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Objeto del trabajo

Y.~ OBJETIVOS DEL TRABAJO Y PLAN DESARROLLADO.

f
[

En las Gltimas décadas, se ha demostrado claramente que
muchos elementos traza que se consideraban esenciales en la
nutricién humana y animal, juegan un papel crucialéen los
procesos metabdlicos. Al mismo tiempo, también han éuedado
patentes los efectos adversos producidos por la expésicién

|

acumulativa a los metales pesados, en pequefias cantidades, y

a los elementos esenciales en cantidades superiores.,

!

Simultaneamente, los grandes avances en la techologia
analitica han ayudado a reconocer la presencia dé estos
elementos en los organismos vives, en la cadena alim?ntaria
y a entender su papel en la salud y en la enfermedad}

i
Uno de los elementos mas estudiados desde los tres

puntos de vista mencionados ha sido el selenio. )
|

|

La toxicidad del selenio, elemento esencial y componente
fundamental de la enzima, "glutationa peroxidasa", que
previene a las células del efecto nocivo producido por los
radicales perdxido, esta fuertemente influenciada por la
especie gquimica bajo la gue se encuentra. Las éspecies
quimicas mds caracterizadas en los organismos vivos y en el
medio ambiente gon: el gselenito (Se(IV)), seleniato (Se(VI)),
dimetilselenio (DMeSe) , dimetildiselenio (DMeDSe) ,

}
!




Objeto del trabajo

selenocistina (SeCys), selenometionina {SeMet) Y
trimetilselenio (TMeSe). Selenito y seleniato se encuentran
fundamentalmente en aguas Yy sedimentos. Dimetilselenio vy
dimetildiselenio pueden encontrarse adsorbidos en sedimentos
de lagos y suelos y debido a su gran volatilidad, aparecen en

las atmdsferas de lagos y océanos proéximos a las costas.

Finalmente, la presencia de selenocisteina,
selenometionina, trimetilselenio y otros compuestos organicos
del selenio (adencsinfosfoseleniato, selenocadenosil
metionina, etc...) sSe asocia a microorganismos vivos,
levaduras ({saccharomyces cerevisae) y aungque sus posibles
efectos tdxicos estén en controversia, parece Jque algunas
especies poseen una toxicidad similar a la del selenio

inorganico.

La diferente toxicidad de las especies hace necesario el
desarrollo de métodos analiticos que permitan 1la
determinacibébn individualizada de cada una de ellas, sin
embargo, existen grandes dificultades para abordar el
problema de la especiacidn del selenio. La técnica de
generacidén del hidruroc de selenio y su posterior introduccidn
en un detector atdmico & mésico, proporciona los mejores
limites de deteccidn, por lo que es muy empleada en anélisis
medicambiental, sin embargo posee dos importantes
limitaciones. Por una parte, sélo es posible generar el

hidruro de selenio a partir de la forma quimica de Se(IV), lo
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que implica la transformacidn de las distintas especies a
esta forma inorgdnica antes de la determinacidn. Otrogde los
inconvenientes de los detectores atémicos & masicos es;que al
ser una técnica de analisis elemental, es necesario separar
las distintas especies previamente a su determinacién.
1
Un problema importante en el campo de la especiaéién es
la falta de datos o existencia de contradicciones sébre la
estabilidad de las especies en muestras medioambieﬁtales:
aire, agua 6 suelos. La falta de patrones certificado§ en las
}
distintas especies para poder establecer métodos analiticos
fiables, es otro grave inconveniente.
3
Con estos precedentes, el objeto del trabajo llevado a
cabo ha tenido dos vertientes claramente diferenciaﬁas. La
primera de ellas consiste en la puesta a punto de %étodos
analiticos que permitan la determinacién diferenciadé de las
especies mids frecuentes del selenio, tanto inorgénidas como
organicas, en matrices mediocambientales. La segunda'vértiente
ha sido 1la aplicacién de algunos de estos hétodos
establecidos a la certificacidén de un patrén de referencia.
;
Para la determinacién diferenciada de las éspecies

I
inorgdnicas (Se(IV) y Se(VI)) se ha abordado la prereduccién

1
en linea del Se(VI) a Se(IV), para su posterior determinacidn

por HG-AAS. La ventaja de poner a punto un sisfema de

prereduccidén en linea estriba en que se evitan los problemas

3 |
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de la reduccién en discontinuo, tales como pérdidas del
elemento .por volatilizacidén y con frecuencia, condiciones no

reproducibles de reduccidn.

Ocurre con frecuencia que los limites de deteccidn de
las técnicas mas sensibles, se encuentra generalmente uno &
dos ©Ordenes de magnitud por encima de las concentraciones
reales de las especies en las muestras mediocambientales, por
lo gque en la aplicacidn de los métodos analiticos se trabaja
con muestras reales a las que se le adiciona la especie a
determinar. Esto con frecuencia, conlleva a errores en la
determinacién debido al hecho que las egpecies adicionadas
poseen un comportamiento diferente al de las especies
originalmente presentes en la muestra. Para obviar esta
limitacidn se ha abordado el problema de la preconcentracidn
de las especies inorgénicas de selenio (Se(IV) y Se(VI)) en

microcolumnas de al(imina.

Si se realiza un estudio de la bibliografia actual, se
observa que la mayoria de los métodos analiticos para 1la
determinacidén Se(VI), lo hacen por diferencia entre el
contenido en gelenio inorgénico total y el Se(IV). Este hecho
se debe a la dificultad de encontrar reacciones selectivas
para este grado de oxidacidn. La determinaciédn diferenciada
de Se(IV), Se(VI) y del catidén trimetilselenio se ha abordado
mediante el acoplamiento de un sistema HPLC (con columna de

intercambio aniénico) con la técnica de deteccidn atdmica con
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generacién de hidruros (HG-AAS). La interfase entre el
sistema HPLC y la generacidén de hidruros es unﬁ horno
microondas donde se produce la oxidacidn vy poéterior
reduccidn de las especies a la forma de Se(IV). Apart? de la
determinacidén diferenciada del Se(VI), el wmé&todo pésee la
ventaja de poder determinar conjuntamente formas orgénicas e

inorganicas del selenio. ‘
i

Una vez establecidos los métodos analiticos,T se ha
abordado el problema de la preparacidén de dos materfales de
referencia certificados en disolucidn acuosa que contienen
Se(IV) y Se(VI}. Para.ello se estudid previamente ei efecto
de 1los distintos parametros fisico-quimicos quej pueden
afectar a la estabilidad de dichas especies. Estos pafémetros
han sido: tipo de contenedor, pH, temperatura de
almacenamiento y matriz de estabilizacidén. La organizacién de
un ejercicio de intercomparacidén entre 18 laboratorios de 8
paises europeos y el posterior ejercicio de certiﬁicacién
entre 20 laboratorios de 8 paises europeos, se han réalizado
con el patrocinio de "Standards, Meaurements and‘Testing

Programme (antes Community Bureau of Reference-BCR)" de 1la

Unidén Europea. :
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Introduccién.

CAPITULO I - LOS COMPUESTOS METALICOS EN EL MEDIO AHB‘IENTE.

I.1.- Los compuestos organometdlicos en el medio ambiente. '
I.2.- Especies inorgdnicas y orgdnicas del selenio en el medio ambiente.
I.2.1.-Generalidades. ;
1.2.2.-Selenio en el aire, agua y suelo.
1.2.3.-Importancia biolégica y biotransformaciones ambientales del selenlo
I.2.4.-Toxicidad del selenio y sus especies.
I.3.- Bibliografia. ;

I.1. COMPUESTOS ORGANOMETALICOS EN EL MEDIC AMBIENTE.
!

Las especies organometdlicas se encuentran en el medio
ambiente, bien porque se forman a partir de los metaleé 6 por
la actividad agricola ¢ industrial [Craig, 1986a]. {En los
ultimos tiempos estos compuestos han sido utilizados en la
industria (aditivos, catalizadores, estabilizantes...b Y por
tanto hoy en dia su proporcién en el medio ambiente ha
aumentado considerablemente. Estos compuestos estan présentes
bien en la forma en que se han vertido al medio ambiente 6
como productos de distintas transformaciones quimicas o
bioldégicas (degradaciones, alquilaciones...) llegando incluso
a sus formas metdlicas [Thayer, 1993]. Las formaciones vy
degradaciones de especies organometdlicas en el medio
ambiente pueden modificar tanto las propiedades fisicas y
quimicas como las toxicoldégicas de los elementos.

En general, las formas organometdlicas son mds téxicas
que las inorgdnicas, salvo para algunos compuestos de
arsénico, selenio y antimonio. La mayor toxicidad: de los
compuestos organometdlicos se debe a su mayor solubilidad en
los tejidos lipidicos y a su mayor facilidad para atravesar
las membranas bioldégicas, aumentando la posibilidad de la
biocacumulacién. Esto hace gue la concentracién de formas
alquiladas aumente rdpidamente a través de los diferentes

eslabones de la cadena alimenticia (Tabla I) [Pinel et al,
|
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19907].

En los \dltimos afios ha aumentado el interés por conocer
las transformaciones y cantidades de especies organometdlicas
en el medio ambiente. La correcta identificacién vy
cuantificacidn de estas especies es de vital importancia para
conocer los ciclos bioquimicos de los elementos metdlicos en
el medio ambiente, y el impacto de los mismos y de sus
especies mads frecuentes en los organismos vivos de 1los
sistemas terrestres y acudticos. Esto ha sido posible gracias
a la evolucién de la instrumentacidén analitica y los métodos
analiticos que hoy dia hacen posible 1la determinacién
cuantitativa de muy bajas concentraciones (ng g, ng L) de
las diferentes especies presentes en la naturaleza.

En la actualidad no existe reglamentacidén para los
valores limites de concentracion de compuestos
organometdlicos en el medio ambiente; sin embargo esta
indicado en ciertas directivas europeas que estos compuestos
deben ser controlados en el entorno marino y en las aguas
potables. Los derivados orgdnicos y las especies inorgédnicas
de Zn, Hg, Sn, Cu, Ni, Pb, Se, As, Sb, Mo, Ba, B, V y Co
estdn mencionados en las directivas 76/464/EEC "pollution
caused by certain dangerous substances discharged into the
aquatic environment" y 80/68/EEC "protection of ground water
against pollution caused by certain dangerous substances",.

La reaccioén mds simple que conduce a la formacidén de
compuestos organometdlicos es la metilacién. Sin embargo
algunos metales en el medic ambiente forman compuestos
organometdlicos méds complejos; por ejemplo el Se y As forman
compuestos organometdlicos de elevado peso molecular en
funcidén de las condiciones quimicas y biolégicas del medio.
Por otra parte los metales también pueden asociarse a
proteinas y aminodcidos.

12



Introduccién.

Los mecanismos de metilacién para distintos elementos
han sido estudiados por numerosos autores [Craig, 1986a;
Rapsomanikis y Weber, 1986]. En el caso del estafo en el
medio marino y estuarios esta reaccién es muy importante ya
gque las formas metiladas pueden alcanzar entre el 60 y 90 %
de la masa total del estafio presente en la fase disuelta. Las
reacciones de metilacién pueden conducir a especies di, tri
¢ tetrametiladas, que pueden dar lugar a especies volétiles
que llegan a la atmésfera. Las reacciones de metilacién se
producen en el agua, sedimentos 6 tejidos biolégicos. Su
cinética depende de numerosos factores: concentracién de
metales en el medio considerado [Xun et al, 1987], la carga
en la materia orgdnica [Jackson, 1988], 1la temperatura
[Callister y Winfrey, 19861, la naturaleza de los
microorganismos presentes y la cantidad de sulfuros [Compeau
y Bartha, 1985]. '

Los fendémenos naturales de metilacién no se pﬁoducen
unicamente a partir de las formas inorgdnicas de los metales,
sino que pueden ocurrir a partir de especies ya alquiladas.
Asi, el tributilestafio (Bu,Sn'), que es una forma muyftéxica
del estafo, se introduce en el medio ambiente procedente de
las pinturas que recubren los cascos de los barcos. ﬁaguire
(1984) ha detectado formas mixtas (metiladas y butiladas) de
estafio, que son el resultado de la metilacién de las formas
butiladas o de sus productos de degradacién. f

Los elementos cuya metilacién & alquilacidén estd mds
estudiada son el Sn, Hg, Pb, ¢4, Te, Ge, Sb, As y Sef

13



Introduccidén.

Tabla I Abundancia relativa de las formas organometdlicas
en el medio ambiente acudtico

Muestra Concentracién total % Formas Forma quinica
alquiladas
Haam&
Aquas 1)
Rios 0.013 1 e
Océanos ‘ 0.01-0.03 10 Me
Sedimentos(**)
Naturales 200~400 0
Industriales 1000-20000 1-3 He
otros!**
Pescados (rios) 360-1000 70-95 e
Pescados(océano) 10-15000 60-90 He
Estaii
Aguas )
Lagos ' 0.009 53 He
Estuarios 0.130-0.385 16-100 Me, Bu
Mar 0.004 £0 He
Sedinentos!**)
Naturales 830-1235 65-75 He
Po%ﬂﬁién 7700-25000 3-50 Me, Bu
Otros
Algas (estuario) 250-550 20-30 Me, Bu
Pescados (océano) 86-260 3-6 Me
,‘ Ostras {contaminadas) 3760 97 Bu
Plon?* :
airet?) n.d. 0.3-22 Et,Ethe, He
Aquas(*)
Lluvia 130-280 <1 Et,EtMe,He
L?éﬁviacién 8 a Et,EtHe,He
Otos
I Pescados n.d 10-90 Et
Arsén%go
Aquas'®!
Lagos 60 16 He
Océano J7-1. -
otrosfgﬂ 1.7-1.9 7-10 He
Algas 33000-57600 1-18 Me
Fitoplancton 2000-3400 22-37 Me
(*)} ug L™ (***) ng L™ Et: etilo
(**} ng g™ Me: metilo Bu: butilo

14



Introdiccién.
i

b
Los compuestos del estafio han comenzado a estudiarse [a raiz
i

de distintas catédstrofes ecolégicas, principalmente en
Francia, producidas por el uso de tributilestafio (Busén*) en
la composicién de pinturas de los barcos, que han cauéado la
destruccién de numerosas explotaciones de ostras. Por este
motivo Francia ha sido el primer pais en promulgar un @ecreto
en 1987 que prohibe el uso de estas pinturas en losfbarcos
costeros y en las estructuras sumergidas, en es misﬁo afo,
Gran Bretafia adopté la misma medida seguida de Estadostnidos

(1988) y Suecia (1989). i
!
i
Las miltiples utilizaciones de los  compuestos

organoestdnnicos como: agentes biocidas, agentes funéicidas
en agricultura para las pinturas o para la proteccién'de la
madera, catalizadores, agentes estabilizantes de polimeros;
hacen que estos compuestos entren en el medio ambieﬁte por
nunerosas vias. 5
|

El tributilestafio, que se introduce féacilmente en el
medico ambiente acudtico, se adsorbe acumuldndose |en los
sedimentos [Hall, 1988). Posteriormente se degrada m?diante
procesos de debutilacién dando dibutilestafio, monometilestafio
y finalmente estafo inorganico. La duracién media del
tributilestafioc en los sedimentos varia entre 4 y 2? meses
segun sea la naturaleza de los sedimentos [Seligman; et al,
1989; Maguire y Tkacz, 1985; de Mora et al, 1989].
5
Los compuestos del Mercurio: Los organomerciricos son los
compuestos organometdlicos mejor estudiados por $er los
causantes de importantes catdstrofes ecolégicas. La toxicidad
de los compuestos monoalquilados, en especiél del
metilmercurio, se debe a su tendencia a la biocacumulacién y
su débil capacidad de ser degradado. El1 enlace mércurio—
metilo, es muy estable en la mayor parte de los organismos,

y su liposolubilidad le permite atravesar las mémbranas
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celulares, afectando particularmente las funciones motrices
del sistema nervioso central. La biometilacién del mercurio
inorganico en la bahia de Minamata (Japdén), en la década de
los afics 50, fue la causa de la muerte de mds de cien

personas [Kudo y Miyahara, 1991].

La metilacién del mercurio (Hg(II)) inorgénico puede
producirse en los sedimentos, columnas de agua, Ssuelos y
organismos de forma aerdébica ¢é anaerébico [Masson vy
Fitzgerald, 1990]. El metilmercurio se forma en medio neutro
6 dcido mientras que el dimetilmercurio se forma en medio més
basico [Craig, 1986b].

Los usos mds importantes del mercurio inorgdnico son en
la fabricacién de baterias eléctricas, pinturas y sintesis
orgdnica. Las formas organometdlicas del mercurio (C,H.HgX,
CH,HgX, C.H.HgX) se emplean en el tratamiento de granos de
cereales, fungicidas, bactericidas o catalizadores en la

sintesis de productos quimicos [Craig, 1986b].

Los compuestos del plomo: Los primeros compuestos
organopliumbicos se prepararon en el siglo XIX por la reaccidn
del yoduro de etilo sobre el plomo metdlico [Lowig, 1853 y
Cahours, 1853]. Posteriormente, se descubriria la propiedad
antidetonante de los compuestos tetraalquilados y en especial
del tetraetilplomo, usdndose como aditivo a la gasolina. En
la actualidad, este uso estd reduciéndose por 1la
contaminacién medioambiental que supone esta prédctica, ya que
el 98% de este plomo se convierte en plomo inorgdnico durante
la combustién de la gasolina, emitiéndose el resto sin
modificacién al medio ambiente [Hewitt y Rashed, 1988]. Otros
usos que también han sido restringidos, para la proteccidn
del medio ambiente y la salud piublica, son el de conservador
de 1la madera y del algoddn, agentes antisuciedad,
catalizadores, etc [Shapiro H. y Frey, 1968].

le
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El tetraalquilplomo se degrada fotoliticamentejen el
medio ambiente dando lugar a la formacién de especies tri, di
y nmonoalguiladas de plomo. Esto parece confirmar las
hipétesis que sostienen las posibles transformaciones
quimicas y bioldégicas (hidrélisis, fotolisis,...)} he las
especies organoplimbicas introducidas en el medio ambiente
por la actividad industrial [Grandijean y Nielsen,;1979])
[Hewitt y Rashed, 1988]. |

|

La metilacién del plomo en sedimentos biolégi?amente
activos fue demostrada por Walton y col en 1988. Thayer 1987,
obtuvo, en el laboratorio, la metilacidén del didéxido d? plomo
con la metilcobalamina. f
Los compuestos del Cadmio: El estudio sobre los combuestos
organometdlicos del cadmio en el medio ambiente es b%stante
reciente, ya que su impacto se prevé minimo debido a 1la
inestabilidad de los organocddmicos en el agua Yy ei aire.
Estos compuestos se han sintetizado y caracterizado en el
laboratorio [Craig, 1986c] y se ha observado Que la
metilcobalamina metila, con muy bajo rendimento, elicadmio
formando el dimetilcadmio, voldtil [Robinson y Kiesel, 1981].
Los compuestos del Teluro: Al tener el telLro un
comportamiento quimico parecido al del selenio, | cabria
esperar gue sus efectos biolégicos fuesen similares a’los del
selenio; sin embargo, el teluro se considera ﬁoy dia
tnicamente como un elemento esencial para los organismos
vivientes [Karlson y Frakenbergen, 1993]. La toxicidad de los
compuestos orgdnicos del teluro, es poco condcida Y
contrariamente al selenio, la alquilacién del teiuro no
disminuye su toxicidad, ya que la especie (C,H.).Te es mas
téxica que la de (CH,).Se. Aunque la metilacién del téluro ha
sido poco estudiada poco, se sabe que las bactérias Yy
microorganismos, capaces de metilar el selenio forman el

4
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dimetilteluro, el dimetilditeluro y otro compuesto no
identificado [Fleming y Alexander, 1972; cChasteen y col,
19907.

Los compuestos de Germanio: En aguas naturales se ha
detectado: germanio inorgdnico, monometilgermanio (MMeGe) y
dimetilgermanio (DMeGe), constituyendo estas dos udltimas el
70% de la concentracion total de germanio. El
trimetilgermanio (TMeGe), existente en los sedimentos no se
detecta en aguas marinas ¢ dulces, lo que demuestra su
inestabilidad, volatilidad y facilidad de desmetilacién
[Lewis y Mayer, 1993].

La metilacién del germanioc en el laboratorio utilizando
la metilcobalamina 6 el yoduro de metilo, se produce sdélo a
pH=1 y pH=7 respectivamente, siendo el monometilgermanio el

inico producto de estas metilaciones.

Los compuestos del Antimonio: El comportamiento quimico del
antimonio es parecido al del arsénico. En el medio ambiente
se encuentran principalmente dos especies inorgénicas de
antimonio: Sb(V) y Sb(III) en sus formas hidroxiladas. Si el
medio es oxidante predomina el Sb(V) frente al Sb(III)
[Andrae Yy col, 1981; Andrae, 1983]. El dcido
monometilestibénico (CH,SbO{O0OH),) Y dimetilestibinico
((CH,).,8SbO(0OH), como especies organicas también pueden
encontrarse, pero son las especies inorganicas las mds
abundantes en las aguas naturales.

Al igual que el arsénico los compuestos organicos del
antimonio son menos toéxicos que sus homélogos inorgédnicos;
siendo la alquilacién biolégica un mecanismo de

detoxificacidén para los organismos.

Challenger y Barnard en 1947 han demostrade la formacién

18



!
Introduécién.

|

de compuestos voldtiles del antimonio a partir de cultivos de

"penicilium notatum"; los rendimientos eran muy bajoé Yy no
fue posible determinar con exactitud, por la falta de métodos
analiticos adecuados, la concentracién de los compuestos
producidos. f
i
En el agua de mar se han determinado compuestos
metilados del antimonio; sin embargo no hay evidencia de
algquilacién de antimonio en los mamiferos. Eétudios
realizados sobre la administracién de antimonio étri Yy
pentavalente a animales de laboratorio han demostrado que
este analito se elimina en sus formas inorganicas [Véhter y
Marafonte, 1993]. 4
i
Los compuestos del Arsénico: Como ya se ha mencionado, las
formas inorgdnicas del arsénico son las mas téxiqas. La
toxicidad de los principales compuestos de arsénico v?ria de
mayor a menor en el orden: As{III) > As(V) >
monometilarsénico = (MMA) > dimetilarsinico (DﬂA) >
arsenobetaina (AsBet) > y arsenocolina (AsCol). :
Los principales usos de los compuestos orgaﬁoarse-
nicales se deben a la medicina y la agricultura ﬁor sus
' propiedades como pesticidas 6 biocidas. Sin embafgo, la
produccion y uso de estos compuestos esta decreciendd por su
impacto negativo en el medio ambiente. Los compues#os del
arsénico en el medio bioldgico son moléculas complequ, como
la arsenobetaina, arsenocolina y los azucares ars%nicales

[Howard y Comber, 1989].

|
t

Las transformaciones quimicas y biolégicas qhe este
elemento sufre en el medio natural, reaccilones de oxidacién,
reduccién y metilacién, modifican el comportamiento y
toxicidad de las especies consideradas. La biometilécién se

ha observado en bacterias, algas, invertebrados, verFebrados

I
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e incluso en el hombre.

Para los organismos terrestres la biometilacién del
arsénico conduce a compuestos volatiles [metilarsina
{CH,AsSH.), dimetilarsina ( (CH,).AsH) o) trimetilarsina
((CH,),As)] 6 compuestos no volidtiles tales como los &cidos
monometilarsénico (CH,AsO(OH),) 6 dimetilarsinico
((CH,),AsO(OH). Los organismos marinos eliminan el arsénico
bajo formas solubles en el agua & por incorporacién directa
en sus azlcares 6 sus lipidos. [Thayer, 1993].

Las principales especies organometdalicas presentes en el
medio ambiente, se resumen en la Tabla II (donde R=grupo
orgédnico y X=halégeno), segun su procedencia antropogénica &6
natural. A excepcidén del selenio y el arsénico las especies
antrépicas contienen grupos orgdnicos mayores gque las

especies producidas naturalmente en el medio ambiente.
Agentes metilantes

La metilcobalamina (Figura 1), metilcoenzima de 1la
vitamina B,, encontrada en los animales y bacterias, es una
molécula muy activa bioquimicamente y ha sido estudiada como
agente metilante [Craig, 1986a; Rapsomanikis y Weber, 1986].
El enlace metilo-cobalto en la metilcobalamina es estable
pero permite la transferencia del grupo metilo a algunas
especies metdlicas, bajo tres grados de oxidacidén: como
carbocatién (CH,*), como carbanién (CH,”) y como radical

metilo (CH,:); siendo los dos dltimos los mas usuales.

La S-adenosilmetionina (Figura 2) es una forma activada
de la metionina que transfiere grupos metilo como carbocatién
(CH,") a una especie nucleéfila. Este mecanismo estudiado por
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|
Tabla II.- Formas organometdlicas encontradas en el medio

ambiente.

|

Formacién natural de organometdlicos

!

Elementos | Formas * ]
antropogéni | pracursores Agente Productos de Mecanisnos
-cas netilante la reaccién |
Mercurio | RHgY qu+ Metilcobalamina (CH3)Hg+ Sustitucién
(CE,),Hg directa
CHQHq+ (CH3) Hq Dismutacidn
Hg + (CH3)3Sn+ (CHy)Hg Transmetilacién
(CH,)Pb (CH,)Hg : B
Estafio Bu,Sn¥ Sn(I1) Metilcobalamina | (CH ysntt Rahical
BuZSnX Sn II)(acac)2 CH,I R (CH3)Sn£}V)(acac)2I Ox}dante
(Bu3Sn)20 Sn'+ (Cﬁ )3Pb (CH,)Sn Transmetilacion
Fenlles Sn Sn CHaf (CHy)SnI Adicién oxidante
(CH3)23ni2 sequida de
(CH, );SnI dismutacién,
(Q%)& .
Sn(II) (BT (CHy)5nl Adicién oxidante
(CHa)zsni2 sequida de
{CH, ),5nI dismutacion,
Plomo (CE,) P Controversia ;
Et,Ph :
He,Et , 4 P i
Arsénico | Sales AS(III)-As(V) | SAM (CH, )AsO(CH) Sucesivas adi-
dcidas de (CHJ)zAso(OH} ciones de CH,'

. ) .
arsénico (CH3)3AS y reduccicnes
inorgénico (CH,),AsCB SAH Azicares Adenosilacién

arseniados oxidante,
glucosidacién
Degradacidn
Arsenobetaina netilacién/oxidaci
én;
Selenio Se inorqé- Se(Iv}-Se(VI) | microorganisnos (CHy),Se Suéesivas
nico (CH,),Se adiciones de cH,t
Organo Se (Ch3)25e6Z y reducciones
complejos Se(1V)-5e{VI) | Plantas selenometionina Asinilacién
netil-Secisteina reduccién
(CH3)ZSe Se(-II) §gguido de
(CH,),Se, degradacidn
Teluro Te inorganico | (CH )ZSe (CH])ZTe Transmetilacién
Bacterias o (CH ), e Micién CH3+
Bicroorganismos | (CH,),Te, i
Germanio | Ge inorg. Ge(II) metilcobalanina (CHE)Geii 1 .
CH, I (CH, )Ge Adicién CH,
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Challenger, en 1945, se propone como un método de
biodestoxificaciéh en el caso del selenio y arsénico, ya que

forma especies menos téxicas que las formas inorgénicas.

Otros agentes metilantes existentes en el medio ambiente
son el yoduro de metilo (ICH,) [Craig, 1986a], los productos
de degradacioén de los dcidos humicos y filvicos [Nagase et
al, 1982) y el propionatoc de 3-dimetilsulfdénico (DMSP).
Paralelamente, algunos metales metilados pueden también
considerarse agentes metilantes, por proceso de
transmetilacién, [Chau et al, 1987].

0
It |

HOCCHCH:CH; — S—c¢n, _o.
» ~

| ..
NH, ® 7 g oy ‘i
| 1/
L\\\c—-c H
|

" , OH OH
Figura 2.- S-adenosilmetionina.
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b
|

I. 2. ESPECIES INORGANICAS Y ORGANICAS DEL SELENIO EN EL
MEDIO AMBIENTE

|
i
I.2.1. GENERALIDADES. ;

El selenio fue descubierto por Berzelius y Gahn gn 1817
[Berzelius J.J. 1818], pertenece al grupo VIa de la tabla
peridédica, estd situado entre el azufre y el teluro,:siendo
sus propiedades fisico-quimicas intermedias entre metal y no
metal. Su numero atdémico es 34 y su masa atémicaj78,96,
resultado de 6 isdétopos naturales (Tabla III). Existen ademas
10 isdétopos artificiales de corta vida tales como "°Se, ”’Se
gque son utilizados en andlisis por activacién neutrénica
(NAA) y radiologia {Newland, 1982] |

)
i

Tabla III.- Abundancia, en %, de los distintos isétobos del

selenio. r
f
Is6topo 74Se 6Se 7Se 78Se *°Se l”Se

Abundancia | 0.87 | 9.02 | 7.58 | 23.52 | 49.82 | '9.19
(%)

ll

El selenio existe en dos formas alotrépicas, Se'rojo 6
amorfo y Se gris. Del primero se conocen las formas "alfa" Y
"beta" mientras gue del segundo sélo se conoce uné forma
alotrépica. El selenio rojo estéd formado por moléculas de
Se,, monoclinicas (solubles en disolventes organicoé) Y no
conductores de la electricidad. Es metaestable, se trahsforma
en Se dgris, en mayor medida cuanto mds alta sea 1la
temperatura. :

b

El selenio gris es la forma estable. Estd formado por
|

i
|
!
@
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cadenas helicoidales de selenio, situadas paralelamente en el
cristal; cada una rodeada de otras seis. Los enlaces en la
cadena son covalentes y moleculares entre las laminas. Es
poco conductor de la electricidad, pero el efecto de la luz
hace que 1la conductividad aumente unas 1000 veces,

disminuyendo de nuevo en ausencia de éste.

