se puede comprobar que esta variable presenta poca
influencia sobre el resultado. No se puede trabajar con potencias inferiores debido a
limitaciones instrumentales, ya que el microondas utilizado tiene 150 W como

potencia minima.

Después de este analisis podemos fijar los valores optimos de las tres variables
objeto a estudio (Tabla 8) para la reduccion de las diferentes especies de selenio a

selenio (IV) inducida por energia de microondas.

Tabla 8. Valores 0ptimos para las variables significativas en la reduccion de selenato a
selenito inducida por radiacion de microondas

Variable Valor éptimo
[Br]/ (p/v) 40
[BrOs [/ mM 17,5
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Potencia microondas/W 150

De igual modo que se llevo a cabo en la optimizacion de la reduccion inducida
por radiacion ultravioleta, se va a comprobar si las condiciones obtenidas para la
reduccion del selenio (VI) a selenio (IV) son igualmente validas para obtener la
reduccion de la selenocistina y selenometionina. Para ello se emplea una mezcla de
patrones de selenocistina y selenio (IV) de 10 ng L' y de selenometionina y selenio
(VI) de 20 ng L', la cual se inyecta en el sistema cromatografico bajo las
condiciones seleccionadas como Optimas. Se puede observar en la Figura 11 que
todas las especies de selenio estudiadas presentan una respuesta satisfactoria. Por
todo ello podemos adoptar los valores dptimos encontrados para la reduccion de
selenio (VI) a selenio (IV) como valores satisfactorios para la reduccion de las otras

dos especies.

vl
Se (IV) Se (VD)
1,00

SeCyst, SeMet

Voltaje

0,60

0 10 20 30 [min.]
Tiempo

Figura 11. Cromatograma obtenido tras la optimizacion de la fase de reduccion inducida con
energia microondas
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Dado que los cromatogramas obtenidos utilizando las dos etapas de reduccion
optimizadas, con radiacion ultravioleta (Figura 7) y con radiacion microondas
(Figura 11) son practicamente iguales nos hemos decantado por la radiacion
ultravioleta acoplando al sistema de calentamiento previamente descrito como
sistema de reduccion. Esta decision fue tomada en base a no introducir nuevos
reactivos como el bromuro potasico y bromato potasico, que ademas de encarecer el
analisis dan lugar a bromo el cual es muy tdxico y corrosivo lo que acortara la vida
del sistema. Ademas, que introducir estos nuevos reactivos conlleva la introduccion
de nuevos tubos y conexiones que complican el sistema respecto al utilizado en la

reduccidn con ultravioleta.

5.3.1.1.2 Optimizacion de la separacion cromatografica de los compuestos

de selenio mediante cromatografia liquida de alta resolucion

Una vez desarrollada la etapa de reduccion para las diferentes especies de selenio
a selenio (IV) vamos a estudiar la etapa de separacion cromatografica. En este
estudio vamos a aplicar los dos tipos de cromatografia liquida mas ampliamente
empleados en la especiacion de compuestos de selenio, intercambio idnico y fase
reversa. Se llevara a cabo la optimizacion de las dos técnicas cromatograficas para
obtener una buena separacion de las distintas especies de selenio, tanto las
inorganicas (selenio (IV) y selenio (VI)), como las especies organicas (selenocistina
y selenometionina) y posteriormente realizaremos un estudio comparativo entre las
dos técnicas para evaluar su eficacia a la hora de separar las cuatro especies objeto

de estudio y ver su resultados son comparables.

Separacion de los compuestos de selenio mediante cromatografia liquida de

intercambio ionico

Para llevar a cabo la separacion cromatografica de intercambio i6nico se ha
utilizado una columna PRP-X100 de 25 centimetros de longitud, 4,1 mm de
diametro y 10 um de tamaio de particula y una precolumna Hamilton PRP-X100 de
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2,1 cm de longitud, 4,1 mm de didmetro y 10 um de tamafio de particula para evitar
que se estropee la columna por el paso de sustancias que deterioren la misma. La
fase estacionaria presenta grupos de amonio cuaternarios que van a interaccionar con
las especies ionicas de selenio, es decir el selenio (IV) y selenio (VI). Por otro lado
la base polimérica de la fase estacionaria va interaccionar con los aminodcidos,
permitiéndonos asi la separacién de la selenocistina y selenometionina. De ahi la
necesidad de llevar a cabo una optimizacion de los diferentes parametros de la fase
movil que nos lleven a obtener una buena separacion de las distintas especies. Uno
de los principales inconvenientes que presenta la determinacion de las distintas
especies de selenio mediante un sistema en continuo HPLC-HG-SFA es la
naturaleza de las fases moviles. Se ha seleccionado una disolucion reguladora de
fosfato como fase moévil y se procedio a la optimizacion de los diferentes parametros
que pueden afectar a la separacion cromatografica (concentracion de fosfato, pH y

flujo de la fase movil).

Se ha descartado el uso de un disefio de experimentos, en este caso, debido a la
imposibilidad de obtener una variable independiente que nos pueda indicar la mejora
de nuestro sistema cromatografico. Ya que si adoptamos una variable como puede
ser la resolucion nos puede llevar a resultados erroneos, ya que se puede perder
sensibilidad o el tiempo total del cromatograma y el disefio indicarnos que estamos

en un optimo en resolucion, lo mismo ocurre al seleccionar otra variable.

La optimizacion de la concentracion, pH y flujo de la fase movil se ha realizado
mediante un método de aproximacion. Para ello fijamos todas las variables objeto de
estudio, excepto una. Estos valores pueden ser escogidos al azar o ser fijados por
conocimientos adquiridos con anterioridad. En nuestro caso los fijaremos basandose
en los valores propuestos por M. Vilano y col.** y que se han utilizado para llevar a
cabo la optimizacién de la etapa de reduccion. Como se puede ver en las Figura 7 y
Figura 11, con las condiciones iniciales ya se obtienen una separacion de las cuatro
especies objeto de estudio. Pero también observamos que los resultados no son del
todo satisfactorios debido a que necesitamos aproximadamente treinta minutos para

llevar a cabo la separacion del selenio (VI).
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Optimizacion de la concentracion de la fase movil

Se prepara una serie de seis fases moviles dentro del intervalo de
concentraciones 10-35 mM de una disoluciéon reguladora de dihidrogenofosfato
(NH4H,POy). Todas las medidas realizadas para llevar a cabo la optimizacion de la
separacion cromatografica se efectuaron con la etapa de reduccioén inducida con
radiacion ultravioleta-calor, previamente optimizada. Para la generacion del hidruro
se usa el 4cido clorhidrico utilizado en la reduccion, es decir acido clorhidrico 6M y
borohidruro sédico al 0,8% (p/v) en una disolucion de hidroxido sodico del 1%. Se
fija el pH a 7 y un flujo de 0,8 mL min™'. Las concentraciones de fosfatos en la fase
movil estudiadas fueron 5, 10, 15, 20, 25 30 y 35 mM. Se inyecta una mezcla de
patrones de las diferentes especies de selenio y se observan los cromatogramas
obtenidos con cada una de las fases moviles. Tras observar los cromatogramas
(Figura 12) se puede concluir que al aumentar la concentracion de fosfato se obtiene
una mejor resolucion entre los picos de selenocistina, selenio (IV) y selenometionina
y disminuye un poco el tiempo de retencion del selenio (VI). Ademas el aumento de
fosfato provoca una leve mejoria en la sensibilidad de cada una de las especies
aunque a partir de concentraciones superiores a 25mM el aumento del ruido también

es considerable.
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Figura 12. Influencia de la concentracion de fosfato amonico en la fase movil en la
separacion de las especies de selenio

Por todo ello, nos hemos decantado por utilizar a partir de este momento una fase

movil de una disolucion de fosfato con una concentracion 25 mM.
Optimizacion del flujo de fase movil

Para llevar a cabo la optimizacion de la influencia del flujo de fase movil en la
separacion de las diferentes especies de selenio se estudia el intervalo comprendido
entre un 0,8 mL min” a 2,0 mL min" (maximo flujo recomendado por el fabricante
de la columna). Tras este estudio se mostro, que es necesario un flujo por debajo 1,2

! para obtener una buena resolucién de la selenocistina, selenito y

mL min
selenometionina. Con un flujo de 1,2 mL min™!, el pico de selenato se obtiene a
tiempos proximos a los 20 minutos. Si en vez de trabajar a flujo constante durante

todo el proceso, se trabaja con flujo variable, aumentando éste tras la salida de la
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selenometionina hasta 2,0 mL min™, el selenato presenta un tiempo de retencién de
16 minutos. Pero esto provoca una serie de problemas, ya que al variar el flujo se
provoca un cambio en la linea base que se vuelve menos estable y presenta valores
proximos a la saturacion de la sefial de respuesta. Por otro lado, al trabajar con flujos
altos se produce un aumento de la presion en el sistema cromatografico el cual en
algunos casos no es tolerado por nuestro sistema que tiene una limitacion
instrumental de 4000 psi. Ademads, este aumento de la presién disminuye la vida
media de la columna. La disminucion del flujo no afecta de forma significativa a la
resolucion de los picos, la cual se puede considerar buena en todo el intervalo

estudiado aunque si puede provocar un ensanchamiento de los mismos.

[Vl
SeCyst, Se (IV) Se (V)
1,00 1
SeMet

0,90
-2
]
S 080
>

0,70 N

0,60
[min.]

Tiempo

Figura 13. Cromatograma obtenido con un flujo de 1,2 mL min™' de la fase movil

Por todo ello se decide trabajar a un flujo constante de 1,2 mL min™. Con estas

condiciones y concentracion de la fase movil 0,25 mM de dihidrogenofosfato

amonico y pH 7 se obtiene el cromatograma mostrado en la Figura 13.

Optimizacion del pH de fase mévil
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Se ha estudiado la influencia del pH de la fase movil sobre la elucion de las
distintas especies de selenio. El intervalo objeto de estudio fue entre pH 4,5 y pH
7,5. En este intervalo los selenoaminoacidos se encuentran como especies
zwitterionicos y al variar el pH dentro de este rango sus tiempos de retencion no se
ven afectados mientras que las especies inorganicas si se ven afectadas por la
variacion del pH de la fase movil. Cuando se utilizan pH inferiores a 5,5, el selenio
(IV) eluye mas rapidamente y se solapa con la selenocistina, mientras que a pH 6,0 6
superiores el tiempo de retencion aumenta lo que conlleva una buena separacion de
las especies. Igualmente sucede con el selenio (VI), cuyo tiempo de elucién no se ve
practicamente alterado al variar el pH. Un aumento de pH mejora la sensibilidad
para el selenio (VI). La evolucion de la separacion cromatografica se puede ver en la
Figura 14, en la cual el primer cromatograma obtenido usando una fase movil con
un pH inferior a 5,5 presenta mala resolucion para la selenocistina y selenio (IV), y
en el cromatograma obtenido para una fase moévil cuyo pH es superior a 5,5 la

resolucion es buena y aumenta la sefial del selenio (VI).

H <5,5 H>5,5
\] s \i P
SeCyst,  Se(V)
1,00 1,00
SeCyt| SeMet S (VD)
SeMet
o 09 © 090
S ‘=
G c
> 080 S (V) > 080
0,70 0,70
0,60 0,60
0 10 20 30 [min.] 0 10 20 30 [min.]
Tiempo Tiempo

Figura 14. Influencia del pH de la fase movil en la separacion de las distintas especies de
selenio
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En funcién de los resultados obtenidos hemos decidido tomar como 6ptimo para
elpH 7.

Tras el estudio de las variables que afectan al sistema, los valores adoptados para

cada uno de estos pardmetros se recogen en la Tabla 9.

