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1. RESUMEN

1. RESUMEN

“EXTRACCION Y DETERMINACION DE SELENIO Y SUS ESPECIES
EN NUECES DE BRASIL™

Hoy en dia, la importancia del selenio en la salud humana y la nutricion estd
ampliamente reconocida; esto es debido a que ciertas especies de selenio
(selenoproteinas) participan en importantes procesos fisioldgicos. Las nueces de Brasil
son uno de los alimentos que contienen los niveles mas altos de selenio (30 pg gb). La
ingesta diaria de una sola nuez puede ser suficiente para compensar las necesidades de
un adulto (55 pg dia®). El selenio presente en las nueces de Brasil se encuentra
formando parte de diferentes aminoéacidos como la selenometionina y la selenocisteina.
La selenometionina, especie altamente biodisponible, representa el 75-96% de la
concentracion de selenio total.

En este trabajo se estudia la viabilidad de la hidrolisis enzimatica combinada con la
extraccion con liquidos presurizados (HE-PLE) para la extraccion de selenio y sus
especies en nueces de Brasil. El contenido de selenio total se determina por plasma de
acoplamiento inductivo-espectrometria de masas (ICP-MS) y las especies de selenio por
cromatografia de intercambio ionico-espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (HPLC-ICP-MS). La importancia estadistica de las variables implicadas
en el procedimiento de extraccion por HE-PLE (temperatura, tiempo estatico, presion,
masa de la proteasa y DTT (activador enzimatico), pH y concentracion de TRIS) se
evalué simultaneamente mediante la aplicacion de un disefio experimental Plackett-
Burman (2 ~ 8 * 3/64). La temperatura de extraccién resultd estadisticamente
significativa y fue optimizada mediante una aproximacién univariante.

Las caracteristicas analiticas del método de extraccion y cuantificacion (rectas de
calibrado y adicion, limites de deteccion y cuantificacion, repetibilidad y exactitud)
fueron estudiadas. Finalmente, el método se aplicd a otros alimentos ricos en

oligoelementos (baya Inca del Perd, fruto del agai y palmitos).
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1. RESUMO

“EXTRACCION E DETERMINACION DE SELENIO E AS SUAS
ESPECIES EN NOCES DO BRASIL”

Hoxe en dia, a importancia do selenio na salde humana e na nutricion é amplamente
recofiecida; isto débese a que certas especies de selenio (selenoproteinas) participan en
importantes procesos fisioloxicos. As noces do Brasil son un dos alimentos que
contefien maiores niveis de selenio (30 pug g1). A inxestion diaria dunha Gnica noz pode
ser suficiente para compensar as necesidades dun adulto (55 pg dia). O selenio nas
noces de Brasil atdpase en diferentes aminoacidos como selenometionina e
selenocisteina. A selenometionina, € unha especie altamente biodisponivel,
representando un 75-96% da concentracién total de selenio.

Neste traballo estidase a viabilidade da hidrdlise enzimatica combinada coa extraccion
con liquidos presurizados (HE-PLE) para a extraccion de selenio e das stas especies en
noces do Brasil. O contido de selenio total determinase por espectrometria de masas con
plasma de acoplamento indutivo (ICP-MS) e as especies de selenio por cromatografia
de intercambio idnico-espectrometria de masas con plasma de acoplamento inductivo
(HPLC-ICP-MS). A importancia estatistica das variables implicadas no proceso de
extraccion HE-PLE (temperatura, tempo estatico, presion, masa de proteasa e DTT
(activador de encima), pH e concentraciéon de TRIS) foi avaliada simultaneamente pola
aplicacion dun desefio experimental Plackett-Burman (2 ~ 8 * 3/64). A temperatura de
extraccion foi estatisticamente significativa e optimizouse mediante unha aproximacion
univariante.

As caracteristicas analiticas do método de extraccion e cuantificacion (rectas de
calibrado e adicion, limites de deteccion e cuantificacion, repetibilidade e exactitude)
foron estudadas. Finalmente, o método aplicouse a outros alimentos ricos en

oligoelementos (baga Inca do Peru, froito do agai e palmito).
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1. ABSTRACT

“SELENIUM AND SELENIUM SPECIES EXTRACTION AND
DETERMINATION IN BRAZIL NUT”

Nowadays, the importance of selenium in human health and nutrition is widely
recognized; this is because certain species of selenium (selenoproteins) involved in
important physiological processes. Brazil nuts levels of selenium are high (30 ug g2).
Daily intake of a single nut is enough to fullfil the needs of an adult (55 pg day™).
Selenium in Brazil nuts is part of different amino acids as selenomethionine and
selenocysteine. Selenomethionine, high bioavailable species, represent 75-96% of the
total selenium concentration.

In this paper the feasibility of the enzymatic hydrolysis combined with the pressurized
liquid extraction (HE-PLE) for the extraction of selenium and its species in Brazil nuts
is studied. Selenium content is determined by inductively coupled plasma - mass
spectrometry (ICP-MS) and of selenium species is determined by ion exchange
chromatography- inductively coupled plasma -mass spectrometry (HPLC-ICP-MS). The
statistical significance of variables involved in HE-PLE process (temperature, static
time, pressure, protease and DTT (enzyme activator) mass, pH and concentration of
TRIS) was evaluated simultaneously by applying a Plackett-Burman design (2 ~ 8 *
3/64). The extraction temperature was statistically significant and it was optimized by
univariate approach.

The analytical characteristics of the method of extraction and quantification (calibration
line and addition, limits of detection and quantification, repeatability and accuracy)
were studied. Finally, the method was applied to other foods rich in trace elements

(Peru Inca berry, acai fruit and palmito).
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2.1. El Selenio

El selenio se descubri6 en el afio 1818 por el quimico sueco Jons Jacob Berzelius. El
selenio es un no metal con simbolo Se y nimero atémico 34, localizado en el cuarto
periodo de la tabla periddica en el grupo de los calcogenos. Las propiedades fisicas y

quimicas que presenta se muestran en la tabla 1 [1].

TABLA 1.- Propiedades atémicas y fisicas del selenio.

NUmero atomico 34
Peso atémico 78.963 Da
Configuracion electrénica [Ar] 3d%° 4s? 4p*
Radio atomico 103 pm
Estados de oxidacion -2,0, +4, +6
Primero: 941.0 kJ mol*
Potencial de ionizacién Segundo: 2045.0 kJ mol*
Tercero: 2973.7 kJ mol™?
Electroafinidad -4.21 eV
Electronegatividad 955
(escala de Pauling) '
Punto de fusién 494 K, 221 °C
Punto de ebullicion 958 K, 685 °C

La masa atomica estandar del selenio corresponde a 78,963 Da y muestra seis is6topos
naturales, cinco de los cuéles son estables: “Se, ®Se, Se, 8Se, 8Se. En la tabla 2 se

recogen los datos relevantes a los is6topos naturales del selenio [1].

TABLA 2.- Isotopos naturales del selenio

Composicion isotopica

Is6topo Masa atdmica (Da) representativa (%) Spin nuclear
4Se 73. 9224746 0.89 0

6Se 75.9192120 9.37 0

7Se 76.9199125 7.63 1/2

8Se 77.9173076 23.77 0

80Se 79.9165196 49.61 0

82Se 81.9166978 8.73 0
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2.2. Compuestos organometalicos de selenio

El selenio se puede encontrar en diferentes formas quimicas, que determinan la
biodisponibilidad, funcion y toxicidad en la salud humana. Mientras el selenio
inorganico puede encontrarse en diferentes minerales en forma de selenitos o selenatos,
las principales formas orgénicas son los selenoaminoécidos, selenopéptidos y
selenoproteinas.

Los compuestos organoselénicos se definen como compuestos quimicos con enlaces
carbono-selenio. En general, estos compuestos tienen mayor biodisponibilidad que las
formas inorgénicas de selenio. Ademas de su baja toxicidad, juegan un papel importante
en los procesos bioquimicos como antioxidantes, anticancerigenos y antivirales. Las
principales clases de organoselénicos incluyen selenoles, diseleniuros, selendxidos,
acidos de selenio, haluros de selenio y compuestos selenoheterociclicos. Las
propiedades de los organoselénicos se parecen a las de sus derivados sulfurados. Por lo
tanto, selenoles, seleniuros, y selendxidos corresponden a tioles, sulfuros, y sulféxidos.
Aunque estructuralmente son similares, los compuestos de selenio y de azufre tienen
diferente estabilidad y ruta de sintesis.

El enlace C-Se es mas facil de romper por halégenos y agentes oxidantes que el enlace
C-S. Por el contrario, los organoselénicos protegen frente a perdxidos y esta proteccion
es mas eficiente que la de los andlogos de azufre. Esta selectividad se atribuye a la

mayor facilidad del selenio para oxidarse en comparacion con el azufre [2,3].

2.3. El Selenio en el metabolismo

Los estudios experimentales han revelado que la biodisponibilidad del selenio depende
de la forma quimica de este elemento. El selenio llega al organismo a través de los
alimentos ingeridos durante la dieta. El porcentaje total del elemento se distribuye en
sus especies, en este caso especies organicas como la selenometionina (SeMet) y la
selenocisteina (SeCys), y especies inorganicas como los selenitos y los selenatos.

En el organismo, el metabolismo de las diversas especies de selenio es diferente pero el
producto final de todas las transformaciones metabdlicas son los seleniuros (H2Se), los
cuales se emplean para la donacion directa de selenio para la sintesis de las
selenoproteinas. El selenio de la SeCys se libera directamente como seleniuro, mientras
que la SeMet se debe convertir primero en SeCys para poder liberar seleniuros. En el

caso de las formas inorganicas (selenato y selenito), el selenio se reduce a seleniuro a
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través de un intermedio de selenodiglutation (GS-Se-GS) con NADPH (Nicotinamida
Adenina Dinucle6tido Fosfato) y glutation reductasa.

En la actualidad, se conocen més de 30 selenoproteinas o selenoenzimas con funciones
vitales en el organismo. Aunque la funcion de alguna de ellas se desconoce, la mayoria
participan en el control de reacciones redox.

En el sistema inmunitario incrementan la produccion de anticuerpos, lo que provoca un
aumento en la actividad inmunitaria de las células. El papel protector que juega el
selenio frente a agentes oxidantes se debe a su presencia en los centros activos de las
enzimas antioxidantes. Una de ellas es la glutation peroxidasa -GPX, que protege al

ADN vy los lipidos frente al H.O- u otros peroxidos [1,2].