El selenio puede actuar con 4 estados de oxidacidén -2,
0, 4y 6.

El selenic se encuentra principalmente asociado a los
sulfuros metdlicos de Cu, 2Zn, Ag, Hg, Pb y se obtiene
industrialmente como un subproducto en el proceso de
obtencién de estos elementos. Se usa mayoritariamente en
electrénica (23%), gomas, pldsticos y lubricantes (13%)
cerdmica y vidrio (27%) y otras industrias gquimicas (37%)
[Fishein, L. 1984). La relacién Se:S en las rocas magmdticas
es del orden de 1:10. Una gran mayoria de la produccién de
selenio en el mundo procede del refinado electrolitico del
cobre. Los procesos comerciales para la produccidén de selenio
son modificaciones o} combinaciones de 4 métodos
fundamentales: - fundido con cenizas de sosa, - calcinado con
cenizas de sosa, - oxidacioén directa 6 - calcinado con H,50,.
La produccién de selenio en el mundo es del orden de 1300-
1500 toneladas [Hogberg y Alexander, 1986; Newland, 1982;
Merian, 1985; Alexander et al, 1988). La Tabla IV resume
algunos compuestos de selenio y su aplicacién.

y
i

I.2.2. SELENIO EN AIRE, AGUA Y SUELO

Aire: el intervalo de concentracién de selenio total en
el aire es 0.006-5 ng m™ [Mosher y Duce, 1983], en su mayoria
se encuentra en forma particulada [Nas, 1976]. Los compuestos
de selenio encontrados son fundamentalmente dimetilselenio,
diéxido de selenio o selenio elemental. El diéxido de selenio
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puede hidratarse, reducirse (en presencia de S0,) u oxidarse
(por el aire). Asi en el agua de lluvia de Japén [Suzuki et
al, 1981] y california [Cutter, 1978] el selenitojes la
especie mayoritaria, mientras que en ciudades de Bélgica el
agua de lluvia y la nieve contienen indistintamente sélenito
y seleniato [Robberecht y van Grieken, 1980]. f

Tabla IV.~ Principales compuestos del selenio y éus

aplicaciones.
Compuesto Uso

Selenio Rectificadores, células fotoeléctricas, en xerografia,

deshidrogenadores cataliticos. |
Seleniato sédico Insecticida, fabricacién de vidrios, medicamentos veterinérios.
Selenite sédico Fabricacién del vidrio, abeno agricola. ;
Selenio Fungicida, agente vulcanizante. i
dietilditiocarhamato ‘
Honosulfure de selenio Tratamientos veterinarios y anticaspa. i

| Disulfuro de selenio Tratapientos veterinarios y anticaspa.

| Eexafluoruro de selenio Aislante eléctrico gaseoso. |

Ozicloruro de Selenio bisolvente para azufre, selenio, teluro, gomas, baquelitas,
resinas, adhesivos asfdlticos y otros materiales.

Seleniuro alumfnico Preparacién de hidruro de selenio para semiconductores.

Selenito aménico Fabricacién del vidrio rojo. |

Seleniuro de cadmio Fotoconductores, células fotoeléctricas y rectificadores.;

Seleniato de cobre Aleaciones de cobre y colorante de cobre. |

Seleniuro de tungsteno Lubricantes. ’ } |

|

La principal fuente de emisién de selenio a la atﬁésfera
es producida por las fundiciones de zinc y cadmio, quePado de
combustibles, fabricacién de cerdmicas y vidrios. Las fuentes
de selenio de origen natural tales como las emisiones
volcdnicas y procedentes de animales, sedimentos y ﬁlantas
son de menor importancia. La concentracidén de dimetilselenio

!

25



Introduccion.

en el aire es de 1 ng m™® [Jiang, 1983]. Dimetilselenio y
dimetildiselenio son los principales compuestos procedentes
de suelos, sedimentos de lago, lodos y aguas residuales con
actividad microbiolégica [Reamer y Zoller, 1980; Peterson,
1987].

Agua: la mayor fuente de contaminacidén de selenio en el
agua, incluyendo 1los océanos son los desechos urbanos,
productos de la combustién de carbén vegetal y de fundicidn
de metales no férricos. El1 aporte antropogénico de selenio a
la biosfera se estima en 79000 toneladas por ano [Nriagu y
Pacyna,1988]. La concentracidén de selenio en aguas suele ser
siempre inferior a 10 ug L™. Recientemente se ha visto el
impacto que puede producir en las especies presentes la
lluvia &cida [Mushak, 1985], va que una alteracién en 1la
acidez puede producir un cambic en los procesos de
biotransformacién. Valores bajos de pH en suelos producen
una disminucién de la disponibilidad de selenio. En presencia
de hierro, el selenio precipita como selenito férrico
insoluble en agua a pH inferior a 7, mientras que a altos pH
los selenitos pueden oxidarse a seleniatos solubles,
incrementando la concentracién de éste en agua de 10 a
400 pg L™ [Glover, et al, 1979; Newland, 1982].

La concentracién de selenio, en aguas procedentes de la
industria en procesos relacionados con el selenio, es de 14
4g L™ [Newland, 1982]. Los niveles en agua potable oscilan
entre 0.02-1 ug L™ [Bennet, 1983; Einbrodt y Michaels, 1984].
La concentracién de selenio en agua de mar es generalmente
baja (4-30 ng L™ en la superficie y 60-120 ng L™ en la
profundidad para selenito y seleniato respectivamente)
[Bruland, 1983]. Alrededor de unas 8000 toneladas de selenio
se vierten anualmente en el mar [Newland, 1982; Merian,
1985].
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Se ha comprobado que la adicién de selenito séﬁico a
aguas de lagos interacciona en el metabolismo del mercurio,
limitando la disponibilidad de éste sobre organismos marinos.

Suelo: La distribucién de selenio en el suelo bs muy
variable oscila de 0.1 pg g*, en zonas deficitarias de
selenio, a 1 mg g*' en 2zonas seleniferas. E1l selenﬁo, en
suelos acidos, se encuentra en forma de selenito férrico de
muy baja solubilidad, lo que disminuye la disponibilidad del
elemento para la vegetacién [Shamberger, 1986]. for el
contrario en suelos alcalinos, el selenio se encueﬂtra en
forma de seleniatos solubles, que puede ser absorbido por las
plantas {[Bennet, 1983, EPA 1986]. La Tabla V reshme la
distribucién de 1las distintas especies de selenio? en el
suelo. La Tabla VI muestra alguno de los contenidos en
muestras medioambientales y de alimentos. |

!

Tabla V. Distribucién de especies de selenio enllos

4
i

suelos.

Alta densidad electrénica Baja densidad electrénica
Elevada acidez Elevada alcalinidad
get" 5e Se(IV) Se(vI)
seleniuros, H,Se, formas alotrépicas de selenitos, H,Se0, seleniatos. H,5e0
CuSe, pKs=4 selenio elemental, PK;=2,5 P78, se PKy=2, CaSe0, pRs=3,

insoluble en agua adsorbe en §e203 xH,0 ;
no se adsorbe en
Pe,0,%8,0
Compuestos orgénicos de selenio ' |
-H,C-Se~CH,- ~H,C-5~5e~CH,- ~H,C-5-50~CH,~
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I.2.3.- IMPORTANCIA BIOLOGICA ) 4 BIOTRANSFORMACIONES
AMBIENTALES DEL SELENIO.

El selenio se considera esencial desde 1957 para muchas
especies, incluyendo la humana. La deficiencia en la dieta,
puede ocasionar graves enfermedades, ya gque Jjuega un
importante papel en la actividad de la enzima glutationa

peroxidasa, y en otras selenoproteinas.

Tabla VI.— Distribucidén de selenio en muestras

medioambientales y alimentos.

0.1 a 400 pq L1, .
Aquas subterréneas alcanzan cenceptraciones > 6000 ug L
de bebida: 0.1 a 100 g L’ -1 {Fishein, 1984]

Atnésfera 1ng 1] aunentando con el consumo de combustibles [Rarkin, J.M.,

1976]
en las proximidades de las fdbricas de Cu puede 1llegar a 500 ng L -1,

Suelos 0.1-0.4 ng Kg 1, dependiendo mucho del pais
[Prost; Duchaigne, 1978; Ivengar et al, 1978]
40-80 mg Kg~! en suelos seleniferos.

Minerales 30-900 ng Kg"l en rocas seleniferas [Naft, 1989]
1-13 nq Kq en carbén
3-30000 ng Kq en piritas

Alinentos Leche materna 0.007-0.0033 ng 1 [Morris et al, 1970]
T6 < 0.07 ng Kg't.

Café < 0.09 ng Kg'l.

Cereales 0.01-0.26 ng F

Harima 0.007-1.3 ng Kq [Souci et al, 1986].
Arrez 0,13-0.71 ng Kg [Souci et al, 1986]
Patatas < 0.05 ng kg °. b

Champifiones 0.01-0.02 mg Kq

< 20 ng Kg "1 en nateria seca.

Fruta y verdura < 0.01 ng Kg -,

Carne: 0.1 ng Kg (pollo) y 1.9 ng Kg 1 {cerdo)
Pescado 0.4-0.7 mg Kq

Combustibles fésiles | carbén 0.47-8.1 ug Kq’l {Raptls §.E., 1983]
petréleo 2,4-7,5 ng Kq [Wilber, 1980. Ivengar et al, 1978;
Kut, 1981; Turekian et al, 1961]
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A bajas concentraciones el selenio es antioxidanﬁe. Esta
propiedad es la que le hace protector de la ﬁembrana
citoplasmdtica de 1las 1lipoproteinas en 1los ﬂrocesos
carcinogénicos. i

La necesidad de selenio en la dieta humana depénde del
contenido en vitamina E del organismo ya que suple 1la
actividad de esta vitamina [Haguenor, J.M. 1982]. En deneral,
el contenido necesario estd en el intervalo de 0.1 4 0.3 mg
Kg™. En 1972, se propusieron algunos niveles recoméndables
en el suero humano (10-40 mg L™*.) [Lakin, H.W. et al, 1973]
y en la orina (0,1 ug L*.) [Rotruck, J.t. et al, 1973]. La
deficiencia de selenio produce degeneracién en el higado,
pancreas, corazén, estémago y rinén, esclerosis miltiple,

cistitis, hepatitis, céncer, etc.

El mecanismoc de proteccidén de las membranas cqiulares
ante la oxidacién tiene lugar mediante la formacién de 1la
enzima glutationa peroxidasa gque destruye los peréxidds. Esta
enzima juega un papel parecido al de la vitamina E, #a cual
puede compensar la deficiencia de Se y viceversa. Ambos
antioxidantes retardan los procesos degradativos éomo la
carcinogénesis [Rotruck et al, 1973; Hafeman, 19?4]. El
selenio interacciona con otros metales, como por ejemplo el
Hg y €d, disminuyendo la toxicidad de los mismos :en los
animales [Allaway, 1973; Gauther et al, 1972]. En fbrma de
selenotionina, actda comc dador de metilo al DNA, (RNA, y
proteinas [Craddock, 1972]. 5

En los 1dltimos afos se ha barajado la posibil%dad de
relacionar el selenioc con la inhibicién del céncer, ya que
los niveles de éste en los tejidos humanos es mayor|en las
personas sanas ue en las dque padecen cancer [Raie,;R.M. Yy
Smith, H, 1979]. Estudios recientes sugieren dJque 1la
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mortalidad por cédncer decrece cuando los contenidos de
selenio en la dieta aumentan al doble de la cantidad normal
(150-350 mg Kg.).

Las formas mds elementales de selenio orgdnico que se
han encontrado en 1los organismos vivos y ©plantas,
andlogamente a las de los compuestos biolégicos de azufre,
forman parte de las proteinas y acompahan a numerosos
compuestos orgdnicos. Son fundamentalmente, la selenocoenzima
A, el trimetilselenio (TMeSe), la selenocistina (SeCys), 1la
selenocisteina, la selenometionina (SeMet), la Selencmetil-
Selenocysteina, y 1la selenometil-selencometionina (SeMe-
SeMET).

La mayoria de los compuestos de selenio son
metabolizados por dos vias principales: reduccién seguida de
metilacién y directa incorporacién a proteinas. La via
reduccidén-metilacién, cuyo mecanismo fue propuesto por
Challenger en 1951 puede verse en la Figura 3, esta
reduccién-metilacién es la responsable de la produccién de
dimetilselenio (DMeSe), el cual se considera como un
metabolito intermedio en su transformacién a trimetilselenio
(TMeSe), metabolito de la orina de baja actividad biolégica,
tanto nutricional como toxicolégica [Kobayashi, I, 1992].

Hoy dia se han propuesto diferentes mecanismos para la
obtencién de dimetilselenio y dimetildiselenio en plantas
tanto de especies no acumuladoras como acumuladoras [Lewis,
1971, 1974, 1976]. Las Figuras 4 y 5 muestran estos
mecanismos.

La selenometionina (SeMET) es un selenoaminodcido
sintetizado a partir de compuestos de selenio inorgdnico. Hoy
dia se sabe que los animales no rumiantes aparentemente no

pueden sintetizarlo. Quimicamente es similar a la metionina,
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por lo gue puede ser incorporado a las proteinas en lugar de
|

ésta [Dauchy, X et al, 1994]). .

i
] lonlizacién Yy
y, o CH,* . o reducclén

H,5e0, =—Pp H+* +:Se — OH — CH,;" 56 e OH _'—i——b

h N ?
o o |

Ac. metanoselénico

O CcH.* O
Ve ’ 7 '
CH, ?SG\: - (CH,).Se ——p {CH,).Se !
o N o dimetilselenlo '

[
!

Figura 3.- Mecanismo de metilacién del selenio por

reduccisén-metilacién [Challenger, 1951]. '

|
La selenocisteina puede identificarse como la espécie de
selenio presente en la enzima glutationa peroxidasa, a pesar
de gue también puede aparecer en otras proteinas animales, y
puede proceder de la transformacién de la selenometionina. En
la selenocisteina el grupo selenol (-SeH), tiene un pKa de
5.2, lo que hace que esté en forma disociada (aniénica;) a pH
fisioldégico. Varias proteinas contienen selenocisteina, como
resultado de una conversién de la selenometionina, que es la
forma quimica esencial de selenio en animales [Kobayaéhi, I,

1992). |

t
Corrientemente, el seleniuroc (H.Se a pH fisiolégigo) , Se
considera como una especie intermedia comin en 1la
transformacién de selenito a selenometionina y

?
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selenocisteina, dimetilselenioc o trimetilselenio (producto
final de destoxificacién, ya que la mayoria de las especies
inorgédnicas son mds todxicas que la mayor parte de las

especies organicas).

asimilacion y
reduccldn a

SeO;* Sedh motliaclén

b

Y CH,SeCH_ CH . . CHCOOHW . g
! CH,*

SeO >
NH,

selonometionina

(CH,),Se + H*

CH,
HO
So"‘CH,C:H,C:lHCOOH >
dimetliselenlo
CH
= NH.,
Semetlii-seolenometionina C‘-‘H;GH,QI:HGOOH

<< ~NH,

homoserina

Figura 4.- Transformacién en plantas de selenio inorgdnico
en dimetilselenio.

En el ser humano, el selenio se transporta
fundamentalmente a través del tracto intestinal, sangre,
higado y otros tejidos. Los procesos de transformacién y
distribucién, dependen de 1la presencia y ausencia de
promotores e inhibidores tales c¢omo dcido ascérbico,
azucares, proteinas, fibra, tipo y grado de procesamiento
alimenticio, asi como la ingestién de ciertas drogas.

Las especies orgdnicas de selenio también se encuentran
presentes en plantas, siendo la selenometionina la forma
orgdnica predominante. El1 mecanismo se cree que consiste en
la reduccién de los sulfatos, previamente absorbidos del
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suelo, a sulfito, incorporacién a la cisteina y posterior
metabolizacién a la metionina, reemplazando al azufre. En
muchos casos, los compuestos de selenio son transformédos por
plantas y algas a formas volédtiles (DMeSe, DMeDSe, f DESe),
como mecanismo de defensa frente a la toxicidad [Dauchy, X et

al. 19947]. :
|

)
;

i

S, ?* HOOC-CH-CH.-CH,-Se-CH,-CH-COOH
> i | I
Se0,* Aslmilaclén y NH, NH,
reducciédn a :
Sea(li) Selenociastationina

|
CH,SeCH,CHCOOH ___ _, c“sf":Ha":HCOQH
|
NH, o NH. |

So-metilsalenccliatelna
selendxido

$ CH,SeSeCH,

'
|
i
1
.
|

dimetildiselenio

|

Figura 5.— Transformacién de selenio en especies
i
acumuladoras. i

I.2.4. TOXICIDAD DEL SELENIO Y SUS ESPECIES.

Alguno de los efectos mutagénicos debidos al selehio son
los siguientes: :
- En 1856 se observéd en caballos, la aparicién ae una
enfermedad desconocida, la cual se atribuyé en 1934 a la alta
concentracidn de selenio en el forraije [ Dickson y Tomiinson,
1967]. i
- En los anos 60, en China, se detectdé en la poblacién humana
una enfermedad endémica manifestada por pérdida de}pelo Yy
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ufas, irritacién de la piel y los ojos, y debilidad de los
dientes. Este mal se atribuyé a un alto contenido de selenio

en el maiz.

La toxicidad del selenio depende de muchos factores,
como por ejemplo: forma quimica, especie animal de que se

trate, edad, sexo, forma de entrada en el organismo, pH, etc.

La toxicidad del selenio soluble depende de la forma de
transporte de los iones y moléculas a través de las membranas
biolégicas, por ejemplo, las especies lipofilicas son muy
téxicas porque pueden difundir muy rdpidamente a través de
las biomembranas [Morrison et al, 1989], por ello en general
puede decirse gue las formas orgdnicas del selenioc son mucho
més toxicas que las inorgdnicas (unas 500 veces), y dentro de
éstas dltimas, son mds toxicos los selenitos que los
seleniatos. Se observa que en ocasiones la proteccidén contra
las especies téxicas de selenio se consigue sustituyendo

éstas por las correspondientes de azufre.

Si bien ya hemos visto gque el selenio previene la
toxicidad de otros metales tales como Hg 6 Cd, mediante un
efecto andlogo, algunos metales previenen la toxicidad del
selenio. Por ejemplo la plata o el cobre, en cantidad de 1000
mg g en la comida previene la mortalidad debida a altos
contenidos de selenio [Measures y Burton, 1978)]. Frost
publicé qgque el As (arsenito y arseniato) modifica 1la
toxicidad del selenio por formacién de un complejo de As*-Se~.

La composicién global de la dieta juega un papel muy
importante, ya que el selenioc es menos téxico en matrices
lipoprotéicas que junto con carbohidratos [Massee, et al,
197717.

Los sintomas tipicos de intoxicacidén de selenio son:
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infeccidén o irritacién ocular y nasal, irritabilidad, vémitos

Y mhmareos, problemas respiratorios y pulmonares,’' dafios
oculares y cutdneos, caries, aumento en la frecuencia de
abortos, problemas cardiovasculares‘y céancer [Morisonfet al,
1989]. ;
Los signos de toxicidad intracelulares [Morisoniet al,
1989] son: deformaciones estructurales, reduccién:de la
divisién celular, alteraciones de la fotosiﬁtesis,
alteraciones del transporte electrénico en la célula y en la
produccién de ATP; inhibicién de actuacién de los sistemas
enzimaticos. Tanto el selenito como el seleniato son ?gentes
mutdgenicos [Noda et al, 1979],. Asi por ejemplo estd
demostrado que el selenito causa dafios en el DNA [Naﬁamuro,
et al, 1976]. i
Las células pueden prevenir la toxicidad de los metales
por formacién de uniones metal-proteina. En el caso del
selenio, la detoxificacién proteinica mejor documenﬁada es
selenio-cisteina [Nevo et al, 1984; Rainbow, 1985]. La
produccién de este conmplejo da idea del grado de expésicién
a la toxicidad del metal. i
Se ha visto qgue tanto el seleniato sédico cbmo la
vitamina E reducen el numero de tumores en ratones
[ Shamberger, 1970]. Ademds el selenio puede inhibir tanto la
fase de iniciacién como la de progreso de las carcinogénesis,
hasta tal punto gue la maxima inhibicién de los tumores se
logra con ingestiones continuas de selenio (C. Ip, "Cancer
Res", 1981}. i
J
El selenio en el hombre tiene efectos carcinogénicos en
piel, higado, pecho y colon, siendo los de pecho y colon los
de mayor relevancia por ser causados por la peroxidacién de

i
las grasas. |
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Algunos de los limites de concentracién de selenio
establecidos son los siguientes [Wilber, 1980]: los niveles
esenciales en forrajes animales son de 3-4 ng g* y en dietas
humanas de 0,01-0,1 ng g™. Los niveles maximos son 4-35 mg
para nifcs y 60-300 mg dia™ para adultos, siendo el
agua la que aporta del 1~6% de la dosis diaria. lLas normas

dia™®

legales para los niveles de selenio en algunas muestras son
las siguientes:
- Aire: compuestos de selenio <0,1-0,2 mg L™.
H,Se <0,05 mL L*. [Wilber, 1980]
- Agua de bebida <8-10 mg L™
- Orina < 100 ug L™.
- Suero < 91+ 7 ug L™.
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CAPITULO II.- REVISION BIBLIOGRAFICA Y EVALUACION DE LOS
METODOS DE DETERMINACION DE ESPECIES METALICAS DEL SELENIO
EN MUESTRAS MEDIO AMBIENTALES.

11.1.-TRCNICAS ACOPLADAS PARA LA DETERMINACION DE BSPECIRS METALICAS BN BL HBDIb AMBIENTR.

I1.1.1.-Técnicas acopladas vsando preconcentracxon en linea.
I1.1.2.-Generacién de hidruros, atrapamiento criogénico con detectores atomlcos
I1.1.3.-Acoplamiento con cromatograf1a liguida.

I1.2.-MRT0DOS ANALTICOS Y PRINCIPALES TECHICAS ACOPLADAS BN LA BSPRCIACION DEL!SELENIO.
f

I1.2.1.-Métodos fluorimétricos. ;
I1.2.2.-Bspectroscopia de absorcidn atémica con cdmara de grafito. i
I1.2.3.-Métodos electroquimicos.

I1.2.4.-Andlisis por activacibn neutrénica.

I1.2.5.-Acoplaniento generacién de hidruros con detectores atémicos 6 ma31cos
IT.2.6.-Cromatografia de llquldos de alta resolucién,

I1.2.7. Acoplamiento cromatografia de gases-detectores atémicos.

|

11.3.-BIBLIOGRAFIA, |

i

II.1.- LAS TECNICAS ACOPLADAS PARA LA DETERMINACION DR

ESPECIES METALICAS EN EL MEDIO AMBIENTE. ;
El concepto de especiacién se utilizd por primera vez en
1945 para el estudio de log ciclos biogeoquimicos @e los
elementos traza en el agua de mar [Golberg, 1954]}. Florence
en 1982 definid especiacién como: "la determinacién de la
concentracidén de las formas fisico-quimicas individuales de
un elemento en una muestra, que todas juntas constitdyen su
concentracién total". En la actualidad en lugar de
especiacién, se recomienda el uso de "determinacidén de
especies" para referirse a este concepto. '
La determinacidn de especies quimicas a nivel de ultra-
traza en muestras medioambientales, requiere ademds del uso
de técnicas de separacién acopladas a detectores adecuados,
un protocolo de tratamiento de muestra que garantice los

siguientes aspectos: - Muestreo libre de contaminacién.
!
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- Estabilidad de las distintas especies quimicas durante la
conservacidn de la muestra evitando metilaciones,
degradaciones, contaminaciones ¢ pérdidas por volatilidad de
algunas especies organometdlicas de interés. - Finalmente el
tratamiento de la muestra debe asegurar la inalterabilidad de
las especies metdlicas u organometalicas de la muestra.

El acoplamiento de técnicas de separacidn con detectores
de alta sensibilidad, como los atdmicos, se inicié para dar
respuesta a la necesidad de determinar y cuantificar las
distintas especies organometélicas existentes en el medio
ambiente. En 1966 se conectd por primera vez la salida de un
cromatdgrafo de gases al nebulizador de un espectrofotdmetro
de absorcidn atdmica para la determinacidn de especies
alquiladas de plomo en la gascolina [Kolb y col, 1966]; desde
entonces, el empleo de estos acoplamientos para la
determinacidén de especies metdlicas ha crecido de forma
espectacular.

Actualmente los acoplamientos mas usuales para el
andlisis de muestras medicambientales utilizan como gistema
detector la espectroscopia atémica. Los sistemas FI, 1la
generaciédn de hidruros con acoplamiento criogénico y los
tdndem cromatdgrafos-detectores atémicos han contribuido
extraordinariamente al desarrollo de la especiacién en este
tipo de muestras (Figura 6).

II.1.1 TECNICAS ACOPLADAS USANDO PRECONCENTRACION EN LINEA.

La técnica de generacidén de hidruros constituye una
forma Util de separar el analito de la matriz a la vez que
proporciona wuna posible preconcentracién del analito,
disminuyendo considerablemente los limites de deteccidn, bien
en su forma discontinua ("batch"), continua & utilizando un
sistema de inyeccidén en flujo (FI).
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Separacién Deteccion -
* FAAS ‘
FIA, ;
HPLC ,
GFAAS
HG-CT-GC QFAAS
ICP-AES
GC, CGC
- ICP-MS

]
Figura 6.— Combinacién de diversa técnicas de separacién
con distintas técnicas de determinacidn.

El empleo de soportes sdélidos acoplados en 1linea
mediante el sistema FI al sistema detector, permite rebajar
extraordinariamente los limites de deteccién y por tanto
abordar la especiacién de elementos en nuestras
medioambientales. La gran afinidad de la alumina por especies
tanto catidnicas como aniénicas la hace apta pﬁra la
preconcentracién y separacién de aniones y cationes metdlicos
tales como Cr(III)/ Cr(VI) [Cox y col, 1985], Sb(V) y Sb(III)
[Smichowski y col, 1994a y b], Pt [Cantarero y col, 1994;
Hidalgo y col, 1995]. El acoplamiento de la preconcentracién
en linea en soportes guelatantes con la espectroscopia de
absorcién atémica e ICP-MS ha proporcionado limites de
deteccién adecuados para la determinacién de aluminio en
suero sanguineo de enfermos renales [Martin y col, 19Q5]. El
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empleo de aliquat 336 y disodio-l-nitroso-2 hidroxynaftaleno-
3,6-disulfonato inmovilizado sobre silica gel ha
proporcionado limites de deteccién de 4 ug L™ para la
determinacién de Pb por espectroscopia de absorcién atémica
lo que ha posibilitado su determinacidén en aguas naturales
(rio, mar...) [Rodriguez y col, 1994]. El1 empleo de una
microcolumna de algodén sulfhidrilo, permite la
preconcentracién y diferenciacién de mercurio inorgénico y
metilmercurio [Cox y col, 1992] y Ag [Gémez y col, 1995].

Una de las ventajas que ofrece la preconcentracién en
columnas, y que se estd estudiando en la actualidad, es la
posibilidad del muestreo "in situ" con posterior elucién y
determinacién en el laboratorio, obviando asi los problemas
de falta de estabilidad, contaminacién y pérdidas de analito,
al mismo tiempo que se facilita el transporte y
almacenamiento de las muestras. La muestra se fija en su
origen en el soporte sélido que con frecuencia es una pequeiia
columna de dimensiones entre los 5-10 cm de longitud y 1-2 mm
de didmetro interno. La columna se inserta posteriormente en
linea con la técnica de deteccidén y se eluyen selectivamente
los analitos.

IX.1.2 GENERACION DE HIDRUROS CON ATRAPAMIENTO CRIOGENICO Y
DETECCION CON TECNICAS ATOMICAS.