Tabla 9. Condiciones para la separacion de las especies de selenio en cromatografia liquida
de intercambio idnico

Columna Hamilton PRP-X100 4,Imm x 250mm, 10 um
Fase movil 25mM

pH 7

Flujo 1,2 mL min™

Loop de muestra 100 uL

Separacion de los compuestos de selenio mediante cromatografia liquida en fase

reversa con par ionico

Algunas de las ventajas de la cromatografia en fase reversa son su gran
reproducibilidad, tiempos de retencion cortos, velocidad de muestreo alta, sistema
cromatografico simple y amplio campo de aplicacion. Por todo esto nos hemos
decantado por estudiar la separacion cromatografica utilizando la cromatografia en
fase reversa con el fin de ver si podemos mejorar la separacion llevada a cabo con la

cromatografia de intercambio i6nico empleada en el anterior apartado.

Para ello se ha utilizado una columna de fase enlazada pBondapack C;g de 30 cm
de longitud, 3,9 mm de didmetro y 10 pm de tamafio de particula. La fase
estacionaria es apolar e interacciona con la especies no cargadas de selenio, aunque
debido a que presenta grupos silanoles libres pueden actuar sobre especies
cationicas. Igual que en la optimizacioén de la separacion mediante cromatografia de
intercambio i6nico se va llevar a cabo un estudio de las variables que pueden afectar

a nuestro sistema con un método de aproximacion.
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Eleccion de la fase movil

Cuando se trabaja en fase reversa se suelen utilizar fases moviles que presentan
una polaridad alta. Las fases moviles mas utilizadas son el acetonitrilo y metanol.
También sabemos que el uso de disolventes orgénicos suprime la generacion del
hidruro de selenio (IV). Por todo ello, vamos a utilizar una disolucidon acuosa como
fase movil. Sin embargo, esta eleccion puede provocarnos una serie de problemas
con los compuestos mas hidrofobos como selenocistina y selenometionina, la cuales
se pueden retener fuertemente en la columna C;g convencional cuando no se utilizan
disolventes organicos como el metanol en la fase movil. La fase moévil de partida
estudiada fue el agua ultrapura de resistividad 18 MQ cm. Usando esta fase movil y

un flujo de 0,8 mL min™' se obtiene el cromatograma mostrado en la Figura 15.

[Vl Se(IV), Se (VI)

Secyst,

0,9

0,8 Semet

Voltaje

0,7

0,6 -

0,5

0 5 10 15

Tiempo [min.]

Figura 15. Cromatograma obtenido con agua ultrapura de resistividad 18 MQ cm como fase
movil

Como se puede observar en el cromatograma (Figura 15) se obtienen tres picos,

los cuales corresponden al selenio inorganico, selenocistina y selenometionina.
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Como cabia esperar, los iones de selenio (IV) y selenio (VI) no interaccionan con la
fase estacionaria de la columna y salen rapidamente con el frente de la fase movil.
Otro aspecto que puede observarse y que es positivo es que la selenometionina no
presenta ninglin problema a la hora de eluir aunque no introduzcamos un disolvente
organico en la fase movil.

Debido a esto, se decidi6 introducir un par iénico para poder separar las dos
especies inorganicas de selenio. El par iénico que introducimos fue el cloruro de
tetractilamonio, el cual fue utilizado con este fin anteriormente’®’. Ademas, el
cloruro de tetraetilamonio no produce inhibiciéon de la generacion del hidruro de

selenio (IV), y permite la separacion de las dos especies de selenio inorganico.
Optimizacion del pH de fase movil

Antes de estudiar la concentracion y flujo de la fase movil se ha estudiado la
influencia del pH sobre la elucion de las distintas especies de selenio. Hemos
estudiado primeramente el pH debido a que éste juega un papel muy importante en
la formacion del par idnico puesto que las distintas especies de selenio pueden estar
presentes como cationes, aniones o especies zwitterionicas bajo diferentes pHs. El
acido selenoso presenta dos constantes de acidez (pK;= 2,46, pK,=7,31) pudiendo
estar presente en la disolucion con una o dos cargas segun sea el pH del medio en
que se encuentre. Igualmente, la selenocistina (pK;= 1,68, pK,=2,15, pKs= 8,07,
pK4=8,94), selenometionina (pK,;= 2,19, pK,=9,05) y acido selénico (pK,= 1,7). En
vista de los valores mencionados fijamos un intervalo de pHs entre pH 3,5 y pH 7,0.
No se estudiaron pHs superiores debido a las limitaciones propias de la columna, ya

que las columnas C;g no admiten trabajar a pHs alcalinos.

Se prepard una serie de cuatro fases moviles con una concentracion del 0,1% de
cloruro de tetractilamonio con diferentes pHs. Los pHs estudiados fueron 4, 5, 6 y 7.
Se prepard una mezcla de los cuatro patrones de las diferentes especies de selenio y
se inyectaron en un flujo de fase movil de 1 mL min™ obteniéndose los resultados
mostrados en la Figura 16. Las medidas se realizaron usando los mismos parametros

para la fase de reducciéon y deteccion que los empleados en el estudio de la
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separacion cromatografica de intercambio ionico. Esto se lleva a cabo asi para que
las variaciones obtenidas sean debidas al uso de la nueva fase mévil o columna que

se utilice en este nuevo sistema cromatografico.

M pH= H=6
pH=7 So(VI) P Se
1,0 Seopt,  setv) 10 Seoyst, gy e
Semet
09 09 Semet
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Sos S o8
S 3
0,7 07
06 06
0,5 0,5
0 5 10 15 20 [min] 0 5 10 15 20 [min]
Tiempo Tiempo
vl
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Figura 16. Influencia del pH de la fase movil en la separacion de las distintas especies de
selenio

Observando los cromatogramas recogidos en la Figura 16 podemos concluir que

el pH 6ptimo para llevar a cabo la separacion de los compuestos de selenio fue de 4.

Optimizacion de la concentracion de la fase movil
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El ion-par invertido del sistema cromatografico que se va a utilizar en este
estudio para la separacion de compuestos de selenio es el id6n tetractilamonio,
empleado para conseguir separar las dos especies de selenio inorganico objeto de
estudio. El efecto de la concentracion de cloruro de tetraetilamonio en la separacion
cromatografica, se ha estudiado realizando una serie de diferentes fases moviles
preparadas en un intervalo de concentraciones de este compuesto entre 0,05 y 0,2%
(p/v). La formaciéon de pares idnicos entre el i6n tetraetilamonio y la especie de
selenio (selenio (IV), selenio (VI)) y los grupos carboxilos cargados negativamente
de los selenoaminoacidos (selenocistina y selenometionina), provoca variacion en
los tiempos de retencion de las diferentes especies de selenio respecto a las
encontradas cuando este i6n no se encuentra en disolucion. Se evidencio,
igualmente, que una disminucion de la concentracion de i6n tetraetilamonio en la
fase movil, provoca una disminucion en los tiempos de retencion. Tras realizar la
inyecciéon de una mezcla de patrones de selenocistina y selenio (IV) de 10 ng L' y
de selenometionina y selenio (VI) de 20 ng L' para cada una de las diferentes
composiciones de la fase movil, se encontrd que se obtenia un resultado satisfactorio
para la concentraciéon mas baja aunque el selenio (IV) y la selenometionina se
solapaban. Por ello se decidid realizar una nueva experiencia con una concentracion
de cloruro tetraetilamonio de 0,075 % (p/v). Esta composicion de la fase movil
provocd igualmente que los tiempos de retenciéon disminuyeran respecto a las
concentraciones superiores y la resolucion entre las cuatro especies fuera buena.
Esto se puede observar en los cromatogramas mostrados en la Figura 17. En
consecuencia se adoptdé como concentracion Optima de tetraetilamonio en la fase
movil 0,075 %(p/v).
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Figura 17. Influencia de la concentracion de cloruro de tetraetilamonio en la fase movil para
la separacion de las distintas especies de selenio

Optimizacion del flujo de fase movil

Por ultimo se ha llevado a cabo la optimizacion del flujo de la fase movil para la
separacion de las distintas especies de selenio. Para ello vamos a realizar un estudio
de flujos dentro de un intervalo comprendido entre un 0,8 mL min’ a 2,0 mL min™".
Tras este estudio se comprobd que la variacién en el flujo no provoca cambios
significativos en los tiempos de retencion de cada una de las especies ni una mejor
resolucion de los picos. En consecuencia se decidid6 mantener un flujo de 1,0 mL
min” como el flujo dptimo, ya que se consiguié una separacién completa en 13

minutos y la presion y estabilidad del sistema son buenas. Tras el estudio de las
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variables que afectan al sistema los valores adoptados para cada uno de los
parametros que afectan a la separacion de las distintas especies de selenio mediante

cromatografia liquida en fase reversa con par idnico se recogen en la Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones para la separacion de las especies de selenio en cromatografia liquida
en fase reversa con par idnico

Columna pBondapack C;g 3,9mmx 300mm, 10pm
Fase movil 0,075 % TEACI

pH 4

Flujo 1,0 mL min™

Loop de muestra 100 pL

5.3.1.1.3 Comparacion de los resultados obtenidos con los dos tipos de
cromatografia empleados en la separacion de los diferentes

compuestos selenio en leche de vaca

Una vez optimizadas las dos técnicas cromatograficas con las dos tipos de
columna empleadas para separar las cuatro especies de selenio hemos realizado un
estudio comparativo para determinar que método nos resulta mas Optimo para
realizar la especiacion de selenio en leche de vaca. Para ello vamos a estudiar las
caracteristicas analiticas de ambos métodos.

Rectas de calibrado
Las rectas de calibrado se han obtenido para concentraciones comprendidas entre

0y 15 ug L' para la selenocistina y selenio (IV) y entre 0 y 30 pug L para la

selenometionina y selenio (VI).
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Las rectas de calibrado para cada uno de las especies se obtienen representando la
altura de los picos de cada una de las especies frente a la concentracion afadida de

cada una de las especies. Las rectas de calibrado se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Pendientes de las rectas de calibrado para la especiacion de selenio por HPLC-AFS

Especie Técnica cromatografica
Intercambio i6nico Fase reversa (par i6nico)
SeCyst, 264 625
Se (IV) 438 646
SeMet 189 304
Se (VI) 286 545

Limites de deteccion y cuantificacion

La sensibilidad de los métodos desarrollados, se estudid a partir de dos
parametros: limites de deteccion y cuantificacion utilizados durante esta tesis
doctoral. Los resultados obtenidos para cada una de las especies de selenio
utilizando las dos técnicas cromatograficas se muestran en la Tabla 12.

Los limites de deteccion y cuantificacion se expresan en funcion de la
concentracion de cada una de las especies minima detectada o cuantificada y no en

funcion de la concentracion de selenio.

Tabla 12. Limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) del método para la especiacion
de selenio por HPLC-AFS

Especie Técnica cromatografica
Intercambio i6nico Fase reversa (par i6nico)
LOD (ugL")  LOQ(ugL") LOD(ugL"') LOQ(ugL")
SeCyst, 2.4 8,1 0,7 2,3
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Se (IV) 1,5 49 0,6 2,0
SeMet 3,9 13,0 1,9 9,5
Se (VI) 45 14,9 1,2 3,7

Precision y reproducibilidad

La precision de las medidas, expresada como el coeficiente de variacion (%CV)
se evalud para los métodos desarrollados de separacion cromatografica. Para ello,
bajo las condiciones Optimas para cada uno de los métodos se realizaron cinco
inyecciones diferentes de una mezcla que contiene todas las especies de selenio
estudiadas en una concentracion de 10 pg L. Una vez obtenidos los diferentes
cromatogramas se promedian los valores de retencion de cada una de las especies de
selenio estudiadas y se calcula la desviacion estandar cada una y para cada método.
Con estos datos se calcula el coeficiente de variacion. Los resultados de la precision
del método se muestran en la Tabla 13. En todos los casos se obtuvo una buena
precision para las cuatro especies de selenio.