2.4. El Selenio en suelos y alimentos

El estudio de los beneficios del selenio ha suscitado mucho interés para la comunidad
cientifica . Los estudios demuestran que hay una gran correlacion entre la concentracion
de selenio en los suelos o cultivos de una zona geogréafica con la cantidad de selenio
consumida en la dieta.

La distribucion del selenio sobre la superficie de la Tierra es desigual. Algunos lugares,
como Enshi (China), las amplias zonas de EEUU y Canada y porciones de Irlanda,
Colombia y Venezuela son areas con grandes concentraciones de selenio en sus suelos
(>5 mg Kg™). Sin embargo, las areas con menor concentracion de selenio en sus suelos
(<0.05 mg Kg?) incluyen Keshan (China), Dinamarca, Finlandia, Nueva Zelanda, y la
region de Siberia (Rusia).

El nivel de selenio en el suelo no es el Unico factor que determina el contenido de
selenio en alimentos. Las diferentes condiciones fisicoquimicas de los suelos como el
pH o el potencial redox son también importantes. Las especies mayoritarias en suelos
son el selenito y el selenato. La proporcion de cada una de ellas viene determinada
segun las caracteristicas del mismo [4].

El selenito es menos biodisponible que el selenato porque se absorbe fuertemente por
oxidos de oro y/o hidréxidos. En suelos acidos, el selenio normalmente se encuentra
como selenito férrico, que tiene una solubilidad extremadamente baja y no esta
disponible para las plantas. En suelos alcalinos, el selenio puede oxidarse a selenato,
que es soluble en agua y de esta manera, encontrarse disponible para las plantas. Sin
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embargo, no es tan sencillo aumentar el pH, por lo que se recurre a otras opciones como
el uso de fertilizantes enriquecidos con selenio [5].

Otro factor importante es la capacidad de las diferentes especies de cultivos o plantas
para asimilar y acumular el selenio. Segun esta caracteristica, se clasifican en: no
acumuladoras, acumuladoras secundarias de selenio y acumuladoras de selenio. La
Unica planta acumuladora de selenio es la Bertholletia excelsa, un arbol que produce
nueces de Brasil, considerado como el alimento més rico en selenio (800 a 8300 g por
100 g). Brassica (mostaza India, colza, brécoli, y repollo), Allium (ajo, cebolla, puerro,
y ajopuerro) y algunas especies de setas, pueden clasificarse como acumuladores
secundarios de selenio. Los cultivos de cereales como trigo, avena, centeno y cebada, se
clasifican como no acumuladores de selenio y por tanto, no son fuentes de selenio.

El contenido tipico de selenio en diferentes alimentos se muestra a continuacion, en la
tabla 3:

TABLA 3 [l - Contenido de selenio total en diferentes alimentos.

Alimento [Sel/ugg™
Visceras
Carnes 0.12a3.1
Huevos
Pescados
Léacteos <0.001a0.30
Cereales (menos el pan) 0.01a0.55
Pan 0.06a0.16
Frutas y vegetales 0.001a0.02

Las especies principales de selenio en plantas y alimentos de origen animal son
selenometionina, selenocisteina, metilselenocisteina y selenato.

El problema que surge es que al cocinar determinados alimentos se reduce el contenido
de selenio. Por ejemplo, vegetales como los esparragos y las setas pueden perder hasta

50% del contenido total cuando se cuecen [6].
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2.5. Nueces de Brasil

Las nueces de Brasil son frutos procedentes de un arbol tropical de la familia de las
Lecythidaceae (Bertholletia excelsa y nobilis) originario de la zona del Amazonas. Los
arboles producen mas de 150 kg de frutos, de los que cada uno pesa aproximadamente 1
kg y contiene entre 12-20 nueces. Las nueces de Brasil tienen una longitud de entre 3 a

5 cm. El aspecto del fruto y de las nueces de Brasil se muestra en la figura 1.

FIGURA 1[1.- A la izquierda se muestra el fruto y a la derecha la nuez de Brasil.

Las cualidades nutricionales a destacar de las nueces son su alto contenido en selenio,
magnesio, aminoacidos derivados de azufre, y acidos grasos esenciales, por lo que
podria clasificarse como un alimento con gran potencial nutricional [8]. La composicion
quimica que presentan corresponde a un 50-70% de lipidos, 10-20% de proteinas, y un
10-20% de carbohidratos.

Estas nueces contienen concentraciones superiores a 30 g g de selenio debido a que
proceden de la region central de Brasil (Manaos de Belem), donde los suelos son muy
ricos en este elemento (500 pug g1). Otros frutos secos no poseen niveles tan altos de
selenio. En la tabla 4 se indica el contenido de selenio total en anacardos, avellanas,

cacahuetes, nueces comunes, nueces de pecan o nueces de macadamia [9].
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TABLA 4 I - Contenido de selenio total en diferentes frutos secos.

Alimento [Sel/ugg™
Anacardos
. . 0.27
(Anacardium occidentale)
Nueces de macadamia
. . 0.07
(Macadamia whelanii)
Nueces
. 0.03
(Juglans regia)
Cacahuetes
.. 0.04
(Arachis hipogea)
Avellanas
0.02
(Corylus avellana)
Nueces de pecan
0.02

(Carya pecan)

El consumo de una nuez al dia cubre las necesidades basicas de un adulto (en torno a 55
ug dialy Por el contrario, comienza a ser toxico cuando se produce una ingesta
prolongada de 2400-3000 pg dia™ Los sintomas por intoxicacion se observan en la
fragilidad de las ufias y del pelo, erupciones cutaneas, irritabilidad, nauseas o vomitos.
Estos efectos se manifestaron en un 10% de la poblacion China, en la que se llegan a
consumir mas de 1000 pg dia™.

La especie mayoritaria en las nueces es la selenometionina, correspondiente a un 75-
96% de la concentracion de selenio total presente en la muestra. Este hecho presenta
una gran ventaja, ya que se trata de la especie mas biodisponible de las anteriormente
descritas [10].

2.6. Antecedentes en la extraccion de selenio y sus especies

La preparacién de muestra se considera como la etapa critica del andlisis. Esta etapa es
crucial para aislar los analitos de la matriz. Los problemas principales que pueden
ocurrir durante esta etapa son la perdida de los analitos y la contaminacion durante la
etapa de preparacion de muestra.

A continuacion, se muestra el apartado correspondiente a la “extraccion acida asistida

por energia de microondas” para la extraccion de selenio total, asi como; el apartado

10
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relacionado con las “tendencias actuales para la extraccion de selenio y sus especies en

diferentes matrices”.

2.6.1 Extraccion acida asistida por energia de microondas (MAE)

La energia de microondas es una radiacion no ionizante que causa el movimiento de las
moléculas debido a la migracion de iones y a la rotacion dipolar, pero no causa cambios
en la estructura molecular. Estos mecanismos permiten la transformacion de la energia
en forma de calor. En disolventes polares, el calentamiento ocurre por rotacion de los
dipolos. Estos disolventes se caracterizan por altos coeficientes de pérdida dieléctrica, lo
que origina una elevacion muy importante de la temperatura. Cuando se trabaja con
reactores cerrados, la temperatura alcanzada es mayor que el punto de ebullicion del
disolvente a presion atmosférica lo que da lugar a altas presiones. Ambos factores,
temperatura y presion, afectan a la eficacia y velocidad de la extraccion. Se debe
monitorizar la temperatura de los reactores por cuestiones de seguridad, evitando la
posible explosion del Reactores. La variable temperatura es muy importante ya que
aumenta la solubilidad de los analitos, y acelera la desorcién del analito de la matriz
[11].

La extraccion &cida asistida por energia de microondas es un método oficial
comUnmente empleado para la determinacion de metal total u otros elementos
inorganicos (como el selenio) en diferentes alimentos (nueces de Brasil, pescados,
moluscos, algas...) [9-10, 12-14]. Este método de extraccion, no se puede aplicar para
especiacion debido a que se emplean como extractantes mezclas oxidantes, que
destruyen la matriz organica de la muestra. Su aplicacion para especiacion, sélo es
posible sustituyendo los acidos por otros extractantes afines con la parte organica de los

analitos.

2.6.2 Tendencias actuales en la extraccion de selenio y sus especies de

diferentes matrices

Las nuevas tendencias en quimica analitica tratan de cumplir las premisas planteadas en
la quimica verde. Los principios de la quimica verde sirven para formular las principales
caracteristicas de la quimica analitica verde. Las prioridades son: la eliminacion (o al
menos, la reduccion significativa) de los reactivos, en particular de los disolventes

organicos, de los procedimientos analiticos; reduccion de emisiones de vapores y gases,

11



2. INTRODUCCION

asi como los residuos liquidos y solidos generados en el laboratorio; eliminacion de
reactivos altamente tdxicos de los procedimientos; y reduccion del consumo de energia
[16].

A continuacién, se describen tres métodos afines a los a los principios de la quimica
analitica verde: hidrolisis enzimatica, extraccion asistida por energia de ultrasonidos y la
extraccion asistida por fluidos presurizados.

Estos métodos de extraccidn se consideran verdes, ya que se emplea la minima cantidad
posible de muestra y de reactivos, no se emplean disolventes tdxicos, y la cantidad de

residuos generados es minima.

> 2.6.2.1 Extraccion asistida por energia de ultrasonidos (US)

La sonicacion ultrasonica es una técnica muy empleada debido a que favorece la
penetracion del extractante en la muestra, incrementando la eficacia de la extraccion
debido al fendmeno de cavitacion. Este fenébmeno permite la disminucion de la cantidad
de muestra, la reduccion de disolvente y la minimizacion del tiempo extraccion.
Ademas, permite la extraccion de analitos temolabiles.

La radiacién de ultrasonidos (25-40 Hz) se desarrolla como una alternativa a la
agitacion simple. Este tipo de radiacion provoca la vibracion de las moléculas
aumentado la eficacia de los choques entre ellas, por lo que el disolvente difunde
facilmente en la muestra, facilitando el contacto entre las fases [17].

La extraccion asistida por energia de ultrasonidos se ha empleado como método de
extraccion para la determinacion del contenido de selenio y sus especies en proteinas de

levaduras biofortificadas, empleando agua como fluido extractor [18].