Debido a la simplicidad y alta sensibilidad que ofrece,
esta forma de acoplamiento, utilizada por primera vez en 1975
para la determinacién de las formas metiladas de selenio en
aguas mediocambientales, estd siendo utilizada para 1la
determinacién de elementos metdlicos, capaces de formar con
NaBH, los hidruros tanto de sus formas inorgdnicas como de
sus formas alquiladas (As, Bi, Sb, Se, Sn, Hg, Ge y Te)
[Chau, vy col, 1975].
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El esquema bdsico que se sigue en este acoplamiento es
el siguiente: - Separacién del analito de interéé de 1la
matriz que le acompafia mediante generacidén de hidrdros (en
las condiciones propias de cada elemento); preconceﬂtracién
(50-100 veces) sobre una pequefia columna cromatogrdafica (no
polar, metilsilicona) sumergida en nitrégeno quuido;
separacién de las distintas especies segin su punto de
ebullicién por calentamiento controlado de 1la colﬁmna; y
finalmente deteccién de las distintas especies, utilizando
como sistema final de deteccidén 1la espectroscobia de
absorcién atémica (AAS), la fotometria de llama (FPD) 6 la
espectroscopia de fluorescencia atdémica (AFS). Esta dltima es
la preferida por su alta sensibilidad para la determinacisn
de mercurio inorgdnico y mercurio metilado a nivel de
piccgramos en muestras medicambientales [Bloom, 1989; Donard,
y Martin, 1992]. |

La cromatografia de gases ha sido principalmente
utilizada para la determinacidén de compuestos organopliimbicos
y organoestdnnicos, los cuales reaccionan con los reactivos
de Grignard formando compuestos tetraalgquilados volétiles,
aptos para ser separados por cromatografia de gases (GC).
Posteriormente, 1los compuestos voldtiles formados se
concentran mediante una corriente de nitrégenc, se disuelven
en la menor cantidad posible de disolvente y se inyeétan en
el cromatdégrafo de gases. ?

Con el fin de evitar errores por pérdida 6 contaminacién
de la muestra en el pretratamiento, algunos autores proponen
realizar la derivatizacién (reaccién con NaBH, 6 NaBEt,), en
el extremo superior de la columna cromatografica formidndose
el hidruro ¢ el derivado etilado que posteriormehte es
separado en la columna cromatogrdfica. La nuestra antes de
ser inyectada se pasa por una microcolumna que contiene NaBH,
6 NaBEt, [Clark y col, 1987; Ashby y col, 1988].

1

\

!
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II.1.3 ACOPLAMIENTO CON CROMATOGRAFiA LIQUIDA-DETECTORES
ATOMICOS.

La cromatografia de liquidos permite la separacién de un
gran numero de especies organometdlicas, debido a la gran
variedad de columnas que existen en el mercade (adsorcién,
intercambio iénico-catiénico y aniénico-, permeacién gel,
fase reversa); sin embargo, es necesario acoplar el
cromatégrafo a detectores suficientemente sensibles que hagan
posible la determinacién de los compuestos a las
concentraciones presentes en las muestras medioambientales

(ug L™, o ng L7).

El acoplamiento de 1la cromatografia liquida con
detectores atémicos presenta dificultades debido a: i)- Las
diferencias entre los flujos de elucidén cromatogrdfica y de
nebulizacién del sistema atémico. Si el flujo de elucidn es
menor al de nebulizacién, es preciso el uso de un flujo
auxiliar lo que proporciona una dilucién de la muestra; el
caso inverso, flujo de elucién mayor al de nebulizacién,
proporciona un enfriamiento de la llama 6 extincién del
plasma en su caso. ii)- Las fases méviles orgdnicas presentan
grandes interferencias en los sistemas de deteccidn atémicos
(altos fondos, inestabilidad de llamas © plasma...), lo que
obliga al uso de correctores de deuterio o Zeeman en el caso

de la espectroscopia de absorcién atédmica.

Los compuestos organcestdnnicos y organomercuricos
pueden ser separados por HPLC, convertidos en volatiles
mediante 1la generacién de hidruros vy posteriormente
detectados por absorcién atémica [Burns y col, 1981].

Los diferentes compuestos organoarsenicales

(arsenococlina (AC), arsencbetaina (AB), arsenito (As(III)),
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dcido dimetilarsinico (DMA), dcido monometilarsénico (ﬁMA) Y
arseniato (As(V))), se separan en una columna anidénica
(Hamilton PRP-X-100) y posteriormente se detectan por ICP-MS
al nivel de pug L™ [Lamotte y col, 1992}. La determiﬁacién
de estas especies mediante HG~AAS requiere la transformacién
de la arsenobetaina y arsenocolina en especies formado;as de
hidruros, mediante una fotooxidacién, utilizando una lémpara
de ultra-violeta y persulfato potdsico como medio oxidante.
Esta fotooxidacién se acopla en linea post—columnajen el
sistema HPLC-UV-~HG-ICP-AES [Rubio y col, 1993a; Rubio y col,
1993b]. La termooxidacién de la AB y AC puede asimismo
realizarse con persulfato potasico en medio basicd COmo
oxidante en un bafio de grafito a 140°C como fuente de calor
¢ bien un horno microondas [Lépez y col, 1993, 19924]. Este
método se ha aplicado a la determinacién de las seis especies
mencionadas de arsénico en extractos de pescado, sedimentos,
agua mineral, agua de mar y agua residual; alcanzando para
todas las especies limites de deteccién inferiores a 1 ng
{volumen de inyeccidén 100 uL) !

El acoplamiento de 1la cromatografia ligquida ,éon la
espectroscopia de absorcién atémica con camara de grafito
(GFAAS) es complicada debido a que esta udltima es una técnica
de deteccién discontinua, mientras gque 1la primera es
continua. Esta dificultad puede obviarse utilizando un
recolector de fracciones que de forma automdtica las inyecta
en la cdmara de grafito. Este acoplamiento se empled en la
determinacién de compuestos de arsénico y estafio [Brinckman
y col, 1980; Pinel y col, 1984]. I

i

[}
‘
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II.2- METODOS ANALITICOS Y PRINCIPALES TECNICAS ACOPLADAS
EN LA ESPECIACION DEL SELENIO.

En los dltimos afios ha habido un gran auge Ten la
bisqueda de métodos gque permitan la determinacidn ﬁe las
distintas especies de selenio presentes en muestras
mediocambientales. Sin embargo, hoy por hoy la gran parte de
los métodos desarrollados se basan en la determinac?én del

contenido total de este analito.

El escaso mimeroc de publicaciones referidas a 1la
determinacién de especies de selenio, se debe a la falta de
métodos que permitan la separacién y deteccién de estas
especies a bajas concentraciones. Paralelamente, la ausencia
de materiales de referencia, con valores certificados;de las
distintas especies de selenio ha hecho muy difi?il la
validacién de los métodos existentes. !

II.2.1.- METODOS FLUORIMETRICOS

El Se{IV) es la unica especie de selenio capaz de formar
especies fluorescentes y por tanto de ser detectada por
nétodos fluorimétricos; sin embargo, la determinacién de las
otras especies de selenio mediante esta técnica ha sido
ampliamente estudiada y se basa en la transformacién de las
diferentes especies en Se(IV). {

El Se(IV) se compleja con 2,3 diaminonaftaleno (DAN)
formando el complejo fluorescente, 4,5 benzopiazoselehol, el
se extrae en ciclohexano. Con el fin de rebajar el limite de
deteccién puede realizarse en primer lugar, una
preconcentracién del analito por formacién del complejo de
Se(IV) con 1-pirrolidinditio-carbamato aménico a pH= 4.2, y
posterior extraccién en cloroformo. E1 Se(IV) se reextrae en
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dcido nitrico y se hace reaccionar con el 2,3
diaminonaftaleno, formando el complejo fluorescente
anteriormente citado [Parker y Harvey, 1962; Cukor y Lott,
1965; Sugimura y Suzuki, 1976; 1977}].

Takayanagi aplicé esta técnica a la determinacidén de las
distintas especies de selenio (Se(IV), Se(VI), selenio
orgdnico, selenio coloidal (orgdnico e inorgénico)), en
muestras marinas [Takayanagi, y col, 1983; 1984; 1985a;
1985b; 19891. La separacién del selenio coloidal (inorganico
y organico) y del selenio disuelto (inorgdnice y orgdnico) se
realiza filtrando la muestra a través de un filtro de 1,2 nm
de tamafiio de poro. En una alicuota de cada una de las dos
porciones resultantes se determina Se(IV) por adicién de 1-
pirrolidinditiocarbamato aménico y DAN, como se mencioné
anteriormente. Otras dos alicuotas de selenio coloidal y no
coloidal se tratan individualmente con HCl 6 mol L™ y se
mantienen 20 minutos en un bafc de agua caliente para reducir
el Se(VI}) a Se(IV); cuando el selenio de la muestra ha sido
reducido, se realiza el proceso anteriormente explicado. Se
determina el Se inorgdnico (total) pudiendo evaluar el
contenido en Se(VI) por diferencia.

Se(VI)= Se(total)- Se(IV).

El Se organico se determinard por diferencia entre el Se
total y el selenio inorgdnico. Para determinar Se total se
someten las dos alicuotas (coloidal y no coloidal) a una
radiacién UV (lampara de Hg 1200 W) durante 5 horas
utilizando peréxido de hidrégeno, COmo oxidante.
Posteriormente el selenio inorgdnico (formado) se reduce a
Se(IV), el cual reacciona con 1l-pirrolidinditiocarbamato
aménico y posteriormente con el DAN. De esta forma se obtiene
el contenido en selenio orgdnico por diferencia:
Se(orgédnico)= Se(total, después de la radiacidén)- Se(inor).
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II.2.2.~ ESPECTROSCOPfA DE ABSORCION ATOMICA CON cAmusz DE
GRAFITO. i

La espectroscopia de absorcién atémica con atomiéacién
electrotérmica 6 cdmara de grafito (ETAAS & GFAAS) es una
técnica muy utilizada en la determinacién de Se en nmuestras
medio-ambientales debido a su gran sensibilidad y; a la
pegquena cantidad de muestra requerida. Sin embargo, no es una
técnica adecuada para la determinacién de especies, debido a
que esta técnica determina la cantidad total de selenio. Para
la cuantificacién de las distintas especies, se hace
necesario un tratamiento previo a la muestra que permita la
separacién de las mismas ya sea mediante una reaccién
selectiva de las especies seguido de extraccidén, retencién
especifica de las especies sobre soportes sdélidos, etc.

El pirrolidinditiocarbamato aménico (APDCf, el
dietilditio-carbamato (DDTC) y la ditizona en disolventes
orgdnicos tales como cloroformo (Cl,CH), tetraclorﬁro de
carbono (Cl,C), ©6 metil-isobutilcetona (MIBK) sén los
reactivos mds frecuentes para la extraccién de !Se{IV)
[Kamada y col, 1978; 1980; Chan-Huan y col, 1984; Kuhnath V'
cel, 1981; Kyohisa y Suzuki, 1980]. La mezcla APDC—Clst-Cl.C
permite la extraccién selectiva de Se(IV) en un intervalo de
acidez grande (HC1 5 mol L™ - pH=7) [Chan-Huan, 1984]. la
mezcla APDC-MIBK extrae selectivamente el Se(IV) en un
intervalo de pH= 3.5-5 [Kunnath y col, 1981]. Otro reactivo
que se utiliza para la reaccién especifica del Se(IV) es el
4-cloro-1,2~-diaminobenceno [Néve y col, 1980].

!

i
v

El Se(IV), asi extraido, se determina por inyeccién
directa del extracto en la cdmara de grafito. El Se(VI) se
reduce previamente a Se(IV) con 4% TiCl, [Chan-HuanJy col,
19841, peréxido de hidrégeno (H,0.) {Néve y col, 1980] 6 HC1,

i
.
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siendo este ultimo el reductor mds utilizado. La reduccién
cuantitativa de Se(VI) a Se(IV) con HCl, se realiza por
calentamiento en wun bano de agua caliente durante 15-20
minutos en HCl 4-6 mol L* [Kunnath y col, 1981; Néve y col,
1980]. El selenio total, convertido en Se(1V), se extrae con
los reactivos apropiados y se introduce en la cédmara de
grafito para su determinacién. El1 Se(VI) se calcula por
diferencia entre Se(total) y Se(IV). El error asociado a la
determinacién indirecta del Se(VI} es usualmente grande.

Los modificadores de matriz mds utilizados en horno de
grafito (GFAAS) son Cu, Mg, Ni, Pd, Pt, o mezclas de estos
elementos, que reducen la volatilidad del selenio en la etapa
de mnineralizacién, por formacidén de complejos como CuSe,
NiSe, etc. Los limites de deteccién obtenidos en todos los
casos son inferiores a 1 ug L™ y la precisién del 5% [Kunnath
y col, 1981]. Estos modificadores se han aplicado a la
determinacién de Se(IV) y Se(VI) en aguas de rio, mar y

residuales.

El empleo de soportes sélidos que permitan eluir
selectivamente el Se(IV) y/o el Se(VI) es otro procedimiento
para la especiacién de ambos grados de oxidacién
[Muangnocharoen y col, 1988]. El1 Se(VI) se retiene en una
resina de intercambio aniénico (Ag-1X8) en medio HC1l 0.05 mol
L™ mientras que el Se(IV) se eluye. Posteriormente, el Se(VI)
se eluye de la columna con 30 mL de HCl1l 0.3 mol L. Las
distintas fracciones son analizadas por GFAAS y se determina
independientemente Se(IV) y Se(VI). Este método se ha
aplicado a muestras de aire, adsorbiéndose el selenio sobre
una columna que contiene bolitas de cuarzo recubiertas de oro
(gold-coated quartz beads). El selenio adsorbido se desorbe
con dcido nitrico 3 mol L. E1 1limite de deteccién
es 0.03 ng m.
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II.2.3.—- METODOS ELECTROQUIMICOS.

Los métodos electroquimicos mds utilizados ‘en 1la
determinacién de especies de selenio en aguas son: 1la
polarografia diferencial de impulsos (DPP) y la polardgrafia
de redisolucién catédica por diferencia de impulsos (DPCSV).
Al igual gue los métodos fluorimétricos y la generacién de
hidruros, la unica especie de selenio capaz de reducirse en
el electrodo es el Se(IV); por tanto la aplicacién deljmétodo
a otras especies, requiere una etapa previa de transfofmacién
a Se(IV), de todas las especies de selenio presente en la

nuestra. Las reaccion electroquimica se reduccién es:
Se'* + Hg + 4 @ ———cwm—= > HgSe (formacidén de pelfcula).

. . . ) !
Esta reaccién es irreversible, apareciendo una pelicula
de HgSe scbre la superficie del electrodo. El1 HgSe formado

puede redisolverse catédicamente por un proceso reversible:

HgSe + 2H' + 2 <z=—=———m————=- > Hg + H,Se.

Alam y col en 1976, determinaron Se(IV) en medio HCl y
HC1l0O, de esta forma, con un limite de deteccidén de 10 ug L.
Si sobre el electrodo se acumula el analito entre 2-12 min,
los limites de deteccién se rebajan a 2 y 0.1 ug L™
respectivamente. La interferencia de Pb(II)} se puede elimina
por adicidén de EDTA.

En 1980, Howard y col aplicaron 1la polaroérafia
diferencial de impulsos (DPP) a la determinacién de Se(IV) en
aguas naturales de estuario y de mar. El limite de detéccién
alcanzado fue 0.4 pg L™; las interferencias debidas a 1la
presencia de Cr(vi), Cu(II), Mo(VI), Ni(II), Zn(IIX), Te(IV)

y V(V) se eliminaron pasando la muestra por una resina
1
|
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Chelex-100.

Campanella y col en 1987, utilizaron dos métodos
electroquimicos (DPP y DPCSV) para la determinacion de
especies de selenio. La muestra se filtra para separar dos
fases (soluble e insoluble) y 1la parte insoluble se
mineralizé por via hiimeda. Posteriormente, la muestra se
somete a una radiacién UV para descomponer la selenourea
presente en la muestra, y posteriormente se pasa por una
resina Chelex-100 con el fin de eliminar posibles
interferencias. El Se(IV) se determiné directamente por DPP
y DPCSV. Otra alicuota de la muestra se trata con HCl y calor
para reducir el Se(VI) a Se(IV), y se analiza por DPP y
DPCSV. E1 Se(VI) se calcula como diferencia entre Se(total)
y Se(IV). Los limites de deteccién alcanzados fueron de
10 pg L™ para DPP y 0.04 ug L™ para DPCSV.

Recientemente, Bryce y col (1995) han propuesto un
método de polarografia de redisolucidén catédica con inyeccidn
en flujo (FICSV), para la determinacién de Se(IV), Se(total)
Yy Se(VI). En el sistema de inyeccién en flujo (FI) se
introduce una fina pelicula de mercurio sobre carbdn
vitrificado como electrodo de trabajo, donde se deposita el
Se(IV) para detectarse posteriormente. El Se(VI) se reduce a
Se(IV) por calentamiento en medio HCl. Por ser un método de
inyeccién en flujo (FI) las interferencias debidas a Fe(III),
Zn(II), CdAd(II), Pb(II) y Cu(II) disminuyen. El limite de
deteccién obtenido, 0.5 pg L™, permite la aplicacién del
método a la determinacién de Se(IV) y Se(VI) en aguas.

Potin-Gautier vy col (1995), han estudiado 1la
interferencia de los &dcidos fulvicos en la determinacién de
Se(IV), Se(total) y Se(VI) en suelos y aguas naturales por
DPCSV. Esta interferencia se debe a que los dcidos fiuilvicos

compiten con el Se(IV) en la formacién de compuestos
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mercuricos gque se depositan en el electrodo. En ausencia de
dcidos filvicos el limite de deteccién del método es de
25 ng L™; aumentando hasta 250 mg L™ en presencia de 1 mg L™
de dichos 4cidos. Los resultados obtenidos del presente

método se compararon con HG-QFAAS.

II.2.4. ANALISIS POR ACTIVACION NEUTRONICA. :

La activacién neutrénica (NAA) no es una técnica muy
sensible para la determinacién de especies de selenio en
muestras medioambientales, por lo que su aplicacién a este
analito requiere una preconcentracién previa de la mhestra.
Al igual que 1la mayoria de los métodos atdémicos,
fluorimétricos 6 eléctricos, las especies de selenié deben
ser separadas y reducidas a Se(IV) antes :de su
determinacién. Los isétopos mds utilizados son 7"Se y 7°Se. El
primero proporciona mayor sensibilidad pero tiene una vida
media muy corta (17,5 s). El1 7Se se utiliéa mas
frecuentemente por su larga vida media (120,4 diés) gue

permite la separacidén quimica. '

Massée y col, 1977 y 1981 determinaron Se(IV) y Se(VI)
en agua natural y de mar, obteniendo limites de deteccién 10
#g L. Las principales etapas del método son: 1. reduccién
de Se(VI) a Se(IV) por calentamiento a reflujo de la @uestra
en medio clorhidrico, 2. reduccién a selenio elemental con
dcido ascérbico, 3. adsorcidén del selenio elemental sobre
carbén activo y determinacién por NAA. En el caso de querer
determinar udnicamente Se(IV) la etapa 1 se omite.

En 1981, Orvini y col emplean un método similar al
anterior para 1la determinacién de selenio, disuelto ¥y
coloidal, en aguas contaminadas de rio. La ventaja del método
estriba en la separacién de Se(IV) y Se(VI) en una resina de
intercambio anidénico, hecho que permite la determ:'i.nacién
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diferenciada de ambos grados de oxidacién. Las
concentraciones de selenio encontradas fueron més altas en la

fraccién coloidal.

IT.2.5.— ACOPLAMIENTO GENERACION DE HIDRUROS CON DETECTORES
ATOGMICOS O MASICOS.

La generacién de hidruros acoplada a AAS 6 ICP como
detectores, es la técnica mds usada para la determinacidn de
selenio en muestras medicambientales debido a su alta

sensibilidad y selectividad.

El Se(IV) reacciona con NaBH, como reductor, en medio
dcido formando el H,Se volatil; seguin la reaccién global:

4H,Se0, + 3BH,” + 3H* ——————=mm—m > 4H,Se t + 3H,BO, + 3H,0

El borohidruro sédico (NaBH,), debe ser estabilizado con
hidréxido sédico, para prevenir la hidrélisis de éste. Las
soluciones de borohidruro sédico estabilizadas con hidréxido
sédico al 2% (m/v) se mantienen estables sin perder su
actividad reductora al menos durante 8 semanas [Verlinden y
col, 1980]. La concentracién 6éptima del borohidruro sédico en
sistemas discontinuos ("Batch") oscila entre 3.5-5% (m/v) y
entre 0.2~0.4% (m/v) en sistemas en continuo [Buckley y col,
1992]. Tanto en sistemas continuos como en discontinuos se
utiliza como gas transportador auxiliar helio 6 argdén. El uso
de un gas inerte es de gran importancia para la determinacién
de selenio, debido a la necesidad de desalojar el oxigeno
existente en el camino éptico ya que absorbe a la longitud de
onda del selenio, 196 nm, interfiriendo en la determinacién
de éste.

El hidruro de selenio (H,Se) puede también generarse de
forma termoguimica. En una célula de cuarzo calentada bien
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electrotérmicamente é por una llama, se produce la réaccién
exotérmica entre el H, y el O, introducidos en la célﬁla. El
selenio de la muestra, que previamente ha sido vaporizado
mediante un "thermospray", se introduce en 1la célhla. de
cuarzo libre de la matriz. La reaccién que tiene lugar en la
célula es: [Blais y col, 1991]: |

H + 0Se0  ———————memmeemeem > OH- + SeO- -
Se0" + H, ——————mmmemmmmmeee > HSe  + OH: ’
HSe: + H, =—=———wem—————cem——— > H,Se + H

El hidrégeno (H,) generado a la vez gue lo hﬁce el
hidruro de selenio, actuia como gas transportador del mismo;
sin embargo, un exceso en la formacién de hidrégeno produce
irreproducibilidad en la formacién del hidruro [Verlinden y
col, 1930].

El hidruro asi formado puede atomizarse en:

- una llama de aire-acetileno.

- una célula de cuarzo calentada electrotérmicamente 6

mediante una llama aire-acetileno.

- una cdmara de grafito, que ofrece una buena _
atomizacién de Se y elimina las interferencias de
matriz.

- un ICP 6 ICP-MS.

!

La técnica se ha empleado principalmente para la
determinacién de selenio total en muy distintos tipo de
muestras (fluidos biolégicos, alimentos, aguas...). El hecho
que sélo el Se(IV) es capaz de generar el hidruro hace
necesario una mineralizacién de la muestra, seguida de una
reduccién del analito a Se(IV). %

En las mineralizaciones realizadas en fluidos bio}égicos

se observa una gran dificultad para la descomposicién
|
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cuantitativa de especies como trimetilselenio (TMeSe) vy
selenometionina (SeMet). Verlinden en 1982, propusc como
método méds idéneo la mineralizacién con dcido nitrico y
dcido perclérico en bloque de aluminio con una temperatura
final de 210°C y un tiempo total 2 horas. La reduccidén a
Se(IV) se realiza con HCl 6 mol L™ a 95°C durante 5 minutos.

Welz y Melcher en 1984a propusieron la descomposicion
cuantitativa de TMSe, y SeMet en sangre, suero, eritrocitos
y plasma usando una mezcla de tres dcidos (nitrico, sulfurico
y perclérico) a 310°C en bloques de aluminio. La reduccidn
posterior se realiza con HCl 5 mol L™ a 90°C durante 20
minutos. Este método fue propuesto para un estudio de
intercomparacién promovido por la IUPAC (1987) en el que 13
laboratorios determinaron selenio en suero, sangre y orina
con una desviacién tipica entre laboratorios inferior al 7%).

Chris y col en 1992 propusieron para la determinacién de
Se(total) el empleo de la mezcla de HNO,:H.S0O,:HCl0, (6:3:1)
a 200°C durante toda la noche para la mineralizacién de
sedimentos, hojas de &arboles, langosta, higado y aguas. Los
resultados obtenidos en los andlisis estaban en buena

concordancia con los valores certificados de las muestras.

El Se(VI) se reduce cuantitativamente a Se(IV) con
mezclas como: Cloruro estannoso - ioduro potdsico, cloruro
aménico-dcido clorhidrico; 6 - 4cido clorhidrico; 4&cido
sulfirico. El procedimiento mas empleado y estudiado
actualmente, consiste en calentar una disolucién conteniendo
Se(VI) en un medio de HCl entre 4 y 6 mol L™ durante 10-20

minutos. [Cutter, G.A.; 1978]. La reaccién de reduccién es:
Se0,” + 4 H + 2 Cl° e=mmemmemme e ~ H,Se0, + Cl,t + H,O

La entalpia de formacién es de 116 KJ mol™, indicando
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que la reaccidén es endotérmica [Bye y Lund, 1988].

La generacién del hidruro de selenio (H,Se) Euede
realizarse en discontinuo ("batch"), inyeccién en flujo (FI)
6 de forma continua. La inyeccidon en flujo ofrecg las
ventajas de facilitar la automatizacién del proceso, rapidez,
gasto menor de reactivos y muestras, conocimiento del volumen
exacto de muestra, ausencia de contaminacién en el sistema.
Este acoplamiento FI-HG-AAS, fue empleado en 1985 por Nakata
y col para la determinacién de Se(IV) y Se(VI). (por
diferencia entre Se (total) y Se(IV)) en mate;iales
biolégicos de referencia. Estos autores proponen asi mismo la
reduccién en linea del Se(VI) a Se(IV) utilizando HC1
concentrado. La muestra acidificada, se calienta en un bafio
de agua a 95°C y posteriormente se hace reaccionar éon el
NaBH,, separdndose el H,Se mediante 2 separadores de fases
(gas-l1liquido). La frecuencia de muestreo es de 30 muestras
por hora.

El andlisis por inyeccién en flujo se ha emplead§ para
la determinacién conjunta de Se(IV), As(III y V), Sb(IfI y V)
Bi(III) y Te(IV) en muestras certificadas de harina, ?rroz,
hojas [Yamamoto y col, 1985] asi como para la reduccién en
linea de las interferencias gque presentan otros eleﬁentos
(Pd, Pt:;...), por adicién de teluro, en la determinacidén de
arsénico y selenio [Marshall y van Staden, 1990a y b] .
|
Recientemente, Ornemark y 0lin (1994a y b) propusieron
la preconcentracioén de Se(IV) y Se(VI) en una resina Dowex
1X8 6 en una mezcla de Dowex 1X8 y XAD-8 antes ;de 1la
formacién del hidruro correspondiente. Los factofes de
preconcentracién obtenidos fueron 13 y 20 respectivamente. El
método se aplicé a la determinacién de selenio en aguas
naturales (de bebida, de lago, rio...) consiguiendo limites
de deteccidén del orden de ng L. ;
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La introduccién del hidruro generado en un sistema con
deteccidén ICP-MS, permite rebajar el limite de deteccién a 35
ng L™ y por tanto su aplicacién a sueros y aguas [Quilano
Yy col, 1995]

Mufioz y col en 1995, han propuesto el uso de disolventes
orgdnicos (metanol, etanol, propanol, acetona y acetonitrilo)
para mejorar la sefial de selenio en FI~HG-ICP-MS. La adicién
de estos disolventes reduce la interferencia del ArCl, 7°Ar.,,
2ar.H, que solapan con los isétopos de selenio. El método se
ha aplicado a aguas de mar y los limites de deteccién estan
en el intervalo de ng L™.

El atrapamiento criogénico (CT), es una técnica de
preconcentracién que con frecuencia va asociada a la técnica
de generacién de hidruros asi como para la determinacién de
otras especies voldtiles del selenio, como DMSe y DMDSe
[Ornemark y col, 1992]. El hidruro de selenio (o las especies
voldtiles) previamente desecadas bien sea mediante el uso de
reactivos (NaOH, CaSo,, CaCl,, Mg(Clo,), 6 H,S0,) [Vien y Fry,
1988] © con la ayuda de un bano de hielo seco e isopropanol
fCutter, 1978], se condensan en un tubo sumergido en
nitrégenc liquido. Una vez finalizado el atrapamiento, el
calentamiento progresivo de 1la trampa fria produce 1la
volatilidad selectiva (de acuerdo con sus puntos de
ebullicidn) de las diferentes especies que llegan al detector
de absorcidén atémica 6 ICP arrastrado por el gas inerte
(argén, helio...) [Brooks y col, 1983].

El atrapamiento c¢riogénico puede acoplarse a un
cromatégrafo de gases. Los hidruros de Se, As, Sn y Sb se
condensan en nitrégenc liquido; posteriormente los hidruros
volatilizados son separados por cromatografia de gases y
posteriormente detectados. El limite de deteccién es de 1-
2 ng L.
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|

INTERFERENCIAS.