Para evaluar la reproducibilidad es necesario preparar nuevas fases moviles y
una nueva mezcla de las especies de selenio. La nueva mezcla se analiza otra vez
cinco veces empleando las nuevas fases moviles en un dia diferente. Se vuelven a
tomar los tiempos de retencion y se calcula el valor medio y desviacion estandar
obtenidos con las nuevas fases moéviles. Una vez obtenidos estos valores se
comparan los valores medios obtenidos con las diferentes fases y las dos mezclas
utilizadas para este estudio. Los resultados de la reproducibilidad de los métodos se
muestran en Tabla 13, en todos los casos el coeficiente de variacion es inferior al
5%.

Tabla 13 Precision y reproducibilidad para la especiacion de selenio por HPLC-UV-HG-AFS
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HPLC-UV-HG-AFS

Dial Dia2 Reproducibilidad

Tr 1me Ccv Tr2me Ccv Media CvV

Bpecie o ST o gmim | P 9 (min %)

£ SeCyst 661 008 121 641 008 124 651 0,11 1,69
a Se(IV) 7,78 | 0,06 0,77 762 | 0,05 066 7,70 0,08 1,04
5 SeMet 926 0,13 140 938 0,10 1,06 932 0,11 1,18
E Se(VD) 202 0,10 05 202 012 059 202 0,13 0,65
- SeCyst, 985 011 112 974 012 123 980 0,14 143
£ Se(IV) 1098 0,08 0,73 1093 008 0,73 1096 009 0,72
£  SeMet 1224 009 073 1229 0,12 098 1227 0,12 0,98
€ s (vI) 13,78 0,10 0,73 | 13,71 0,09 @ 0,66 13,75 0,12 0,87

Tras estudiar las caracteristicas analiticas de ambos métodos podemos
decantarnos por utilizar la cromatografia en fase reversa con par idnico para llevar a
cabo la especiacion de selenio en leches de vaca. Esta decision se ha adoptado ya
que los limites de deteccion y cuantificacion son mas bajos en el caso de la
cromatografia en fase reversa respecto a la de intercambio i6nico, presentando
ambos métodos una precision y reproducibilidad estadisticamente igual para un

nivel de confianza del 95 %.

5.3.1.1.4 Generacion de hidruros-espectroscopia de fluorescencia atomica

En esta etapa no se llevd a cabo un nuevo estudio para optimizar la generacion
de hidruros-espectroscopia de fluorescencia atdmica debido a que las condiciones
empleadas durante todo el estudio han sido las optimizadas en el capitulo 4 excepto
la concentracion de acido clorhidrico que se varid debido a que necesitamos una
mayor concentracion en la etapa de reduccion. El caudal de argon, la concentracion
de borohidruro sédico y su caudal no se modificaron. Los tiempos de demora,
analisis y memoria al trabajar en continuo no existen ya que en todo momento se
estd introduciendo fase movil y cuando llegan las especies de selenio el sistema

genera el hidruro y es detectado dando lugar al pico en el cromatograma.
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Por ello, las condiciones elegidas para llevar a cabo el andlisis de las diferentes

especies de selenio son las mostradas en la Tabla 14.

Tabla 14. Valores fijados para las variables que afectan en la generacion del hidruro-
espectroscopia de fluorescencia atdmica

Parametros generacion del hidruro

[HCI] /M 6,0
[NaHB,]/ % (m/v) 0,8
Caudal de NaHB, / mL min’! 5,0
Parametros espectroscopia de fluorescencia atémica
Ganancia 1000
Intensidad de corriente lampara / mA 20/25
Longitud de onda 196,0
Caudal de argon / mL min™ 250
Caudal de hidrogeno / mL min™ 60
Caudal de nitrégeno / mL min™ 2500

5.3.1.2 Pretratramiento de la muestra para la especiacion de selenio

en leche
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Una vez desarrollada la metodologia para llevar a cabo la separacion y
cuantificacion de especies de selenio se estudiara el pretratamiento de las muestras

de leche de vaca para poder aplicar esta técnica a muestras reales.

Se ha utilizado una digestion enzimatica como método de pretratamiento para las
muestras de leche. La mayoria de los aminoacidos, inclusive los aminoacidos que
contienen selenio en sustitucion de atomos de azufre, existen en la leche unidos por
enlaces peptidicos formando las proteinas. Para conseguir los aminoacidos libres, es
necesario romper estos enlaces. Esto se trata de obtener mediante una digestion
enzimatica. Para un estudio de una digestion completa se usaron dos enzimas: la
pronasa E y la lipasa. La Pronasa E es una mezcla de endo y exo-proteinasas. Esta
enzima ataca casi todos los tipos de enlaces peptidicos y tiene un intervalo pH
optimo de actividad entre 7-8. Dado que 10 % del selenio total de la leche se
encuentra en la parte grasa de la misma se ha utilizado también la lipasa. Esta
enzima digiere los lipidos, y presenta un intervalo de pH optimo de actividad entre
7-7,7.

La preparacion de la muestra para su posterior inyeccion en el sistema
cromatografico se llevo a cabo usando 20 mg de pronasa E y 10 mg de lipasa
disueltos en 4 mL de fase movil a pH 7. Esta mezcla de enzimas se afiade a 10 mL
de leche. Se han elegido estas cantidades teniendo en cuenta la optimizacion llevada
a cabo por Casiot y col.” para la especiacion de compuestos de selenio en levaduras
selenizadas. Esta mezcla se incuba a 37°C durante 24 h. Tras la digestion enzimatica
se toma el digerido y se ultracentrifuga a 31000 rpm (160000 * g) durante 60
minutos a 4°C para eliminar las macromoléculas y grasas que no hayan sido
destruidas tras la digestion enzimatica (Figura 18). La disolucion resultante esta
preparada para ser introducida en el sistema cromatografico desarrollado en este

estudio.
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/ \‘\
4mL disolucion .
enzimética I

Ultracentrifugacién
Digestion gastrica 37°C,
24 h, agitacion 120 rpm HPLC
160000g (31000 rpm), 1 h, 4°C,

1 min aceleracién y 1 min desaceleracién

pH7 10mL lech

Figura 18. Pretratamiento de la muestra para llevar a cabo la especiacion de selenio en
muestras de leche

5.3.1.3 Caracteristicas analiticas del método propuesto

En este apartado, una vez se han realizado los estudios de optimizacion del
sistema de analisis y desarrollado un método de pretratamiento de la muestra, se va
evaluar la calidad del método analitico propuesto para la especiacion de especies de
selenio en muestras de leche. Para ello vamos a estudiar la linealidad del método
para las distintas especies de selenio, limites de deteccion y cuantificacion de cada

uno de ellas, asi como la precision de la cuantificacion de cada una de las especies.
Rectas de calibrado y adiciéon

Las rectas de calibrado y adicion se han obtenido para concentraciones
comprendidas entre 0 y 15 pg L™ de la especie para la selenocistina, selenio (IV) y
selenio (VI) mientras que para la selenometionina se estudia entre 0y 30 pg L™ de la
especie. Las rectas de adicion se llevaron a cabo afiadiendo las concentraciones de
cada nivel al digerido enzimatico obtenido tras la preparacion de la muestra, descrito
en el apartado 5.3.1.2. Las rectas de calibrado y adicion para cada uno de las
especies se obtienen representando el area de los picos de cada una de las especies

frente a la concentracion afiadida de cada una de las especies.
La respuesta ha sido lineal en todos los casos en los intervalos de concentracion

estudiados para cada una de las cuatro especies y presentan coeficientes de

correlacion (R?) superiores a 0,997.
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Las pendientes de las rectas de calibrado y adicion obtenidas (Tabla 15) para las
cuatro especies difieren de forma significativa (test t, nivel de confianza 99,5%) por
lo que en posteriores analisis se utilizara la recta de adicion para llevar a cabo la

cuantificacion de las cuatro especies de selenio en la leche de vaca.

Tabla 15. Pendientes de las rectas de calibrado y adicidon para la especiacion de selenio en
muestras de leche por HPLC-UV-AFS

Especie Calibrado Adicion
SeCyst, 625 601
Se (IV) 646 623
SeMet 304 274
Se (VI) 545 503

Precision

La precision de las medidas, expresada como el coeficiente de variacion (%CV),
fue estudiada para el procedimiento completo, desde el procedimiento de tratamiento
de la muestra y su posterior separacion de las especies por cromatografia liquida de
par idnico y cuantificacion por generacién de hidruros-espectrometria de
fluorescencia atomica. Para este estudio se prepararon cuatro réplicas para cada uno
de los niveles de concentracion de cada una de las especies de selenio. Las
concentraciones de selenocistina, selenio (IV), selenometionina y selenio (VI) que se
estudiaron fueron las empleadas para realizar las rectas de calibrado y adicion, es
decir para la selenocistina, selenio (IV) y selenio (VI) se afiadieron 5, 10y 15 pg L™
y para la selenometionina se afiadieron 10, 20 y 30 pg L. Una vez afiadidas las
cantidades de las distintas especies de selenio a las muestras de leche de vaca para
obtener las concentraciones anteriormente citadas se sometieron al proceso de
digestion enzimatica y posterior ultracentrifugacion. Los extractos obtenidos se
inyectaron por triplicado en el sistema cromatografico acoplado al sistema de

reduccion de la muestra mediante UV-calor y generacion de hidruros-espectrometria
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de fluorescencia atomica optimizado. Los valores de precision se van a calcular para
los valores de concentracion de cada una de las especies encontrados para cada uno
de los niveles de concentracion que vamos estudiar. Los valores de precision

encontrados se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16 Precision para la especiacion de selenio en muestras de leche de vaca por HPLC-
UV-HG-AFS

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

Especie | |[] sa < [ sa [ sa <
specie media media media
P d (%) ‘ (%) ‘ (%)

SeCyst, 545 034 6,24 991 052 525 1485 054 3,64
SeIV) | 498 025 5,02 10,25 0,48 | 4,68 1490 0,63 @ 4,23
SeMet 11,24 0,83 | 7,38 21,30 1,12 @ 5,26 30,94 1,58 @ 5,11
Se (V) | 6,08 029 4,77 11,01 0,49 | 4,45 15,78 092 @ 5,83

Tras este estudio puede decirse que los valores de precision, para cada una de las

especies de selenio estudiadas, son buenos en todos los casos.
Limites de deteccion y cuantificacion

La sensibilidad del método propuesto para llevar a cabo la especiacion de selenio
en leche de vaca se estudido a partir de los parametros, limite de deteccion y
cuantificacion, definidos en el capitulo 2. Debido a que las rectas de calibrado y
adicion presentan diferencias significativas los célculos se realizan tomando la
pendiente de las rectas de adiciéon de cada uno de los compuestos. Los resultados

obtenidos para cada una de las especies de selenio se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) del método para la especiacion
de selenio en muestras de leche por HPLC-UV-AFS
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Especie LOD(pg L™) LOQ(ng L")
SeCyst, 11 3,5

Se (IV) 0,9 3,0
SeMet 29 9,7

Se (VD) 1,7 5,5

Recuperacion de la columna

Uno de los objetivos marcados en este trabajo es la cuantificacion de las
diferentes especies de selenio presentes en muestras de leche de vaca, lo cual hace
indispensable el calculo de la recuperacion de la columna empleada con vistas a
poder afirmar que los resultados obtenidos para el selenio son debidos a este
compuesto y que no hay interferencias de otras sustancias, ni de forma positiva ni de

forma negativa.