» 2.6.2.2 Extraccion con fluidos presurizados (PLE)
La extraccion con fluidos presurizados (PLE) se basa en la extraccion de un analito
presente en un solido o semisolido a un liquido que se encuentra a una presion y
temperatura elevada.
Las etapas de proceso de extraccion son (Figura 2):

1. Llenado de la celda de muestra.

2. Introduccién del disolvente y presurizacion.

3. Calentamiento de la celda, manteniendo la presidn constante.

4

Etapa de extraccion estéatica.
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2. INTRODUCCION

5. Transferencia del extractante al vial colector sellado e introduccion de nuevo
disolvente para lavar la muestra.

6. Purga de la celda con nitrégeno presurizado.

7. Carga de la préxima muestra.
El sistema carga automaticamente las celdas de extraccion que contienen la muestra
pesada en su interior, y alcanza alta presion para sellar la celda. El disolvente es
bombeado a través de la celda hasta que se detecta un pequefio volumen en el vial de
recogida. A continuacion, se cierra la valvula estatica y continta el bombeo hasta que se
alcanza la presion de extraccion programada. La presurizacion de la celda de la muestra
durante el calentamiento es controlada abriendo periédicamente la valvula estética y el
extracto fluye al vial de recogida. A través del sistema se pasa disolvente puro para
limpiar la celda y la linea. Finalmente, se pasa gas a presion para purgar el disolvente
que queda en la celda y en la linea, con lo que el sistema queda preparado para proceder

a la extraccion de la siguiente muestra [19].

i VALVULA

HORNO
VALVULA CELDA DE
EXTRACCION

DISOLVENTE

VIAL
COLECTOR

NITROGENO

FIGURA 2 %] - Esquema de los componentes de un extractor de fluidos presurizados.

Este método de extraccion también se aplicé a las nueces de Brasil para extraer selenio
y sus especies. Para ello, se realizaron ensayos con diferentes agentes extractantes como
agua, etanol, metanol y hexano (diferente polaridad para conseguir la extraccion de las
diversas especies). El rango de temperaturas empleado oscila entre 30 °C y 120 °C
(disolventes sobrecalentados) en funcidn del disolvente empleado. Las presiones con las
que se trabaja son muy elevadas en torno a los 1500 psi, lo que permite que los

disolventes se encuentren en estado liquido a altas temperaturas. Esta caracteristica
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2. INTRODUCCION

también permite que el proceso de extraccion se acelere consiguiendo alcanzar tiempos
de extraccion en torno a 7-10 min en algun caso [20].

Otra aplicacién de la técnica, corresponde a la extraccion de selenio y sus especies en
levaduras bioforticadas. Para ello, emplearon como fluido extractante una mezcla (1:1,
v:v) de H2O:MeOH a 1600 psi y 160°C. El tiempo de extraccion se fijo en 10 minutos
[21].

» 2.6.2.3 Hidrdlisis enzimatica (HE)

La hidrdlisis enzimatica (HE) abarca un grupo de procedimientos que consisten en la
hidrolisis de biomoléculas por rotura de ciertos enlaces permitiendo la liberacién de los
analitos de interés de la matriz de la muestra.

La principal ventaja es su selectividad debido a que las enzimas actuan solo en ciertos
enlaces quimicos, lo que permite distinguir fracciones de elementos unidos a diferentes
componentes de la matriz de la muestra. En la figura 3 se indica un esquema de la
hidrolisis enzimética de biomoléculas en la célula.

Los factores que influyen en la eficacia de la digestion enzimatica son el pH, la
temperatura, la proporcion enzima/cantidad de muestra, la fuerza idnica, el tiempo y las
condiciones de almacenaje de la enzima, la presencia de activadores e inhibidores, y la
homogenizacién de la enzima/disolucion tampdn mezclada con la muestra [11].

La enzima debe ser seleccionada cuidadosamente basadndose en la naturaleza de la
muestra, en funcion de su contenido en proteinas (enzimas proteoliticas), grasas
(lipasas) o carbohidratos (amilasa y celulasa). En este trabajo, la enzima empleada es la
proteasa, ya que se encontraron evidencias bibliogréaficas acerca de la presencia de
selenio enlazado a las proteinas de las nueces. Esta enzima hidroliza los enlaces
peptidicos de proteinas y péptidos, reduciéndolos a aminoacidos.

La hidrolisis enzimatica se ha empleado para diferentes alimentos como el arroz,

pescados y moluscos, frutos secos, leche o patatas [22-26].
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2. INTRODUCCION

Proteolysis supported ' s 2
by flanking attack of lipase .~ \ Digestion of lipids -
diversion

/ Digestion by enzymatic coctall -
00“““ massive attack

Direct
proteolytic digestion

Proteolysis
supported ;
by flanking attack . Proteins
of amylase ~ L
Polysaccharides

Digesticn of polysaccharides -
diversion

FIGURA 3 M -Esquema de la hidrolisis enzimatica de biomoléculas.

La principal limitacién de la hidrolisis enzimatica es el tiempo necesario para que la
extraccion sea cuantitativa. La mayoria de las hidrolisis presentan unos tiempos de
incubacion de 16-24 horas.

La combinacion de la hidrdlisis enzimatica con otras técnicas de extracciobn como
extraccion asistida por energia de ultrasonidos y microondas o fluidos presurizados,
resulta muy atractiva debido a que se acelera la cinética de extraccion, alcanzando
extracciones cuantitativas en minutos. Esta reduccion del tiempo es debida
fundamentalmente a la rapida y eficiente ruptura de las membranas o paredes celulares,
lo que permite un rapido ataque de la enzima a los componentes liberados.

La combinacion de hidrélisis enzimatica con la energia de microondas ha sido aplicada
para la extraccion de selenio y sus especies en arroz y pescados [27, 28]. Esta misma
combinacion con la energia de ultrasonidos se ha empleado en levaduras biofortificadas
[29]. Por el contrario, no se ha encontrado bibliografia en la que se recoja la

combinacion de la hidrolisis enzimatica con fluidos presurizados.

2.7. Antecedentes en las técnicas de determinacion de selenio
Se han empleado diversas técnicas de deteccion para la determinacion del contenido
total de selenio. Entre ellas se pueden citar: Generacion de hidruros-Espectrometria de
fluorescencia atomica (HG-AFS), Generacion de Hidruros-Espectrometria de Absorcién
atbmica (HG-AAS), Plasma de Acoplamiento Inductivo- Espectrometria de masas
(ICP-MYS), etc [30].
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2. INTRODUCCION

El ICP-MS es la técnica de deteccion mas empleada para el analisis de elementos
inorganicos en alimentos. Esta técnica instrumental posee grandes beneficios debido a la
gran sensibilidad y selectividad que presenta para analisis multielemental. Pese a ello,
presenta algunos inconvenientes, como el alto coste de la instrumentacion y la validez
exclusiva para extractos 0 muestras liquidas.

La introduccion de la muestra se realiza mediante la aspiracion a una camara de
nebulizacion, donde por efecto Venturi se convierte en un aerosol con particulas finas
en suspension. Posteriormente, se arrastran al plasma mediante la corriente de argon.

El plasma es de un gas inerte como el argon, siendo los cationes de argon y los
electrones las principales especies conductoras. Los iones de argén son capaces de
absorber la suficiente energia de una fuente externa como para mantener la temperatura
a un nivel tal que la posterior ionizacién sustente el plasma indefinidamente; alcanzando
la temperatura hasta 10000 K. La fuente de energia empleada es la de generadores de
radiofrecuencias porque es la que proporciona mayor sensibilidad y menor nimero de
interferencias. En la figura 4 se muestra un esquema de la generacién de un plasma

mediante energia de radiofrecuencia.

Etnizsion region

Plazma
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Induction cails

I
I
S
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Sample flowvw

FIGURA 4 [B1.- Antorcha del plasma de argén
El inconveniente mas relevante de esta tecnica reside en la presencia de interferencias
poliatdmicas y/o isobaricas debidas al efecto matriz o a la formacion de especies con el
argon. El uso de espectrometros de doble enfoque con alta resolucion es una buena
alternativa para salvar las interferencias de ICP-MS, aunque el uso de analizadores tipo

cuadrupolo en combinacion con celdas de colision-reaccion es la opcion mas
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2. INTRODUCCION

comunmente empleado en los analisis de rutina en los laboratorios. En este caso, la
optimizacion del flujo del gas de colision-reaccion es importante para reducir las
interferencias poliatomicas en el plasma.

A continuacion, los iones se introducen en el analizador (cuadrupolo) del espectrémetro
de masas a través de unos conos metalicos (interfase). Se trabaja siempre en condiciones
de alto vacio hasta la deteccidn para que no se desvie la trayectoria de los iones y que
solo se separen en funcion de su relacion masa/carga.

El sistema puede permitir el paso al detector de una sola relacion m/z o de varias
mediante la variacion continua del intervalo de radiofrecuencias. En la figura 5 se
muestra un esquema de los componentes del equipo de ICP-MS.

El detector estd compuesto por multiplicadores de electrones y su funcion es convertir el
haz de iones en una sefial eléctrica proporcional. Los iones cuando llegan al primer
dinodo arrancan electrones debido a que se aplica en la superficie un potencial de 2 kV,

generandose cada vez més electrones en cada impacto [30].

plasma RF
gas power

argon ion magnetic electron
plasma lens qQuadrupoles multipher

l

00

/ 1 ¢
cem ‘JC““"‘ data station e . : \
am pump

camer
gas

sample

FIGURA 5 B24.-Plasma de acoplamiento inductivo-espectrometria de masas. A la
izquierda se muestra un esquema del interior del equipo y a la derecha se muestra el

equipo comercial.
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2. INTRODUCCION

2.8. Antecedentes en las técnicas hibridas para la separacion y

determinacion de especies de selenio

La identificacion y cuantificacion de diferentes especies elementales, se suele llevar a
cabo mediante técnicas analiticas acopladas. Estas técnicas se denominan hibridas
debido a que el proceso de separacion y deteccion ocurre on-line. El proceso de
separacion es, por lo general, algun tipo de cromatografia de liquidos (HPLC) acoplada
a un detector que ofrezca la selectividad y sensibilidad que se requiere en los estudios
de especiacion. En el caso de la cuantificacion de elementos traza, se recurre a la
combinacion con las técnicas de espectrometria de masas atomica. Estas técnicas han
sido aplicadas a la especiacion de selenio en levaduras biofortificadas. Entre ellas, se
puede citar la combinacion HPLC-HG-MP-AES [33], HPLC-HG-AFS [34] y HPLC-
ICP-MS.