Las interferencias que presenta la generaciéﬁ del
hidruro de selenio pueden agruparse en tres etapas: 3
1- Durante la generacién del hidruro, por 15
presencia de metales de transicién (Cu, Ni, Pt, Pd,
Ag,...) 6 de otros elementos formadores de hi@ruros
(Sb, Pb, Hg, Te, As,...) ,
2- Después de la generacién del hidruro, debido a
procesos de adsorcién 6 formacidn de complejos.
3- Durante la etapa de atomizacién, debidd a la

presencia de radicales H é6 a un exceso de H..
1

t

Algunos de los elementos de transicién que mdas
interfieren en la generacién del hidruro de selenié son:
Co(II), Cu(II), Ni (II), Pt(IV), PA(II) y Ag(I), siendo el
Cu(II) el que presenta un efecto mds acusado.' Esta
interferencia se debe a la formacién de compuestos e#tables
entre el Se y el metal de transicién (estos elenmentos,
retienen el selenio en la etapa de mineralizacidn cuéndo se
utiliza GFAAS, haciéndolos muy util como modificado%es de
matriz) [Narasaki e Ikeda, 1984; Welz y Melcher, 1984b].
Agterdenbos y Bax (1986) sugirieron que los elemeﬁtos de
transicién descomponen el NaBH,, antes gue se forme el
hidruro de selenio. Esta interferencia se puede disminuir por

adicidn de ioduro que cataliza la formacién del SeH. en

presencia de estos metales. !

:

En 1985, Ikeda redujo la interferencia de Ni(II) y
Cu(II) pasando la muestra por una resina queiatante
(copolimero de estirenco-divinilbenceno conteniendo‘grupos
imino-diacetatos). La columna (5 cm de longitud y 0.8 cm de
didmetro externo) se coloca en linea en el sistema FI de
generacién del hidruro; obteniendo en el caso del Ni(II) y
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del Cu(II) una tolerancia 5000 y 1000 veces mayor a la que
presenta el selenio con estos metales de transicidén. Bye y
col en 1983 disminuyeron la interferencia del cobre afiadiendo
tiourea como agente complejante del cobre, con un
razonamiento andlogo, la adicién de dcido citrico reduce la

interferencia del niquel [Bye y col, 1985].

El nitrito y nitrato interfieren en la determinacidn de
selenio en muestras medioambientales. El1 nitrito reacciona
con el hidruro de selenio y el nitrato compite en la
reduccién del Se(VI) a Se(IV) reduciéndose a nitrito. Estas
interferencias se minimizan mediante la adicién de
sulfanilamida [Cutter, 19831}.

Los compuestos orgdnicos también anulan la senal del
selenio, probablemente debido a la formacidén de un aducto
entre el SeH, y algin compuesto orgdnico que esté en la
muestra. Roden y Tallman en 1982 utilizaron una columna
conteniendo XAD~-8 para eliminar la interferencia de 1los
compuestos orgdnicos gue estdn en la muestra.

I1.2.6.- CROMATOGRAFIA LIQUIDA.

Los nétodos cromatograficos especialmente la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con detectores
atémicos son los acoplamientos md&s utilizados para 1la
determinacién de especies de selenio; sin embargo, también
pueden acoplarse otros detectores tales COmo los
conductimétricos, si bien generalmente no alcanzan la

sensibilidad requerida.

Karlson y Frakenberg en 1986, consiguieron limites de
deteccién bajos (3 ug L' para Se0,”) utilizando deteccidn
conductimétrica. La muestra, sedimentos, se pasa por una

resina conteniendo plata para eliminar la interferencia del
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Cl™; posteriormente se preconcentra en la precclumna (Wescan
269-003) y finalmente los anicnes de interés Se0,*, NO,” ¥y
S0.*” se separan en una columna anidénica utilizando como fase
mévil dcido ftdlico 1.5 10 mol L™ a pH=2.7. :

Mehra y Frakenberg desarrollaron en 1988 un método para
la determinacién de Se(IV) y Se(VI) con deteccién
conductimétrica. Las especies se retienen en una columna de
intercambio anidénico y se eluyen selectivamente con dacido p-
hidréxibenzoico 4 102 mol L a pH=8 como eluyente. Los
limites de deteccidén para Se(IV) y Se(VI) son 60 y 11b g L™
respectivamente cuando el volumen inyectado es de ZImL. El
inconveniente que ©presenta en general la deteccidn
conductimétrica es la interferencia de <Cl1-, NO,”, 80,2,
presentes a altas concentraciones en nuestras
mediocambientales. Estos aniones pueden incluso llegar a
anular la sefial del Se(VI) [Hoover y Yager, 1990].

Mucho mds empleada que la deteccidn conductimétLica es
el empleo de técnicas atdmicas acopladas al cromatégr%fo. La
ventaja de este acoplamiento frente a la deteccién
conductimétrica, aparte del aumento de sensibilidad, es que
se minimizan las interferencias de otros aniones presentes en
la muestra, asi Chakraborti y col en 1982 determinaron
Se(IV) y Se(VI) en agua de rio sin que el NO,”, Cl7, S0.* y
PO,>” interfiriesen en la determinacién. Ininicialmente se
preconcentran los analitos en una precolumna (Dichex 30008)
Yy posteriormente se separan Se(IV) y Se(VI) en una columna
anidénica (Dionex 30589), utilizando Na,CO, 8 10~ mol L™ como
eluyente. La deteccién selectiva de selenio se efectué por
espectroscopia de absorcién atémica con vaporizacién
electrotérmica (GFAAS). El limite de deteccidn alcanzgdo fue
de 20 ng para Se(IV) y Se(VI). '
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Roden y Tallman en 1982, acoplaron la cromatografia
iénica-generacién de hidruros-atrapamiento criogénico vy
espectroscopia de absorcién atémica con céamara de grafito
(IC-HG-CT-GFAAS) para la determinacién de Se(IV) y Se(VI) en
aguas subterraneas. Las interferencias orgénicas se
eliminaron pasando las muestras por una resina de amberlita
XAD-8.

En 1985, se empled la cromatografia idénica con deteccidn
espectrofluorimétrica para la determinacién de Se(IV) vy
Se(VI) en agua de grifo [Sibata y col, 1985]. El Se(IV) a la
salida de 1la columna reacciona con 0.2% (m/v) 2,3
diminonaftaleno (DAN), formando un compuesto fluorescente. La
determinacién de Se(VI) se lleva a cabo previa reduccién a
Se(IV) con HBr 6 mol L™ como agente reductor y calentando un
bucle de reduccién a 100°C. Los limites de deteccién son 0.17
y 0.5 ug L™ para Se(VI) y Se(iV) respectivamente cuando el
volumen de inyeccidn es de 200 ulL.

En 1983, McCarthy y col separaron Se(IV), Se(VI),
As(III) y As(V) en una columna aniénica (Nucleosil-NH(CH,;).
sobre silice como soporte). La elucidén se efectud en
gradiente en medios reguladores a pH= 4.6 y pH=6.9. El eluato
se introduce en un nebulizador de flujo cruzado de un ICP-
AES. Pese a ser una técnica de deteccién sensible, el alto
limite de deteccién alcanzado (140 y 91 ng para Se(IV) y
Se(VI) respectivamente) no permite la aplicacién del método
a muestras medicambientales.

Laborda y col en 1991, probaron distintas interfases
entre el HPLC y el ICP-AES para la separacién de (CH,).Se’,
Se0,>” y Se0,*. El vaporizador térmico (thermospray) ofrece
una sensibilidad tres veces superior a la dque ofrece el
nebulizador de flujo cruzado; ademds la primera interfase

permite la introduccidén de porcentajes de metanol de hasta un
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75% frente al 25% como mdximo que permite un nebulizador de
flujo cruzado. La separacién se lleva a cabo con una c¢olumna
aniénica (IC-PAK-AC) y utilizando como fase mévil citrato
amonico 0.08 mol L™* a pH=3.3. Los limites de deteccién fueron
de 14, 27 y 54 ng para TMeSe, Se(IV) y Se(VI), cuando el
volumen de inyeccién es de 100 uL y la interfase utilizada es
el vaporizador térmico. Dos anos mas tarde, estos autores
determinan las mismas especies en agua vy orina empleando como
sistema detector el horno de grafito (con Ni y Hg COomo
modificadores de matriz) y previa separacién en una columna
aniénica (Nucleosil 100SB).Los 1limites de deteccién se
rebajaron considerablemente a 1.67, 1.27 y 0.76 nb' para
TMeSe, Se(IV) y Se(VI) respectivamente [Laborda y col,:1993].

{
+

Blais y col propusieron en 1991 un método p?ra la
determinacién de trimetilselenio y selenocolina en orina
humana. La separacién se realiza sobre una columna de
cianopropil, utilizando como fase mévil metanol 74% v/v,
dietil éter 29% v/v y 4dcido acético glacial 1% v/v
conteniendo trietilamina 0.01% m/v y ioduro de trimetiiazufre
0.2 pug L™. Los limites de deteccidén alcanzados fueron 5 y 7
ng para selenocolina y TMeSe respectivamente cuahdo el
volumen de inyeccién es de 100 uL. Antes de la introduccién
de la orina en el cromatégrafo se la somete a un proceso de
limpieza ("clean-up"). La deteccién se realiza mediante
espectroscopia de absorcién atémica con generacién de
hidruros termoquimica (THG-2AAS). |

El acoplamiento directo del cromatdégrafo liquido'con el
espectrémetro de absorcidén atémica con llama 6 con céﬁara de
grafito, ha sido utilizado para la determinacién de Sé(IV) y
Se(VI) en diferentes muestras ligquidas, utilizada$ cono
aporte vitaminico y selénico para los animales [Kélb;y col,
1993]. La separacién se realiza sobre una columna aniénica
(Hamilton PRPX-100) utilizando como eluyente el ftalatb acido
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de potasio (KHP) 3 10" mol L™ saturado con hidréxido de
nigquel, cuando el sistema de atomizacién es la camara de
grafito. Cuando 1la 1llama se utiliza como sistema de
atomizacién la fase mévil es el ftalato dcido de potasio 1072
mol L™ a pH=7. Los limites de deteccién son 1 ng para
Se(IV) 0.6 ng para Se(VI), cuando el sistema atomizador es la
cémara de grafito y 8 y 11 ng respectivamente cuando la llama
es utilizada.

Un método para la determinacién de selencamincdcidos
(selenometionina y selenocistina) en presencia de selenito y
seleniato se propone por acoplamiento de HPLC-GFAAS [Potin-
Gautier y col, 1993]. La columna (Hamilton PRP1, estireno
divinil-benceno) se estabiliza con una mezcla de
agua:acetonitrilo (99:1) conteniendo 0.01 mol L™ bromuro de
tetraetilamonio a pH=4 con el fin de formar en la coclumna un
par-iénico. El eluido de la columna sSe mezcla en una
interfase con una solucién de nitrato de niquel 0.8% (m/v),
gue actuia como modificador de matriz para la posterior
deteccidn en la cdmara de grafito. Los limites de deteccién
alcanzados son de 10, 8, 10 y 12 ug L™ para selenocistina,
selenometionina, Se(IV) y Se(VI) respectivamente. Este método
se aplicé a un extracto de trébol blance con valor
certificado en selenio total.

Gilson y col, en 1995 han propuesto una hidrélisis
enzimdtica «con proteasa para la extraccién de los
selencaminodcidos (selenometionina y selenocistina) y selenio
inorgédnico en muestras de levadura. La separacién se realiza
utilizando como fase mévil acetonitrilo:zagua (10:90)
conteniendo heptano sulfonato sédico a pH=2.4. El1 eluido de
la columna cromatogrdfica se mezcla con una disolucién de
paladio(II), modificador de matriz, antes de ser introducido
en la cdmara de grafito mediante una interfase. Los limites

de deteccidn para selenometionina y selenocistina son 50 y 34
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ug Kg™* respectivamente.
|
IT.2.7. ACOPLAMIENTO CROMATOGRAF{A DE GASES- DETECTORES
ATOMICOS. !
i
La cromatografia de gases se ha aplicado a 1la
determinacién de: compuestos volatiles de selenio, como
dimetilselenio y dimetildiselenio 6 compuestos inorgénicos de
selenio, convertidos en especies voldtiles, por reaccién de
éstos con tetraetilborato (NaB(C,H,),) [Clark y Craig,, 1992].
|
Existe wuna gran variedad de acoplamientbs de
cromatografia de gases y detectores como GC-AAS, GCLGFAAS,
GC-FPD, ...
Las rellenos utilizados en la columnas cromatograficas son:
20% carbowax, 10% OV-101 é 10% polimetafeniléter, coﬁo fase
estacionaria y chomosorb W 60/80 mesh como soporte. Los
gases de arrastre normalmente utilizados son aggén o}
nitrégeno. El hidrégeno en concentracién del 10% mejora la
eficiencia de la atomizacién de los compuestos de selenio.
Jiang y col en 1982, acoplaron la cromatografia de gases
y la absorcién atémica a la determinacién de dimetilsélenio,
dimetildiselenio y dietilselenio en muestras de aire;
obteniéndose limites de deteccién de 0.2-0.3 ng m?>. Los
compuestos volatiles de selenio, presentes en el aire, se
recogen en una trampa criogénica,consistente en un tubo
sumergido en nitrégeno liquido. A continuacidén se desorben
termicamente y se transfieren a un tubo en U relleno con fase
estacionaria y sumergido en nitrégeno liquido. Posteriormente
el tubo se calienta gradualmente y las especies se chducen
al inyector del cromatégrafo de gases el cual esta a'100°C,
temperatura que asegura la estabilidad de las especies.

La cromatografia de gases acoplada a la espectrogcopia
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de absorcién atdmica, se aplicd en 1983 para el estudio de
las metilaciones de selenio inorgdnico, en ratones de
laboratorio [Jiang y col, 1983]. Cuando en el agua de bebida
se suministra selenito y selenocistina 1la especie
predominantemente exhalada es 1 dimetilselenio; sin embargo,
cuando el agua de bebida contiene selenometionina, son el
dimetilselenio, dimetildiselenio y un compuesto de selenio no
identificado los productos de la degradacién. Este compuesto,
no  identificado, indica la existencia de una etapa no
conocida en el metabolismo y biotransformacién de estos
compuestos.

La incubacién a 30°C durante tres dias de muestras de
suelo a la que se le ha anadido Se(1IV) produce compuestos
voldtiles orgédnicos de selenio. Las especies volatiles
producidas por biometilacidén, se recogen en hexano y se
analizan por GC-GFAAS. Los limites de deteccién obtenidos son
de 5 pg para Me,Se y Ef,Se y 20 ng para Me,Se,.
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CAPITULO III - DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS PARA LA
DETERMINACION DE ESPECIES DE SELENIO.

I11.1.- Preparacién de reactivos. !
I11.2.- Aparatos y material utilizado.

I11.3.- Acoplamientos PI-HG-AAS y flujo continuo HG-AAS para la determinacidn de ESPECIeS
de selenio {Se{IV) y Se{VI}. Aplicaciones anmaliticas.

II1.3.1.- Antecegentes.

111.3.2.- Reduccidn en linea de Se(VI) a Se{IV).

I11.3.3.- 0pt1m1zac1on del sistema de generacién de hldruros en
continuo e imyeccitn en flujo.

111.3.4.- Caracteristicas analiticas y aplicaciones. :

I11.3.5.- Discusion de resultados.

111.4.- Preconcentracion de Se(1V) y Se{Vl} en microcolumnas de alfmina.
Acoplamiento FI-HG-AAS.

II1.4.1.- Columna preconcentradora: prestaciones analiticasy estudio
bibliegrdfico. _

I11.4.2 La alimina como soporte preconcentrador. !

I11.4.3.- Pardmetros fisico-quimicos de la preconcentracidn-elucién.

I11.4.4 Caracteristicas analiticas y aplicaciones. '

111.4.5.- Discusion de resultados. |

II1.5.- Bibliografia,

III.1. PREPARACION DE REACTIVOS.
i

Uno de los principales problemas que surgen ‘en 1la
preparacidén de reactivos y muestras cuando se trabaja con
especies metdlicas en concentraciones inferiores a ug L' es
la eleccidn del recipiente en que se han de guardar las
muestras y disoluciones patrdn. En el capitulo V, se presenta
un exhaustivo estudio sobre la estabilidad de Se(IV) y‘ée(VI)
en distintos medios, recipientes vy temperaturés de
conservacidn. Este estudio fue necesario debido a la gran
controversia existente en la bibliografia sob#e la
estabilidad de Se(IV) y Se(VI). La agencia de proteccidn
mediocambiental de los Estados Unidos [1976], recomienda &cido
nitrico a pH<2 para garantizar la estabilidad de Se{(IV) en
aguas naturales. Sin embargo Maseé y col (1981) demostraron
que la estabilidad del Se(IV) no depende del pH, poﬁque no

observaron pérdidas de dicho analito a pH=8.5.
|
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Independientemente del pH, se ha demostradeo que 1la baja
temperatura de almacenamiento favorece la estabilidad de las
especies. Con estos antecedentes todas 1las disoluciones
utilizadas en la realizacidn experimental de esta memoria se
prepararon como se explica a continuacidn, se almacenaron en
botellas de polietileno y se congervaron en el frigorifico.

- Disolucidn patrdédn de Se(VI) de 1000 mg L', preparada
por disolucién de 0.61040 g de Na,Se0, ("Aldrich" 98%) en 250
mL de agua de calidad Milli-Q. A partir de esta disolucidn
patrdn se prepararon diariamente y por dilucidn conveniente
las disoluciones de trabajo.

- Disclucidn patrédn de Se(IV) de 1000 mg L', preparada
por disolucidn de 0.55310 g de Na,Se0, ("Aldrich" 99%) en 250
mL de agua de calidad Milli-Q. A partir de esta disolucién
patrdn se prepararon diariamente y por dilucién adecuada las
disoluciones de trabajo.

- Disolucidén patrdn de cloruro de trimetilselenio
(TMeSeCl) 1000 mg L* en Se. Se prepara por disolucidn de
0.50490 g de TMeSe(Cl (sintetizado en el laboratorio segiin
[Palmer y col, 1969]) en 250 mL de agua de calidad Milli-Q.
A partir de esta disolucidn patrén se prepararon diariamente
y por dilucién apropiada las digoluciones de trabajo.

- Disolucidn patrén de selenometionina 1000 mg L' en Se,
preparada por disolucidén de 0.62090 g de selenometionina
("Aldrich") en 250 mL de agua de calidad Milli-Q. A partir de
esta disolucidn se prepararon diariamente las disoluciones de
trabajo.

- Digolucidén de selenccistina 1000 mg L* en Se,
preparada por disolucidén de 1.05780 g de selenocistina
("Aldrich") en HCl1l 3% (v/v) y enrase a 250 mL con agua de
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calidad Milli-Q. A partir de esta disolucidén se prep?raron
diariamente las disoluciones de trabajo. |
$

- Disolucidn de NaBH, 5% (m/v) en NaOH 1.7% {(m/v)},
preparada por disolucidn de 8 gramos de NaOH (“Merck"b y 25
g de NaBH, ("Aldrich®") en 500 mL de agua de calidad Milli-Q.

L

La disolucidn se filtra para eliminar la turbidez.

- Disoluciones de HCl, preparadas por dilucidn
conveniente de HClL concentrado ("Carlo Erba" 37%, | banda
1
i

- Disolucién de HNO, 0.01 mol L!, preparada por dilucidn
adecuada de HNO, concentrado ("Carlo Erba" 65%, banda roja).

azul) .

- Digolucidn de NH, 2 mol L*, preparada por dilucidn
conveniente de NH, concentrado ("Carlo Erba" 30%,% banda
azul) . §

;

- Disgolucitn de K,S8,0, 3% (m/v) en NaOQOH 2% .(m/v),
breparada por disolucidn de 10 gramos de NaOH ("Merck!) y 15
g de X,5,0, {"Merck") en 500 mL de agua de calidad Milli-Q.

- Aldmina activada A8753 Activity Grade 1(pfs)

|
|
(nsigman) . |

- Cloruroc sédico (NaCl, "Merck").

Acido sulffirico ("Carlo Erba" 96% banda roja) .
!

Disolucidén de NaH,PO, 0.1 mol L™, preparaéia por
disolucidn de 13.19900 g de NaH,PO, ("Panreac") en 1000 mL de
agua de calidad Milli-Q.
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- Disolucidn de Na,HPO, 0.1 mol L', preparada por
disolucidén de 14.19600 g de Na,HPO, ("Panreac") en 1000 mL de
agua de calidad Milli-Q.

- Disolucidén reguladora de NaH,PO,/Na,HPO, 0.1 mol L7
pH=6, 8, preparada por mezcla de iguales vollUmenes de NaH,PO,
0.1 mol L' vy Na,HPO, 0.1 mol L*'. La disolucidén se filtra a

vacio a través de un filtro de (.45 um.
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III.2.- APARATOS Y MATERIAL UTILIZADO.

t
En esta seccién se relacionan los aparatos y el material

utilizados

recogida en

en la realizacidén de la parte experimental
esta memoria.

t
I

Espectrofotémetro de absorcidn atdmica |
"Perkin-Elmer" modelo 2380; equipado con una
lampara de descarga sin electrodo (EDL) de
selenio, gue opera a 6 W.

Supletor de potencia ("Power Supply") !
"Perkin-Elmer". !
Registrador "Perkin-Elmer"™ Modelo 56. '

Valvula de inyeccidn de seis vias "Omnifiﬁ"
Balanza analitica "Precisa" c¢on sensibi#idad
0.01 mg. :
Bowba peristdltica "Gilson Minipuls 2". :
Separador de fases gas-liquido "Philips"
Célula de atomizacidn de cuarzo "Aplitec”.
Soporte para la célula de cuarzo disefiado en el
Laboratorio de Quimica Analitica de la !
Universidad Complutense de Madrid. ?
Horno microondas "Moulinex" 1250-650 W.
Placa calefactora "P-Selecta". i

Estufa "P-Selecta Digitronic™. ’
¥
?
Congelador "Zanussi®.. ;

Frigorifico "Corbero"

V&lvula de inyeccién de seis vias de baja presién
"Rheodyne" con bucle de 100 pL.

Bomba de alta presidén "Waters" modelo 590.
Columna cromatografica anidnica :
"Hamilton PRP-X100 (25 cm X 4.1 mm i.d) .’

Sistema de purificacidn de agua Milli-Q
|

"Millipore".
Micropipetas "Brand" de volumen variable y fijo.

?
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- pH-mV metro "Crison Digit 501".

- Material volumétrico de vidrio de calidad
contrastada y recipientes de polietileno y tefldn
para almacenar disoluciones y muestras.

- Argdén C-50 “"Carburos Metélicos".

- Acetileno C-26 "Carburos Met&licos"

- Medidor de flujo de gases de 0-50 L h* para
graduar el flujo de argdn.

- Tubos flexibles de Tygon (0.60 cc m?') "Gilson".

- Tubos rigidos de tefldén de 0.5 y 1.0 mm de
diadmetro interno.

- Tamiz de 180 um de poro.
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IIT.3.- ACOPLAMIENTOS: INYECCION EN FLUJO-GENERACION DE
HIDRUROS-ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA (FI—HG—&AAS) Y
FLUJO CONTINUO HG-AAS PARA LA DETERMINACION DE ESPECIES
INORGANICAS DE SELENIO (Se(IV) Y Se(VI)). APLICACIONES
ANALITICAS. j

ITI.3.1. ANTECEDENTES. i

Como ya se menciond en el capituleo II (apartado 2.5) la
generacién de hidruros es un método de introduccién de
muestra en detectores atdmicos mwmuy utilizado ?n la
actualidad, debido a las grandes ventajas que presenta:frente
a la introduccién convencional de la muestra (nebulizacién

directa). [

Las ventajas que presenta la generacidn de hidruros son:
separa el analito de la matriz, disminuyendo 1las posibles
interferencias de la matriz; rebaja el limite de deteccién,
permitiendo su uso en el andlisis medicambiental; permite la
determinacidn de las distintas especies del elemento asi como
su acoplamiento a técnicas de preconcentracidn y separécién.

|

Para la reaccidén de formacién del hidruro, di?ersos
autores emplearon, en principio, la mezcla metal ?écido
(Zn/HC1 6 Sn/HCl) como agentes reductores [Holak, W., i969].
Sin embargo esta reaccién presentaba inconvenientesTtales
como su lenta cinética, problemas de contaminacién debido a
los reactivos {metal) y su baja eficacia en la formacién del
hidruro. Este agente reductor fue desplazado por la apaFicién
del NaBH, que en medio Acido proporciona grandes cantidades
de H,*, capaz de reducir el analito y formar su hidruro
cuantitativa e instantdneamente [Smidth y Royer, 1973j.
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Tradicionalmente 1la genefacién de hidruros se ha
realizado de forma discontinua, haciendo caer el borohidruro
sobre la muestra previamente acidificada. El hidruro
arrastrado por una corriente de argdn llega a una célula de
cuarzo {(calentada electrotérmicamente 6 por una llama aire-
acetileno), donde se produce la atomizacidn del elemento de
interés.

En la actualidad la forma discontinua & "batch" de
generar el hidruro estid dejando pasco a sistemas mas
automidticos como el continuo & la inyeccidn en flujo (FI},
por su mayor versatilidad, facilidad, rapidez de operaciédn,
posibilidad de automatizacién y su menor gasto de reactivos
y muestras. Gracias a la introduccidn de estos sistemas semi-
automaticos en la generacidn del hidruro se ha observado un
gran auge en el uso de esta técnica tanto en investigacién
(proponiendo nuevas aplicaciones) como en el andlisis de
rutina de todos los elementos formadores de hidruro (Sb, As,
Se, Ge, Te, Pb, Sn y Hg (vapor frio)).

La determinacién de otras especies de selenio, distintas
del Se(IV) precisa previamente una etapa de transformacidén de
la especie de partida en Se(IV). Esta etapa, como ya se
indicd en la revisidn bibliogréafica (Capitulo II.2.5), puede
ser limitante ya gque precisa mineralizaciones y posteriores
reducciones lentas, lo que aumenta los problemas de
contaminacién & de pérdidas del analito. Por tanto la
necesidad de conseguir una reduccién en linea con el proceso
de generacidén del hidruro es de gran importancia con el fin
de conseguir la total automatizacién de la generacidn del
hidruro de selenio. En este sentido, se han estudiado todos
los parametros que influyen en la generacién en continuo y en
inyeccidn en flujo del hidruro de selenio inorgénico, a
partir de los grados de oxidacidén (IV) y (VI).
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III.3.2. REDUCCION EN LINEA DE Se(VI) A Se(IV). 1
En un principio, la reduccidn en linea de Sef(VI) a
Se(IV). La reduccidn de Se(VI) a Se(IV) se ha 11evadoﬁa cabo
convencionalmente utilizando diferentes concentraciones de
acido clorhidrico (siempre superior a 6 mol L™*) como agente
reductor y calentando la muestra ya acidificada, en;placa
calefactora & bafio de agua a una temperatura préximg a los
100°C, por un tiempo que oscilaba entre 10 y 40 minutos. Una
vez conseguida la reduccidén cuantitativa del Se(VI) a Se(IV)
en discontinuo, el procedimiento se ha adaptado' a la
reduccidén en linea, tanto en sistema en continuo como en
inyeccidén en flujo.
!
Nuestras primeras experiencias para la reduccidn en
linea de Se(VI) a Se(IV) se 1llevaron a cabo, con HCl
concentrado, e introduciendo el bucle de reduccidn (i.S m x
0.5 mm i.d) en un bafio de agua (100°C) calentado mediante una
placa calefactora. Sin embargo este sistema de calefaccidn no
proporciona la suficiente temperatura para que en el iﬁterior
del bucle y al paso de la muestra, se produzca la reduccién
cuantitativa del Se(VI) a Se(IV), y la eficiencia, de la
reduccién alcanzada, fue siempre inferior al 50%. Pof tanto
fue necegario el uso de un bafio que proporéionara
temperaturas mas altas. En principio, se probaron bafios de
gsilicona y de polvo de grafito; eligiéndose el segundo por
sus mejores prestaciones en cuanto a manipulacidn y rapidez
para alcanzar temperaturas mas elevadas en un tiempo}menor.
|
La muestra puede introducirse acidificada en el sistema
& bien realizarse la acidificacién de la misma denéro del
sistema en continuo. Inicialmente la acidificacidén de 1la
muestra se realizé fuera del sistema para conocer exactamente
la concentracidn de agente reductor (&cido clorhidrico) que
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precisa la reduccién en linea. Asi con una temperatura del
bafio de grafito aproximada de 170°C, se probaron
concentraciones de &cido clorhidrico final en la muestra
entre 0 y 10 mol L' para diferentes cantidades de Se(IV) y
Se (VI). Los resultados de esta optimizacidn se muestran en la
Figura 7.

ABSORBANCIA

10 12

[HCIl en la muestra {mol L™Y)

Figura 7. Influencia de la concentracidn de acido clorhidrico

en la muestra en la reduccién en linea de Se(VI) a Se(IV). a)

100 pg L' Se(IV) con calefaccidén. b) 100 pg L' Se(VI}) con

calefaccién. ¢) 25 pug L' Se(IV) con calefaccidn. 4) 25 ug L

Se(VI) con calefaccidn. e} 100 ug L' Se(VI) sin calefaccidn.
£) 100 pug L* Se(IV) sin calefaccién.
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Como puede obgservarse la reduccién de Se(VI) a ée(IV)
precisa del sistema calefactor y una concentracidén de |4cido
del orden 6 superior a 6 mol L' tanto cuando la concent#acién
de selenio en la muestra es de 25 8 de 100 upg L.
También se observa que el calentamiento del sistema presenta
un aumento de la sensibilidad en la determinacidn de Se(IV),
(curvas a y f), posiblemente debido a gue un aumentoide ia
temperatura proporciona también un aumento en la eficiencia

de la generacidn del hidruro.