Para calcular este parametro, la columna ha sido previamente estabilizada con la
fase movil a usar, y a continuacion se ha inyectado un blanco el cual es sometido a
la separacion cromatografica y se cuantifica mediante la generacion de hidruros
acoplado a la espectrometria de fluorescencia atdmica. Esta misma operacion se
repite cinco veces con el blanco y cinco veces con tres réplicas de una misma
muestra formada por una mezcla de los cuatro patrones con una concentracion
conocida afiadida al extracto obtenido tras el pretratamiento de la muestra.
Posteriormente utilizando la ecuacion mostrada a continuaciéon calculamos la

recuperacion obtenida para cada una de las especies de selenio utilizadas.

[Especie selenio] ,.iq.

% Recuperacion = - - x 100
[Especie selenio]

real
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Los porcentajes de recuperacion obtenido para cada una de las especies son) y
proximo al 100% en todos los casos, (Tabla 18); este dato nos permite emplear
nuestro método de especiacion para la cuantificacion de los diferentes compuestos

de selenio en muestras de leche de vaca.

Tabla 18. Porcentajes de recuperacion de las especies de selenio en muestras de leche por
HPLC-UV-AFS

Especie % Recuperacion
SeCyst2 98
Se (IV) 99
SeMet 96
Se (VI) 97

53.2 DETERMINACION DE LAS ESPECIES DE SELENIO EN
MUESTRAS DE LECHE DE VACA

Una vez que hemos desarrollado y optimizado el método para la especiacion de

selenio en muestras de leche, éste se va aplicar a distintas muestras de leche de vaca.

Durante este estudio hemos utilizado numerosas muestras de leche de vaca, con
diferentes origenes, leche de vaca obtenido tras alimentar las vacas con forrajes de
selenio organico, leche de vaca obtenido tras alimentar las vacas con forrajes de
selenio inorganico, leche de vaca obtenido tras alimentar las vacas con forrajes sin

suplementos de selenio y leches comerciales mas compradas en Galicia.

Para llevar a cabo la determinacion de las diferentes especies de selenio en

muestras de leche de vaca hemos seleccionado dos leches de vaca obtenidas tras
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alimentar las vacas con forrajes de selenio organico, una leche de vaca obtenida tras
alimentar las vacas con forrajes de selenio inorganico, una leche de vaca obtenida
tras alimentar las vacas con forrajes sin suplementar con selenio y cuatro leches

comerciales de las marcas mas conocidas, Feiraco, Larsa, Pascual y CLAS.

A las distintas muestras se le aplica la digestion enzimatica y posterior
ultracentrifugacion con el fin de liberar las distintas especies de selenio de la matriz
lactea para su posterior inyeccion en el sistema cromatografico optimizado.
Igualmente se ha determinado el contenido de selenio total en el digerido enzimatico
para establecer que porcentaje de selenio hemos obtenido tras llevar a cabo el
pretratamiento de la muestra. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 19 y
en la Figura 19 se muestran los cromatogramas obtenidos para cada una de las

muestras analizada.

Tabla 19. Concentracion de las especies de selenio en muestras de leche de vaca por HPLC-
UV-HG-SFA

Se, Se,
SeC st total total
Muestra i"z S:g(}}.? iegNI[ﬁt Sue g(i‘-ll) extraido Leche
He pgL! pg L

Leche obtenida tras

suplementar los forrajes = 9,9 +0,6 6,7+0,4 8,0+ 0,7 <LOD @ 30,8+0,2 @ 37,3£0,3
con Se organico 1

Leche obtenida tras

suplementar los forrajes = 9,2+0,7 | 6,4+0,5 7,5€0,6 @ <LOD | 29,1+0,3 @ 354+04
con Se organico 2

Leche obtenida tras

suplementar los forrajes = 7,7+0,8 | 6,1+0,6 = <LOD <LOD | 17,2+0,3 21,3+04
con Se inorganico

Leche obtenida tras

alimentar sin | 69+0,5 | 56+0,5 <LOD <LOD | 16,5+0,2 @ 194+0,3
suplementar con Se

Feiraco 6,2+0,7  41+04  <LOD <LOD | 13,3+£0,2 16,2+0,2
Larsa 5,7+£0,6 4,8+0,5 <LOD <LOD 14,5 +0,1 17,2+0,3
Pascual 7,1£0,6 | 53+04 @ <LOD <LOD @ 16,5+£0,2 @ 20,1+0,3
CLAS 6,1 £0,5 43+0,6 <LOD <LOD 13,8 £0,3 17,3+£0,4
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Tanto estudiando los datos recogidos en la Tabla 19 como observando los
cromatogramas mostrados en la Figura 19 se encuentra que sélo las muestras de
leche obtenidas tras suplementar la alimentacion con levaduras ricas en selenio
organico se puede observar pico de selenometionina, mientras que en las restantes

leches so6lo aparecen los picos correspondientes a la selenocistina y selenio (IV).

Leche obtenida tras suplementacion de la

v1 "Leche obtenida tras suplementacion de la v
alimentacion con Se organico alimentacion con Se organico
0,8 0,8
2 07 )
E- i SeCyst,  Se (IV) g 07 SCyst,  Se(IV)
0,5 0,5
0 5 10 15 [min.] 0 5 10 15 [min.]
Tiempo Tiempo
Leche obtenida tras la alimentacion sin Leche comercial
vl - \Y]
suplementacién de Se (Pascual)
0.8 0.8
2 2
s 07 g 07 S av)
S SeCyst,  Se(IV) S SeCyst,
05 05
£
0 5 ] 10 15 [min.] 0 5 ] 10 lsé{min.]
Tiempo Tiempo
Leche comercial
v Leche 1.an:nidav tras suplm‘mnm'ci«.'m de v (Feiraco)
0.8 la alimentacién con Se inorgénico 038
o 2
.2 5}
g o SeCyst,  Se(1V) g 07 SeCyst,  Se (IV)
S >
> 06 m A 0.6 " n
0,5 05 v
0 5 ) 10 15 [min.] 0 5 : 10 15 [min.]
Tiempo Tiempo
Leche comercial
V) che comerc W Lche cmerci
0,8 038 ( )
© 2
. 5]
g 07 SeCyst, Se (IV) 3 0.7
£ S SeCyst, S (IV)
> 06 0,6
05 Pyhibt” W oo 05 AN
0 5 ) 10 15 [min.] 0 5 ) 10 15 [min.]
Tiempo Tiempo

Figura 19. Cromatogramas obtenidos para las diferentes muestras de leche analizadas por
HPLC-UV-HG-AFS
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5.4 CONCLUSIONES

- El acoplamiento instrumental basado en la separacion por cromatografia liquida de
alta resolucion de par i6nico, craqueador ultravioleta-calor, generacion de hidruros y
deteccion con espectrometria de fluorescencia atomica nos permite la especiacion de
selenocistina, selenio (IV), selenometionina y selenio (VI) en muestras de leche de

vaca.

- La introduccion de una fuente de calor es necesario para poder obtener una buena
reduccion de las diferentes especies de selenio a selenio (IV) lo que permite a su vez

bajar de forma ostensible los limites de deteccion de éstas especies.

- Con este procedimiento propuesto se pueden determinar la selenocistina, selenio
(IV), selenometionina y selenio (VI) en muestras de leche de vaca en
concentraciones superiores a 1,1, 0,9, 2,9 y 1,7 ug L respectivamente con una

precision inferior al 7,5 %.

- Se ha llevado a cabo una digestion enzimatica para llevar a cabo el pretratamiento
de la muestras de leche obteniendo un porcentaje superior al 80 % de las especies de

selenio liberadas en el extracto que se introduce en el sistema cromatografico.

- Las muestras de leche de vaca cuya alimentacion se ha suplementado con selenio
organico presenta un perfil cromatografico que presenta tres especies, selenocistina,

selenio (IV), selenometionina.

- Las muestras de leche de vaca cuya alimentacion se ha suplementado con selenio
inorganico, vacas alimentadas solo con forrajes sin ninguna especie de selenio y las
leches comerciales presenta un perfil cromatografico que presenta dos especies,
selenocistina, selenio (IV).
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Vitamina E en leche

6.1 INTRODUCCION

Entre las enfermedades mas comunes en la sociedad desarrollada destacan las
enfermedades cardiovasculares y el cancer, siendo muchos los factores de riesgo que
se han asociado a su desarrollo, y entre ellos se encuentra la accion de las sustancias
oxidantes. El ritmo de vida que se lleva en esta sociedad conlleva un aumento del
estrés oxidativo y su asociacion con trastornos neuroldgicos que provocan un
aumento del dafio oxidativo en los distintos 6rganos del ser humano, los cuales han
aumentado el interés en un conjunto de sustancias que anteriormente no se les

reconocia su importancia, los antioxidantes.

La vitamina E es una de las sustancias que ha cobrado mayor interés,
considerandose como un factor protector en dichas enfermedades por sus acciones
fundamentales como agente antioxidante y en el mantenimiento de la integridad de

las membranas celulares.

Su funcionamiento como antioxidante ha sido relacionado con el selenio y se han
llevado a cabo estudios epidemiologicos', en los que a un grupo de hombres sanos
en edad de riesgo se les administr6 vitamina E y selenio en la dieta para comprobar
los efectos preventivos sobre el cancer de préstata en los individuos a estudio. En
dicho trabajo se concluyd que el consumo de estas sustancias de forma conjunta
disminuye en mayor medida los riesgos de contraer cancer de prostata que si se toma
solamente una sustancia de éstas. Igualmente en estudios realizados con animales se
comprobd que un consumo mayor en conjunto de vitamina E y selenio provocaba
una disminucion en los riesgos de enfermedades generadas por sustancias oxidantes
en los diferentes tejidos del animal>**. De ello se desprende que un consumo
adecuado de estos dos micronutrientes reduce en un grado considerable los riesgos
de sufrir dafos en los tejidos y con ello gran numero de enfermedades que tienen
como origen reacciones de oxidacion. Por todo ello vamos a estudiar si el aumento
de selenio provocado por el cambio de alimentacion de las vacas provoca una

variacion en el contenido de vitamina E en las leches obtenidas.
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El interés de determinar este contenido de vitamina E es que si conseguimos una
variacion positiva en los niveles de vitamina E provocaria que al tomar esta leche
por el individuo aumentariamos de forma conjunta el consumo de estos dos
nutrientes. Esto a su vez tomando como partida los trabajos médicosl,2,3,4
supondrian un aumento del efecto preventivo de un gran nimero de enfermedades
que tienen como origen el dafio producido por las numerosas reacciones de

oxidacion en los tejidos del individuo, que conlleva a su vez una mejora de su salud.
La vitamina E

La vitamina E es el antioxidante mas abundante en la naturaleza. El término
vitamina E aglutina al menos ocho isomeros estructurales de tocoferoles y
tocotrienoles. Entre ellos, el a-tocoferol es el mas estudiado y el que tiene mayor
actividad antioxidante’. Debido a su alta liposolubilidad, la vitamina E se asocia a
membranas ricas en lipidos, como la membrana mitocondrial, la del reticulo
plasmatico o la membrana plasmatica. Aunque habitualmente la cantidad de
vitamina E en las membranas es baja, la suplementacion dietética de esta vitamina

puede aumentar su contenido”.