El acoplamiento HPLC-ICP-MS es el mas empleado en la especiacion de selenio en
diferentes alimentos (arroz, frutos secos, pescados y moluscos, leche...) [22-26].

La separacion de las especies mediante HPLC se suele realizar con columnas de
intercambio anidnico PRP-X-100, aunque otros autores han empleado otro tipo de
columnas, como las de intercambio cationico PRP-X-200 o las columnas Xterra MS
C18. Asi mismo, las fases mdviles mas utilizadas son citrato amonico (pH=5),
dihidrogenofosfato amoénico (pH=7), TEACI (Cloruro de tetraetilamonio) (pH=4.5),
acetato amonico (pH=7) y formiato de pirimidina (pH=2.8) [35-41].
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3. OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo se centra en la optimizacion de un método de
extraccion del selenio y sus especies en nueces de Brasil mediante HE y PLE. En primer
lugar, se lleva a cabo la seleccion de las variables que influyen en el proceso de
extraccion mediante un método que combina la hidrdlisis enzimatica con la extraccion
con fluidos presurizados (HE-PLE). El screening de variables se realiza mediante un
disefio de experiencias Plackett-Burman (PBD) con el fin de seleccionar aquellas
variables estadisticamente mas importantes. La variable respuesta seleccionada es el
porcentaje de recuperacion analitica, empleando como “valor verdadero” la
concentracion de selenio obtenida por un método de extraccion acida asistida por
energia de microondas (MAE). La influencia de cada una de las variables se evalla
mediante la representacion de las cartas Pareto de orden uno y orden dos.
Posteriormente, se realiza la optimizacién de aquella(s) variable(s) estadisticamente

significativas.

Se comprueba la existencia de efecto matriz, realizando comparaciones estadisticas
entre las rectas de calibrado y las de adiciones estdndar (ambas con Ge como patrén
interno para compensar las fluctuaciones instrumentales). Se obtienen las caracteristicas
analiticas del método correspondientes a estudios de exactitud, precision, linealidad,
limites de deteccion y limites de cuantificacion.

Por ultimo, se realiza la aplicacion del método a otros alimentos de la zona amazonica

como bayas incas del Peru, fruto del acai y palmito peruano.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentacion y material

4.1.1 Aparatos e instrumentos

Balanza electronica AND modelo ER-180A, de precision £ 0.0001g (Thebarton
SA, Australia).

Balanza granataria GRAM modelo SV-510ix, de precision + 0.001g (Barcelona,
Espana).

Medidor de pH GLP21 Crison (Barcelona, Espafia).

Micropipetas Eppendorf de volumen fijo y variable (Hamburgo, Alemania).
Molinillo de café doméstico Moulinex (Alencon, Francia).

Tamiz de acero inoxidable con perforaciéon cuadrada de luz 0.50 mm, Retsch
(Dusseldorf, Alemania).

Rotavapor Biichi R-3000 (Postfach, Suiza).

Soxhlet Biichi B-811.

Microondas Anton Paar Multiwave, Perkin-Elmer (Graz, Austria), provisto de
un sistema de 6 reactores Anton Park de alta presion de teflon.

ASE-200 Dionex (Sunnyvale, CA, EEUU) equipado con celdas de acero
inoxidable de 11 mL y filtros de celulosa (D28, 1.983 cm diametro, Dionex).
ICP-MS Thermo Finnigan X series 2 (Waltham, MA, EEUU).

HPLC UltiMateO 3000 LC de Dionex, equipado con una bomba de gradiente
GP50 (Dionex), un compartimento termal AS50 (Dionex) y un automuestreador
AS50 (Dionex). Columna de intercambio anionico Hamilton PRP X-100 (250
mm, 4.1 mm i.d.) acoplada a una precolumna (25 mm, 2.3 mm i.d.) (Reno NV,
USA).

4.1.2 Material

Material volumétrico de vidrio de clase A.
Espatulas de plastico.
Embudos de plastico.

Cartuchos de celulosa para Soxhlet, previamente lavados con hexano.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

= Papel filtrante Whatman grado 40.
= Botes de plastico de 25 mL para conservar los extractos.
= Mortero de Agata con mano de 10 cm de didmetro exterior.

El material de uso general en el laboratorio (botes, espatulas, embudos y material
volumeétrico) se deja sumergido en un bafio de HNOs al 10% (V/V) durante 48 horas
para eliminar la contaminacion metalica. Una vez hecho esto, se enjuaga con abundante
agua Milli-Q.

4.2 Reactivos

= Extraccion de la grasa (pretratamiento de la muestra):
o n-Hexano UniSolv®, para analisis de trazas orgéanicas, Merck
(Darmstadt, Alemania).

= Digestion acida:
o HNOs concentrado, 69-70%, J.T.Baker (Phillipsburg, PA, EEUU).
o H202 33%, (Panreac, Barcelona, Esparia).

= Hidrolisis enzimatica:
o Octadecyl-functionalized silica gel, 60-100 mesh, Sigma-Aldrich
(Milwaukee, WI, EEUU).
o Nitrogeno X50S 99.9999% (Carburos metalicos, Barcelona, Espafia).
o Proteasa de Streptomyces griseus, tipo X1V, Sigma-Aldrich.
o DL-Ditiotreitol (DTT) >99.5%, BioUltra, para biologia molecular,
SigmaAldrich.
o Se prepararon las siguientes disoluciones tampoén:
- Disolucion tampén TRIS-HCI de [TRIS]=30mM y pH=8
- Disolucion tampdn TRIS-HCI de [TRIS]=30mM y pH=7
- Disolucion tampén TRIS-HCI de [TRIS]=60mM y pH=8
- Disolucion tampon TRIS-HCI de [TRIS]=60mM y pH=7
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o Para la preparacion de estas disoluciones tampdn se emplearon los
reactivos:

- o,o,a-Tris-(hidroximetil)-metilamina (TRIS) 99.9%, ultrapuro,
Sigma-Aldrich.

- HCI 36.5-38%, J.T.Baker.

Disoluciones patrén:

- Disolucién estandar de SeCys, (1000 g L*) preparada
disolviendo la cantidad apropiada de SeCys, (seleno-L-cistina
95%), Sigma Aldrich.

- Disolucion estandar de SeMet (1000 g L) preparada disolviendo
la cantidad apropiada de SeMet (seleno-D,L-metionina 99%),
Sigma Aldrich.

- Preparacion de disolucion patron a partir de disoluciones madre
de 1000 mg L-1 de Se, SCP SCIENCE (Canada).

- Patrén interno de Ge e Y de 10 + 2 mgL*, Panreac.

Cromatografia de liquidos:
- Acido citrico 99%, Merck (Poole, UK).
- Amoniaco 25%, Panreac.

- Metanol gradient grade, Merck.

Agua Milli-Q con resistencia superior a 18 MQcm™ obtenida mediante el
dispositivo Milli-Q purification, Millipore Co (Bedford, MA, EEUU).

HNO3s al 10% (v/v) para el lavado del material general preparado a partir de
HNO3 concentrado, 69-70%, J.T.Baker.

23



4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.30Dbtencion de la muestra
Las muestras son frutos procedentes de la zona del Amazonas. Esta region es muy

destacada por la riqueza de selenio en sus tierras. Algunos de estos alimentos son
exportados a Espafia, donde se pueden adquirir en supermercados locales o tiendas
especializadas en este tipo de productos.

La nuez de Brasil es la matriz seleccionada para llevar a cabo la optimizacion del
método debido a su reconocimiento como el alimento mas rico en selenio. Asi mismo,
se aplicara el método a otros alimentos ricos en oligoelementos como el fruto del agai
(Euterpe oleracea), el palmito peruano (Euterpe edulis) o la baya inca del Per(

(Physalis peruviana).

FIGURA 6 [2.- En orden de izquierda a derecha: fruto del acai, baya inca del Per( y

palmito peruano.

4.4 Pretratamiento de las muestras
En primer lugar, para obtener una muestra representativa se trocean con un cuchillo de

acero inoxidable nueces de Brasil procedentes de dos paquetes diferentes y a
continuacion, se introducen en un molinillo en el que se tritura a pulsos. La pasta
resultante una vez homogeneizada se almacena en un recipiente de plastico,
conservando en la nevera la cantidad que se vaya a desgrasar y congelando la cantidad
restante para otros estudios.

La baya Inca del Peru se tritura y homogeniza. Los palmitos peruanos (figura 7) se
cortan con el cuchillo, se liofilizan hasta eliminar toda la humedad (90%, m/m), se
trituran y se tamizan, obteniéndose un polvo fino. El fruto del acai no requiere de

ningln pretratamiento previo porque ya se comercializa en polvo.
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FIGURA 7.- Muestra de palmito peruano, palmito tras ser troceado y palmito

liofilizado.

Posteriormente, se desgrasan los alimentos (nuez de Brasil y baya Inca del Perd) en un
Soxhlet. Para llevar a cabo la extraccion de la grasa, la muestra se pesa en el interior de
un cartucho de celulosa lavado y seguidamente, se sitGa en el cuerpo de un Soxhlet
automatico. El disolvente seleccionado se introduce en los vasos de vidrio de la parte
inferior del cuerpo, llendndolos hasta 3/4 de su contenido total. Basandose en la
experiencia del grupo de investigacion, se emplea como disolvente hexano, por su
menor toxicidad frente al indicado en las normas UNE 55016 [43] y UNE 55030 [44]
que recomienda el uso de éter de petrleo para muestras de piensos y de aceitunas. El
programa empleado se basa en la realizacion de 20 ciclos de extraccion en el Soxhlet
automatico y una duracion aproximada de 14 horas.

Al finalizar el proceso de extraccion, se obtienen las muestras desgrasadas, que
posteriormente son tamizadas a través de una luz de malla de 0.50 mm. Se conserva a
temperatura ambiente en un recipiente de plastico.

Por otra parte, se obtiene la fraccion grasa de los alimentos disuelta en el hexano
empleado. El disolvente de extraccion se evapora en rotavapor a una presion en torno a
150 bar y se conserva la grasa en un recipiente de plastico en la nevera (4°C). El aspecto
de las muestras desgrasadas y su fraccion grasa se muestra en la figura 8.

La masa de grasa se calcula mediante la diferencia entre el peso del matraz con la grasa
y el matraz vacio. El porcentaje de grasa se determina dividiendo la masa de grasa entre
la masa de muestra depositada en el cartucho.