El empleo del horno de microondas para realizar la
reduccién en linea, en lugar del horno de grafito ofrece
grandes ventajas frente al segundo en cuanto a: limpieza,
rapidez para alcanzar la temperatura deseada en menor tiempo.
Ademas, al parar el microondas, el horno se énfria
instantaneamente. Para <conocer 1las prestacioneé del
microondas en la reduccidn, en linea del Se({VI) a Se(IV), se
introduce el bucle de reduccidébn por los respirader&s del
horne. ‘

Las optimizaciones llevadas a cabo para la reduccipn "en
linea" wutilizando éste como sistema calefactorf son:
disposicidén del bucle, potencia del horno microondas y
concentracidn del &dcido clorhidrico. Todos estos paréﬁetros
gse han optimizado con un bucle de teflén de 0.5 lmm de
didmetro interno y 1.5 m de longitud. E

La disposicidn del bucle dentro del microondas nq es un
pardmetro crucial en la reduccidén en linea; sin embardo, con
el fin de homogeneizar al mdximo la muestra con el &cido
clorhidrico, se ha utilizado un bucle anudado, atravesando el
horno microondas con el fin que el calentamiento séa mas
efectivo. La potencia del horno microondas se vario%entre
200 y 650 W. Se comprobd que la reduccién sdlo es
cuantitativa cuando la potencia del microondas fue la mixima
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(650 W), potencias inferiores provocarcn reducciones
inferiores al 50% y desviaciones tipicas superiores al 15%.

La concentracién del &cido clorhidrico, que se mezcla
con la muestra antes de introducirse en el microondas, se
varidé entre 6 y 10 mol L'. Los resultados se muestran en la

Figura 8. Comoc puede observarse es necesario una
concentracidén de acido clorhidrico de 10 mol L' para obtener
la reduccidn cuantitativa del Se (VI) a Se(IV);

concentraciones inferiores de 10 mol L' de é&cido
proporcionaron reducciones no cuantitativas, por lo que se

escogid® esa concentracidén para todas las posteriores
experiencias.
0.250 T . . T T
0.200 ma "
<
&
Z 0,150 .
<
[4a]
S
o 0100 F -
m
<L
0.050 | i
A Db
o 1 | I 1 |
0 2 4 6 8 10 12

[HC! (mol L™Y)

Figura 8.- Influencia de la concentracién de &cide
clorhidrico para la reduccidn en linea de Se(VI) a Se(IV).
a) 50 ug L* Se(IV), b) 50 uyg L'* Se(VI).
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La concentracidn de dcido necesaria para la reducc#én en
linea del Se(VI) a Se(IV) es ligeramente inferior (10 mol L-*
frente a 12 mol L') cuando el sistema de calefaccidn
utilizado es un horno microondas en lugar de un baifio de polvo
de grafito. Esta disminucién aumenta el tiempo de vida Qe los
tubos de bombeo del &cido, disminuye el gasto de acido y
mejora las condiciones de trabajo del operador, por trébajar
con &cidos mas diluidos.

|

!

El microondas como sistema calefactor aumenﬁa la
versatilidad de la reduccidn en linea, por presentar rdpidez
y eficacia, facilitando su acoplamiento con otros siétemas
como HPLC, preconcentracién en linea, mineralizaciones en
linea, etc. |
;'
IIT.3.3.- OPTIMIZACION DEL SISTEMA DE GENERACION DE HII.:)RUROS
EN CONTINUO E INYERCCION EN FLUJO. ‘

!

|

Se optimizaron dos formas de generacidén del hidruro: en
continuo y por inyeccidn en flujo. En la Figura 9 se muestra
el sistema utilizado para la generacidn del hidru%o de
selenio de forma continua. La Figura 10 presenta el sistema
cuando la introduccidn de la muestra se realiza por inyeccidn
en flujo (FI). La determinacidn de selenio {total) se réaliza
con el sistema calefactor encendido. La determinacﬁén de
Se(IV) se realiza en frio y por diferencia entre ambos se
calcula la concentracidn de Se(VI). ;

;

Los parametros que afectan a la generacidn de hiaruros
se dividen en parimetros fisicos y parametros quimicosr Como
parametros fisicos se estudidé: el flujo de argbn como gas
portador del hidruro de selenio, los flujos de la muestra y
reactivogs (velocidad de 1la bomba peristdltica), ly 1la
influencia de la longitud y forma de los bucles de rea%cién.
Los parametros quimicos optimizados son: concentracidén del
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reductor (NaBH,), concentracidén del &cido (HCl) para la
determinacidén de Se(IV) y para la determinacidn de Se(VI).
Todos los parémetros que afectan a la generacidn de hidruros
se optimizaron con una disolucidn patrdén de Se(IV) (Gnica

especie capaz de generar el Thidruro), comprobando
posteriormente su bondad en la reduccidn en linea de Se(VI)
a Se(IV). Ar175L k!
sistema
calefactor bafio de
muestra . hielo
1.5 mL min
——— ﬁ W|-—%
.. 7
HCI 1.5 mL min
S—— soparador
NaBH, gas/liquido
L]
1.5 mL min!
bomba
peristdltica
Figura 9. Esquema del sistema en continuo de generacién del
hidruro.
sistema
Hel calefactor bafio de
1.5 mL min"! hielo
(> CAAS D
NaBH, | separador
__H"_ ' gas/liquido
1.5 mL min”
bomba
peristiltica

Figura 10. Sistema de generacién de hidruro por inyeccién
en flujo (FI).
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Influencia del flujo de argdn.
;

El emplec de argdn como gas portador del hidruro de
selenio estd firmemente establecido; sin embargo, el flujo
del mismo es un pardmetro crucial a optimizar. Unéflujo
inferior al o6ptimo impide la liberacién del hidrurc de 1la
disolucidén donde se genera al mismo tiempo que retarda el
aporte del mismo a la célula de atomizacibn cén la
consiguiente pérdida de sensibilidad. Un flujo superior al
optimo, implica una excesiva dilucién del hidruro en él gas
portador asi como un paso tan riapido a través de la cé&lula de
atomizacidén que puede dar lugar a la salida del elemento
antes de su atomizacidn sin proporcionar la consigﬁiente
sefial.

Para optimizar el flujo de argdn se varid éste de 2.5 a
20 L h''. Como se observa en la Figura 11, el comportamiento
que presenta la variacidn de este paré&metro frente a la sefial
analitica es distinto cuando el sistema utilizado es ei FI &
el de flujo continuo. En el primero de los casos (fI) la
sefial analitica aumenta, con el aumento del flujo de ?rgén,
presentando un habito uniforme y disminuyendo su desviacidn
tipica. Sin embargo, cuando el sistema utilizado es;el de
flujo continuo la seflal disminuye, reduciéndose también la
desviacibén tipica, al incrementarse el flujo de argdn de 2.5
a 9.0 L h*; observandose posteriormente un aumento}de la
seflal analitica, con disminucidén de la desviacidn tipica al
aumentar el flujo de argdn entre 9.0 y 20 L h'. El flujo de
argén elegido para ambos sistemas de introduccién de muestra
fue 17.5 L h'. Cuando el sistema utilizado es eli flujo
continuo, 1la seflal analitica Optima se obtiene a flujos
menores (2.5 L h') (debideo posiblemente a una menor d%lucién
del hidruro en el gas de arrastre) sin embargo la elevada
degviacién tipica hace imposible el uso de éste. ’
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0.120

0.100 r

0.080

O CONTINUO
o Fi

0.060

0.040

ABSORBANCIA

0.020

0 i i L ] . 1 L 1 L
0 5 10 15 20 25

Flujo de argén (L h™")

Figura 11. Influencia de la variacibén del flujo de argdn,
en FI y continuo sobre 1la sefial analitica del H,Se
{[Sel=50 ug L').

Influencia del flujo de reactivos y muestra.

Para optimizar este pardmetro se varid el flujo de 1la
muestra y de los reactivos (HCl, NaBH,) entre 0.9 y 1.7 mL
min?. En ambos sistemasg al aumentar la velocidad de bombeo
se observa un aumento de la sefial analitica, lo que es légico
debido al mayor aporte de reactivos, ademds en el sistema FI
los picos se hacen mas perfectos y estrechos y en continuo
disminuye la desviacidén tipica al aumentar el f£flujo de
muestra y reactivos (Figqura 12). Se eligié un flujo de
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muestra y reactivos de 1.5 mL min?, por ser el flujo de
trabajo més cémodo y que mejores resultados presental

0.150 |

|

4

o CONTINUO

< i

o 0100 | |

z f

< .
|
=
o
(73]

m 0.050 | |
<

0 | 1 i | | } } § 1

0 02 04 06 08 10 12 1.4 16 18 2
Velocidad de flujo de la bomba {mL min~")

|
|
1
'

Figura 12. Influencia del caudal de bombeo en FI y
continuo sobre la sefial analitica del H,Se
([Sel=50 pg L*). i

|
Influencia de la longitud y forma del bucle de reaccién.
i

La misidén del bucle de reaccidn es facilitar laimezcla
intima de la muestra con los reactivos formadorés del
hidruro. Para optimizar este parmetro se probaron!cinco
bucles de reaccién de diferentes longitudes y formas Qe 10,
20, 30, 40 y 50 cm (0.5 mm i.d). No se observdé influencia en
la sefial analitica tanto cuando el sistema de introducéién de

l
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la muestra es el continuo & de inyeccidén en flujo. Una vez
elegido el bucle de 30 cm, se probaron distintas formas de
insertarlo en el sigtema: de modo lineal, anudado &
enrrollado sobre si mismo. Tampoco este parametro produjo
diferencias significativas en la sefial analitica, eligiéndose
el bucle con tres nudcs por ofrecer una mayor reproduci-
bilidad de las respuestas analiticas.

Influencia de la concentracién del borohidruro sdédico.

La concentraciéon de NaBH, controla la liberaciédn del
hidrégeno que forma el hidruro de selenio, sirviendo al mismo
tiempo de gas portador auxiliar del argbén para conducir el
hidruro formado a la célula de atomizacién.

La concentracién de borohidruro sdédico se varid en el
intervalo 0.1-5% (m/v). Como se observa en la Figura 13 el
habito que presentan las curvas es idéntico tanto cuando el
sistema wutilizado es 1la inyeccién en flujo (FI) o el
continuo. Ambas curvas presentan un mdximo a la concentracién
de 0.5 % (m/v) de NaBH,; para disminuir rdpidamente con el
aumento de la concentracién del reductor hasta hacerse
inapreciable la sefial analitica a concentraciones superiores
al 4% (m/v). Ademds a concentraciones superiores al 3% se
producen problemas de sobrepresidén en el sistema y por tanto
de reproducibilidad. Se eligid para posteriores estudios la
concentracidn Sptimo de borohidruro sédico del 0.5 % (m/v).

Influencia de la concentracidn del acido clorhidrico.

El HCl proporciona el medio necesario para que se
produzca la accidn reductora del borohidruro por formacidén de
hidrdgeno elemental. Para optimizar este par&metro se
probaron concentraciones de acido clorhidrico entre 0.1 y
8 mol L'* para la generacidén del hidruro de selenio a partir
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de Se(IV) de forma continua 6 por inyeccién en flujo. AdemAs
se probd este pardmetro a dos concentraciones diferentes de
reductor (NaBH,). Como se observa en la Figura 14 (a}d), al
aumentar la acidez entre 0.1 y 2 mol L' se produce un
incremento de la sefial analitica muy acusado; sin e@bargo,
este incremento se hace mis suave para concentraciones
superiores a 2 mol L, Se eligid una concentracidn d? acido
clorhidrico 4 mol L' a fin de asegurar un medio écido;idéneo
Yy prever la neutralizacidn del mismo por la posible baéicidad
de la muestra y reactivos auxiliares. l

!
|
i

0.100

0.080

I CONTINUO
o FI

0.060

0.040

ABSORBANCIA

T

0.020 !

i
[NaBH, % (m/v) a
|

Figura 13. Influencia de la concentracidén de NaBH,, eﬁ FI y
continuo en la formacién del H,Se ([Se]=50 ug L*);
|

Cuando la generacidn del hidruro de selenio se realiza

a partir de Se(VI) (previamente reducido en linea, c&mo se

l
|
|
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indicé anteriormente, Apartado III.3.2) el hébito gque
presenta la curva es distinto, como puede observarse en la
Figura 14 e. Al igual gque en el caso anterior cuando la
concentracidén de Acido aumenta entre 0 y 2 mol L' se produce
un incremento muy acusade de la seflal analitica,
posteriormente la sefial se mantiene practicamente constante
sin ofrecer dependencia de la acidez entre el intervalo de 2-
6 mol L', Para concentraciones superiores a 6 mol L* se
produce de nuevo un incremento de la respuesta analitica muy
acusada hasta concentraciones del orden de 10-12 mol L*.

0.250

0.200

0.130

0.100

ABSORBANCIA

0.050

[HCH (mol L™Y)

Figura 14. Influencia de 1la concentracién de &cido
clorhidrico. a) en continuo, 50 ug L' Se(IV) NaBH, 0.5 %. b)
en continuo, 50 pug L' Se(IV) NaBH, 1 %. c) en FI, 50 pg L
Se(IV) NaBH, 0.5 %. d) en FI, 50 ug L* Se(IV) NaBH, 1 %. e)
en FI, 25 ug L' Se(IV) + 25 ug L* Se(VI) NaBH,0.5 %.
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[
Como se ha estudiado en el apartado anterior 1la

reduccidn cuantitativa del Se(VI) a Se(lV), como paso brevio
a la generacidén, sbélo ocurre para elevadas concentraciénes de
dcido. Esta fuerte acidez favorece asimismo la formacién del
hidruro correspondiente cuando esta reaccidén de la foﬁmacién
del hidruro va precedida de la prereduccidn. ‘
|

Para la generacidén del hidruro de selenio a paﬁtir de
Se(VI) se utiliza una concentraciédn de &cido 12 m&l L,
pudiendo rebajarse a 10 mol L', sin presentar una disminucién
acusada de la sensibilidad, siendo la finalidad el preservar
el deterioro de los tubos utilizados para bombear dicho
reactivo. i

|
III.3.4.- CARACTERISTICAS ANALITICAS Y APLICACIONES. li

En la Tabla VII se resumen loS parametros %isico—
quimicos 6ptimos para la generacidn del hidruro de selenio de
forma continua o por inyeccidn en flujo. i

,

En la Tabla VIII se comparan las caracteristicas
analiticas de los métodos propuestos, utilizando la inﬁeccién
en flujo 6 el continuo, y la prereduccidn en linea. El limite
de deteccibén se determina siguiendo las normas de la IUPAC
[Long ¥y col, 1983], como tres veces la desviacidn tipica del

blanco. ;

Asi mismo se realizd un estudio de la selectiv%dad de
los distintos métodos propuestos. En la Tabla IX se comparan
la interferencia que presentan algunos metales len la
determinacién de Se(IV) O Se(VI) (segin proceda) por
generacidén de hidruros. La interferencia se expresa e? tanto
por ciento y se calcula como la sefial analitica obtenida
por una disolucién de Se(IV) & Se(VI) (50 ug L*)icon el

interferente en la proporcidn adecuada multiplicada por 100,
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partido por la seflal analitica de un disolucidn de Se(IV) &
Se (V1)

-~

(50 ug L'*))en ausencia de interferente. Por tanto el

valor 100% indica que no se produce interferencia mientras

que el 0% indica que el interferente anula la sefial analitica

del selenioc.

Tabla VII.- Parmetros analiticos en el sistema FI y
continuo para la generacidén del hidruro de selenio.

Flujo de argdn

Velocidad de bombeo de reactivos
Longitud del bucle de reaccidn
[NaBH4} (m/v)

[HC1) generacién del hidruro a partir de Se{Iv)
{HC1} en la muestra para la reduccidn del Se{VI) a Se(IV)
[HC1} generaciém del hidruro a partir de Se{VI)

17,5 L b}

1.5 nb min’?
0 cm

0.5 %

4 mol 171

6 mol L]

10 mol L1

Tabla VIII.- Caracteristicas analiticas en el sistema FI y
continuo para la generacidén del hidruro de selenio a partir
de Se(IV) y Se(VI).

SIN REDUCCION {Se{Iv))

CON RRDUCCION {Se{total))

FI

CONTINUO

FI

CONTINUO

Intervalo de
linealjdad

{rg 1Y

6-130

5-125

2-150

5-150

Precigién (%)

Sensibilidfd
fu.a L pg™) 10°

1.9%

2.10

3.10

Limite de
deteccibn Se{IV)
(1g 1

2.0

1.5

0.7

1.5

'1 Linite de
detecc%én Se(VI)
L (g L)

0.7

1.5
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Ademas de los elementos seiflalados en la TablaiIX se
ensayaron otros elementos como interferentes, sin que
produjeran disminucidén de la seflal analitica En la
determinacidén de selenio por los métodos propuestoé. Los
elementos metalicos que no produjeron interferenciagen una
proporcidén (Se:interferente) (1:1000)} fueron : Co (IIi [como
Co(NO;).]1, Mn(II) {como Mn(NO,),], Mg(II) [como MgO], Ba(II)
[como BaCl.], Na(I) [como NaCll, K(I) [como KCl], iCd(II)
[como CA(NO,),], v Zn(II) [como Zn(NO,),]. ;
|

Como aniones se probaron los compuestos aniénicés, que
se encuentran con frecuencia en las muestras a elevadas
concentracicones. Para los aniones S0,, NO,”, Cl° y PQO,* se
ensayaron relaciones (Se:interferente) de hasta {1:100¢0), no
observandose disminucién de la sefial analitica del selenio,
en ninguno de los casos. :

!

A la vista de los resultados de la Tabla IX, seipuede
concluir que la generacién de hidruros tanto en su forma en
continuo como por inyeccién en flujo es mucho més seléctiva
que los métodos en discontinuo. La reduccidén de SerI) a
Se(IV) en linea con la generacién de hidruros hace mucho més
selectivo el método, reduciendo considerablement? las
interferencias y los depbsitos de metal reducido que se crean
en el sistema. Esto puede deberse a la alta concentrac%én de
dcido y la elevada temperatura utilizada en la generacidn del
hidruro de selenio a partir de Se(VI).

|
|
APLICACIONES ANALITICAS |
i
¥

El método propuesto se ha aplicado en un principio a la
determinacidn en FI y en continuo de Se(IV) y Se(VI) en aguas
de mar. Debido a la falta de materiales de referencia
certificados con contenidos de Se(IV) y Se(VI), para evaluar
la bondad del método se hizo necesario realizar un estu@io de
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recuperacidén en agua destilada y agua de mar obteniéndose
recuperaciones del orden del 99 %. Los resultados obtenidos
se presentan en la Tabla X.

TABLA IX.- Estudio comparativo de interferencias en
discontinuo, inyeccidén en flujo (FI) y en continuo en la
formacidén del hidruro de selenio a partir de Se(IV) y Se(VI).

SENAL OBTENIDA EN (%)

Se(Iv) Se (V1)
INTERFERENTE DISCONTINUO' FI CONTINUO FI CONTINTO
Fe(polvo)  Fe  ({1:1000} L’ 109
Fe{Il) (1:30} 80 - ---
Ni(NOy}, RL(IT) (131 100 100 100 100
{1:10) 45 87 100 100 100
{1:100) 64 100 100 100
{1:1000) 27 100 15 100
{NE,) M0,  Mo{VI){1:100) 100 100
{1:1000) 100 89
PACl, pd {1:1) 86 97 100 97
{1:10) 83 85 100 75
{1:100) 0 0 65 0
Lr{Ny), Ir{Ivj (1:10) 100 100
(1:100} 15 100
(1:1000} 69 100
Cu(N04) CulIl) [(1:1) 50 86 92 100 100
{1:10) 0 56 60 100 100
{1:100) 0 0 86 85
{1:1000) 52 57
{rCl, Cr(I11}(1:10) 100 100
{1:100) 100 93
(1:1000} 72 66
Ag{N0y) Agil}  (1:1} 100 100 100 100
{1:10) 46 100 81 84
{1:100} 0 0 66 45
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TABLA IX {continuacién). ’

SERAL OBTENIDA BN (%)

i
|
Se(19) se (V1)
THTRRRBRRNTR DISCONTINGY'  FI CONTINGO | 71 L comIi
;
R840, as{III} (1:1) 100 100 100 85 C00
(1:10) 100 100 100 81 100
{1:100) 90 100 76 34 . 100
{1:1000) 20 3 24 34 D
|
LN As(V) (2:10) 100 100 ;
(1:100) 89 76 !
(1:1000) 43 21 ;
Potasio Sb{ITI} (1:10) 00 100 100 100 TY,
antimonil tartrato {1:100) 70 7 2 33 |
{1:1000) 10 29 21 |
Potasio Shiv) (1:100) 100 160 :
piroantimoniato  (1:1000) 35 19
Hg (N0} 5 Rg{II} (1:1) 100 100 100 i
(1:19) 70 100 100 !
(1:100) 20 100 100
{1:1000) 100 100 g

l
* Resultados tomados de Welz y col, 1984 y Verlinden, 1979.

A la wvista de 1los resultados, se oObserva que la
concentracién de Se(IV) en las dos aguas de mar analizadas,
se encuentra por debajo del limite de deteccidn. bor el
contrario, es posible apreciar una concenﬁracién
relativamente elevada de Se(VI) en ambas aguas. Los eétudios
de recuperacidn realizados, mostraron que é&sta se obtﬂene el
torno al 100% tanto en el método FI como en continuo. Los
andlisis realizados por el método FI proporcionaron
resultados anfdlogos siendo por tanto un método alternaéivo al

continuo. {
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Tabla X.- Contenido en Se{IV) y Se(VI) en aguas de mar y
estudio de recuperacidn.

Muestra Se{Iv) Se (V1)

Agualde mar (Santander, playa) < Limite de deteccidn 541
(pg L7

Aqua de mar (Gran Canaria, playa) < Linite de deteccién 1041
(bg LY ()

(1) + 50 pg 171 Se(1v) 51.040.5 1111
(1) + 50 pg 11 seqvr) < limite de deteccidn 6012

(1) + 25 pg 11 Se(1v) + 2342 3642
v 25 39 171 se(v1)

IIT.3.5.- DISCUSION DE RESULTADOS.

- La reduccidn "en linea" de Se(VI) a Se(IV) ofrece
grandes ventajas frente a la reduccidn convenciocnal. Por ser
un sistema cerrado evita las pérdidas del elemento por
volatilidad; es m&s rapido, cémodo y permite la determinacién

en continuo del analito.

- El método desarrollado permite la determinacién del
Se(VI) y del Se(IV) con alta sensibilidad y selectividad. Sin
embargo, no es posible con estos métodos separar ambos grados
de oxidacién por 1lo que la concentracién de Se{VI) se
determina por diferencia entre el contenido de selenio total
después de la reduccidén vy la concentracidén de Se(IV).

- El sistema por inyeccidén en flujo (FI) presenta mayor
sensibilidad y menores limites de deteccidn que el sistema en
continuo. Los dos sistemas (FI) y continuo de generacién de
hidruros resultan mds cémodos, seguros y baratos (el gasto de
reactivos, gases, células de cuarzo y muestras es muy
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inferior al que se produce cuando la generacidn del hidruro
se realiza en su forma discontinua).

|
- Al trabajar en concentraciones tan elevadas de|acido,
el método desarrollado ofrece gran selectividad vya &ue las
interferencias procedentes de otros aniones vy cétiones
presentes en la muestra estan minimizadas. Otra ventaja
adicional es que el método no estd influenciado ipor la
elevada concentracidn salina de la muestra; lo qué hace
posible su aplicacién directa a aguas de mar y a muestras
sb6lidas, previamente mineralizadas, si nuestro interé? es la
determinacién de selenio total. ‘
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TII.4.- PRECONCENTRACION DE Se(IV) Y Se(VI) EN
MICROCOLUMNAS DR ALUMINA. ACOPLAMIENTO FI-HG-AAS.

III.4.1.- COLUMNAS PRECONCENTRADORAS: PRESTACIONES ANALITICAS
Y ESTUDIO BIBLIOGRAFICO.

El uso de soportes gdlidos para la preconcentracidn de
las distintas especies de selenio ha sido utilizado por
diferentes autores con el fin de mejorar los limites de
deteccidn ofrecidos por las distintas té&cnicas analiticas de
deteccidn y cuantificacidén de este analito. Otros autores han
utilizado los soportes sélidos para eliminar parte de la
matriz de la muestra y por tanto posibles interferencias en
la deteccidn del selenio; asi, se ha utilizado una columna
conteniendo XAD-8 para eliminar compuestos orgénicos de la
matriz gque acompafian al selenio [Roden y Tallman, 1982]; una
resina quelatante, copolimero de estireno-divinilbenceno
conteniendo grupos imino-diacetatos, para eliminar Ni(II) y
Cu(II) de la muestra [Ikeda, 1985], 6 una columna Chelex-100
para eliminar interferencias metdlicas [Campanella, y col
1987] .

Muangnocharocen y c¢ol en 1988, eluyeron selectivamente el
Se{IV}) y Se(VI) presentes en muestras de aire, utilizando
para ello un soporte sélido. Una vez atrapadas las especies
de selenio en la solucidn colectora, el Se(VI) queda retenido
en una resina de intercambio anidnico (Ag-1X8) en medio HC1
0.05 mol L', eluyéndose el Se(IV) presente en la muestra. El
limite de deteccidn conseguido fue de 0.03 ng m?® para ambas
especies.

Posteriormente Ornemark y Olin (1994a y b) utilizaron
como soportes sdlidos para la preconcentracidn de Se(IV) y
Se(VI) una resina Dowex 1X8 & bien una mezcla de Dowex 1X8 y
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1

XAD-8 obteniendo factores de preconcentracién de 13 y 20

respectivamente dependiendo del soporte sdlido utilizédo. La
técnica de deteccidn utilizada fue la generacién de hidruros
acoplada a la espectrometria de absorcidn atdmica (H@-AAS).
El limite de deteccién es del orden de ng L', permitiendo la
aplicacién del método para la determinacidén de selenio en
aguas naturales {(de rio, de lago & de bebida). i
III.4.2. LA ALUMINA COMO SOPORTE PRECONCENTRADOR. }
i

La alimina presenta varias formas, la mas estable{de las
cuales es la "alfa"-Al,0,. Su estructura es del tipo Ca%“ con
un empagquetamiento compacto hexagonal de 0" en el quei2/3 de
los huecos octaédridos estdn ocupados por Al**, La 1lamada
alimina activada es la "gamma"-Al1,0, cuya estructura: es de
tipo espinela (A**B,**0,). La "gamma"-Al,0, es un tipo eépecial
de espinela en el que los O estén formanﬁo un
empagquetamiento cfibico compacto, cuyos huecos tetraédricos y
5/3 de los octaédricos estén ocupados por atomos de Al**. Los
restantes huecos octaédricos quedan vacantes y son capéces de
alojar en su interior cationes monovalentes [Gutiérrez Rios,

E., 1985]. i

!

I
La "gamma"-Al.,0,, debidec a la posikilidad de ret@ner en
su interior cationes, presenta una gran superfidie de
adsorcidn, de ahi que su uso principal sea la cromatoirafia.
El mecanismo de interaccidén dependeréd de la naturaleza;de las
uniones entre el catién que rellena el huecec y los a%iones
que se quieren retener. En nuestro caso, el catién sera H'
procedente de un &cido fuerte (HNO,), y los aniones Se0,*" y
Se0,*". Este tipo de interacciones no es especifica;de un
dnico compuesto, por tanto, existird una competencia1entre
los distintos aniones (dadores de e} por 1los c?ntros
activos. Seglin que la interaccidén, tanto cinética como
termedinamicamente esté mas o menos favorecida, se proﬁuciré

|
i
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la retencidén y elucidn de las especies participantes en el
proceso.

La estructura que presenta la alimina la hace apta para
su uso como Ssoporte sdlido para la preconcentracidn de
distintos elementos; asi, Cox y ¢ol en 1985 propusieron la
separacidn y preconcentracidn de Cr(III) y Cr(VI) en muestras
mediocambientales obteniendo limites de deteccidén de 1.4 y
0.20 ug L' respectivamente.

Posteriormente, estos mismos autores propusieron la
preconcentracién de S0, sobre microcolumnas de altmina,
utilizando HNO, 0.01 mol L', como disolucidén transportadora
y activadora de la altmina y NH, 2 mol L' como eluyente del
analito de la microcolumna de alGmina. El limite de deteccidn
fue de 2.8 ug L' y el método se aplicd a la determinacidn
de 80, en aguas naturales [Cox, A. y col, 1987).