La accién antioxidante de la vitamina E reside en su capacidad para neutralizar
los radicales superoxido, hidroxilo y lipoperoxilo a formas menos reactivas, ademas
de ser capaz de romper la reaccion en cadena de lipoperoxidacion que ocurre en el
dafio oxidativo a las membranas®. Ademas, mantiene la integridad de la membrana
celular la cual previene un dafio severo a las células por todo el cuerpo. Se cree que
esta vitamina es el antioxidante mas importante en el cuerpo porque es facilmente
absorbido y almacenado. Otras funciones de la vitamina E incluyen la regulacion de
varias rutas metabolicas igual que la sintesis y metabolismo de una gran variedad de

compuestos.

La vitamina E es importante para mantener la salud del higado y los musculos, e

influye en la mejora de la fertilidad animal y humana. La resistencia a ciertas
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enfermedades se mejora con la ingesta de vitamina E porque estimula la formacion

de inmunoglobulinas.
Relacion del selenio con la vitamina E

La vitamina E impide la propagacion de las reaccion de peroxioxidacion
mediante la cesion de un grupo hidrofilico del tocoferol al radical peroxido (ROO"),
con lo que rompe la cadena de la peroxidacion. Y posteriormente los hidroperoxidos
formados se descomponen en sustancias no toxicas para la salud por accion de la

glutation peroxidasa.

ROO- + VitE-OH ——» ROOH + VitE-O-

Esta neutralizacion por la vitamina E de un radical provoca la formacion del
radical vitamina E, disminuyendo el contenido celular de vitamina E>®. Por su parte
el radical vitamina E es muy estable, no obstante éste puede ser reciclado a vitamina
E a costa de diversos antioxidantes, como el glutation, el cual esta relacionado con el
selenio debido a la presencia de éste en la glutation peroxidasa en forma de la
selenocisteina, o la vitamina C®’. En estos trabajos se indica que la vitamina C
regenera la vitamina E por una via no enzimatica, mientras que el glutation utiliza

una via enzimatica.

VitE-O- + AH (Vitamina C o Glutation reducido) ——— »  VitE-OH + A-

Se ha sugerido que la interaccion con la vitamina C ocurre entre moléculas
solubles en agua y lipidos de las membranas en la interfase membrana-citosol, lo
cual pudiera funcionar también “in vivo” para la reparacion de la vitamina E unida a
la membrana. El radical tocoferoxil puede ser reducido a tocoferol por reaccion con
el glutation catalizado por una isoenzima especifica de la membrana: Ia
hidroperdoxido glutation peroxidasa, la cual es selenodependiente. Asi, el selenio

ademés de su papel como antioxidante formando parte de las selenoenzimas que
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llevan a cabo la eliminacion de productos de la peroxidacion de los lipidos, tiene un
papel directo en el reciclaje de la vitamina E aumentando el efecto antioxidante que

esta vitamina proporciona ya por si sola.
6.1.1 METODOS DE DETERMINACION DE LA VITAMINA E

Las vitaminas liposolubles como la vitamina A, E, D y B-caroteno son esenciales
para la vida humana y éstas se obtienen por el individuo a través de la dieta. Por ello
la importancia de determinar estos compuestos en los alimentos para asegurar asi,
que las personas, consiguen las cantidades adecuadas a través de la cadena
alimenticia. Ademas en los Ultimos afios, con el fin de un aporte correcto de
vitaminas en la dieta, se ha llevado a cabo la suplementacion de los alimentos con
estos nutrientes, pero estos deben de ser controlados. Por consiguiente, se necesitan
procedimientos analiticos capaces de determinar los contenidos de vitaminas en los

alimentos para poder establecer y comprobar la ingesta diaria de dichos nutrientes.

El procedimiento analitico convencional para la determinacion de la vitamina E
y las restantes vitaminas liposolubles en alimentos consiste en una extracciéon con
disolventes organicos tras llevar a cabo una saponificacion en la muestra, y su
posterior analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion®. La dificultad
del analisis de la vitamina E en alimentos viene dado por la alta complejidad de las
matrices de dichos alimentos. Es mas, la vitamina E es sensible a la temperatura, la
luz, oxigeno y al pH extremo’. Por lo que a la dificultad de llevar a cabo las
extracciones hay que sumar los riesgos de la degradacion de la vitamina durante el
proceso. En algunos estudios se sugiere introducir un patrén interno que presente los
mismos riesgos de degradacion que la vitamina E para poder calcular las pérdidas
ocasionadas en el analisis por este motivo. Para prevenir los procedimientos de
degradacion por contacto con el aire, es decir sustancias oxidantes, se agrega un
antioxidante antes de realizar la extraccion de dicha vitamina'®'"'>"*. Por todo ello,
el analisis de la vitamina E en alimentos es muy tedioso. Ademas, las extracciones
con disolvente organicos son muy dificiles de automatizar'* para poder llevar a cabo

los analisis rutinarios que son necesarios en la industria alimentaria.
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El uso de disolventes organicos, a menudo disolventes con altos riesgos para la
salud humana y el impacto medioambiental, hace que en estos afios se busquen
nuevas metodologias para llevar a cabo la extraccion de las vitaminas liposolubles.
La tendencia en los estudios recientes, aunque en muchos casos se siguen utilizando
disolventes organicos, es el empleo de la extraccion con fluidos supercriticos (SFE).
Esta técnica es mas facil de automatizar, ofrece un caudal de la muestra superior y
ademas, usando los fluidos supercriticos el consumo de disolventes organicos puede
reducirse. La extraccion con fluidos supercriticos ha sido aplicado para la
determinacion de vitaminas liposolubles como la vitamina E en numerosos estudios

con alimentos'>'®!7,

Una vez llevada a cabo la extraccion, el método de separacion mas utilizado es la
cromatografia liquida, la cual no se discute y en general es la técnica escogida por la
mayoria de los investigadores'®'""'>!*. Se pueden encontrar otros trabajos que usan

otra técnica de separacién como la cromatografia de gases'™"

o cromatografia
electrocinética®, pero en ningun caso pueden competir con el numero de trabajos
publicados en los que se emplea la cromatografia liquida. En la determinacion por
cromatografia liquida de alta resolucion se utilizan distintos detectores siendo el mas

10212223 también se usa la deteccion

empleado por su sencillez el ultravioleta visible
con sistemas electroquimicos'"'?, los cuales presentan limites de deteccion mas
bajos que los detectores ultravioleta visibles. Pero uno de los sistemas de deteccion
que presenta mejores resultados, debido a la alta sensibilidad y selectividad, es la

deteccién por fluorescencia®**>*%%".

El uso analitico de la quimioluminiscencia ha experimentando un creciente
interés en los ultimos afios, ya que representa una alternativa simple, barata y
sensible para cuantificar una gran variedad de compuestos. Debido a su alta
sensibilidad y selectividad, los métodos basados en detecciones mediante reacciones
de quimioluminiscencia suponen una herramienta analitica de gran utilidad. Dentro
de las reacciones utilizadas en el andlisis se presenta la reaccion del luminol con un

peroxido, el cual lleva acabo la reaccion de oxidacion del luminol provocando una
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emision de luz. Este método, basado en la medida de la intensidad de la luz generada
por la reaccion quimioluminiscente, esta siendo muy utilizado para la determinacion
de la capacidad antioxidante total de muchos alimentos®™?. La caida de la sefial
quimioluminescente es proporcional a la cantidad de antioxidante presente en la
muestra el cual inhibe la reacciéon de oxidacion provocada por el oxidante. Esta
reaccion quimioluminescente del luminol ya se ha utilizado para la determinacion de

vitamina E en alimentos®® pero nunca en la determinacién de ésta en la leche.

La determinacion de vitamina E en la leche, debido al importante papel que
desempena este alimento y sus derivados en la dieta de los seres humanos, tiene una
gran importancia, de ahi que en bibliografia se puedan encontrar numerosos estudios

11,12,14,31,32,33

de esta vitamina en muestras de leche utilizando los detectores como el

UV-visible, fluorescencia, etc.
Fundamento del método utilizado para la deteccién de vitamina E

Para evaluar la concentracion de vitamina E en la leche, se va usar la reaccion
quimioluminiscente del luminol con un oxidante. Para ello usa el peroxido de
hidrégeno que lleva a cabo la oxidacion a velocidad constante en presencia de
luminol cuya oxidacion puede ser medida en forma continua por un
espectrofluorimetro, tras provocar esta reaccion la emision de luz. Al adicionar la
muestra conteniendo la vitamina E a dicha reaccion, el consumo de oxigeno, es decir

la oxidacion, se detiene hasta que toda la vitamina E es oxidada.

6.2 OBJETIVO
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En el presente trabajo se usa la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
teniendo como detector la reaccion del luminol con el peroxido de hidrogeno para la
determinacion y cuantificacion de la vitamina E en muestras de leche. En primer
lugar se lleva a cabo la optimizacion de la reaccion quimioluminescente, del luminol
con peroxido de hidrégeno catalizada por la enzima microperoxidasa en metanol,
para posteriormente ser utilizada como detector para cuantificar la concentracion de
vitamina E en la leche. Mediante el uso de patrones de vitamina E de concentracion
conocida se realizara la puesta a punto del sistema, se determinara la linealidad, la
sensibilidad (limites de deteccién y cuantificacion), la precision y la exactitud.
Finalmente se aplicara a muestras de leche obtenidas tras alimentar las vacas con
forrajes suplementados con selenio. Ello se realiza para comprobar si el aumento
que se experimenta en la concentracion de selenio provoca o no una variacion del

contenido de vitamina E.

6.3 PARTE EXPERIMENTAL

6.3.1 OPTIMIZACION DE LA REACCION QUIMIOLUMINESCENTE
DEL LUMINOL-PEROXIDO DE HIDROGENO

Identificacion de las variables que afectan de forma significativa al sistema
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Se ha llevado a cabo la optimizacion de la reaccion quimioluminescente del
luminol-perdxido de hidrogeno en continuo, teniendo como fin obtener una luz con
una intensidad suficiente para poder usar esta reaccion como sistema detector de la
vitamina E en muestras de leche de vaca. Para ello vamos a utilizar los disefios de
experimentos. En un primer paso se llevara a cabo una identificacion de las variables
que afectan de forma significativa a la generacion de la luz mediante un disefio
Plackett-Burman de ocho variables con tres grados de libertad, con lo que al ser a
dos niveles resulta una matriz de doce experimentos. A la hora de plantear el disefio
de experiencias es necesario elegir las variables a estudiar teniendo en cuenta su

posible influencia sobre el resultado final.

Las variables consideradas a la hora de realizar el estudio de la reaccion del
luminol con el peréxido de hidrogeno catalizada por la enzima microperoxidasa
(MP-11), han sido las concentraciones de luminol, peréxido de hidrégeno y MP-11,
caudal de luminol, caudal de perdxido de hidrogeno, pH, y a mayores una variable
“fantasma” para ver si existen factores que no hayamos considerado que puedan
afectar a nuestro sistema como la temperatura, que en principio se pueden considerar
que no van a afectar a nuestro sistema de forma significativa debido a que datos de
esta reaccion en bibliografia no dan importancia a esta variable. Igualmente,
utilizamos un espectrofotometro de fluorescencia como detector con la fuente
apagada, debido a que solamente nos interesa el sistema de deteccion del
instrumento. Fijamos las condiciones instrumentales del espectrofotometro de
fluorescencia (Tabla 1), las cuales no vamos a estudiar por no tener interés para la

mejora de este estudio.

Tabla 1. Condiciones instrumentales del espectrofotometro de fluorescencia

Condiciones instrumentales Valor establecido
Tiempo de respuesta 04s
Voltaje tubo fotomultiplicador 700 V
Rendija 20 nm

Longitud de onda 425nm
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Las variables que se han considerado en el estudio, asi como los dos niveles
elegidos, seleccionados a partir datos bibliograficos®* consultados se recogen en la
Tabla 2.