Los resultados obtenidos indican que el porcentaje de grasa en las nueces de Brasil es
elevado (60 £ 0.6 %), lo que coincide aproximadamente con la informacion nutricional
indicada en la etiqueta del producto (65 %). Por otro lado, el contenido graso de la baya

inca del PerG es muy inferior (6 + 0.7 %).
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Nuez de Brasil

Fraccion grasa

FIGURA 8.- (A) Muestra de nuez de Brasil, fraccion desgrasada y fraccion grasa
obtenida tras extraccidn Soxhlet. (B) Muestra de Baya inca del Peru y su fraccion grasa

obtenida tras extraccion Soxhlet.

4.5Digestion 4cida asistida por energia de microondas (MAE)

La digestion acida se emplea para obtener la concentracién de selenio en las diferentes
fracciones de las muestras (muestra sin desgrasar, muestra desgrasada y su grasa), con
el objetivo de tener valores de referencia para comparar las concentraciones de selenio
obtenidas mediante el método de estudio (HE-PLE). En primer lugar, se deben lavar los
reactores con agua regia antes de introducir la muestra para evitar contaminacion. A
continuacidn, se pesan réplicas de aproximadamente 0.3 g en el interior de los reactores
de teflon del microondas, y se adiciona la cantidad correspondiente de agua Milli-Q,
peroxido de hidrogeno y acido nitrico. Las proporciones de muestra y reactivos se
indican en la tabla 5.
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TABLA 5.- Condiciones de la digestion acida y programa de microondas empleado.

DIGESTION ACIDA

Reactor Masa de muestra (9) Vy,p,(ML)  Vyyo, (ML) Vi,o (ML)

R1 0.3 2 4 3
Blanco - 2 4 3
PROGRAMA DEL MICROONDAS
Potencia (W) Tiempo (min) Potencia (W) Ventilador

0 2.50 450 1
450 6.00 700 1
700 5.00 1000 1
1000 10.00 1000 1
0 40.00 0 3

Una vez finalizado el programa, se trasvasan los extractos a matraces aforados de 25
mL y se enrasa con agua Milli-Q. Posteriormente, se depositan las disoluciones

obtenidas en botes de plastico y se conservan en el congelador a —20°C.

4.6 Hidrolisis enzimatica asistida por fluidos presurizados (HE-PLE)

Se pesan aproximadamente 0.25 g de muestra desgrasada y se trasladan a un mortero de
agata. A continuacion, se afiaden 25 mg de proteasa y 25 mg de DTT y se homogeniza.
Posteriormente, se afiaden 1.25 g de agente dispersante (C18) y se homogeniza la
mezcla para que las pequefias particulas de muestra queden rodeadas de dispersante,
favoreciendo el proceso de extraccion del analito. La mezcla de dispersante-muestra se
introduce en una celda de acero inoxidable de 11 mL y se sitda en el carrousel del
Dionex ASE-200 (figura 9).
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0,25 g de muestra desgrasada

Homogeneizar con proteasa y

activador enzimatico

Dispersar con 1,25 g de C18

Llenar las celdas

FIGURA 9.- Esquema del procedimiento de llenado de celdas del Dionex ASE-200.

Por ultimo, se introduce el fluido extractor seleccionado (TRIS-HCI) en el reservorio

del equipo y se programa con el software la temperatura, la presion y el tiempo. Las

proporciones empleadas de reactivos, asi como las condiciones de la extraccién, se

indican en la tabla 6.

TABLA 6.- Condiciones de la extraccion de hidroélisis enzimatica asistida por fluidos

presurizados (HE-PLE).

Cddigo Variable Valor Unidades
A Temperatura 40 °C
Tiempo de .
B extraccion S min
C Presion 1000 psi
D Masa de proteasa 0.025 g
E pH 8.0
F [TRIS] 60 mM
G Masa de DTT 0.025 g
Masa de dispersante (C18) 1.25 g
Masa de muestra 0.25 g
NuUmero de ciclos 1
Tiempo de purga (N2) 60 S
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Los extractos obtenidos en cada una de las experiencias se filtran con ayuda de embudos
de plastico y papeles de filtro Whatman de grado 40. Los filtrados se recogen
directamente sobre matraces aforados de 25 mL y se enrasan con agua Milli-Q.
Posteriormente, se depositan las disoluciones obtenidas en botes de plastico y se
conservan en el congelador a -20°C. Una alicuota de las disoluciones se filtra a través de
Syringe-driven filter unit de Millex de 0.45 pum y se introduce en viales para
cromatografia.

Una vez finalizada la etapa de extraccién, el lavado de las celdas se realiza con metanol

a 100 °C mediante 1 ciclo de 5 minutos por celda.

4.7Determinacion de selenio por plasma de acoplamiento inductivo-
espectrometria de masas (ICP-MS)
La determinacion de la concentracion de selenio total presente en los extractos (acidos y

enzimaticos) se realiza mediante ICP-MS. La medida de los extractos se lleva a cabo
tras una dilucion 1:2.5, para ello se pipetean 3960uL de extracto, se afiaden 20uL de
HNO; concentrado, 20uL de patrén interno (Ge’?, 10 mgL™), y se completa hasta 10
mL con agua Milli-Q (6000uL). Si se observa turbidez en alguna réplica, se debe filtrar
para evitar que se ensucien los conos del equipo. Es importante recalcar que en el caso
de las digestiones acidas es méas relevante la dilucion, porque no se puede introducir
acido concentrado en el atomizador (es necesario realizar diluciones para mantener el
nivel de &cido nitrico por debajo del 15%).

Para la cuantificacion de selenio, se realizé un calibrado acuoso y adiciones estandar.
Los rangos de calibracion van desde 0 a 2000 pgL™? (n=11) para los is6topos "®Se y
82Se. La cuantificacion se realizo por el método de adiciones estandar (utilizando Ge
como patron interno, 10 mgL™) al existir efecto matriz.

Previo a la determinacion se realiza una comprobacién de la intensidad de la sefial de
una disolucion patron (TUNE) para la medida de metales con masas bajas, altas y
medias, asi como los porcentajes de los posibles interferentes. EI nimero de cuentas de
cada uno de los metales y el porcentaje maximo de interferentes viene indicado por el
fabricante, en caso de que se superen deben modificarse las condiciones de trabajo hasta
alcanzar los valores dptimos. Las condiciones seleccionadas para la determinacion de

selenio se incluyen en la tabla 7.
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TABLA 7.- Condiciones 6ptimas de trabajo en ICP-MS.

ICP-MS
GENERAL
Poder de radiofrecuencia (W) 1380
Velocidad de la bomba peristaltica (rpm) 0,45
Tiempo de estabilizacion (s) 35
NUmero de réplicas 4
Tipo de nebulizador Micromist
FLUJO DE GAS (Ar)
Plasma (Lmin) 17
Gas auxiliar (Lmin™?) 1,65
Flujo tangencial (Lmin™) 0,27
Nebulizador (Lmin) 0,98
ALINEAMIENTO DE LLAMA

Distancia del inyector a la antorcha (mm) 7
ELEMENTO/MASA Se’®y Se®2
PATRON INTERNO Ge'?

4.8 Determinacién de especies de selenio por cromatografia de liquidos
de alta resolucidn-plasma de acoplamiento inductivo-espectrometria de
masas (HPLC-ICP-MYS)

El método de separacién de las especies de selenio (selenocisteina, selenometionina,
selenometilcisteina, selenito y selenato) mediante HPLC y deteccion ICP-MS utilizado
en este trabajo fue desarrollado en el afio 2015 en el grupo de investigacion QANAP
[45]. Tras la realizacion de varios experimentos con disoluciones patron de las
diferentes especies de selenio (con una concentracion de 50 pg L?) y empleando un
volumen de inyeccion de 25uL, se seleccionaron como condiciones méas adecuadas para
la separacion de las especies de selenio las indicadas en la tabla 8. Asi mismo, se
muestra en la figura 10 un cromatograma de un patron de SeCys; y SeMet y en la figura
11 el cromatograma de un extracto enzimatico de nuez de Brasil desgrasada. Se puede
observar que ambas especies estdn presentes en la muestra y que la especie
selenometionina es la mayoritaria.

Para la cuantificacion de especies de selenio, se realiz6 un calibrado acuoso y adiciones

estandar. Los rangos de calibracion van desde 0 a 200 pgL™ (n=5) para la selenocistina
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y de 0 a 2000 pgL? (n=5) para la selenometionina. La cuantificacion se realizo por el
método de calibrado acuoso (utilizando Ge como patrén interno, 10 mgL™) al no existir

efecto matriz.

TABLA 8*51.- Parametros de la fase mévil y de la fase estacionaria para la separacion

de las especies de selenio.

HPLC
PARAMETROS DE LA FASE MOVIL
Fase Mavil A Agua Milli-Q
Fase Movil B 25 mM Acido citrico, 2.0%(v/v) MeOH (pH=5)

t=0 min; 100%A, 0%B
t=4 min; 0%A, 100%B
t=9 min; 100%A, 0%B
t=13 min; 100%A, 0%B

Gradiente

Flujo de la Fase
Movil
Inyeccion 25 pL
PARAMETROS DE LA FASE ESTACIONARIA
Hamilton PRP X-100 (250 x 4 mm d.i.) columna de intercambio anionico

0.9 mL min-1

y precolumna (25mm x 2.3mm d.i.)
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Patron
SeMet

Tiempo (min)

w 5 Muestra
g 000 SeMet

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo (min)

FIGURA 10y 11.- (A) Cromatograma de un patron de las especies de selenio SeCys»
(tR= 2.5 min) y SeMet (tR= 5.8 min). (B) Cromatograma de las especies SeCys
(tR=2.5 min) y SeMet (tR= 5.8 min) presentes en la muestra.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 “Screening”” de las variables implicadas en la extraccion mediante
HE-PLE

Actualmente, la estadistica es una herramienta fundamental para interpretar los
resultados obtenidos a partir de un método analitico, asi como para determinar las
variables mas importantes del mismo y su posible optimizacion. Algunas de las
variables pueden ser evidentes, pero hay posibilidad de que existan otras menos
aparentes que tengan una influencia notable en la respuesta. La solucion maés eficaz es
recurrir a disefios de experiencias como Plackett-Burman, basado en un método
estadistico que reduce el nimero de experimentos a realizar y produce datos de gran
utilidad [46].