Smichowski y «col en 1994 han propuesto 1la
preconcentracidén de Sb(III) y Sb(V) sobre microcolumnas de
alimina, utilizando como sistema de deteccidn GF-AAS. El
factor de preconcentracidén obtenido fue de 300 y el factor de
recuperacién fue del B80%; empleando una disolucidén de HCL 4
mol L' como eluyente de las especies de antimonio retenidas
en la microcolumna. El1 método se aplicd a muestras
enriquecidas de aguas de mar.

Posteriormente, estos mismos autores [Smichowski y col,
1994b] utilizando diferentes medios tamponados en la muestra
preconcentraron selectivamente Sb(III) y Sb(V). Cuando 1la
muestra tiene un pH=7.5 se preconcentra con un factor del
100% el antimonio total. E1l Sb(III) se preconcentra con un
factor del 75% a pH=9.5. La concentracién de Sb(V) se obtiene
por diferencia entre Sb(total) y Sb(III). El método se aplicd
en aguas naturales, siendo el limite e deteccidn de 4 pg
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(cuando el factor de preconcentracidn es de 75).

Recientemente, las microcolumnas de alGmina se han
utilizado en la preconcentracién de Pt y en la prospeccidn
de yacimientos geoldgicos.

Cantarero y col en 1994 wutilizaron microcolumnas de
alimina acopladas a la espectrometria de absorcién atémica
con llama para la determinacidén de Pt en aguas naturales
enriquecidas del analito. 8i la preconcentracién del analito
en microcolumnas se acopla a un ICP-MS como técni@a de

deteccidn; los limites de deteccidn se rebajan
considerablemente, pudiendo aplicarse el método pafa la
determinacién de Pt en aguas naturales. [Hidalgo y col,
1995] . |

III.4.3.- PARAMETROS FIsico-QuIMICOS DR LA PRECONCENTRACION-
ELUCION. |
!

Una vez demostrada las prestaciones de la alGmina para
la preconcentracién de algunos elementos y de sus especies,
se han estudiado las prestaciones de la misma para la
preconcentracién del Se(IV} y Se(VI) a nivelés de
concentracién de ug L™ a fin de acercarnocs a la determinacién
de ambos grados de oxidacidn en las concentraciones reales
existentes en las muestras medioambientales. Conocer las
condiciones &ptimas de la preconcentracién, compatibilizar
los parametros fisico-quimicos de la preconcentracién con las
variables fisico-quimicos de la generacidédn de hidruros con
inyeccidén en flujo (resumidos en la Tabla VII) y proponer el
método para la aplicacién a muestras reales, ha sido el
objetivo de este estudio. ,

|
{

La altmina &cida wutilizada presenta un tamafio de
particula de 150-180 pm. Con el fin de obtener homogeneidad
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en las columnas, se pasa la alGmina por un tamiz de 180 pum,
rechazdndose la alGmina que no permanezca en el tamiz.

Log topes de la columna son esponjas de gomaespuma
tratadas con los activantes y eluyentes que mis tarde se
utilizaradn en el proceso de preconcentracidn/elucién. Este
tratamiento asegura la inalterabilidad de la esponja durante
el proceso. Se sumergieron las esponjas en una disolucidn de
HNO, 1 mol L', y se dejaron durante 48 horas. Tras ello, se
sacaron de dicha disolucidn, se aclararon con agua destilada
y se sumergieron en una disolucién de NH, 2 mol L* durante
otras 48 horas. Por 1ltimo, se retiran de la disolucidn
amoniacal, se aclaran convenientemente con agua destilada y
se dejan secar.

La construccidn de las microcolumnas de allmina se
realiza en tubos de tefldén de 1 mm de diametro interno. Se
coloca un trozo de esponja (anteriormente tratada), que
impide la pérdidas de altmina, dejando pasar a su travég los
reactivos. A continuacién, se rellena el tubo de tefldn con
la altmina tamizada, evitando la compactacién, hasta alcanzar
una longitud de unos 8-10 cm. Por {ltimo se coloca otra
esponja en el extremo final del tubo.

Las optimizaciones de los diferentes parametros se han
llevado a cabo acondicionando la alimina a su forma protonada
pasando a su través a 0.5 mL min® durante diez minutos una
disolucién de HNO, 0.01 mol L*, Se ha optimizado la
preconcentracién-elucidén de los analitos en la microcolumna
de alimina de forma discontinua. Cuando se obtuvieron las
mejores condiciones de la preconcentracidn-elucidn, la
columna se insertd en el sistema en continuo desarrollado
para la preconcentracidén-elucién-determinacién en linea. La
Figura 15 muestra el esquema global del sistema.

116



Parte Experimental

La optimizacién de todos los par&metros se resefla a
continuacidén: asi, dentro de los parémetros que influyen en
la retencidén del Se(IV) y Se(VI) en la microcolumna de
altmina, se ha optimizado la velocidad de paso de la muestra
por la microcolumna.

Los principales parametros en la elucién sSon 1la
naturaleza de la solucién eluyente, velocidad del eluyente
por la microcolumna, volumen de elucidn y condiciones de
regeneracidén de la columna. '

Finalmente, adaptar las condiciones de preconcentracidn-
elucidn con la determinacidén por HG-AAS, ha obligado a la
optimizacidén de las condiciones para la generacidn de
hidruros a partir del Se(IV) y Se{(VI} con termoreduccidén en
continuo.

Ol 2 mol L K1 1268 na L
Eluyents i

{NH, 2 mol L) 1.5 ml min’ 15 mL mi

Muestra t?:5 L horat

& HNO, 001 mol L Baio de
Mierocolumm o

15 mL min!

o

Separador
gasfliquide

§. Calelactor NaBH, 0.5 %
15 el mir'

Figura 15.- Sistema acoplado de preconcentracién: Y
determinacién de Se(total) y Se(IV) por HG-AAS.
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Influencia de la velocidad de la muestra en la retencidn.

Para estudiar 1la influencia de 1la wvelocidad de 1la
muestra a través de la microcolumna en la retencién de los
analitos se ha variado el flujo entre 0.5 y 1.5 mL min*
(flujos superiores no se ensayaron yva que 1.5 mL min * es el
fiujo 6ptimo de reactivos en la generacidén del hidruro)}. Como
se observa en la Figura 16, la retencidn del selenio en la
microcolumna de alimina aumenta ligeramente al incrementarse
el flujo de la muestra a través de la microcolumna. Se ha
elegido como flujo Sptimo de retencidn el de 1.5 mL min™?; ya
que a este flujo se acorta el tiempo de andlisis y ademds es
el flujo Sptimo de generacidén de hidruros.

0-150 v 1 T 1 I L] T I ¥ ] T 1 T | T 1] T T T
<L
O 0.100 -
=
<
(28]
oc
O
R
@ 0.050 | -
<
0 1 1 1 L L L X i 1 | 4 ] 1 i L | 1 | 1

0 02 04 06 08 10 12 14 16 18 2

Velocidad de retencién (mL min~")

Figura 16.- Influencia de la velocidad de la mmestra en la
retencién de los analitos.
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Empleo de diferentes eluyentés para la posible elucién
selectiva de Se(IV) y Se(VI).

Con el fin de eluir de forma selectiva el Se(IV) y el
Se(VI) se probaron diferentes eluyentes, tratando de
encontrar, en funcidén del pH, condiciones iddneas ﬁara la
elucidén selectiva de las especies. ‘

!

Los eluyentes ensayados fueron: diférentes
concentraciones de amoniaco; disoluciones reguladoras de
acético/acetato (pH=4.8) y de fosfato 4cido/fosfato (pH=8.0).
Los resultados obtenidos se compararon en todos los casos con
una disolucién que contenia 125 ng de analito (Se(IV) vy
Se(VI)) en el medio eluyente probado, como disolucidn de
referencia. La optimizacidén se realizd como se indica: 5 mbL
de muestra conteniendo 25 pg L de Se(IV) o Se(VI) se pasaron
por la microcolumna eluyéndose el analito en 1 mL de
disolucidén eluyente {(muestra, segan la Tabla' XT) ;
Posteriormente se procedid a realizar una segunda elucién del
analito de la columna con 1 mL mds de eluyente, constifuyendo
lo que se denomina residuo. Los resultados obtenidos como
recuperacién se muestran en Jla Tabla XI. Como : puede
apreciarse, ningin eluyente fue capaz de proporcionar elucidn
selectiva del Se{IV) &6 del Se(VI), siendo para ambos grados
de oxidacidn, los porcentajes de la elucidn muy similares.
Asi mismo se observa la bondad del amoniaco 2 mol L como
eluyente para la preconcentracién de ambas especies de
selenio y la baja eficacia de los demds eluyentes probados.

Influencia de la velocidad del eluyente en la microcolumna.
La velocidad del flujo del eluyente puede considerarse

un parametro critico (y de hecho para algunas esgpecies 1o es)
en la elucidn de las especies de selenio. Un flujo rapido,
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puede producir la no elucidn de las especies junto con un
mayor aporte de la solucidn bésica al sistema generador de
hidruros favoreciendo la neutralizacidn del medio Aacido
necesario para la reduccidn al hidruro en las condiciones
dptimas.

Tabla XI.- Estudio comparativo de diferentes eluyentes para
la elucidén de Se(IV) y Se(VI) de la microcolumna de alGmina.

BLUYENTE INYBCCION Se(1v), % Se{vI),$
0.01 pol L NH3 Referencia 100+4 10042
Muestra 8745 11043
Residuo 915 813
0.25 gol 17 §H, Referencia 10043 10043
Muestra 8345 1242
Residuo 815 945
2 mol 171 LR Referencia 10045 10045
Muestra 10044 9716
Residuo 142 213
1 mol b1 HAc/ae Referencia 10043 10045
Muestra 1044 2246
Residuo 112 143
0.1 mol L Rac/ac” Referencia 10043 10044
Muestra 813 1544
Residuo 142 144
1 ool Lt ERO, 27203 Referencia 1004 10042
Muestra 8012 7146
Residuo 1043 1042
0.1 pol b7 HP042'/P043' Referencia 10045 10041
Muestra 1543 6816
Residuo 1011 1242

120



Parte Experimental

Por el contrario, un flujo 1lento de 1la sblucién
eluyente, puede provocar un desalojo paulativo de las
especies del selenio disperséndose la concentracidn eluida en
el flujo rédpido de los reactivos de la generacidn. Las
condiciones 6ptimas de la elucidn ser&n aquellas que‘eluyan
las especies de forma cuantitativa en el menor voldmen de
fase y que pase a través del sistema de la forma més réapida
posible.

La velocidad de flujo del eluyente (NH, 2 mol L) se ha
variado entre 0.5 y 1.5 mL min?. Como se observa en la Figura
17, la velocidad de elucidn tiene menor influencia en la
eficacia del proceso de preconcentracidn que la velocidad de
retencidn, no apreciéndose variacidén entre flujos altos &
bajos de elucidn. Se eligid el flujo de 1.5 mL min‘\‘, por
presentar ventajas adicionales como: facilidad en la elucién
al mismo flujo que la retencién y acoplamiento éptimo!a las

condiciones de generacién.

0.150 . | ; T ' T T T T
< ;‘f'_—i-__iﬁ\\r//’i‘—_i
o 0.100 b -
=
<<
18
(2
O
7]
M 0.050 7
<
0-000 i | | 1 1 1 | | 1

0O 02 04 06 08 10 .12 1.4 1.6 1.8 2

]
i

Velocidad de elucion {mL min™")

Figura 17.- Influencia de 1la velocidad de elucidn.
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Influencia del medio dcido regenerador de la microcolumna.

Se probaron dos medios Aacidos como activadores de la
microcolumna de altmina con diferentes concentraciones de
amoniaco como eluyente del analito de la microcolumna una vez
preconcentrado. Los resultados se muestran en la Tabla XII,
como puede observarse la unién de HNO, 0.01 mel L' y NH, 2
mol L' como activador y eluyente respectivamente ofrece los
mejores resultados de recuperacidn en la preconcentracidén de
Se(IV) y Se(VI) en estas microcolumnas.

Tabla XII.- Influencia del par activador/eluyente.

Activador Bluyente {1 i) Rficiencia(%)

O3 0.01 mol Lt NHy 2 wol 17! 10042

N, 0.25 pol L't 7143

NH; 0.05 mol Lt 1442

¥, 0.0 wob b7t 011

BCL 0.01 mol &7 NHy 2 mol L1 1712
3

NHy 0.25 mol 1L 5541

Influencia del volumen de elucién.

Se ensayaron volimenes de elucidén de NH, 2 mol L' entre
25 ¥y 2000 uL, para 125 ng de Se preconcentrado previamente en
la microcolumna. Como ge observa en la Figura 18, la
eficiencia en la elucidén aumenta al aumentar el volumen de
elucidén entre 25 y 500 puL; para mantenerse practicamente
constante desde 500 a 2000 pL. VolGmenes superiores a 1000 uL
proporciona peores factores de preconcentracidn adem&s de
presentar pices de respuesta mids anchog. Se escogid un
volumen de elucidn de 500 upL por ser el &ptimo en cuanto
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eficiencia y  posibilidad de un mayor facgor de
preconcentracidn.

|
;
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>
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L ‘_"
|
!
d
O | [ | 1

0 500 1000 1500 2000 2;500
Volumen de elucién NHs {uL) !
;
i

Figura 18.- Influencia del volumen de solucién eluyebte NH,
2 mol L' en la eficiencia de elucién de Se(IV)
([Sel= 125 ng) . (
|
Influencia de la concentracién de HCl1l y del Na,BH‘! en la
generacién del hidruro. f
_ |
Debido a que la elucidn del selenio de la microéolumna
de altmina se realiza en un medio basico (NH, 2 mol L); se
optimizé la influencia del medio &cido en la generacién del
hidruro cuando la muestra se presenta en un medio amoniacal.

Los resultados cobtenidos aconsejan aumentar la concenﬁracién
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del &cido clorhidrico a 8 mol L', en la generacidn del
hidruro cuandc se parte de Se(IV) (Figura 19). Cuando la
generacién del hidruro se realiza a partir de Se(VI), por
tanto con un sistema de prereduccidn en linea, el HCl
utilizado tanto para la acidificacidén de la muestra (previa
a la reduccién) como para la generacidén del hidruro serd
12 mol L.

Otro parametro optimizado, antes del acoplamiento en
linea del sistema de preconcentracidn y de deteccidn es la
concentracidén del medic reductor (NaBH,), presentando
idénticos resultados a los obtenidos cuando la generacidn de
hidruros se realiza sin preconcentracidén previa en
microcolumnas de alGmina (Figura 13). Por tanto 1la
concentracidn de NaBH, serd 0.5 %(m/v) en 0.16 %{m/v) de
NaCH.

Acoplamiento de la microcolumna al sistema de termoreduccidn-
hidruros-absorcidn atémica.

Una vez optimizadas las variables de la preconcentracidn
de los analitos en la microcolumna, el paso siguiente
consistid en insertar la microcolumna dentro del sistema para
trabajar en forma continua. El esquema desarrollado viene
dado en la Figura 15. Se acondiciona la microcolumna de
altmina haciendo pasar por ésta, durante 5 minutos una
discolucidn de HNO, 0.01 mol I'* a 1,5 mL min*. A continuacién,
se sustituye la solucidén portadora por un volumen
perfectamente conocido de la muestra mientras gue al mismo
tiempo van entrando en el sistema los reactivos formadores
del hidruro. La retencién cuantitativa del Se(IV) y Se(VI) en
la microcolumna viene indicada por la ausencia de sefial en el
sistema de medida. Una vez preconcentrada la muestra se
inyecta el eluyente, NH, 2 mol L, ayudados por una valvula
de inyeccidn, eluyéndose conjuntamente el Se(IV) y Se(VI).
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Cuando el sistema calefactor (horno microondas 6 de poivo de
grafito) est& encendido, se produce la reduccién del Se(VI)
a Se(IV), determinéndose por tanto el Se(total) presente en
la muestra. Cuando se realiza una nueva preconcentracidn en
las mismas condiciones, pero en la elucién, el sistema
calefactor estd apagado, se determina Se(IV) exclusivamente.
La concentracidn de Se(VI) se calcula por diferencia enﬁre el
contenido de Se(total) y el de Se(IV).

0-150 1 I i 1 1 I

0.100

ABSORBANCIA

0.050

0 1 1 L l 1 |
0 2 4 6 8 10 12 14

[HCI] {mo! L™V)

Figqura 19.- Influencia de la concentracién de clorhihrico
en la formacién del H.Se después de la preconcentracidn-
elucidn ([Sel= 125 ng). ?
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III.4.4.- CARACTERISTICAS ANALITICAS Y APLICACIONES.

En la Tabla XIII se resumen los parametros fisico-
quimicos Optimos utilizados en 1la preconcentracidén en
microcolumnas de alGmina con deteccidn por espectrometria de
absorcidn atdmica con generacidén de hidruros.

Tabla XIII.- Parametros analiticos de la preconcentracidn-
determinacion de Se{IV) y Se(VI).

Flujo de retencidn 1.5 ol min’}
Flujo de elucién 1.5 b min’!
Eluyente ([NH,]) 2 mod L1
Activador ([3303]) 0.01 mol 171
Tiempo de activacin 5 min
Volumen de elucida 500 1L

[HC1) generacidn del hidrurc a partir de Se(IV) § mol Lt
{(BC1] generacida del hidruro a partir de Se{Vi} 12 mol 17!
{NaBR,} % (m/v) 0.5
Velocidad de bombeo de reactivos de hidruros 1.5 ol nip™

Plujo de argdn

175,47}

Capacidad preconcentradora de la microcolumma de alimina para
las especies de Se(IV) y Se(VI).

Se ha realizado un estudio para conocer el intervalo de
linealidad (6 la capacidad de la microcolumna de alimina para
preconcentrar Se(IV) y Se(VI)). Para ello se preconcentraron
cantidades crecientes del analito en la microcolumna. Asi
mismo se. realizd un calibrado sin preconcentracién en el
eluyente con el fin de comprobar si la pérdida en el
intervalo de linealidad se debia a la técnica & a 1la
capacidad de la microcolumna de altGmina. Los resultados
obtenidos se representan en la Figura 20. Como se observa la
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columna pierde analito cuando la concentracidn del mismo es
superior a 120 ug L*. ;

|
Las caracteristicas analiticas del mé&todo propuesto se
resumen en la Tabla XIV; considerando un factor de
preconcentracién de 50 (factor medio sin riesgo de péfdida de
eficiencia en la preconcentracidén), se recomienda el:uso de
adicidén estédndar para el andlisis de las muestras con el fin
de evitar posibles interferencias debidas a la matriz de la

misma. :

0.600

0.500

0.400

0.300

0.200

ABSORBANCIA

0.100

0 1 ] } | '
0 50 100 150 200 250

[Sel {ug L™") i
!
i

Figura 20.- Influencia de la concentracién del analito en
la eficiencia de la preconcentracidn en microcolumna de
alGmina. a)calibrado en NH, 2 mol L', b) calibrad?

preconcentrado. i

!
i
t
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Tabla XIV.- Caracteristicas analiticas de la

preconcentracidn.

Se(IV)

Se(VI)

Intervalo de linealidad {yg 1Y

0.04-120

0.04-120

Precisitn prénime al limite de deteccidn (%)

5

5

Precisidn proxima a la saturacibn de la
microcolumna (%)

3

3

Sensibilidad fu.a b pgl} 103

2.1

2.0

Limite de deteccidn {pg LY

0.01

0.01

Interferencias.

Debido a que la altimina se acondiciona en su forma

dcida, Unicamente los aniones presentaradn afinidad por 1los

centros activos de la microcolumna de alimina interfiriendo

en la retencidén del selenito (Se0,’") & seleniato (Se0,*") en

ésta. En este estudio se ensayaron los aniones que acompafian

a la muestra generalmente a mis altas concentraciones (PQO,*,

Cl- y S80,*). El NO,” no presenta interferencia por ser
anidén que se utiliza para el acondicionamiento de

microcolumna de aliimina. Los

interferencias se resumen en la Tabla XV. Se observa que
la proporcién de 1:10° no interfiere ningGn anidén en
retencidén en la microcolumna del Se(IV) y del Se(VI). En

resultados del estudio

el
la
de
en
la
la

proporcidn 1:10° se produce interferencia del $0,*", PO,*” y Cl1-

debido a que ocupa los centros activos de la microcolumna.
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Tabla XV.- Estudio de interferencias (Recuperacidn de las
sefiales del Se(IV) y Se(VI) en presencia de posiblés

interferentes). =

|

especie ][ P0,3' =y 8042' |
se{1v) 1008 (1:10) 100 {1:20°) 1004{1:103)
103 (1:108) 123 (1:105) 64%{1:105),

Se{vi) 1008 (1:103) 1004{1:10%) 1004{1:10%)
1004 (1:105) 1004 {1:10%) 12%411:109)

Aplicaciones analiticas.

El método se ha aplicado a la determinacidn de Se (IV) vy
Se(VI)
realizado

en aguas de mar y del grifo; paralelamente, se han

estudios de recuperacidn, obteniéndose
4
recuperaciones préximas al 100%; incluso en las aguas de
elevada concentracién salina tal y como indica la Tabla XVI.
l
Tabla XVI.- Resultados de la aplicacién del método al

andlisis de aguas.
l

A

Muestra Se{Iv) {pg 1Y Se{VI} {pg L'l)_

Agua de mar {Santander 2, 1.840.2 0.9840.05 ¢

| puerto) {1} i
1+ 7.5 pg LE Se(1v)s 9.5¢0.4 8.310.5

+ 1.5 g LY Se(vI)

Aqua grifo {2)

< Linmite de deteccifn

i
< Linite de deteccitn

4.940.3

< Limite de deteccién

(2} +5 pg L'L seq1v)
H (2} +5 pg L1 Se(vI)

T

< Limite de deteccidn

5.240.4

129



Parte experimental

II1.4.5.- DISCUSION DE RESULTADOS.

- La retencidén de Se(IV) y Se(VI) en microcolumnas de
alGmina, es una alternativa muy importante a los métodos
usuales de extraccidén para la preconcentracidn de Se(IV) y/o
Se(VI), vya que se consigue la preconcentracidén de ambas
especies permitiendo simulténeamente la separacidn de la
matriz que las acompaila. En los métodos usuales de extraccidn
con disolventes, sdlo es posible realizar la extraccidén de un
grado de oxidacidn con un reactivo quimico adecuado; idéntico
problema presenta el empleo de resinas quelatantes.

- Las microcolumnas son fédciles de preparar, transportar
y acoplar a sistemas de deteccidn.

- El1 factor de preconcentracidn con el .que puede
trabajarse estd fuertemente influenciado por la matriz de la
muestra; especialmente si ésta contiene aniones. Sin embargo,
el método propuesto aplicado a aguas naturales y marinas
permite trabajar con un factor de preconcentracidn de 50;
obteniéndose eficiencias del 100% para ambos grados de
oxidacidn.

- El sistema de preconcentracién puede acoplarse "en
linea" a un sistema de deteccién de alta sensibilidad como es
la espectroscopia de absorcidén atdmica con generacidn de
hidruros (HG-AAS), y potencialmente podria acoplarse a
sistemas mas sensibles como el ICP-MS.

- Los limites de deteccidn conseguidos son
suficientemente bajos como para permitir su aplicacidén a
muestras medioambientales.
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CAPITULO IV.- ACOPLAMIENTOS HPLC-HG-AAS PARA LA DETERMINACION
DE ESPECIES INORGANICAS Y ORGANICAS DE SELENIO.
TRANSFORMACION DE RSPECIES.

IV.1.- Introduccidm.
1V.2.- Acoplamiento HPLC-HG-AAS para la determinacidn  de Se(IV) y Se(vi).
Iv.2.1.-  Modulo cromatografico: flujo y concentracidn del eluyente. :
IV.2.2.-  Pardmetros analiticos éptimos y aplicaciones analiticas. !
IV.3.- Preconcentracién de Se{IV) y Se{VI) en microcolummas de alimina y separaC1on-
deterninacifn mediante el acoplamiento HPLC-HG-AAS.
IV.3.1.-  Caracteristicas amaliticas y aplicaciones.
IV.4.- Determinacin de las especies organometdlicas del selenmio:
Transformacion de especies.

IV.4,1.-  Formacién del hidruro de selenio a partir de TMeSe.

IvV.4.2.-  Formacidn del hidruro de selepio a partir de SeCys y SeMet. '
IV.4.3.-  Caracteristicas analiticas y aplicaciones. ;
IV.4.4.-  Discusién de resultados. !

IV,5,- Acoplamiento del midulo de tramsformacidn de especies al sistema HPLC-MO-HG-AAS.
Aplicacidn a 1a determinacién en linea de TMeSe, Se{IV) y Se(VI).
Iv.5.1,-  Caracteristicas analiticas y aplicaciones.
IV.5.2.-  Discusidn de resultados.
Iv.6.~ Bibliografia.
}
IV.~- ACOPLAMIENTOS HPLC-HG-AAS PARA LA DETERMINACIGN DE
ESPECIES INORGANICAS Y ORGANICAS DE SELENIO. TRANSFORMACION
DE ESPECIES. j

t
4

IV.1.- INTRODUCCION. !

Como ya se indicd en el capitulo II, la problemitica que
plantea el uso de técnicas cromatograficas pdra la
determinacidén de especies metdlicas u organometélibas en
muestras medicambientales es el alto limite de deteccidn que
ofrecen utilizando detectores convencionales. Por lo tanto se
hace necesario el acoplamiento de la técnica cromatoéréfica
a técnicas de deteccidn que ofrezcan bajos limites de
deteccidén. De ahi el auge que ha adgquirido en 1los fltimos
afios el uso de estos acoplamientos para la determinacién de
muy diferentes tipos de elementos met&licos y sus com?uestos

organocmetdlicos.
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También se ha visto que para la determinacidn de
compuestos de selenio, el sistema de deteccidébn que ofrece
limites de deteccidn adecuados para su aplicacidn a muestras
de interés mediocambiental es la espectroscopia de absorcidn
atdmica con generaciédn de hidruros. Sin embargo esta técnica
presenta un gran inconveniente para la determinacidén de
diferentes especies de selenio, ya que (inicamente el Se(IV)
es capaz de generar el hidruro; por 1o que se hace necesaria
una etapa previa de conversidén a Se(IV) de todas las demés
especies.

En esta parte de la memoria, se desarrollan inicialmente
las condiciones cromatograficas para la separacidén de las
especies anidnicas inorgdnicas del elemento acoplando la
reduccién en linea del Se({VI) a Se(IV) para la posterior
determinacidén del hidruro (capitulo IV.2).

La muestra puede inyectarse en el cromatégrafo después
de haber sido preconcentrada en la microcolumna de alimina,
esta forma de trabajo, permite reducir los limites de
deteccién en 1 & 2 6rdenes de magnitud, dependiendo de 1la
complejidad de la matriz (capitulo IV.3).

Finalmente, para la determinacidén de especies
organometalicas, se ha abordado la transformacidén a Se(IV)
del idn TMeSe*, asi como de los aminoidcidos selenometionina
(SeMet), selenocistina (SeCys). El acoplamiento de este
sistema transformador de especies como interfase entre la
salida de 1las especies del cromatbdgrafo y el sigtema
detector, permite la determinacidn en linea de estas especies
organometélicas del selenio presentes en la muestra.
Estudiada la transformacidn (capitulo IV.4) se ha optimizado
el acoplamiento mencionado para la especiacidn de Se(IV),
Se(VI) y TMeSe.
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IV.2.- ACOPLAMIENTOS HPLC-HG-AAS PARA LA DETERMINACION DR
Se(1Vv), Se(VI). !
|
IV.2.1.- MODULO CROMATOGRAFICO: FLUJO Y CONCENTRACION DEL
ELUYENTE. i

Debido a 1la naturaleza anidnica de las especies a
determinar, una columna de intercambio aniénico puede éer en
principio la mis idbnea. A pH=6.8 (pH de la disolucién
amortiguadora eluyente) el Se(IV) (pKa= 2.3 y 7.8) estari en
su forma protonada (HSe0®"); mientras que el Se(VI}) estéré en
su forma anidnica Se0,>” (pKa=2.1l). Al tener el Se(VI)fmayor
interaccién electrostdtica con la columna, eluird en Gltimo
lugar. La columna escogida para ello es una columna aniénica
de poliestireno-divinilbenceno trimetilamonio de (25 cmx 4.1
mm d.1i); Hamilton PRP-X100. Como eluyente para esta columna
se probaron diferentes concentraciones de la disoiucién
reguladora de fosfato a pH=6.8.

!