Tabla 2. Variables seleccionadas para el disefio de experiencias Plackett-Burman para la
obtencion de luz a partir de la reaccién luminol- H,O,

Cédigo Variable Nivel inferior (-) Nivel superior

)

A [luminol] / g L™ 0,05 1,0

B [H,0,]/mL L™ 2,0 8,0

C [MP-11]/mg L™ 2,5 5,0

D Flujo Luminol / mL min™ 4 8

E Flujo H,0, / mL min™ 5 10

F pH 8,0 12

G Variable “fantasma” 1 2

La matriz resultante de los disefios de experiencias planteados, correspondiente a
un disefio Plackett-Burman 277*3/32 implicando doce experiencias y con tres

grados de libertad se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Matriz del disefio Plackett-Burman empleado para la optimizacion de la reaccion
luminol- H,0,

Variables
Experiencia A B C D E F G
1 + - + - - - +
2 + - + - - -
3 - + - + - -
4 + - + + - + -
5 + - + - +



Vitamina E en leche

6 + - + -
7 - + - +
8 - - + |+ - +
9 - - - + |+ o+ -
10 + - - - + |+
11 - + - - - +

A continuacidon se llevaron a cabo todas las experiencias del disefio de
experimentos de acuerdo a la matriz correspondiente y se obtuvieron los resultados
que se recogen en la Tabla 4. Una vez obtenida la respuesta para cada uno de los
experimentos (Intensidad de luz emitida), se aplica el disefio Plackett Burman
elegido con el paquete estadistico, Statgraphics plus version 5,0, y se obtiene la
informacién necesaria para evaluar la importancia de cada una de las variables en la

obtencion de luz mediante la reaccion luminol- peréxido de hidrogeno.

Tabla 4. Resultado de los experimentos programados en nuestra matriz Plackett-Burman para
la optimizacion de la reaccion luminol —-H,0,

Experiencia Intensidad de luz
emitida

2212

2000

1243

2600

2677

5000

3500

500

L NN N AW N =



Vitamina E en leche

9 712
10 2800
11 3615
12 634

Una vez obtenidos los diferentes valores de la variable respuesta, sus valores se
introducen en el disefio Plackett-Burman y obtenemos la informacion necesaria para
evaluar la importancia de cada variable en nuestro sistema. El andlisis de la
importancia de cada una de las variables se llevo a cabo con ayuda de la carta Pareto
estandarizada para un nivel de confianza de un 95%. Dichas carta Pareto se

muestran a continuacion en la Figura 1.

| [ Influencia+
pH

B Influencia -
[H,0; |

[Luminol] |

[MP-11] |

t reaccion

Flujo H,0,

Flujo Luminol

Variable fantasma

" s s s " L

2 3 4 5 6

—_

Efectos estandarizados

Figura 1. Carta Pareto de primer orden, obtenida tras estudiar el disefio Plackett-Burman en
la optimizacion de la reaccion luminol- H,O,

A la vista de los resultados obtenidos se concluye que las tres variables que

presentan una influencia significativa sobre nuestro sistema son: El pH, Ia
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concentracion de luminol y la concentracion de oxidante, es decir perdxido de
hidrégeno. Los resultados obtenidos son los esperados, ya que se comprueba que lo
importante en la reaccion son la concentracion de las sustancias que intervienen en
la reaccion y el pH del medio. El catalizador es importante pero llega con su
presencia, si lo eliminamos la reaccion marcha pero la luz emitida es muy baja. Los
flujos no afectan de forma significativa pero se ve que afectan de forma negativa al
aumentar la velocidad del flujo. Tras obtener estos resultados vamos a fijar los
valores de las restantes variables y se llevara a cabo la busqueda del valor 6ptimo de

las tres variables que resultaron significativas mediante un disefio composicional.
Optimizacion de las variables significativas

Para llevar a cabo la optimizacion de las variables que han resultado significativas
en la generacion de luz en el disefio Plackett-Burmann, se establecieron los
intervalos objeto de estudio para cada una de las variables. Los valores que se han
adoptado para las variables que no resultan significativas, se escogieron teniendo en
cuenta las tendencias de las variables dadas por el disefio Plackett-Burmann, pero
también criterios econdmicos. Asi el valor adoptado, para la concentracion del
catalizador fue el mas bajo estudiado, aunque en la carta Pareto (Figura 1) se ve que
la tendencia es a mayor concentracion mejor resultado, pero esta enzima es muy cara
y a nosotros no nos interesa una luz espectacular sino que sea suficiente para utilizar
esta reaccion como detector de la vitamina E en muestras de leche. Los valores
fijados para estas variables se muestran en la Tabla 5. Este ultimo criterio también se
empled a la hora de fijar los intervalos de trabajo de cada una de las variables
significativas (Tabla 6), ya que se podria ampliar las concentraciones de los

reactivos.

Tabla 5. Valores adjudicados a las variables que no resultaron para la obtencion de luz a
partir de la reaccion luminol-H,0,

Variable Valor adjudicado
[MP-11]/mg L™ 2,5
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Flujo Luminol / mL min™
Flujo H,O,/ mL min” 6

Tabla 6. Intervalo de estudio en el disefio composicional para la obtencion de luz a partir de
la reaccion luminol- H,O,

Caodigo Variable Nivel inferior (-) Nivel superior (+)
A [luminol] / g L™ 0,05 1,0
B [H,0,]/mL L™ 2,0 8,0
C pH 8 12

Una vez fijados los valores superiores e inferiores para el intervalo a estudiar en
cada uno de los sistemas se creara la matriz del disefio composicional 2"3 + estrella.
En este caso las variables no s6lo tomaran los valores superior ¢ inferior adjudicados
por nosotros, sino que tomaran un valor central en el intervalo de cada variable y

valores alrededor de los valores superior e inferior.

La matriz resultante de los disefios de experiencias planteados se muestra en la
Tabla 7. Mientras que en la Tabla 8 se recogen los valores que adoptan los niveles
superior (+) e inferior (-), asi como los valores intermedios (Ko) y superior axial
(+a) e inferior axial (-a) alrededor de los valores limites del intervalo de cada una

de las variables fijados por nosotros.
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Tabla 7. Matriz del disefio composicional llevado a cabo para la optimizacion de la reaccion
luminol- H,0,

Experiencia  [luminol]/ g L [H,0,] mL L™ pH
1 Ko Ko Ko
2 - - -
3 + - -
4 - + -
5 + + -
6 - - +
7 + - +
] - + +
9 + + +
10 -0 Ko Ko
11 +a Ko Ko
12 Ko -0 Ko
13 Ko +a. Ko
14 Ko Ko -0l
15 Ko Ko -o
16 Ko Ko Ko

Tabla 8. Valores que adoptan las variables en el disefio composicional 23 + estrella para la
obtencion de luz a partir de la reaccién luminol- H,O,

Variables
Valores = [luminoll/ gL'  [H,0,] mLL" pH
+ 1,00 8,0 12,0
- 0,05 2,0 8,0
Ko 0,53 5,0 10,0
+a 1,14 8,9 12,6
-, 0,03 1,1 7,4

Ko es el valor medio de la variable; + o es el valor estrella para cada variable

Dichas experiencias se llevan a cabo en disoluciones de luminol en metanol
tamponada con borax 0,5M, incorporando la concentracion fijada de enzima a esta

disolucion en todos los casos. El pH se consiguié afiadiendo a la disolucion de
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metanol acido para llevarlo a pHs inferiores a 9 e hidroxido sodico para llevarlo a
pHs superiores a 10. El peroxido de hidrogeno se prepar6 en una disolucion acuosa
con la concentracion establecida para cada disefio. Tras llevar a cabo las 16
experiencias y medir la intensidad de la luz generada por la reaccion
quimioluminescente se introdujeron los resultados (Tabla 9) en nuestra matriz del
composicional. Los valores 6ptimos para la tres variables objeto de estudio se
encontraron con ayuda de las superficies de respuesta obtenidas (Figura 2 y Figura

3) tras el analisis estadistico de los datos.

Tabla 9. Resultados obtenidos para el disefio composicional de la optimizacion de la reaccion
luminol-H,0,

Experiencia  Intensidad de luz

3028
610
751
635
145
500
400
600
900
100
1100
1400
2600
100
2000
3100

|
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[H,0,]=5,0 mLL! [pH] =10

Intensidad de luz x1000
Intensidad de luz x1000

0,0 92 04 06 o8 9 pH 7

02 04 06 43

Luminol] g L' Ng
(Luminol] g [Luminol] g L-!

Figura 2. Superficie de respuesta obtenida para la optimizacion de la reaccion luminol-H,0,

[H,0,]=5,0 mLL!

[pH]=10
12 - 8 t
\ - Tk \
11 o
= 6F
. g
10 + —= Sk
= Q
To4r
oL =,
3 -
s oo 2b NNNN, T AL
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[Luminol] g L'! [Luminol] g L'!

Figura 3. Superficie de contorno para la respuesta obtenida para la optimizacion de la
reaccion luminol-H,0,

A partir de las superficies de respuesta obtenidas, se han fijado los valores de las
tres variables con los valores de las variables (Tabla 10) que presentan el maximo
dentro del intervalo estudiado.

Tabla 10.Valores optimos para las variables significativas en la generacion del hidruro de
selenio
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Codigo Variable Valor éptimo
A [luminol] / g L™ 0,6
B [H,0,] /mL L 6
C pH 10

Una vez optimizado el sistema de deteccion, esté se acopla al sistema
cromatografico el cual esta formado por un cromatdgrafo modelo 625 LC de Waters
equipado con una columna de fase enlazada pBondapack Cig de 30 centimetros de
longitud, 3,9 mm de didmetro y 10 um de tamafio de particula. Se utiliza una
columna C,g para la separacion de la vitamina E, ya que es la mas utilizada en
bibliografia citada anteriormente en el analisis de esta vitamina y ademas fue la
empleada en la especiacion de selenio, con lo que con el mismo sistema
cromatografico podemos realizar los dos andlisis que nos interesan en este estudio
pero con distintos detectores. La fase movil elegida es el metanol y al sélo analizar
vitamina E y el detector ser solo especifico para esta sustancia no es necesario
estudiar los diferentes parametros que afectan a la separacion cromatografica, como
velocidad de la fase movil, composicion, pH, etc. El flujo de fase moévil elegido fue
de 2 mL min™, el cual no aumenta en demasia la presion del sistema y la sefial de la

vitamina E puede ser visualizada en menos de cinco minutos.

6.3.2 PRETRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE LECHE PARA EL
ANALISIS DE VITAMINA E POR QUIMIOLUMINESCENCIA

Una vez hemos optimizado la reaccion de quimioluminescencia utilizada como
sistema de deteccion se necesita desarrollar la extraccion la vitamina E de la leche

para su posterior cuantificacion. La extraccion de la vitamina E de las muestras de
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leche se llevo a cabo segin el método propuesto por D.B. Gomis y col’' con

pequeiias modificaciones.