5.1.1 Seleccidn de las variables a estudio

Las variables que influyen en la extraccion, asi como los rangos de trabajo empleados,
se han basado en busquedas bibliograficas. Las variables a estudio seleccionadas
mediante este criterio, han sido: temperatura, tiempo, presion, masa de proteasa y de
activador enzimético (DTT), pH y concentracion de TRIS. Las variables fijadas para el
estudio, corresponden a: numero de ciclos, ratio (masa dispersante/masa muestra) y
tiempo de purga. En la tabla 9, se muestran las variables a estudio con sus valores alto y
bajo [47-50].
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TABLA 9147501 - Seleccion de las variables a estudio para el método de extraccion por
HE-PLE.

Cddigo Variables Valor bajo (-) Valor alto (+) Unidades

A Temperatura 20 40 °C

B Tiempo 5 15 min

C Presion 1000 2000 psi

D Masa de proteasa 0.025 0.050 g

E pH 7 8

F [TRIS] 30 60 mM

G Masa de DTT 0 0.025 g

H Variable fantasma -1 +1

> Variables a estudio

La temperatura de extraccion (A) afecta a los coeficientes de distribucion y a la
cinética de la extraccion; la temperatura permite la ruptura de las interacciones analito-
matriz, el proceso de desorcidn se mejora, y se reduce la viscosidad del disolvente. Esto
permite mayor penetracion en las particulas de la matriz y la aceleracion del proceso de
difusion. Las temperaturas minima y maxima permitidas en el sistema PLE son la
temperatura ambiente y 200 °C, respectivamente [47-48]. La variable temperatura se
estudia en el rango de temperaturas de 20 a 40 °C, ya que la actividad enzimética ocurre
a temperaturas relativamente bajas.

El tiempo de extraccién (B) afecta al rendimiento de la extraccién. Cuando el tiempo
aumenta, el porcentaje también mejora hasta que se alcanza el valor maximo, a partir de

ese momento se mantiene constante. El tiempo se estudia entre 5-15 minutos [47-48].

La presién (C) mantiene al disolvente en estado liquido a elevadas temperaturas y
ayuda al disolvente a penetrar en los poros de la matriz. La minima y la maxima presion
permitida en PLE corresponden a 500 y 3000 psi, respectivamente. La variable presion
se estudia en el rango de 1000 a 2000 psi [47-48].

La masa de proteasa (D) se estudia entre 0.025 g y 0.050 g. Es la cantidad de enzima
empleada en la reaccion de hidrdlisis. A la hora de estudiar este parametro hay que tener

en cuenta que el uso de cantidades elevadas de enzima puede disminuir la respuesta de
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los instrumentos analiticos. La proporcion de enzima/cantidad de muestra que se suele

emplear suele ser 10 g de enzima/100 g de muestra [50].

El pH (E) se estudia en el rango de 7 a 8. Las enzimas pueden dividirse en tres grupos:
activas en disoluciéon &cida, neutra o alcalina. Se prefieren disoluciones neutras o

alcalinas por ser 7.4 el pH del citosol (matriz citoplasmatica de la célula) [49].

La concentracion de TRIS (F) se estudia entre 30 mM y 60 mM. EI Tris es un
compuesto organico que se utiliza para preparar las disoluciones tampén. Es
frecuentemente empleado cuando se trabaja con enzimas y medios bioldgicos, ya que
tampona en un rango de pH fisiol6gico [49].

La masa de activador enzimatico (G) se estudia entre 0 g y 0.025 g. EI DTT es capaz
de romper los enlaces Se-S y Se-Se en las estructuras de las proteinas, y por lo tanto
permite una rapida accién de la proteasa [50].

Otros factores que influyen en la eficacia de la hidrdlisis enzimatica son la fuerza idnica
del medio, la presencia de inhibidores enzimaticos y las condiciones de almacenaje de la

enzima [11].

La variable fantasma (H) es una variable imaginaria para la que un cambio de un nivel
a otro no supone ningn cambio fisico. Es cominmente empleada para evaluar posibles
errores sistematicos y/o la presencia de alguna variable importante que no hubiese sido
considerada [47-48].

» Variables fijadas

La lixiviacion completa del analito puede no completarse en una Unica etapa, por lo que
es altamente recomendable realizar varios ciclos de extraccién (S). La variable nimero

de ciclos se fija en 1, ya que la enzima sélo actuara durante el primer ciclo [47-48].

El ratio (masa dispersante/masa muestra) (R) es una condicion inherente al sistema
PLE porque requiere que la muestra esté dispersada en un medio de dispersion inerte
antes de la extraccion. Mezclar la muestra con un material inerte asegura su dispersion

uniforme y mayor contacto disolvente-muestra dentro de la celda, evitando la
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agregacion de las particulas de muestra; de lo contrario se reduciria notablemente la
eficacia de la extraccion. La capacidad de las celdas de extraccion (11 mL) permite
como maximo 2.5 g de mezcla muestra-dispersante. La variable ratio se fija 5 (0.25 ¢
muestra/ 1.25 g de dispersante) [47-48].

El tiempo de purga (p) es el tiempo en que el nitrégeno presurizado fluye a través del
sistema para eliminar el exceso de disolvente y para limpiar el sistema. La variable

tiempo de purga se fija en 60 segundos [47-48].

5.1.2 Estudio de dispersantes

Previa a la realizacion del disefio de experiencias, se realizé una prueba preliminar de
dispersantes (C18, florisil, alumina y tierra de diatomea) para seleccionar el mas
adecuado para la extraccién de selenio (y sus especies) en este tipo de matriz. Las
condiciones experimentales de estos ensayos se muestran en la tabla 10. Para cada
dispersante se han realizados dos réplicas y un blanco. Los resultados obtenidos para el

selenio total se recogen en la figura 12.

TABLA 10.- Condiciones experimentales de la prueba de dispersantes.

Cddigo Variable Valor Unidades
A Temperatura 40 °C
Tlempo_ (,je 10 min
extraccion
C Presion 1500 psi
D Masa de proteasa 0.025 g
E pH 7.5
F [TRIS] 40 mM
G Masa de DTT 0.025 g
Masa de dispersante (C18) 1.25 g
Masa de muestra 0.25 g
Numero de ciclos 1
Tiempo de purga (N2) 60 S
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FIGURA 12.- Estudio de dispersantes para la extraccion de selenio.

Se puede observar que tanto el C18 como la arena de mar son dispersantes adecuados
para la extraccion de selenio (total y especies) en nueces de Brasil, ya que ambos
presentan porcentajes de recuperacion elevados (80%). Se selecciona el C18 como el
dispersante mas idéneo debido a que el tamafio de particula es més pequefio y la
dispersion resulta mas homogénea.

5.1.3 Disefio de experiencias Plackett-Burman

En este método, la matriz de disefio se construye partiendo de una primera fila dada en
el trabajo original de Plackett-Burman en el que estan disponibles los disefios para N
experiencias, siendo N multiplo de cuatro para mantener la condicion de ortogonalidad.
La primera fila (generador), se desplaza ciclicamente en una posicion, N-2 veces, hasta
que se completa la matriz. En el caso de que el nimero de variables no sea el adecuado
para construir el experimento, se deben afiadir variables asociadas a efectos falsos
(variables fantasmas). A continuacion, se muestra en la tabla 11 los generadores de

matriz de los disefios factoriales de Plackett-Burman para 8,12,16,24,32 y 44
experiencias [51-53].
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TABLA 11531 - Generador de matriz de los disefios factoriales de Plackett-Burman

Experiencias Generador

N=8 +4+ 4+ +-+--

N=12 ++-+++---+

N=16 t++t-+-tt--+---

N=20 I kS e e

N=24 ++4+++-F-F+--++--F-+---

N=32 T s o s S SR S R S S S

N=44 R T S s s ik ST i g oottt -++-

Las variables que influyen en la extraccion, como los valores alto/bajo con los que se
construye la matriz experimental, se corresponden con los indicados en el apartado
anterior. En la tabla 12 se incluyen las condiciones de cada una de las experiencias
llevadas a cabo en un disefio de experiencias Plackett-Burman 2°8*3/64, el cual consta
de 12 experiencias y 4 grados de libertad. De cada experiencia se realizan dos réplicas y

un blanco.
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TABLA 12.- Disefio de experiencias realizado para la extraccion de selenio y sus

especies en nueces de Brasil por PLE-HE.

Experiencia Temperatura TierT1po Presi.én Masa de 0 [TRIS] Masade Variable

(°C) (min) (psi)  proteasa (g) (mM) DTT(g) fantasma
1 40 5 2000 0.025 7 30 0.025 1
2 40 15 1000 0.05 7 30 0 1
3 20 15 2000 0.025 8 30 0 -1
4 40 5 2000 0.05 7 60 0 -1
5 40 15 1000 0.05 8 30 0.025 -1
6 40 15 2000 0.025 8 60 0 1
7 20 15 2000 0.05 7 60 0.025 -1
8 20 5 2000 0.05 8 30 0.025 1
9 20 5 1000 0.05 8 60 0 1
10 40 5 1000 0.025 8 60 0.025 -1
11 20 15 1000 0.025 7 60 0.025 1
12 20 5 1000 0.025 7 30 0 -1

Masa de dispersante (C18): 1.25 g (ratio de 5)
Masa de muestra: 0.25 ¢
Numero de ciclos: 1

Tiempo de purga (N2): 60 s

5.1.4 Valores de referencia

Para evaluar la aplicabilidad de la extraccidon de selenio en nueces de Brasil mediante
HE-PLE, se podria utilizar un material de referencia de esta matriz con valores
certificados de las diferentes especies de selenio. Dado que no se dispone de dicho
material, se emplean como concentraciones de referencia los niveles de selenio
obtenidos para las nueces de Brasil después de un proceso de extraccion acida asistido
por energia de microondas. Este método de extraccion con posterior cuantificacion en
ICP-MS fue validado mediante su aplicacion a diversos materiales de referencia, tales
como: lechuga de mar (BCR-279) [12], atin (BCR-627) [13], tejido de mejillon (GBW-
0871) [14], hojas de aceitunas (BCR-62) [14] y pelo humano (GBWO07601) [15].

El valor de selenio total (82Se) obtenidos mediante MAE en nueces de Brasil desgrasada

corresponde a 79.2 + 12 pg g*. Este valor se ha obtenido mediante el calculo de la
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media de las concentraciones de selenio obtenidas en dos réplicas (n=5) medidas por

cuadriplicado.

5.1.5 Recuperacion analitica

La evaluacion del disefio factorial se realiza mediante el célculo de la recuperacion
analitica. La seleccion de esta variable respuesta se debe a que se trata de una medida
robusta, ya que se referencia a un ““valor verdadero™, considerado en este trabajo como
la concentracion de selenio total obtenida mediante MAE.