La Figura 21 muestra el diseflo empleado de acoplaﬁiento
HPLC-HG-AAS empleando 1la reduccién en microondas, como
interfase, en dicho diserio, se acopla el ﬁédulo
cromatografico directamente al sistema desarrollado
previamente para la determinacidén de Se(total) y Se(IV) por
reduccién en linea - HG-AAS. Es de prever que la fase mévil
empleada para la elucién del Se(IV) y Se(VI), de la cdodlumna
cromatografica, no interfiera en la determinacidn en 1ihea de
ambas especies ya que el PO,’° no es interferencia len la
generacién de hidruros. La forma de trabajo es la siguiente:
La muestra se inyecta en la fase mdévil que es arrastrada
hacia la columna, donde se produce la separacidn de las
diferentes especies de acuerdo con su capacidad de reteﬁcién.
A medida que las especies salen de la columna, arrastradas
por el eluyente, se mezclan con el HC1 y juntos pasan al
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horno microondas, que se encuentra a la mixima potencia. El
Se(IV) se mezcla con el HCl, cuya ilnica misidén es la de
proporcionar el medio &cido para la generacidén del hidruro.
Cuando la especie eluida es el Se(VI), se produce 1la
reduccidn cuantitativa del Se(VI) a Se(IV) en el interior del
horno por la accién deluHCl, al mismo tiempo, se alcanza la
acidez necesaria para la formacidén del hidruro. Teniendo en
cuenta que todos los parametros de la determinacidn se
encuentran optimizados en el capitulc anterior (III.3.2};
solamente los parametros del mddulo cromatogrifico son los

optimizables.
HC! 10 mol L
Muest 3.0 mL min?
estra 175 L hora?
.y Bano de Ar
ampeng  { | K LY hislo

—‘jm W - YAYAY
1.5 mi/mi Y ¥ ¥

............. separado’
gas/liquido

MICROONDAS NaBh 0.5%
1.5 mid min!

Figura 21.- Sistema en 1linea HPLC-reduccién en
microondas-HG-AAS.

Para ello, la concentracifén de la disolucién reguladora
de fosfato (Na,HPO,/NaH,PQ,) se varidé entre 80 y 120 mmol L
a un flujo de 1.0 mL min?*. Concentraciones superiores no se
probaron debido a l1a baja solubilidad de una de las sales de
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partida. Los resultados (tiempo de retencibn vs concentracidn
del eluyente) se muestran en la Figura 22. Un aumento de la
concentracién de la disolucién reguladora no afecta al tiempo
de retencidn del Se(IV) mientras que el de Se(VI) disﬁinuye
(aproximadamente 1.5 minutos), siendo este descenso mas
acusado entre 90 y 100 mmol L*. Al aumentar la concentracién
de fosfato se observé también un aumento de la seflal
analitica de las distintas especies de selenio, produciéndose
un estrechamiento de los picos cromatograficos. Se egcogié

i

una concentracién de trabajo de 100 mmol L.

6 b A Se(Vl) -

- — — . |
m Se(lV) :

TIEMPO DE RETENCION {min)
L)

0 | | 1 | 1
70 80 90 100 110 120 130

Concentracién tamp8n fosfato (mmol L™

Figura 22.- Influencia de la concentracién de fosfato en la
separacidn cromatogrifica de Se(IV) y Se(VI)
([Se(IV}]= 100 pg L* ; [Se(VI)]= 100 pg L™V .
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El flujo del eluyente cromatografico se varidé entre 1 y
1.5 mL min. Flujos superiores no se énsayaron por producir
sobrepresidon en el sistema de reduccidn y baja eficiencia en
dicho proceso, asi como presiones demasiado elevadas en la
columna cromatogrdfica. Log resultados obtenidos se muestran
en la Figura 23; observéndose, como era de esperar, que al
aumentar el flujo del eluyente disminuyen los tiempos de
retencidédn de los analitos. Ademds, las sefiales analiticas
aumentan debido al estrechamiento que se produce en los picos
cromatogrificos. El flujo escogido fue de 1.5 mL min?, por
ser el que mejores resultados ofrecid, sin producir problemas
adicionales de sobrepresién.

| & Se(VI)

TIEMPO DE RETENCION {min)
f -9

0 l 1 l y
0.75 1.00 1.25 1.50 1.75

Flujo fase mévil {mL min~")

Figura 23.- Influencia del flujo del tampén fosfato en la
separacién cromatogrdfica de Se(IV) y Se(VI)
([Se{(IV)]="100 pg L'* ; [Se(VI)]= 100 ug LV

140



Parte Experimental

?

IV.2.2.- PARAMETROS ANALIfTICOS OPTIMOS Y APLICACIONES
ANALITICAS. :

La separacién cromatogrdfica se muestra en la Figura 24,
el pico mds estrecho es del Se(IV) y el mas ancho corresponde
al Se(VI), gue como se indicd anteriormente es el que'mayor
interaccién electrostdtica tiene y por tanto el que més se
retiene en la columna. j

|

0.15 - |
T Se(lV)
Q
Q 0.10 - “ |
— Se{Vi) 9
a ]
L]
= .
8 0,05 -
< 5
0.00 L o |
T =T T T T T ;

time, min
Figura 24.- Cromatograma de Se(IV) y Se(VI) !
([Se(IV)= 120 ug L™ ; [Se(VI)]= 125 pug L™ .
i
La Tabla XVII resume las condiciones operatorias éptimas
para la determinacién independiente de Se(IV) y Se(VI).

141



Parte experimental

Tabla XVII.- Parametros analiticos en la especiacidén de
Se(IV) y Se(VI) por HPLC-HG-AAS.

Fase movil 100 mmot L1 disolucién requladora
de fosfato ?H=5.8.

Flujo de 1a fase mdvil 1,5 ol min .

Volumen de imyeccidn 100 pL.

[K€1] 10 wol 1L,

Flujo de HCl 3 ol min’,

[NaBH,] 0.5 % (m/v) en 0.16% {m/v} NaOH

Flujo de NaBl, 1.5 ol min™>,

Flujo de argon 17.5 1 b7,

E1l método éxito a la

determinacién de Se{IV)

propuesto se aplicd
y Se(VI)

concentracién de un ejercicio de
que se detalla

capitulos V y VI. Las muestras contenian ademas 2000 mg L

con
en las muestras de alta

intercomparacién y de
certificacidn, exhaustivamente en los
de Cl°, no presentando este elemento ninguna interferencia en
la separacién y deteccién de las especies de nuestro interés.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla XVIII,
pudiendo observarse su concordancia con el valor medio

obtenido por todos los laboratorios participantes.

Tabla XVIII.-Resultados analiticos en los ejercicios de
intercomparacién y certificacion.

Bjercicio de Ejercicio de certificacibn
intercomparacifn.

Se(IV) Se (V) se(1V) Se{vI)

Resultado obtenido (pg 1Y 4942 5144 | 3542 4441

Hedia ge los valores aceptados 5143 5014 3542 4544
{pg L)

Cantidad afiadida a las muestras 50.0 50.0 35.0 45.0
H (pg 1
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IV.3. PRECONCENTRACION DR Se(IV) Y Se(VI) EN MICROCOLUMNA DE
ALUMINA Y SEPARACION-DETERMINACION MEDIANTE EL ACOPLAMIENTO
HPLC-HG-AAS . i
L
Una de las dificultades que presenta el acoplamiento de
la preconcentracidén y la separacién cromatogréfica,:es el
eluyente utilizado en la preconcentracidén, como se ha visto
previamente. El Se(IV) y Se(VI) se eluyen de la microcolumna
de altmina con una disoclucién de NH, 2 mol L', Este! medio
bédsico puede modificar la resolucidn de 1los ;picos
cromatogréficos del Se(IV) y Se(VI), asi como la eficiencia
de la generacidén del hidruro. |
|

El procedimiento operatorio  seguido, auna las
condiciones dptimas de preconcentracidén del Se(IV) y Se(VI)
(ver Apdo III.4) con las condiciones &ptimas de separacidn
cromatografica y formacidn de los hidruros de estas especies.
El sistema utilizado es el previamente desarrolladoc porFHPLC-
HG-AAS (Figura 21). |
|

Ante la dificultad de acoplar la microcolumna de alfimina
con el sistema de inyeccién cromatografico, se realiza la
preconcentracién en discontinuo inyectando en el cromatégrafo

L

la muestra eluida.

:
Trabajar en discontinuo se traduce en faciiidad,
comodidad y economia; ya que si éste se realiza en iinea,
durante el tiempo utilizado en 1la activacidn de la
microcolumna, preconcentracidén y elucién (aproximadamente 15
minutos), el sistema de separacidn vy detecciéni esta
funcionando (gastando reactivos y gases) sin que se produzca
ninguna sefial analitica. ;

La forma de trabajo es la siguiente: la microcoluﬁna de
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alGmina se acondicionara con la disolucién de HNO, 0.01 mol
L' a 1.5 mL min?, durante 5 minutos, posteriormente a este
mismo flujo se pasari la muestra; una vez concluida esta
etapa se eluiran los analitos de interés ([Se(IV) y Se(VI)]
con 500 uL de NH, 2 mol L', recogiéndose en ﬁn vial de
polietileno y procediéndose posteriormente a su inyeccidn en
el cromatdgrafo; teniendo en cuenta que el wvolumen de
inyeccidén é6ptimo en el cromatdgrafo es de 100 uL, es posible
con el volumen recogido en los viales, inyectar tres veces la
misma muestra.

IV.3.1.- CARACTERISTICAS ANALITICAS Y APLICACIONES.

La separacidn cromatografica se muestra en la Figura 25,
como puede apreciarse la resolucién en 1la separacidén
cromatografica no empeora lo que aconseja el empleo del
sistema propuesto.

0.30 |
1 SellV)
S 0.20 -
S Se(VI)
£ §
| =
Q
a 0 -
2 o1

0.00

time, min

Figura 25.- Cromatograma del Se(IV) Y Se(VI) en NH, 2 mol L.
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|
Los parametros analiticos 6ptimos para . la

preconcentracidén y separacidén de Se(IV) y Se(VI) se resumen
en la Tabla XIX.

#
|

Lasg caracteristicas analiticas del método propue%to se
resumen en la Tabla XX. |
i

Los calibrados obtenidos se muestran en la Figura 26. El
método se ha aplicado a la determinacién de Se(IV) y Se(VI)
en muestras acuosas de baja concentracidén en un ejerciéio de
intercomparacién y en un candidato a material de referencia
(CRM) . Los resultados coincidieron con la media de los deméds
participantes y con la cantidad afiadida en la preparacién de
las muestras (Tabla XXT). }
Tabla XIX.- Parametros analiticos de la preconcentracién v

determinacién de Se(IV) y Se(VI) por HPLC-HG-AAS.

Fase mbvil 100 amol 11 disolucisa requladora
de fosfato fﬂ = 6.8,

Flujo de la fase mévil 1.5 ob min !

Volumen de inyeccibn 100 pL. :

[Hc1] 10 nol 173, |

Flujo de ACl 3 nb nin’

[NaBH4} 0.5 % (m/v) en 0.16% {m/v} Na0H

Flujo de NaB,
Flujo de argdn
[NH]

Fujo de §H
Volumen de ﬂH3
[ENO,)

Flujo de ENO,

1.5 mb mi

17.5 L b,
2ol 1L,
1.5 ol min™,

500 uL. ‘
8.01 mol 17

1.5 oL min™",

Las muestras se preconcentraron 20 veces (el factor

maximo de preconcentracidn es 50),
interferencia del Cl-,

la estabilidad

egpecies.

con el fin de obviar la
presente en la muestra para aségurar

Este factor de

preconcentracién de 20 fue suficiente para la determinacidn

de Se(IV) y Se(VI} en las muestras propuestas. i
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Tabla XX.- Caracteristicas analiticas de la preconcentracidn
y determinacién de Se(IV} y Se(VI) por HPLC-HG-AAS.

_ Se{lv) 1 se(vD) _
Tiempo de retencidn {min) 1.75 3.50
Intervalo de linealidad (ng) 0.25-50 0.4-50
Precisidn {%) §-4 10-2
Sensibilidad (v.a. & pg’d) x 10 1.62 1,05
_Eig}te de deteccidn {ng} b §.11

0.250
m Sellv)
0.200

0.150

0.100

ABSORBANCIA

0.050

o | 1 V 1
0 5 10 15 20
[Sel {ng)

Figura 26.- Calibrados de Se(IV) y Se(VI) por HPLC-HG-AAS,
previa preconcentracién {(aliimina)/elucién en NH, 2 mol L.
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1

Tabla XXI.-Resultados analiticos en los ejercicios:de
intercomparacidén y certificacidm.

Bjercicio de

Rjercicio de certificacicn

intercomparacitn. !
Se(IV) Se (V1) Se(IV) Se (V1)
Resultado obtemido (ug L' §.210.6 | 6.2540.05 6.340.2 3.240.2
Media ?e los valores aceptados 5.610.4 6.210.3 5.810.4 1.740.7
(pg L%} !
Cantidfd sfiadida a las muestras 6.0 6.0 6.9 8.0
(ag L)
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IV.4.- DETERMINACION DE LAS ESPECIES ORGANOMETALICAS DEL
SELENIO: TRANSFORMACION DE ESPECIES.

Una vez desarrollado el mé&todo analitico gue permite la
determinacidén diferenciada de las especies inorgénicas del
selenio, el siguiente paso ha sido abordar la determinacién
de trimetilselenio, metabolito que gse encuentra
principalmente en la orina como producto de biometilacidn de
las especies inorgénicas del selenio, y de la selenometionina
y selenocistina, aminoacidos del selenio que forman parte de
las proteinas del selenio entre las que se encuentra la
glutationa peroxidasa de indiscutible funcidn fisioldgica en

los organismos vivos.

La deteccidn de estas formas organicas del selenio, en
el sistema desarrollado para las especies inorganicas,
involucra dos pasos adicionales con respecto a estas Gltimas:
el primero es la transformacién en linea de estas especies
orgédnicas a formas inorgdnicas. La oxidacidén de la materia
orgdnica (Gnica forma de descomposicidn) lleva consigo la
oxidacidén del selenio desde el estado de oxidacidn en que se
encuentra a Se(VI). Después de este primer paso, el segundo
implica la reduccidén del Se(VI) a Se(IV) para formar el
hidruro correspondiente. En este apartado se aborda el primer
paso de la determinacidén cuantitativa, es decir el estudio de
la transformacidén de estas tres especies orgénicas del
selenio a formas inorganicas.

IV.4.1.-FORMACION DEL HIDRURO DE SELENIO A PARTIR DE LA
ESPECIE TMeSe.

La descomposicién del TMeSe ({CH,).Se') ha sido durante
muchos ailos la etapa mis problematica en la determinacidn de
este analito. Welz y Melcher en 1984 propusieron un ataque

148



!

!

Parte Experimental

con acidos fuertes (nitrico, sulfirico y perclérico) y altas
temperaturas (310°C) para la descomposicidn de este co@puesto
(apartado II.2.5.). Recientemente D Ulivo y col en 1994, han
propuesto un método en discontinuo para la descomposicidn
cuantitativa de selenometionina y trimetilselenio utilizando
una mezcla de Acido bromhidrico/bromuro y el | calor
proporcionade por un horno microondas. f
|

El esquema utilizado para la descomposicién vy
determinacién "en linea" de las tres especies se muestra en
la Figura 27.

16 mol L HCI
3.0 mL min”,

175 L hora?
Ar

Muestra

H,0 1.5 mL min™,

VY

_________________________ Soparador
......................... Gan”qUIdo i

: , i
K,S,0, Horno Microondas 0.5% NaBH. ;

ind
0.5 mk min", 1.5 mL min".

Figura 27.- Sistema utilizado para la descomposicidn y
determinacién en linea de TMeSe, SeCys, y SeMet.
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Los  parametros involucrados se han optimizado
inicialmente para el ién trimetilselenio, comparando las
sefilales analiticas con las obtenidas para Se{IV) y Se(VI) en
idénticas condiciones; posteriormente, se han ensayado con
ligeras modificaciones para la SeCys y SeMet.

Empleo del persulfato potdsico como reactivo oxidante.

Se utilizd una disolucién de persulfato en medio basico
y en caliente como medic oxidante para la descomposicidn del
compuesto orgdnico, por ser el medio utilizado por otros
autores para la descomposicidén de organoarsenicales con
buenos resultados. [Ldpez y col, 1993; Ldépez-Gonzdlvez y col,
1994] .

El procedimiento operatorio seguido en la optimizacidén
de la descomposicién ha sido el siguiente: Se introduce la
muestra gque contiene las especies orgdnicas del selenio a
través de una valvula de inyeccidn en un flujo portador de
agua y mediante un sistema en T se une con una disoluciédn de
persulfato potésico estabilizada con NaOH. Esta disolucién
pasa a un bucle de reaccidn introducido en un horno
microondas que opera a la mé&xima potencia. En este primer
bucle idealmente se produce la descomposicién cuantitativa
del organoselenio, asi como la oxidacidén de la posible
materia organica de la matriz. La muestra oxidada sale del
horno microondas y pasa a través de un bafio de hielo a f£in de
enfriar y despresurizar el sistema. Ya en este punto,
mediante una nueva T conectada al sistema, la muestra se
acidifica con la disolucidén de HCl que actiia de reductor del
Se(VI) y juntos pasan a un segundo bucle de reduccién que se
encuentra dentro del horno microondas. La accidén del reductor
y la temperatura del horno, convierte al Se(VI) en Se{IV) que
pasa al mddulo de determinacidn por formacidén del hidruro de
selenio corresgpondiente.
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La concentracidén de K,S,0, se varid de 0.1 a 5 % ;(m/v)

con un flujo de 0.5 mL min?. La mixima sefilal analitica
(descomposicién cuantitativa) del trimetilselenio se obtiene
cuando la concentracidn de K,S,0, es mayor del 2.5 %; sin
embargo, concentraciones superiores al 4 % prdducen
sobrepresiones en el sistema y por tanto afectan de forma
importante a la irreproducibilidad de la descomposicidn. Como
se observa en la Figura 28, la seilal éptima se obtiene cuando
en las mismas condiciones iguales cantidades de TMeSe y de
Se (IV) ofrecen 1la wmisma sefial, indicando qué la
descomposicidén del TMeSe es cuantitativa y que ademias 1la
etapa de reduccidén prevalece sobre la etapa de oxidacién va
que en un primer momento por efecto del K;S,0, y del calor el
Se(IV) inyectado en el sistema pasa a Se(VI) para después en
el bucle de reduccidn transformarse de nuevo en Se(IV). La
concentracidén de K,S,0, dptima para la descomposicidn deiTMeSe
es del 3 % (m/v). '
i

Una vez optimizada la concentracidén del medio oxidante
(persulfato}) se varidé el flujo de éste. El fluﬁo de
persulfato ge varidé de 0.1 a 0.6 mL min™?, observandose que
flujos inferiores a 0.5 mL min' no producen una eficiencia
del 100 % en la descomposicidn del trimetilselenio. Eliflujo
elegido como Optimo para la descomposicién del TMeSe es 0.5
mL min?, debido a gque flujos superiores producen problemas
de sobrepresién en el sistema Yy  por tantb de
irreproducibilidad del proceso!
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0.150 -t T T T T
< -
o 0.100
=
L
m
o
O o a
w
o 0050 | A Db -
: < Oc
o \ ! 1 i t
0 1 2 3 4 5 6

[KzSgOg] X (m/v)

Figura 28.- Influencia de la concentracidon de K,5,0, en la
descomposicién del TMeSe. a) 100 ug L' de Se({1V),
b) 100 pg L' de Se{VvI), c) 100 ug L' de Se como TMeSe.

Optimizacién del flujo y concentracidn del HCL.

La concentracién del reductor (acido clorhidrico)
utilizado para la reduccidén del Se(VI) a Se(IV) y para la
generacidén del hidruro se varidé de 6 a 12 mwmeol L. La
reduccidn cuantitativa del Se(VI) a Se(IV) y por tanto, la
descomposicidén cuantitativa del TMeSe se 1llevd a cabo
utilizando una concentracidén de &cido clorhidrico igual &
superior a 10 mol L*. El1 flujo de HCl necesario para 1la
reduccidén en linea y para la generacidn del hidruro de
selenio es 3 mL min'; la FPFigura 29 muestra la respuesta
analitica obtenida para 100 ug L' de Se, en sus distintas
formas (Se(IV), Se(VI) y TMeSe) cuando el microondas esta
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encendido y apagado (obteniéndose fdnicamente la! sefial
derivada de la inyeccién de Se(IV)). )
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TMeSe Sellv) Sa(VI)

Figura 29.- EBficiencia de la generacidn del H,Se en llinea a
partir de TMeSe, Se(IV) y Se(VI). (1) en HCl 10 mol:L* a
1.5 mL min?. (2) HC1 10 mel L'* a 3.0 mL min* a) con

microondas, b} sin microondas. '

1
H
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{
H
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Como puede observarse en la Figura 29, sdlo se obtiene
sefilal analitica de las egpecies de Se(VI) y TMeSe cuando
éstas han pasado a través del horno microondas en
funcionamiento ya gque precisan el <calor para una
transformacién a Se(IV). Ademds precisan de un caudal de
dcido clorhidrico elevado (3.0 mL min?) para gue la
transformacidn sea cuantitativa y por tanto las seflales de
TMeSe y Se(VI) se igualen con la proporcionada por idéntica
cantidad de Se(IV) en las mismas condiciones.

IV.4.2.-OPTIMIZACION PARA LA DETERMINACION DE SeMet y SeCys.

La descomposicién de 1la selenometionina y la
selenocistina se ha abordado teniendo en cuenta las
experiencias llevadas a cabo anteriormente c¢on el Se(VI) y
con el TMeSe.

Dada la naturaleza organica de los compuestos a
determinar, se utilizard un sistema de descomposicién similar
al utilizado para la descomposicién del trimetilselenio
(bucle de oxidacidn, bucle de reduccidn, persulfato potasico
como oxidante, eteg).

Descouposicidn de la selenocistina.

En una primera experiencia se hizo patente que para la
descomposicidén de la selenocistina, basta el calor generado
en el horno microondas, no siendo necesario el aporte
auxiliar del reactivo oxidante persulfato, para su pre-
reduccidén a Se(IV). El proceso es cuantitativo cuando se
utiliza para la reduccidn y generacidén del hidruro de selenio
HC1l 10 mol L' a un flujo de 3.0 mL min™.

En todos 1los casos la seflal analitica de la
selenocistina se compard con la seflal proporcionada por,
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igual cantidad de selenio, como Se(IV), en las mismas
condiciones. Se observé que el rendimiento de 1la
descomposicién de selenocistina es del 100% hasta
concentraciones de selenio de este compuesto de 400 pg L.

Descomposicién de la selenometionina. .

|

La descomposicién cuantitativa de la selenometioﬁina es
totalmente distinta a la de la selenocistina ya gue ﬁrecisa
condiciones exhaustivas tanto en la etapa de oxidacién como
en la de reduccién. La etapa de oxidacidn se lleva a cabo
utilizando persulfato potdsico como oxidante. Las variables
optimizadas de nuevo para esta descomposicidén fueron:
concentracién de X,S,0,, concentracién de NaOH, flujo del
persulfato y tiempo de encendido del microondas. ,

i

Al igual que en el caso anterior, la sefal analigica de
la selenometionina se compardé con la sefial obtenida por igual
cantidad de selenio, como Se(IV). !

La concentracién de persulfato se varié entre 1 y 3 %
(m/v). No se ensayaron concentraciones superiores al .3%, ya
que con la experiencia obtenida para el TMeSe se observé que
se producen sobrepresiones en el sistema ¥y porf tanto
irreproducibilidad de las medidas. El1 medio bdsico gue
contiene la disolucién de persulfato se varid entre el lyel
2% {(m/v) de NaOH. Los resultados obtenidos por la variacién
de los parametros anteriormente mencionados se muestrah en la
Figura 30; como puede observarse en ninguno de los casos la
cuantitatividad del proceso supera el 20% y sorprendentemente
se aprecia cierta tendencia de mejora al disminuir 1la
concentracién de persulfato. ;

Una prdctica comin en el empleo del horno microondas

para todas las experiencias realizadas en las que era

?
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necesario esta interfase, era poner en funcionamiento el
horno a la médxima potencia en el momento de la inyeccién de
la muestra en el flujo de solucidén portadora, 6 en el caso de
su conexién al HPLC, una vez que eluye el Se(IV), gue es la
especie menos retenida. Sin embargo, en el caso de la
selenometionina, se comprobé que dando al horno de microondas
un tiempo de precalentamiento antes de la inyeccién de la
muestra, se mejoraba la descomposicién de la selenometionina
ya que aumentaba sensiblemente la eficiencia de la generacién
del hidruro. Ensayados diferentes tiempos de precalentamiento
y disminuyendo el flujo de persulfato al mismo tiempo que se
aumentaba la concentracién de NaOH del medio persulfato, se
encontraron condiciones experimentales para la descomposicién
cuantitativa de la selenometionina; igualdndose a la sefal
obtenida para Se(IV) en el intervalo de concentraciones
ensayadas.

0.300 T T I

o a

0.250 | mb
A c

0.200 _
0.150 | .

0.100 1

0.060 | . .

ABSORBANCIA

[KzSan] % (m/v)

Figura 30. Influencia de la [K.S.0.]. a) 100 ug L™ de Se(lV),
b) 100 ug L™ de Se (SeMet) [NaOH]= 2 % (m/v), c¢) 100 ug L™
de Se (SeMet) [NaOH]= 1 % (m/v)
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El flujo de persulfato se varié igualmente observandose
gue valores inferiores a 0.5 mL min™ eran insuficientés para
la descomposicién de la selenometionina y valores superiores
producian un exceso de oxidante en el sistema disminuyendo la
sefial proporcionada por el Se(IV). Se eligen como valores
éptimos un flujo de 0.5 mL min™ del 1 % (m/v) de K,5,0, en 2
%$ (m/v) de NaOH y un minuto de precalentamiengo del
microondas (concentraciones superiores disminuyen la

eficiencia del proceso).

El coeficiente de variacién obtenido dépendié
enormemente de las condiciones ensayadas siendo minimo (5-7%)

para las seleccionados en el presente estudio. !

|
IV.4.3.~ CARACTERISTICAS ANALITICAS Y APLICACIONES.

|
Los pardmetros analiticos 6ptimos para la descomposicién

y determinacién de trimetilselenio, selenometionina vy

selenocistina se resumen en la Tabla XXII.

Tabla XXII.- Parametros analiticos.

t

[K S 0 ]/[NaOH] 1%{m/v)/2%(n/v)
Flu}o de K;5,05 0.5 ol mlP
[HC1] 10 mol L™

Flujo de HCl 3.0 oL ain
[NaBH, ] 0.5 ¥ (/v). !
flujo de NaBH, 1.5 uL nip
Flujo de arqon 17.5 L i, !
Potencia del microondas 650 W

Tiempo de precalentamiento (para SeMet y SeCys) 1 minuto !

El método se aplicé a la determinacién de
trimetilselenio, selenometionina y selenocistina ed aguas
enriquecidas, obteniéndose recuperaciones del 100 %. Las
caracteristicas analiticas del método se muestraﬂ en la
Tabla XXIII.
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Tabla XXIII.~ Caracteristicas analiticas.

H_ THeSe Selet SeCys
| Intervalo de linealidad (ng) 1-40 1-40 1-40
Precisién (%) | 6-3 3-1 4-2
Sensibilidad (u.a ng}) x 102 1,4 1.43 ' 1.37
l Linite de deteccién (ng) 0.7 0.7 0.7

IV.4.4.- DISCUSION DE RESULTADOS.

- El1 método propuesto permite la descomposicién "en
linea" de trimetilselenio, selenometionina y selenocistina de
forma cuantitativa, rdpida, instantdnea vy fdcilmente
acoplable a técnicas de deteccidn.

- La descomposicion de los selenoorgdnicos "en linea®
permite su futuro acoplamiento a técnicas cromatograficas.

- Los 1limites de deteccién obtenidos permiten la
aplicacién del métodc a muestras medioambientales y de
interés analitico.
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IV.5.— ACOPLAMIENTO DEL MODULO DE TRANSFORMACION DE EéPECIEs
AL SISTEMA HPLC-MO-HG-AAS. APLICACION A 1A DETERHINACION EN
LINEA DE TMeSe, Se(IV) Y Se(VI). |

La Figura 31 muestra el acoplamiento HPLC-oxidacién MO-
reduccién MO-HG-AAS empleado, para la determinacién
simultdnea de las especies inorgdnicas del Se y la éspecie
organica TMeSe. La muestra se inyecta en el sistema
cromatogriafico y las especies de selenio se separan:en una
columna aniénica (Hamilton PRP-X100); las especies separadas
de la columna se mezclan con una disolucidén de K,S5,0,.al 3 %
(m/v) estabilizada en 2 % (m/v) de NaOH, y mediante un bucle
de oxidacién (1.5 m de longitud 0.5 mm de didmetro iﬁterno)
se introducen en el hornoe microondas, donde por efe@to del
calor se produce la descomposicién de las diferentes especies
de selenio a Se(VI). Posteriormente por efecto del 4&cido
clorhidrico y del calor se produce la reduccién de Sé(VI) a
Se{(IV). Ya convertidas todas las especies en :Se(IV)
reaccionan con NaBH, 0.5 % (m/v) generdndose el hidrﬁro que
arrastrado por una corriente de argén llega a la céiula de
cuarzo dénde se atomiza y se cuantifica por absorcisn

|
atomica. 4

IV.5.1.~ CARACTERISTICAS ANALITICAS Y APLICACIONES.