Para ello 10 mL de leche se transfirieron a un tubo de centrifuga y se afiadieron
2mL de una disolucién de etanol con 0,025% de acido ascorbico (para proteger las
vitaminas contra la oxidacion) y la mezcla se introdujo durante 2 minutos en un
bafio de ultrasonidos para romper las membranas de las proteinas y fosfolipidos
donde se encuentran encapsulados las vitaminas liposolubles. A continuacién se le
afiadieron 10 mL de hexano y se colocaron en un agitador mecanico durante 5
minutos. Posteriormente se centrifugan para que la separacion de las fases sea mas
rapida y eficaz ya que debido al alto contenido graso de las leches analizadas la
separacion de las fases se demora largo tiempo. La fase organica fue transferida a
otro tubo y el proceso de extraccion fue repetido con 5 mL de hexano. Los dos
extractos de hexano fueron combinados y se llevdo a cabo un lavado con una
disolucion de metanol-agua (9:1). Esto se realizd con cinco porciones de leche que
se combinaron al final del proceso de extraccion con el fin de de tener un limite de
deteccion adecuado. Tras llevar a cabo el lavado de la fase organica ésta se filtrd

(filtro de 0,45 um) y se evapor6 bajo nitrégeno hasta la sequedad.

El residuo se reconstituyd en 5 mL de metanol el cual posteriormente se
introducira en el sistema cromatografico.
6.3.3 CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL METODO

Rectas de calibrado y adicion

Las rectas de calibrado y adicion se han obtenido para concentraciones
comprendidas entre 5y 30 mg L. La adicién se ha realizado afiadiendo el patrén de
vitamina E a los extractos de metanol obtenidos en la extraccion llevada a cabo. Las
pendientes de las rectas de calibrado y adicion realizadas no difieren
significativamente (test t, nivel de confianza 99,5%). Por ello, a partir de este

estudio los analisis del contenido de vitamina E en leche se realizaran utilizando las
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rectas de calibrado. Las ecuaciones de la recta de calibrado y adicion se muestran en
la Tabla 11.

Tabla 11. Pendientes de las rectas de calibrado y adicion

Pendiente Coeficiente de correlacion
Recta de calibrado 11,24 0,997
Recta de adicidon 11,17 0,995

Limites de deteccion y cuantificacion

La sensibilidad del método para la determinacion de la vitamina E en la leche se
estudio mediante el limite de deteccion y cuantificacion definidos previamente en el
capitulo 2. Para el analisis de vitamina E en leche se ha encontrado un limite de
deteccién de 0,03 mg L' y un limite de cuantificacion de 0,11 mg L. Estos valores
son adecuados para llevar a cabo la determinacion de vitamina E en la leche.

Precision

Se estudid la precision del método, expresada como la desviacion estandar
relativa (%CV). Para ello se tom6 una muestra de leche y se dividié en cuatro
alicuotas de 50 mL, de las cuales tres se dopan con 10, 20 y 30 mg L' de patron de
vitamina E. Una vez dopadas las muestras se lleva a cabo la extraccion propuesta
anteriormente. Se realizaron 2 réplicas de cada una de las muestras y se midi6 cada
una de ellas cinco veces por lo que disponemos de diez medidas para calcular el
%CV de cada uno de los niveles de concentracion de vitamina E afiadidas a la leche.
Este mismo procedimiento se llevd a cabo posteriormente al cabo de unos dias para
comprobar igualmente los resultados. Los valores obtenidos se muestran, a

continuacion, en la Tabla 12.

Tabla 12. Precision del método para la determinacion de vitamina E en leche
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Dia 1 Dia 2
b1 wers  spwev AR sp%cy
Muestra 33 04 115 31 03 97
Muestra+10 132 13 95 129 09 75
Muestra+20 234 17 74 238 19 79
Muestra+30 335 20 59 | 332 26 76

Los valores encontrados para el coeficiente de variacion obtenidos para el
proceso de determinacion de vitamina E en muestras de leche se pueden considerar
satisfactorios tras las numerosas etapas que comprenden el método propuesto y la
dificultad que conlleva la medida de las vitaminas liposolubles.

Exactitud

Con el objeto de comprobar la exactitud del analisis de vitamina E en leche de
vaca se ha llevado a cabo un estudio de la recuperacion analitica de la vitamina E
tras afladir ésta a diferentes muestras de leche. Para ello se tomaron cuatro muestras
de leche de vaca y cada una de ellas se dividio en cuatro alicuotas de 50 mL. A cada
una de las alicuotas de una muestra de leche se le afadio diferentes cantidades de
vitamina E, una primera alicuota no se dopd con patrén y a las otras se doparon con
patron de vitamina E para tener una concentracion final de ésta de 2, 4 y 6 mg L™
Una vez dopadas las muestras se sometieron al proceso de extraccion y se llevd a
cabo la determinacion por cromatografia liquida- quimioluminescencia (luminol-

peroxido de hidrogeno).

Una vez obtenidos los valores de concentracidon para cada una de los niveles y
distintas muestras se calculd la recuperacion analitica usando la ecuacién empleada

en el capitulo 2.

Los resultados obtenidos para cada uno de los niveles de concentracion de

vitamina E en la leche se muestran en la Tabla 13.



Vitamina E en leche

Tabla 13. Recuperaciones analiticas encontradas para la determinacion de vitamina E en
leche

[Vit E]afiadida / mg L' [Vit E]detectada Recuperacion Analitica

%
2 1,89 94,5
4 3,81 95,3
6 5,69 94,8

[Vit E]detectada = [Vit E]nivel dopado - [Vit E]nivel sin dopar

En la Tabla 13 se puede observar que las recuperaciones analiticas encontradas
para la vitamina E son superiores al 94,5% para los tres niveles de concentracion
estudiados. Con estos datos podemos decir que el método utilizado para medir la
vitamina E en leche de vaca por cromatografia liquida- Luminol-peréxido de

hidrogeno es exacto.

6.3.4 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE VITAMINA E EN
LECHES DE VACA

Una vez que hemos optimizado el sistema de deteccién y la metodologia
necesaria para la extraccion de la vitamina E de la leche se lleva a cabo el analisis de
estd en distintas muestras de leche mediante cromatografia liquida-
quimioluminescencia. Se estudid el contenido de selenio en 10 muestras de leches
de vaca, cinco muestras de leche obtenidas tras alimentar a las vacas con forrajes
suplementados con 0,3 pg g de selenio inorganico y otras cinco tras alimentar a las
vacas con forrajes suplementados con 0,3 pug g” de selenio organico. Ademas se
analiz6 una muestra de leche Feiraco comprada en supermercado y una muestra de
leche de CLAS enriquecida con vitamina E. El estudio del contenido de selenio en
estas muestras comerciales se llevo a cabo para tener una referencia del contenido de
vitamina E de leches de mercado respecto a las analizadas procedentes de las dos
granjas. Los resultados obtenidos tras analizar las muestras por cuadriplicado son

expresados como valor medio + desviacion estandar y se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Concentraciones de vitamina E encontradas en diferentes leches. Los resultados se
encuentran expresados como media + desviacion estandar (n=4)

Muestras [vitamina E] mg L™
Feiraco comercial 0,5+ 0,07
CLAS (enriquecida vitamina E) 2,8 +0,05
Leche (vacas alimentadas con selenio orgénico) 1 0,6 +0,07
Leche (vacas alimentadas con selenio organico) 2 0,6 + 0,05
Leche (vacas alimentadas con selenio organico) 3 0,7+ 0,07
Leche (vacas alimentadas con selenio organico) 4 0,7+ 0,05
Leche (vacas alimentadas con selenio organico) 5 0,6 +0,06
Leche (vacas alimentadas con selenio inorganico) 1 0,6 +0,04
Leche (vacas alimentadas con selenio inorganico) 2 0,7+ 0,06
Leche (vacas alimentadas con selenio inorganico) 3 0,7+ 0,04
Leche (vacas alimentadas con selenio inorganico) 4 0,7+ 0,05
Leche (vacas alimentadas con selenio inorganico) 5 0,6 +0,06

La leche de CLAS fortificada con vitamina E tras el proceso de eliminacion de la
grasa presenta los niveles mas altos niveles de vitamina E (2,8 + 0,05 mg L™).
Posteriormente se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA una via) para comprobar
que los contenidos de la vitamina E en las diez muestras de leche obtenidas tras
llevar acabo la suplementacion de la alimentacion de las vacas con las dos diferentes
formas de selenio. Tras el analisis se encontr6 que no existian diferencias
significativas (95 % de nivel de confianza) entre las concentraciones de vitamina E
en los dos tipos de leche obtenidas tras la suplementacion de los forrajes empleados
en la alimentacion de las vacas con diferentes formas de selenio.

6.4 CONCLUSIONES
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- Se ha optimizado un método de analisis de vitamina E en muestras de leche que
permiten su determinacion mediante cromatografia liquida-quimioluminescencia
(luminol-peroxido de hidrégeno). EI método presenta limites de deteccion de 0,03
mg L y un limite de cuantificaciéon de 0,11 mg L1 que permiten la deteccion de

esta vitamina en muestras de leche de vaca.

- El método desarrollado ha sido aplicado a 12 muestras de leche y los valores
encontrados oscilan entre 0,5-0,7 mg L' salvo para una leche comercial fortificada
con vitamina E en la cual se encontraron valores considerablemente mayores (2,8

mg L.

- Tras los analisis de las muestras de leche obtenidas tras alimentar las vacas con
forrajes fortificados con dos formas quimicas de selenio (selenio organico y selenio
inorganico) se ve que los niveles de vitamina E no presentan diferencias
significativas (95 % nivel de confianza). Por lo que parece el tipo de selenio
empleado en la fortificaciéon de la alimentacion de las vacas no influye en el
contenido de vitamina E de las leches producidas por dichos animales aunque, como
hemos visto en el capitulo 3, la utilizaciéon de selenio en su forma organica producia

un aumento considerable de la concentracion de selenio en la leche.
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En este ultimo capitulo se van a recoger, en forma de recordatorio, todas las
conclusiones que se han podido extraer tras la realizacion de este estudio en sus

diferentes capitulos. Estas se enumeran a continuacion:

¢ Se ha optimizado un método de pretratamiento de muestras de leche que permite la
determinacion de selenio total mediante generacion de hidruros- espectrometria de

absorcion atomica y generacion de hidruros- espectrometria fluorescencia atomica.

e Se ha determinado el contenido de selenio en leches de granja sin tratar y leches
comerciales para establecer el contenido de este elemento traza en dicho alimento,
obteniéndose que el contenido en la leche de vaca sin tratar fue de 17,9 £ 0,59 ug L
', mientras que en las leches comerciales los valores de concentracién de selenio

estén entre 8,5y 21 ug L™

e Se ha aplicado un método de separacion de los distintos componentes de la leche y
se ha determinado el contenido de selenio mediante el método optimizado para la
determinacion de selenio en leche, obteniéndose la distribucion del selenio en los
distintos componentes de la misma. Se encontré6 que los mayores porcentajes de
selenio estan presentes en el suero lacteo, con valores entre 47,2-73,6 % y los

porcentajes minimos entre 4,8-16,2 % corresponden a la fase grasa.

e Se establecid una relacidon mediante una ecuacion matematica entre el contenido de

selenio en la leche y el contenido de selenio en el suero y las micelas de caseina.

o Se realiz6 un estudio de la posible influencia de la alimentacién de las vacas con
diferentes suplementos de selenio afiadidos a los forrajes, llegando a la conclusion
de que las vacas que consumen forrajes suplementados con selenio organico
producen leche con mayor contenido en selenio que las alimentadas con selenio

inorganico.