El célculo del porcentaje de recuperacién (R%), se halla mediante la division de la
concentracion obtenida en la extraccion con hidrdlisis enzimatica asistida por fluidos
presurizados ([ ]we-rLe) como selenio total o como suma de especies entre la
concentracion obtenida en la digestion &cida en microondas ([ Jmae). La férmula se

recoge en la ecuacion 1y los resultados en la tabla 13.

R(%) = Mx 100 Ecuacion 1

[luaz

TABLA 13.- Recuperacion analitica del selenio y sus especies de cada una de las

experiencias del disefio Plackett-Burman.

Porcentaje de recuperacién* (R (%))

L . Suma de especies
Experiencia Selenio total

(SeMet + SeCys,)
1 89511 39.6+14
2 100 = 15 73.1+15
3 68 £ 11 53+11
4 92672 57 £13
5 99.7x 12 67 £ 16
6 89.2+12 4881
7 61.1 +£0.04 472 +19
8 50.9+10 3871
9 87512 53.9+12
10 1002 68.2+8
11 100 + 13 64.2x1
12 37.7+6 17.1+£20
*n=2
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5.1.6 Cartas Pareto de orden uno y orden dos

Cuando se obtienen los valores de las variables respuesta, se introducen en el disefio
Plackett-Burman seleccionado en el paquete estadistico Statgraphics Plus 4.0,
obteniendo la informacién necesaria para evaluar la influencia de cada una de las
variables. El anélisis se realiza con ayuda de las cartas Pareto, en las que la longitud de
las barras representadas corresponde al valor absoluto del efecto estimado de cada
variable, lo que indica la influencia positiva 0 negativa de cada una de ellas. En las
graficas también se muestra una linea que representa el minimo valor “t” para el 95 %
de confianza a partir del cual se considera que las variables son estadisticamente
significativas. El valor de t se denomina teitico [46, 52].

En la figura 13 se muestra la carta Pareto de orden uno correspondiente al analisis del
disefio de experiencias aplicado a las variables implicadas en la extraccion mediante
HE-PLE.

A:Temperatura
F:[TRIS]

/1 +
-

C:Presion
B:Tiempo

|

|

|

I
H:Factor H |:|

]

]

O

Gmasa de DTT
EpH
D:masa de proteasa

0 1 2 3 4
Efectos estandarizados

FIGURA 13.- Carta Pareto de orden uno para selenio total.

En la carta Pareto de orden uno (para selenio total) no se observa ninguna variable
estadisticamente significativa debido a que texp<tecit (al 95% de confianza). Por
consiguiente, se recurre a las cartas Pareto de orden dos para evitar posibles efectos de
““confusion”™ por interaccion entre variables. Este hecho se produce debido a la
reduccién del nimero de experimentos respecto del factorial completo, por lo que se
pierden grados de libertad y esto provoca el efecto de ““confusion™. Lo mismo ocurre
con las variables falsas y, por lo tanto, el coeficiente evaluado para ellas también
incluira efectos de interaccion con las demas. Esto significa que texperiemental de cada una
de las variables analiticas, puede no ser debido exclusivamente a una variable, sino que

puede incluir el efecto debido a la combinacion de variables. Por este motivo, se
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estudian las cartas Pareto de segundo orden, eliminando las variables que puedan
enmascarar los resultados finales [46,52].

En las figuras 14 (A-F) se muestran las cartas Pareto de orden dos para Se total
correspondientes al andlisis del disefio de experiencias aplicado a las variables de HE-
PLE.

A:Temperatura | = +
F{TRIS] | | | -
AF | | |
CF || |

C:Presion I:I
AC D A

0 1 2 3 4 5
Efectos estandarizados

A:Temperatura

[

|
AF| |
FIRIS] | |
BF | |
B:Tiempo I:I
[ ]

AB

o8]

0 0.3 1 1.3 2 25 3
Efectos estandatizados

A:Temperatura |
AF ||
|
|

AH
F:[TRIS]

| —
H:Factor H I:I C

0 1 2 3 4
Efectos estandarizados
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FIGURA 14 (A-F).- Cartas Pareto de orden dos para selenio total.
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En las cartas Pareto de orden dos, se determina que la Unica variable estadisticamente
significativa es la temperatura, ya que texp>terit (al 95% de confianza). Esta variable se
debe optimizar debido a que su valor es critico. Esta misma conclusiéon se obtiene
cuando utilizamos como variable respuesta la recuperacion de selenio como suma de
especies.

Para las variables que no son estadisticamente significativas, se seleccionan sus valores
mas adecuados conforme a factores econdmicos y ambientales. Los valores

seleccionados son los indicados en la tabla 4 (pagina 24).

5.2 Optimizacion de la temperatura extraccion
La optimizacion de la variable temperatura se realizdé de manera univariante. Para ello,
se realizaron experiencias a 25°C, 40°C, 50°C y 60°C. En la figura 15 se muestra la

variacion de la variable respuesta con la temperatura.

120
100 I I
80 ]

60

40

Recuperacion (%)

20

25 40 50 60

Temperatura (°C)

FIGURA 15.- Estudio de optimizacion de la variable temperatura para la extraccion de

selenio total.

Los resultados obtenidos para selenio y sus especies, se pueden justificar en funcién de
la activad enzimatica. A 25 °C la extraccion no es completa debido que la enzima no
actla; a 40°C se produce la activacion de la enzima, por lo que la extraccion es
cuantitativa; a partir de esta temperatura la sefial permanece constante.

Se selecciona una temperatura de 40°C por ser esta mas proxima a la temperatura de

activacion de la enzima utilizada.
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5.3 Efecto del disolvente y del activador enzimatico

Una vez seleccionado el valor méas apropiado para cada una de las variables, se realiza
un estudio del efecto extractante del TRIS-HCI y el DTT. Para ello, se llevan a cabo
experiencias sin enzima y activador enzimético. De la misma forma, se realizan
experiencias sin enzima y con activador enzimatico para evaluar su efecto sobre la
extraccion de selenio mediante HE-PLE. Los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 14.

TABLA 14.- Estudio del efecto extractante del disolvente y del activador enzimético.

Porcentaje de recuperacion* (R (%))

.. ] Especies de selenio
Experiencia Selenio total

(SeMet + SeCys»)
Sin enzima y sin activador <LOD <LOD
Sin enzima y con activador <LOD <LOD
Con enzima y con activador 100 + 13 100+ 9

*n=2, LOD=Limite de deteccion

Como se muestra en la tabla, la presencia de enzima proteasa y activador hace que la
extraccion sea cuantitativa, alcanzando un porcentaje de recuperacién analitica del
100%.

5.4 Caracteristicas analiticas

5.4.1 Rectas de calibrado y adicion

En primer lugar, se comprueba la posible existencia de efecto matriz mediante la
realizacion de un calibrado acuoso y otro con adiciones estandar.

Los calibrados tienen cantidades conocidas de patron que corresponden a los puntos de
concentracion: 0, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 250, 500, 1000 y 2000 pgL* (n=11) para selenio
total; 0, 250, 500, 1000 y 2000 pgL* para SeMet; 0, 25, 50, 100 y 200 pgL™? (n=5) para
SeCyso.

En segundo lugar, se seleccionan los isétopos con mayor estabilidad y abundancia

relativa. En tercer lugar, se determina el patron interno mas adecuado para corregir
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fluctuaciones instrumentales en la medida de la sefial. ElI patron interno no debe
encontrarse en la muestra y debe poseer caracteristicas similares a las del analito. Con
este criterio se selecciona el Ge’?para Se’® y Se®2. Las rectas de calibrado y adicion se
muestran en el anexo (Figuras 16-20). En cuarto lugar, se comprueba si hay diferencias

significativas entre las pendientes de las rectas mediante la realizacion test estadisticos.

TABLA 15.- Recta de calibrado y adicion de los extractos acidos.

Se/82
Calibrado acuoso Sefial=0.0013(+0.0035) + 0.00022(+5E-05) [Se]
Adicién Sefial=0.0231(+0.0712) + 0.00013(+9E-05) [Se]

[46]Fcr|'t (95%, nl-2=8 gdl, n2-2=9 gdl) =3.23; Fexp =3.45; por tanto, Fexp >Ferit
El test de Fisher determina que hay evidencias estadisticas para rechazar la hipotesis

nula H° (H°= varianzas comparables). Las varianzas no son comparables.
481" (95%, n1+n2-4= 17 gdl) = 2.30; texp = 18.42; por tanto, texp > t
El test-t determina que la cuantificacidn de selenio en muestra se deberia realizar por el

método de adiciones estandar. La matriz interfiere en el anélisis.

TABLA 16.- Recta de calibrado y adicion de los extractos de HE-PLE.

Se/82
Calibrado acuoso Sefial=0.0013(+0.0035) + 0.00022(+5E-05) [Se]
Adicion Sefial=0.0185(+0.0029) + 0.00025(+4E-05)[Se]

[461F ¢t (95%, n1-2=9 gdl, n2-2=9 gdl) = 3.17; Fexp = 1.44; por tanto, Fexp < Ferit

El test de Fisher determina que no hay evidencias estadisticas para rechazar la hipotesis
nula H® (H%= varianzas comparables).

[461te,1t (95%, n1+n2-4= 18 gdl) = 2.10; texp = 9.67; por tanto, texp > terit

El test-t determina que la cuantificacidn de selenio en muestra se deberia realizar por el

método de adiciones estandar. La matriz interfiere en el analisis.
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5.4.2 Limites de deteccion y limites de cuantificacion
El limite de deteccion (LOD) corresponde a la minima concentracion o masa de muestra
que genera una sefial que no puede ser confundida con un blanco (99.7% de confianza)

[46]. La formula se recoge en la ecuacion 2.

LaD = Lol + 35D Ecuacion 2

pendiente

El limite de cuantificacion (LOQ) corresponde a la minima concentracion de analito que
genera una sefial que se puede cuantificar de forma fiable (99%.7 de confianza) [46]. La
formula se recoge en la ecuacion 3.

w + 105D Ecuacion 3
pendiente

LOQ =
En el método de calibrado se puede utilizar la sefial del blanco de calibrado y su
desviacion estandar (SD) o los parametros de las rectas (a, Sa). En el método de
adiciones estandar se utiliza la sefial del blanco de procedimiento y su desviacién
estandar. Los limites de deteccidn y de cuantificacion del método MAE corresponden a
0.25 pg gt de Se y 0.48 ug g de Se, respectivamente. Adicionalmente, en la tabla 17
se muestran los limites de deteccién (y cuantificacion) del método a estudio para el

selenio y sus especies.