¢ El contenido de selenio en los distintos componentes de la leche de vaca (suero

lacteo, micelas de caseina y nata) varia en funcion del tipo de suplementacion
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empleada en la alimentacion del ganado. En todos los componentes, el contenido de
selenio es mayor cuando se utilizan levaduras selenizadas para la fortificacion de los

forrajes y el menor valor se obtiene cuando no se utiliza suplementacion alguna.

e No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion
porcentual de selenio en el suero lacteo y nata en funcion del tipo de alimentacion
empleada. Sin embargo, si existen diferencias estadisticamente significativas en los
niveles porcentuales de selenio calculados para las micelas de caseina. La
alimentacion con levaduras ricas en selenometionina produce micelas de caseina con
un porcentaje de selenio ligeramente superior que los calculados con las otras dos

formas de alimentacion.

e La suplementacion con selenio procedente de levaduras enriquecidas en
selenometionina de los forrajes dan lugar a un aumento proporcional de la

concentracion de selenio en la leche de las vacas que consumen dichos forrajes

e Tras esta parte del estudio se podria afirmar que es posible conseguir producir
leche enriquecida en selenio de forma natural sin adulterar la composicion original
de la leche, como es habitual en la industria alimentaria donde se realiza la
fortificacion de diferentes elementos afiadiendo estos al producto final en forma de
sales inorganicas. Segun los resultados obtenidos en este estudio, la utilizacion de
levaduras enriquecidas en selenometionina parecen ser las mas adecuadas dado que,
incluso a los mismos niveles de fortificacion que el selenito sodico, dan lugar a la
produccion de leches con un mayor contenido en selenio, lo que demuestra su mayor
biodisponibilidad para las vacas. Esto puede implicar que la salud de estos animales
se vea mejorada y la produccion lactea y rendimiento econémico para el granjero sea

mayor.
e Los contenidos de selenio en los dializados de la leche aumentan de forma

proporcional a medida que aumenta el nivel de fortificacion con selenio organico de

los forrajes. La suplementacion con 0,3 pg g de selenio inorganico da lugar a
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niveles de selenio en los dializados muy proximos al nivel de los dializados de la

leche obtenida sin suplementar.

e La dializabilidad del selenio en leches de vaca obtenida tras la alimentaciéon con
forrajes sin suplementar, suplementados con selenio inorganico (0,3 pgg™) y con
selenio organico de 0,2 y 0,3 pgg' no presenta diferencias estadisticamente

significativas.

e La dializabilidad del selenio en las leches obtenidas tras la fortificacion de los
forrajes con 0,4 y 0,5 pgg-' de selenio organico presenta la mayor con respecto a las

anteriores y no presentan diferencias significativas entre ellas.

e El acoplamiento instrumental basado en la separacion por cromatografia liquida de
alta resolucion de par idnico, craqueador ultravioleta-calor, generacion de hidruros y
deteccion con espectrometria de fluorescencia atdmica nos permite la especiacion de
selenocistina, selenio (IV), selenometionina y selenio (VI) en muestras de leche de

vaca.

¢ La introduccion de una fuente de calor es necesaria para poder obtener una buena
reduccion de las diferentes especies de selenio a selenio (IV), lo que permite a su

vez bajar de forma ostensible los limites de deteccion de estas especies.

e Con este procedimiento propuesto se pueden determinar la selenocistina, selenio
(IV), selenometionina y selenio (VI) en muestras de leche de vaca en
concentraciones superiores a 1,1, 0,9, 2,9 y 1,7 ug L respectivamente con un

coeficiente de variacion inferior al 7,5 %.
¢ Se ha llevado a cabo una digestion enzimatica para llevar a cabo el pretratamiento

de la muestras de leche obteniendo un porcentaje superior al 80 % de las especies de

selenio liberadas en el extracto que se introduce en el sistema cromatografico.
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e Las muestras de leche de vaca cuya alimentacion se ha suplementado con selenio
organico presenta un perfil cromatografico con tres especies, selenocistina, selenio

(IV), selenometionina.

o Las muestras de leche de vaca cuya alimentacion se ha suplementado con selenio
inorganico, vacas alimentadas sdlo con forrajes sin ninguna especie de selenio y las
leches comerciales presenta un perfil cromatografico con dos especies, selenocistina,
selenio (IV).

¢ Se ha optimizado un método de determinacion de vitamina E en muestras de leche
mediante  cromatografia liquida-quimioluminescencia (luminol-peroxido de
hidrégeno). El método presenta limites de deteccion de 0,03 mg L™ y un limite de
cuantificacién de 0,11 mg L' que permiten la deteccion de esta vitamina en

muestras de leche de vaca.

e Tras los andlisis de las muestras de leche obtenidas tras alimentar las vacas con
forrajes fortificados con dos formas quimicas de selenio (selenio organico y selenio
inorganico) se ve que los niveles de vitamina E no presentan diferencias
significativas (95 % nivel de confianza). Por lo que parece el tipo de selenio
empleado en la fortificacion de la alimentacion de las vacas no influye en el
contenido de vitamina E de las leches producidas por dichos animales aunque, como
hemos visto en el capitulo 3, la utilizaciéon de selenio en su forma organica producia

un aumento considerable de la concentracion de selenio en la leche.
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Aparatos y material

Aparatos

- Espectrofotometro de absorcion atomica Perkin Elmer Zeeman 4100 Z equipado
con un sistema FIAS 400 Perkin Elmer con una valvula de inyeccion en flujo de

cinco vias (Uberlingen, Alemania)

- Camara de incubacion con control de temperatura, Boxcult, J. P. Selecta, equipada

con un agitador orbital-vaivén, Rotavit, J. P. Selecta (Barcelona, Espafia)

- Espectrofotometro de fluorescencia atomica PSA 10.055 Millenium Excalibur PS
Analytical, (Sevenoaks, Kent, UK) con llama de difusiéon de hidrogeno y filtros

especificos.

- Espectrofotometro de fluorescencia modelo F-2500 Hitachi, (Mannheim, F.R.,

Alemania).
- Automuestreador PSA 20.200, PSA analytical, (Sevenoaks, Kent, UK).

- Sistema de inyeccion en continuo PSA 10.054 PS Analytical, equipado con un
separador gas-liquido tipo B y un sistema de secado Perma Pure, PS Analytical,
(Sevenoaks, Kent, UK).

- Craqueador con lampara ultravioleta PSA 10.570, PS Analytical (Sevenoaks, Kent,
UK).

- Bomba para cromatografia liquida de alta resolucion Waters 625 LC. (Millford,
Massachussets, USA) equipado con una valvula de inyeccion de seis vias Rheodyne
(Cotati, CA, USA).

- Sistema de calentamiento mediante transferencia a bloques de aluminio a partir de

una resistencia eléctrica, J. P. Selecta (Barcelona, Espafia) con control de

temperatura.
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- Balanza electronica analitica. BP121S. SARTORIUS. (Goettingen, Alemania).

- Horno microondas industrial Ethos Plus (potencia maxima 1000W, temperatura
maxima 300 °C) con control de temperatura interno. Milestone (Sorisole, Italia).

- Horno microondas de uso doméstico Taurus, (Madrid, Espana).

-. Ultracentrifuga L8 Beckman, (Alaska, USA) equipado con un rotor SW-40.
- Bomba peristaltica Minipuls-3, Gilson, (Michigan, USA).

- Ph-metro. HANNA Instruments 209.

Material

- Columna de fase enlazada pBondapack C;g con particulas de diametro 10pum, 300
x 3,9 mm (Millford, Massachussets, USA).

- Columna de intercambio i6nico Hamilton PRP-X100 con particulas de diametro 10
um, 250mmx4,1 mm, (Reno, NV, USA).

- Precolumna Hamilton PRP-X100, con particulas de diametro 10 um, 25mmx4,1
mm, (Reno, NV, USA).

- Micropipetas de volumen fijo y variable, Gilson (Michigan, USA).

- Lampara de descarga de selenio Perkin Elmer (Uberlingen, Alemania).

- Lampara de catodo hueco de selenio PHOTRON LAMPS (Cambridge, UK).

- Tubos de didlisis Cellu-sep® de 10 kDa, Membrana Filtration Products (San
Antonio, USA). Anchura 45mm y volumen 6,42 mL em™l.

- Pinzas de nylon para el cierre de los tubos de didlisis Membrana. Filtration

Products (San Antonio, USA).

- Bombas de digestion de Teflon con capacidad de 5 mL. Pierce.
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- Bombas de digestion de Teflon con capacidad de 100 mL con carcasas de
propileno de alta densidad y sistema de seguridad introducidad en un rotor

segmentado. Milestone (Sorisole, Italia).

- Filtros GV de 0,45 um (Massachussets, USA).

- Se ha empleado, ademas, diverso material de vidrio y polietileno, de calidad

contrastada, para preparar o almacenar disoluciones y muestras.
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Reactivos

- Acido nitrico (HNOs) 69-70%, Panreac, (Barcelona, Espafia).

- Peroxido de hidrogeno (H,0,) 33% (p/v), Panreac (Barcelona, Espafia).

- Acido clorhidrico (HCI) 36.5-38%. Panreac, (Barcelona, Espaiia).

- Acido clorhidrico (HCI) 36.5%, (Para analisis). Merck (Darmstadt, Alemania).

- Urea, (N,H4,CO) Panreac, (Barcelona, Espaiia).

- Tetrahidroborato s6dico (NaBHy), Panreac, (Barcelona, Espafia).

- Hidroéxido sodico (NaOH), Panreac, (Barcelona, Espaiia).

- Disolucion patron de SeO,, 1000 mg L-1 en acido nitrico 0,5 M Merck (Darmstadt,
Alemania).

- Material de referencia NIST 8435 (leche entera) proporcionado por National
Institute of Standards and Technology (NIST), (Gaithersburg, USA).

- Pepsina porcina, Sigma-Aldrich CO. (St. Louis, MO, USA).

- Pancreatina porcina, Sigma-Aldrich CO. (St. Louis, MO, USA).

- Bicarbonato sddico (NaHCOs), Sigma-Aldrich CO. (St. Louis, MO, USA).

- Seleno-DL-metionina (CsH;;NO,Se), Sigma-Aldrich CO. (St. Louis, MO, USA).

- Seleno-DL-cisteina (C¢HoN,04Se,), Sigma-Aldrich CO. (St. Louis, MO, USA).

- Selenato sé6dico, (Na,SeOy,), Sigma-Aldrich CO. (St. Louis, MO, USA).

- Selenito sodico, (Na,SeO;), Sigma-Aldrich CO. (St. Louis, MO, USA).

- Pronasa E, Merck (Darmstadt, Alemania).

- Lipasa, Sigma-Aldrich CO. (St. Louis, MO, USA).

- Amonio dihidrégeno ortofosfato (NH,H,PO,), Merck (Darmstadt, Alemania).

- Cloruro de tetraetilamonio mono hidratado ((C,Hs)4NCIL.H,0), Merck (Darmstadt,
Alemania).

- Bromuro Potasico (KBr), Merck (Darmstadt, Alemania).

- Bromato Potasico (KBrO;), Merck (Darmstadt, Alemania).

- Luminol, 5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona, (CgH,N30,), Fluka Chimie
(Steinheim, Suiza).

- Microperoxidasa (MP-11) Sigma-Aldrich CO., (St. Louis, MO, USA).

- Vitamina E (Cy9H500,) Fluka Chimie (Steinheim, Suiza).
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- Metanol (CH;0H), Merck (Darmstadt, Alemania).

- Etanol (CH;CH,0OH), Panreac (Barcelona, Espaifia).

- Acido ascorbico (C¢HgOg), Merck (Darmstadt, Alemania).

- Hexano (C¢H14), Panreac (Barcelona, Espafia).

-Agua ultrapura de resistividad 18 MQcm. Obtenida mediante un sistema
purificador Milli-Q, Millipore Corp., (Massachussets, USA).

- Argén N-50, Air Liquid, (Madrid, Espafia).

- Nitrégeno C-50, Air Liquid, (Madrid, Espaia).

- Hidrogeno N-50, Air Liquid, (Madrid, Espaia).

- Helio C-55, Air Liquid, (Madrid, Espaia).
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