TABLA 17.- Limites de deteccién y de cuantificacion del método HE-PLE.

NUmero de cuentas

Réplica Selenio total SeCys; SeMet
1 0.000189 4.8 27.8

2 0.00026 2.6 16.2

3 0.000192 4.0 20.8

4 0.000192 33 18.3

5 0.000239 4.6 20.8
Xmedia 0.000214 3.9 20.7
SD 3,3E-05 0.92 4.38

[Sel/pgg*

LOD 0.32 0.0689 0.36
LOQ 0.55 0.14 0.70
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Con el fin de disminuir los limites de deteccion del método, se llevo a cabo un estudio
del efecto de la cantidad de muestra sobre la recuperacion. Para ello, se realizaron
experimentos para las cantidades correspondientes a: 0.25 g, 0.5 g, 0.75 gy 1.0 g
manteniendo constantes el resto de las variables. Para cada una de ellas, se realizaron

dos replicas. Los resultados obtenidos, se muestran en la figura 21.

120
100 I
80
60

40

Recuperacion (%)

20

0,25 0,5 0,75 1
Masa (g)

FIGURA 21.- Estudio de la cantidad de muestra para la extraccion de selenio y sus
especies.

En la gréfica se observa que la extraccion so6lo es cuantitativa para 0.25 g de muestra,
por lo que no seria posible disminuir los limites de deteccion del método mediante el
aumento de la cantidad de muestra. Ademas, para cantidades elevadas de muestra (1 g)
se observo la formacion de precipitados en los extractos. Este problema provoca la
adicion de una etapa de filtracion en el procedimiento, posibilitando la pérdida del
analito o la contaminacion de los extractos.

5.4.3 Precision y repetibilidad

La precision del método se define como “el grado de concordancia de diferentes
medidas de una determinada muestra bajo las mismas condiciones” [54]. La evaluacion
de la precision, se llevé a cabo mediante la medida de un mismo extracto enzimatico 7
veces. Los resultados obtenidos se expresan como desviacion estandar relativa (RSD),

que se define como:

5D

RSD (%) = Ecuacion 4

media
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Donde la SD es la desviacion estandar correspondiente a las concentraciones de selenio
de siete extracciones distintas y Xmedia €S €l valor medio de concentracion de todas ellas.
Los resultados se muestran en la tabla 18. Como se puede observar, la RSD del selenio
total corresponde a un 1.7% y la RSD para el sumatorio de especies de selenio a un
11.5%. Estos valores son inferiores al 15%, por lo que se demuestra que el método es
preciso.

TABLA 18.- Estudio de la precision del método.

[Sel/pg g™
Medida Selenio total suma de especies
(SeMet + SeCysy)
1 97.8 71.7
2 97.2 75.1
3 96.0 87.0
4 97.0 60.1
5 98.3 735
6 100 66.1
7 97.6 74.5
Kmedia 98.0 72.6
SD 1.62 8.32
RSD (%) 1.7 115

La repetibilidad (r) se define como “el grado de mutua concordancia entre dos
resultados independientes obtenidos por el mismo trabajador, mismo equipo, mismos
reactivos y en condiciones de trabajo idénticas” [54]. El estudio de la repetibilidad se
Ilevo a cabo mediante la realizacion de 7 extracciones bajo las condiciones optimas.

El calculo se realiza siguiendo la ecuacion que se muestra a continuacion:

(%) = 2xV2xRSD,,.,  Ecuacions

Los resultados se muestran en la tabla 19. Como se puede observar, la RSDcorto del
selenio total corresponde a un 11% y la del sumatorio de especies de selenio a un
14.5%. Estos valores son inferiores al 20%, por lo que los resultados obtenidos son

adecuados.
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TABLA 19.- Estudio de la repetibilidad del método.

[Se]/pg g™
Réplica Selenio total Suma de especies
(SeMet + SeCysy)
1 98.5 75.6
2 2.5 8.6
3 85.0 98.8
4 78.6 80.3
5 82.0 74.5
6 77.0 63.1
7 93.0 89.1
Xmedia 83.8 81.6
SD 9.21 11.85
RSD (%) 11.0 145
r (%) 31.1 411
5.4.4 Exactitud

La exactitud, definida como “el grado de acuerdo entre el valor promedio de las
muestras medidas y el valor cierto” [54], se puede evaluar empleando un material
certificado de referencia (CRM). Como no se dispone comercialmente de un material de
referencia de nueces de Brasil con el contenido de selenio certificado, se aplicé el
método desarrollado al Unico CRM disponible (levadura biofortificada con selenio
(SELM-1)) con contenido certficado de selenio total y de SeMet. La comparacion de los

valores certificados con los datos medidos, se muestra en la tabla 20.

TABLA 20.- Estudio de la exactitud del método.

[Se]/pg g
Valor Se total SeMet
Certificado 2031+ 70 1284 + 104
Medido* 1453 + 413 702 £ 125

*n=6
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El intervalo de confianza (1) de las medidas realizadas se calcula empleando la

ecuacion:

U= Xpeaia T :% Ecuacion 6

Donde t corresponde a la ~'t de Student™ para N-1 grados de libertad y un nivel de
confianza del 95%, SD es la desviacion estandar y N es el nimero de medidas
realizadas. Los intervalos obtenidos corresponden a +413 pg g™* para Se total y +125 pg
g! para SeMet, como se indica en la tabla.

Como puede observarse los valores obtenidos difieren de los valores certificados. Esto
puede ser debido a las diferencias en la composicién de la matriz de la levadura y la
nuez de Brasil, asi como al diferente nivel de concentracion de Se y SeMet en ambas.
Esto nos permite concluir que la eleccion del CRM (SELM-1) no es adecuada.

En cualquier caso la exactitud del método optimizado queda demostrada mediante el
estudio de las recuperaciones analiticas realizadas y la comparacion de los valores de Se

total y Se como suma de especies con el valor de Se obtenido mediante MAE.

5.5 Aplicacion a otras muestra

El método se aplica a otras muestras como la baya Inca del Per, el palmito peruano y el
fruto del acai. La concentracién de selenio (total y especies) obtenida mediante HE-PLE
es inferior al limite de deteccion para las muestras seleccionadas. Estos resultados
indican que las muestras analizadas pese a proceder de la misma region que las nueces
de Brasil, poseen niveles de selenio mucho mas bajos, lo que demuestra que la Unica

planta acumuladora es la Bertholletia excelsa.
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6. CONCLUSIONES

En este apartado se recogen las conclusiones mas destacadas del trabajo presentado en
esta memoria:

Se ha desarrollado un método de extraccion simple, rapido y comprometido con los
principios de la quimica analitica verde. Para ello, se estudiaron las variables
estadisticamente significativas para la extraccion de selenio (y sus especies) en nueces
de Brasil mediante HE-PLE, empleando un disefio factorial Plackett-Burman. La
temperatura resulté como Unica variable estadisticamente significativa (al 95% de
confianza). La optimizacion de la temperatura se llevé a cabo mediante un disefio
univariante, resultando como valor éptimo 40°C, alcanzando un 100% de recuperacion
analitica.

Se han estudiado las caracteristicas analiticas del método como los limites de deteccion
(0.32 ug Se g para Se total, 0.36 pug Se g para SeMet y 0.0689 pg Se g* para
SeCys»), la repetibilidad (<20% de RSD para selenio total y especies de selenio) y la
exactitud.

Por ultimo, se ha llevado a cabo la aplicacion del método a otros alimentos de la zona
amazonica como bayas incas del Peru, fruto del acai y palmito peruano. Los resultados
obtenidos demuestran que pese a proceder de la misma region que las nueces de Brasil,

estos alimentos no son acumuladores de selenio.
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6. CONCLUSIONS

Nesta seccion reclllense as principais conclusions do traballo presentado nesta
memoria:

Desenvolveuse un método de extraccion simple, rapido e comprometido cos principios
da quimica analitica verde. Para iso, estudaronse as variables estatisticamente
significativas para a extraccion de selenio (e as slUas especies) en noces do Brasil
mediante HE-PLE, empregando un desefio factorial Plackett-Burman. A temperatura
resultou a Unica variable estatisticamente significativa (95% de confianza). A
optimizacion da temperatura realizouse mediante un desefio univariante,
correspondendo o valor éptimo a 40 °C, acadando 0 100% de recuperacién analitica.
Estudaronse as caracteristicas analiticas do método como o limite de deteccién (0.32 ug
Se g! é total, a 0.36 pg Se g* é a SeMet, e 0.0689 pg Se g* para SeCysy), la
repetibilidade (<20% RSD para selenio total e especies de selenio) e a exactitude.
Finalmente, aplicouse 0 método a outros alimentos da rexion amazénica coma as bagas
Incas do Per(, o froito do acai e o palmito peruano. Os resultados amosan que ainda que
se atopen na mesma rexion que as noces do Brasil, estos alimentos non son

acumuladores de selenio.
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6. CONCLUSIONS

The main conclusion of the developed method is shown in this section:

A simple, fast and committed to the principles of green analytical chemistry method has
been optimised. The statistically significance of variables involved on the selenium (and
species) extraction in Brazil nuts by HE-PLE was studied by using a Plackett-Burman
factorial design. Temperature was the variable statistically significant (95%
confidence). Temperature was optimised by using a univariate design. Results show an
optimum value of 40°C for which a analytical recovery of 100 % was assessed.
Analytical characteristics of the method: limit of detection (0.32 pug Se g™ total, 0.36 pg
Se g for SeMet, and 0.0689 pg Se g for SeCys,), repeatability (<20% RSD total
selenium and selenium species) and accuracy were studied.

Finally, the optimised method was applied to several foods from the Amazon area as
such Peru Inca berry, acai fruit and palmito. The results show that despite its amazonic
origin proceed in the same region as Brazil nuts, these foods are not selenium

accumulators.
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FIGURA 16.-Calibrado acuoso para selenio total.
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FIGURA 17.- Adicién estandar de los digeridos para selenio total.
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FIGURA 18.- Adicion estandar de HE-PLE para selenio total.
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Numero de cuentas
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FIGURA 19.- Calibrado acuoso de la especie SeCyso.
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FIGURA 20.- Calibrado acuoso de la especie SeMet.
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