Ya en este punto de la memoria, todas las variab}es que
pueden incidir en el procesc han sido optimizadas |en los
anteriores apartados. Hay que resaltar que dentro del{médulo
cromatogrdfico debido a la naturaleza catidénica del TMeSe*,
eluye en primer lugar de la columna en el volumen muerto. La
Figura 32 muestra los cromatogramas obtenidos para ellTMeSe,
Se{IV) y Se(VI) en las condiciones é6ptimas dadas en la Tabla
XXIV.

|
|
|
!
|
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HC! 10 mol L
“ 30 mL min’
Bano
de
hielo
MUESTRA : Bafo 12.5 L hora?
Ar
Tampén | df
A rm
— T m /
1.5 mL min?
bomba
50, 3% NaBh 0.5%
HPLC 0.5 mL min* MICROONDAS 1.5 mL min?

Figura 31.- Sistema en linea HPLC-oxidacién/reduccién en
microondas-HG-AAS.

En 1la Tabla XXV se resumen las caracteristicas
analiticas del método propuesto.

Los calibrados se muestran en la Figura 33. El
microondas se conecté desde el momento de la inyeccidén y no
se pardé durante todo el cromatograma; otra posibilidad es
desconectar el microondas después de obtener el pico de TMeSe
Yy volverlo a conectar cuandc el Se(IV) es eluido (esta
especie no precisa prereduccién) para que se produzca la
reduccién del Se(VI): sin embargo, como ya se comento
anteriormente la sensibilidad obtenida del Se(IV) aumenta
cuando el nmicroondas estd conectado durante todo el
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cromatograma.

Tabla XXIV.~ Pardmetros analiticos.

Fase névil

Plujo de la fase mévil
Volumen de inyeccién
[R,5;,0, ]

Flujo de K;8,05

[HC1]

Flujo de HCL

[NaBH, |

Flujo de NaBH

Flujo de argén

b
100 wmol L disolucién requladora
de fosfate f pl= 6.8.
1.5 =L min™. :
100 4L. :
3% (»/v) eP 2 $(n/v) de NaOH
0.5 al min” I
10 mol L™,
3al winl, \
0.5 % (w/v) en 0.16% (n/v} NaOE
1.5 oL mip™. t
17.5 L b,

0.15 4
TMeSe
Sellv}
S 0.0 -
g .
s SelVi)
By
o
,3 0.05
< L]
0,00 ~Pmrminf h
J H 1 T T T
1 2 3 4 5 8

time, min

Figura 32.- Cromatograma del TMeSe,

Se(IV) y Se(VI).
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Tabla XXV.- Caracteristicas analiticas para la
determinacién de TMeSe, Se(IV) y Se(VI) por HPLC-MO-HG-AAS.

THeSe Se(IV) Se(VI)
Tieapo de retencién (min) 1.7% 2.50 4.25 -
Intervalo de linealidad (ng) 2-45 2-50 3-50
Precisién (%) 10-4 §-2 10-3
Sensibilidad (u.a ng™l) x 10° 11.20 8.68 5,55
Limite de deteccién (ng) 1.1 1.4 2.2

0.500

0.400 |
<
O

Z 0.300
<
m
S

& 0.200
2a]
<

0.100

0

i | 1 )]
O Sel{iV) con microondas

T

© TMeSe con microondas
A Se(Vl) con microondas

B Se(lV) sin microondas

1

1

10 15 20 25

[Sel (ng)

30

35 40 45 50

Figura 33.- Calibrados de Se(IV), TMeSe Y Se(VI) mediante
HPLC-MO-HG-AAS.
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El método se ha aplicado a la determinacidén de TMeSe,
Se(IV) y Se(VI) en aguas enriquecidas de estos analitos

obteniéndose recuperaciones cuantitativas.

IV.5.2.- DISCUSION DE RESULTADOS.

- El método permite 1la separacién y posterior
determinacién de TMeSe, Se(IV) y Se(VI) de forma simulténea
con alta sensibilidad y selectividad. Ademas, la
descomposicién cuantitativa del trimetilselenio es.fécil,
rapida, cuantitativa y acoplable a cualquier técnica de

deteccidén sensible.

+

- La descomposicién del trimetilselenio y la reéuccién
del Se(VI) por realizarse "en linea" ofrece ventajas tales
como: evita las pérdidas del elemento por volatilidad, es mds
rapido, cémodo y el gasto de reactivos es mucho menoﬁ.
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CAPITULO V.- ESTABILIDAD DE ESPECIES.

V.1.- Introduccién: inestabilidad de las especies del selenio en medios acuosos
V.2.- Efecto de los pardmetros fisico-quimicos en la estabilidad.
Influencia del pH, contenedor, temperatura y C1°. '

V.2.1.-Preparacién de muestras.
V.2.2.-Protocolo de tratamiento estadistico.
V.2.3.-Procedimientos operatorios y resultadoes obtenidos.
V.2.4.-Conclusiones.

V.3.- Bibliograffa. [

V.1l.- INTRODUCCION: INESTABILIDAD DE LAS ESPECIES%DEL
SELENIO EN MEDIOS ACUOSOS. \

Como ya se ha reflejado anteriormente en esta mémoria,
existe una gran controversia en la bibliografia soBre la
estabilidad de las especies de selenio; siendo las eépecies
inorgdnicas Se(IV) y Se(VI) las mads estudiadas. '

Shendrikar y col en 1975, estudiaron la estabilidad del
Se(IV) en agua a pH=7 en vidrio y polietileno, obsérvando
pérdidas del 4% y 8% respectivamente en 15 dias. ‘

La agencia de proteccién del Medio ambiente ae los
Estados Unidos [1976], recomienda acidificar las muestras con
dcido nitrico a pH<2, con el fin de preservar la estabilidad

del Se(IV) presente en las aguas naturales. i

Posteriormente Cheam y Agemian en 1980, estudia#on la
estabilidad de 1 y 10 ug L™ de Se(IV) y Se{VI) en muestras
acuosas. Los resultados demostraron que en las muestras
acidificadas a pH=1.5 con H,S0, y envasadas en polietileno Yy
pyrex, las especies de (Se(IV) y Se(VI)) se mantuvieron
estables durante 125 dias. También demostraron que a pHs

1
b
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mayores la estabilidad de las especies es menor, siendo el
pyrex el envase que ofrece mejores resultados de estabilidad.

Sin embargo, Mased y col (1981); demostraron la
estabilidad del Se(IV) a pH=8.5; ya gque no observaron
pérdidas de dicho analito en estas condiciones.

Schutz y Tukekian (1965) al igual que Cheam y Agemian en
1980 no observaron pérdidas de selenito y seleniato en
muestras de aguas de mar. Las sales disueltas en la muestra
actdan como estabilizante del Se(IV), disminuyendo su
interaccioén con la superficie del contenedor y por tanto los
procesos de adsorcioén, evitando asi las pérdidas del analito.
Sin embargo, Measures y Burton en 1980, propusieron la
acidificacién de las muestras de agua de mar, a pH=2 con
dcido clorhidrico, para asegurar la estabilidad del Se(IV) y

Se(VI) en vidrio y polietileno durante 4.5 meses.

En un estudio entre laboratorios de control de calidad
se recomendd la acidificacién de las muestras con 0.02% (v/v)
de 4dcido sulfurico, obteniéndose buenos resultados de
estabilidad para concentraciones de selenio dentro del
intervalo de 0 a 1000 ug L™ de selenio.

Robberecht y van Grieken en 1980, recomendaron el uso de
altas concentraciones de Acido clorhidrico (32%) con el fin
de asegurar la estabilidad del selenito y seleniato presente
en aguas haturales durante varias semanas si la muestra se

almacena en contenedores de polietileno.

Posteriormente, May y Kane (1984) no observaron pérdidas
de Se(IV) durante 50 dias de almacenaje en contenedores de
polietileno y vidrio si a las muestras se les anadia 15 %
(v/v) de HC1 6 5 % (v/v) de H,S0,, o bien una mezcla de ambos
dcidos. Estos autores también propusieron el uso de
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contenedores de teflén y 4&cido sulfurico con el fin de
preservar la estabilidad del Se(IV) y Se(VI). {

Dada la controversia existente sobre la estabilidad de
las especies de Se(IV) y Se(VI), vy que uno de los objetivos
del trabajo es la obtencién de un material de reférencia
acuoso que contenga las especies inorgdnicas de selenio
(Se(IV) y Se(VI)): es necesario realizar previamente un
exhaustivo estudio sobre las condiciones fisico-gquimicas que
contribuyen a la estabilizacidén de estas especies.

V.2.- EFECTO DE LOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS EN LA
ESTABILIDAD. |
i

Los principales parametros que pueden influir?en la
estabilidad a lo largo del periodo de almacenamiento en el
dque es vigente un material de referenciaé son
fundamentalmente los siguientes: tipo de recipiente, pH de la
muestra, +temperatura de almacenaje, accién de la luz y
finalmente 1la influencia de las sales disueltas ien la
estabilizacién de los analitos. |

El estudio se realizé para diferentes disolﬁciones
conteniendo alta y baja concentracién de Se(IV) y Se(ﬁI) (10
y 50 ug L™) a pH= 6 y 2 (con 4&dcido sulfirico)i y se
almacenaron en diferentes contenedores (polietileno y ﬁeflén,
gque son los mds usados en la biblicografia), a diétintas
temperaturas (~20°C, 20°C y 40°C) y en presencia de la luz y
la oscuridad. ;

En un segundo estudio se investigé la influenpia de
cantidades crecientes de Cl° en las condiciones ¢ptimas
deducidas del primer estudio. Asi, las disoluciones se
embotellaron en envases de polietileno y se mantuvieron a
temperatura ambiente (20°C), en la oscuridad durante uh ano.
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V.2.1.- PREPARACION DE MUESTRAS.

Para el primer estudio de estabilidad, se prepararon 10
litros de 8 disoluciones iniciales conteniendo 10 y 50 ug L™
de Se(IV) y Se(VI); a 2 pHs distintos (2 y 6), en ausencia
Yy en presencia de 100 mg L™ de Cl1” (NaCl). En la bibliografia
se recomienda el uso de dcido sulfurico y sales disueltas con
el fin de garantizar 1la estabilidad de las especies
inorgdnicas de selenio (Se(IV) y Se(VI)). Posteriormente
estas 8 disoluciones iniciales se distribuyeron en
contenedores de polietileno 6 teflén de 500 mL de capacidad,
salvo aquellas disoluciones que por estar sometidas a (-20°C)
y a 40°C, se conservaron en contenedores de 100 mL, el
objetivo de este cambio estriba en poder emplear un
contenedor para cada andlisis, con el fin de mantener durante
todo el tiempo las muestras a la temperatura estudiada sin
cambios en la misma. La Tabla XXVI y XXVII muestran las
distintas condiciones de almacenamiento de las muestras
durante un afo. Las muestras se analizaron por HG-AAS,
después de 1 dia, 1 semana, 2 semanas, 2 meses, 6 meses, 9
meses y 12 meses.

V.2.2.-PROTOCOLO DE TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Previamente se realizé un estudio estadistico basado en
el andlisis de la varianza (ANOVA); con el fin de conocer la
calidad de las 8 disoluciones iniciales y si el pH, 6 el C1-
afectan a las concentraciones iniciales de selenito y
seleniato. La Tabla XXVIII muestra el valor de F experimental
para cada disolucién. En todos los casos el valor de F
experimental es menor gque el valor tedrico (3,24),
demostrando que la concentracién inicial de las distintas
especies de selenio es independiente del pH y del Cl-.
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Tabla XXVI.- Disoluciones de Se(IV) y Se(VI) sometidas a

distintas condiciones fisico-quimicas.

Se(IV) y Se(VI)

pH Cl

——m
——

Cont/Tenp(}C)

10 4g 1 ge Se(IV) y
10 pg L™ de Se(vI)

é

50 pg L} de Se(Iv) y
50 jg L™! de Se(vI)

0 ug L ¢1” (Hacl)

Polietilero/ -20°C

Polietileno/ 20'C

Polietileno/ 20'C (luz)
Polietileno/ 40°'C

Teflén/ 20°C

2 (E,50,) _
Polietileno/ -20°C
Polietileno/ 20°C
-1 - Il
100mg L° Cl _— .
(HaCl) Polietileno/ 20;C (luz)
Polietileno/ 40°C
Polietileno/ -20°C
Polietileno/ 20°C
o e Polietileno/ 20°C (luz
0ag Ll 1" (wacl) / (1uz)
Polietileno/ 40°C
Tef16n/ 20°C
6 Polietileno/ -20"C
100 ng L1 c1” Polietileno/ 20°C
{HaCl)

Polietileno/ 20°C (luz)
Polietileno/ 40°C

;
!
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Tabla XXVII. Disoluciones de Se(IV) y Se(VI) con Cl1-.

Se(IV) y Se(VI) p cl” Cont/Temp

(20°C)
{r
2 (HC1) Aprox 300 ng 1l procedente del Polietileno
HC1
0 mg Ll ¢1” (NaCl) Polietileno
100 ng L1 €17 (NaCl) Polietileno
-1
10 L de Se(IV el g -
I 10 ig 1! ge SZiVI; ! 500 mqQ L la (NaCl) Polietileno
6 1000 wg L™} €1” (NaCl) Polietileno
.1 - . .
50 g L-i de Se(Iv) y 2000 wg L™ €17 (HaCl) Polietileno
. 6
50 pg L7 de Se(VI) 3000 g 1l er {NaCl) Polietileno
5000 ng L™ 1™ (¥aCl) Polietileno

19000 ng L1 ¢1” {contenido
aproxinado del aqua de mar}) Polietileno

Tabla XXVIII Control de calidad de las 8 disoluciones
iniciales mediante andlisis de la varianza (ANOVA).

Especie Concentracién pH 100 rg L ¢t Fexp H
Se(IV) 10 1g ! 2 6 con sin 1,00
Se(VI) 10 yg L 2 6 con sin 1,59
Se(IV) 50 jg L1 2 6 con sin 2.65
Se(VI) 50 pg L1 2 6 con sin 1.89

La influencia de los parédmetros fisico-quimicos se
evalué por el tratamiento estadistico de los resultados
obtenidos en cada momento del andlisis. En este tratamiento
estadistico, el factor Rx y los intervalos de incertidumbre
en las medidas juegan un papel fundamental para decidir la
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estabilidad de las disoluciones en las diferentes condiciones
de almacenamiento.

El factor Rx se calcula como el cociente entre la
concentracién de la disolucién, preparada en las distintas
condiciones mencionadas en un tiempo t y la concentracién de
la disolucién, sometida a las mismas condiciones pero
almacenada a -20°C, (se toma como referencia) al mismo tiempo
. |

|

RX = XI/X(_zo‘C)

En el caso de las disoluciones almacenadas a (-éo‘c) o
sin disolucién andloga a =-20°C, Rx se calculard como el
cociente entre la concentracién de la especie en un tiempo

dado y la concentracién inicial de la misma especie.

RX=X¢ue/Xiwo-
!

La incertidumbre en cada punto U, viene dado por 1la
expresidn: ;

!

U= ((C.V)%., + (C.V)*. 50:c)¥* Rx /100. |
donde C.V es el coeficiente de variacién de la concentyacién.
La estabilidad se evaldia representando Rx frente al
tiempo transcurrido de almacenamiento de las disoluciones. Se
considerard que una especie es idealmente estable cuando Rx
sea igual a 1; sin embargo se estimard una especie estable si

su Rx se encuentra en el intervalo de 1+U, y 1-U,.
V.2.3.-PROCEDIMIENTOS OPERATORIOS Y RESULTADOS OBTENIDOS.

En los tiempos reglamentados, se han analizado los
contenidos en Se(IV) y Se(VI) de las muestras almacenadas.
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Para la determinacién de Se(1V) y Se(total) se ha empleado la
generacién de hidruros-absorcién atémica en continuo, después
de la prereduccién en discontinuo del Se(VI) a Se(IV). La
concentracién de Se(VI) se determina por diferencia entre
Se{total) y Se(IV).

Los resultados de las concentraciones de Se(IV) y Se(VI)
en las muestras en diferentes condiciones de almacenamiento
se recogen en las Tablas I-XXV en el Anexo y se representan
en las Figuras 1-15.

Al estar 1la incertidumbre, Ux, afectada por el
coeficiente de variacién, es légico pensar gque ésta serd
menor en las muestras de alta concentracién y en el caso del
Se(VI). Su aumento para el Se(VI) se debe a dque la
concentracién se calcula como la diferencia entre Se{total)
Yy Se(IV); por tanto el error asociado a la medida es la suma
de los errores. '

Influencia del pH en la estabilidad de las especies de

selenio.

Como puede observarse en la Figura 34, el Se(IV)
presente en las disoluciones a pH=2 (H,S0,) almacenadas a
temperatura ambiente, en contenedores de polietileno, es
inestable a las dos concentraciones ensayadas (10 y 50 ug L-
) inicidndose la disminucién de su concentracién después de
un mes de almacenamiento. Sin embargo esta disminucién en la
concentracién del Se(IV), no significa un aumento en la
concentracién del Se(VI) (Figura 35); no existiendo, por
tanto, interconversiones de una especie en otra. Las pérdidas
de Se(IV), deben achacarse a adsorciones de dicha especie en

las paredes del contenedor.

Estos resultados estdn en clara contradiccién con los
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resultados publicados en la bibliografia [EPA—600/4—7E-094,
1976; Cheam y Agemian, 1980]. Sin embargo, la inestabilidad
del Se(IV) a temperatura ambiente en contenedores de
polietileno se repite cuando la acidificacién de la muestra
a pH=2 se realiza con dacido clorhidrico (proporcionanpo una
concentracién de Cl- aproximada de 300 mg L), (Figura 36),
el Se(IV) presente en las muestras se pierde completamente
después de un afo de almacenamiento sin obse}varse
transformaciones a Se(VI), que como anteriormente, se
mantiene estable durante el afioc estudiado. i

También a pH=6. el Se(IV) mantenido en los contenedores
de polietileno es inestable como se muestra en la Fig&ra 37,
para las dos concentraciones ensayadas, sin embargo, la
pérdida del elemento en la disolucién es menos acusdda que
para el primer medio.

pH=2, polletilenc, (20°C)

w10 &9 L=t Sellv) 1 1.5 * T ¥ T T T d l;- T T T T
| 1 r W50 pg L™ sellv) ]

pH=2, pollatilsno, {20°C}
1.5 Lﬁ P ey

i”“223:::::::::!:::::ZZ'.::::3:Z:::::::::::::lﬂl::m::::::::::t ~

1.0

Rx
Rx

i i
05 r i
- ]

o [ " 1 A 1 " L n L I 1 4 & =
D 2 4 & 8 10 12 14 Ol

L

0 2 4 ] 8 10 12 14

TIEMPO (meses) !
TIEMPO (meses)

i
Figura 34.- Estabilidad de Se(IV) a 20°C, pH=2 (H.SO,) en
contenedores de polietileno.
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pH=2, poiistiieno [20°C)

¥ v T T T M |l v T v T

A 10 pg L™ Selvh) 7

1 A L " L " L " L " L1

2 4 & 8 10 12 14
TIEMPO (meses)

Rx

pH=2, polietileno (20°C)

0S5

1 M ¥ 4 1 M T M t

4 50 pg L™ Seivi) ]

L i L n 1 L i L

4 8 8 10 12 14
TIEMPO (meses)

Figura 35.~ Estabilidad de Se(VI) a 20°C, pH=2 (H,SO,) en
contenedores de polietileno.

pH= 2 [HCI}, pelietitens, {20°C)

1 1 1 1 13 1

- -
10 pg L™ Seflv) |

0 2 4 )

TIEMPO (meses)

1.8

Rx

pH= 2 (HCI), polistileno, {20°C)

4 1 ¥ T T

® 50 ug L™ Seilv) |

14

TIEMPO (meses)

Figura 36.- Estabilidad de Se(IV) a 20°C, pH=2 (HCl) en
contenedores de polietileno.
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pH=8, potistilano {20°C) pH=8, polistieno [20°C)

18 —————r—————— S ——

LI | A

Rx

® 10 pg L™ Se{V) ] ® 50 pug L=' se(ivi ]

|

° 2 4 s e 10 1z 1s o 2 4 e T 2
TIEMPO [meses) TIEMPO (mo%us}
!
Figura 37.- Estabilidad de Se(IV) a 20°C, pH=6 én

contenedores de polietileno. ;

1
El Se(IV) y Se(VI) en contenedores de tefldn tiene un
comportamiento distinto que el observado en contenedores de
polietileno. Como se observa en 1la Figura 38, la
concentracién de Se(IV) en las disoluciones a pH=6 diéminuye
con el tiempo de almacenamiento. Esta disminucién, puede
atribuirse a una transformacién de esta especie en Se(VI),
que se observa un aumento de esta especie en; ambas
concentraciones ensayadas, sin embargo, la transformacién no
es cuantitativa como puede apreciarse en la Figura 39. Por el
contrario, ambas especies Se(IV) y Se(VI) se maﬁtienen
estables en contenedores de teflén a pH=2; como, puede
observarse en la Figura 40; el Se(IV) en la muestra de baja
concentracién (10 ug L™) presenta un comportamiento andémalo
de estabilidad, lo que también podria deberse a un error
experimental no controlado. Estos resultados estdn en

concordancia con la bibliografia [May y Kane, 1984].I
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Figura 38.- Estabilidad de Se(IV) a 20°C, pH=6 en

contenedores de teflén.
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Figura 39.- Estabilidad de Se(VI) a 20°C, pH=6 en

contenedores de teflén.
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- ] ‘
pH=2, tefitn (20°C) pHu2, tefi6n (20°C)
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Rx
Rx
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m 10 pg L™ Seitv) | [ B 50 pg L' Seliv)
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|

Figura 40.- Estabilidad de Se(IV) a 20°C, pH=2 en

contenedores de teflén. !

b
|

Influencia del Cl- en la estabilidad de las especj.es de
selenio. ?
|

En La Figuras 41 y 42 se muestra la influencia éel cl-

en la estabilidad del Se(IV) para 10 pg L™ a los pHs 2 y 6

en contenedores de polietileno. Se observa gque la presencia

de C1” (100 mg L™) en las muestras acuosas de Se(IV) y Se(VI)

contribuye a aumentar la estabilidad del Se(IV) a los dos pHs

estudiados y a las temperaturas de 40°C yi 20°C
respectivamente. j

En el casoc del Se(VI), no se observa esta influencia
debido a su comportamiento estable en todas las condiciones

de almacenamiento estudiadas. '
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Este aumento de la estabilidad por la presencia de Cl1-,
vya habia sido detectado anteriormente {[Schutz y Tukekian,
1965; Cheam y Agemian, 1980]. Estos autores atribuyen a este
analito la estabilidad del Se(IV) en muestras de agua de mar
debido a que su presencia hace que la interaccién del Se(IV)
con la superficie del contenedor disminuya. Este hecho puede
deberse a la gran facilidad que tiene el polietileno de
clorarse, es decir de adsorber Cl- incorpordndolo a su
estructura, disminuyendo la porosidad de la superficie del
polietileno [Gémez Fatou] y haciendo mds dificil la adsorcién
del Se(iIV) a la superficie del contenedor.

1.5 e LA B A S A s S
- ® 10 ug L™' Sellv)

I 4 10 pg L™' SellV) con 100 mg L™' CI" |

1

Rx

TIEMPO (meses)

Figura 41.- Influencia del Cl- en la estabilidad de Se(IV)
a 40°C, pH=2 en contenedores de polietileno.

Una vez comprobado este factor de estabilidad, se
realizd un estudio mds exhaustivo de este efecto, con el fin
de conocer la influencia de la concentracién de Cl° en la
estabilidad de las distintas especies inorgdnicas de selenio
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|
en muestras acuosas a pH=6 (pH 6ptimo de estabili?ad en
polietileno), en contenedores de polietilenc y almace?adas a
temperatura ambiente. ;

1,5 (e ————— ,
s ®m 10 pg L™ Sellv)
- 4 10 pg L' Se{lV} con 100 mg L™! CI

I

\

EE
: ]
0.5 F 4
0-1_! L ] ) i ) 1 1 1 1 | L
0 2 4 6 8 10 12 14

|
;
TIEMPO (meses) t
|
Figura 42.- Influencia del Cl- en la estabilidad de Se(IV)

a 20°C, pH=6 en contenedores de polietileno.
]

i

Los resultados obtenidos, Figura 43, fueron similéres en
las dos concentraciones ensayadas. Como puede observérse la
estabilidad del Se(IV) aumenta a medida que aumenta la
concentracién en Cl-. Para el estudio de intercomparécién Y
de certificacién, se elige una concentracién de 2000 mg L™
de C1°, por ser la menor concentracién de Cl que garantiza la
estabilidad de estas especies al menos durante 9 !meses.
Concentraciones superiores de Cl° aumentan la estabilidag,
(muestra en agua de mar); sin embargo esta concentraéién de
Cl- tan elevada, puede interferir en el método de
determinacién de las distintas especies de selenio (Sé(IV) y

|
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Se(VI)).

Influencia de la temperatura en la estabilidad de 1las
especies de selenio.

El Se(IV) y Se(VI) presente en las muestras conservadas
en el congelador a {-20°C) se mantiene estable en todas las
condiciones ensayadas, sin influir en su estabilidad el pH ni
la presencia de C1-.

La influencia de la temperatura en la estabilidad del
Se(IV) se muestra en las Fiquras 44 y 45 (el Se(VI) se
mantiene estable a todas las temperaturas ensayadas);
observdandose en todas las condiciones de pH y Cl° que 1la
estabilidad del Se(IV) a 40°C es mayor dque a temperatura
ambiente (20°C). Este hecho puede atribuirse a dos factores:
i) la temperatura aumenta la movilidad de las moléculas en la
disolucidén disminuyendo su retencién en las paredes del
contenedor. 1ii) Las disoluciones mantenidas a 40°C se
embotellaron en contenedores de 100 mL, utilizidndose un
envase para cada andlisis en el tiempo. Este hecho hizo gue
la relacién superficie del envase volumen a 40°C no variara
a lo largo del tiempo, haciendo mds dificil la adsorcidén del
Se(IV) en la superficie del envase. Por el contrario, las
muestras mantenidas a T®* ambiente fueron de 500 mL y se
abrieron en los distintos tiempos en que se realizaron los
andlisis. En las muestras almacenadas a temperatura ambiente,
la relacién superficie del envase volumen de la muestra
aumenta con el tiempo, aumentando la adsorcién del Se(IV) en
las paredes del contenedor.
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Figura 43.- Influencia del Cl- en la estabilidad de Se(IV)

a 20°C, pH=6 en contenedores de polietileno.
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50 pg L™' Sellv), pH=86, polietileno
1-5 1 T T L} T T
L 1 | 1

® (=20°C) ]
I a (20%C) ,
[ v (40°C) |

Rx

TIEMPO (meses)

Figura 44.- Influencia de la T* en la estabilidad de Se(IV)
pH=6 en contenedores de polietileno.

La posible influencia que en la estabilidad del Se(IV)
Y Se(VI) tiene la relacién entre la superficie del contenedor
Yy el volumen de muestra, se comprobd almacenando una muestra
conteniendo 6 ug L™ de Se(IV) y 6 ug L™ de Se(VI) y 2000 mg
L de Cl (NaCl) en distintos contenedores de polietileno.
Paralelamente, uno de estos contenedores se utilizé para
todos los andlisis (aumentando asi la relacidén entre la
superficie del recipiente y el volumen de la muestra con el
tiempo). Los resultados obtenidos en ambos casos se muestran
en la Figura 46, donde puede apreciarse la inestabilidad de
las muestras si los contenedores se abrian (Figura 46a) y la
estabilidad en caso contrario (Figura 46b).
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10 pg L™ Sellv), pH=2, polistileno
1.5 T T T T T T T ' T Y
r m (-20°C)
: A (20°C} A
i v (40°C)

Rx

TIEMPO (meses)
Figura 45.- Influencia de la T* en la estabilidad de Se(1IV)

|
pH=2 en contenedores de polietileno.

pH=8, 2000 mg L CrI, poliatllenc . pH=8, 2000 mg L1 c|.-. polistifenc
15 . . - . r . . 1.5 ' . v . ; .
m8pgt™ SellV) - L . ? g L' Se(Iv}
1 [ I
J 4 e !
o S R,
» > 1 :
« o< R ;
= 0.5 = i
i
o [ n L " 1 b L I ] D [ " ? M ] 3. [
] 15 30 45 60 0 15 30 45
TIEMPO (dfas) TIEMPO {dTas)

Figura 46.- Influencia de la relacién superficie/volﬁmen.
a) andlisis de la misma botella (incrementando el vqiumen
muerto), b) andlisis de una botella para cada andlisis.
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V.2.4.-CONCLUSIONES.

A la vista del estudio realizado, puede concluirse que:

- El Se(V1) se mantiene estable en todas las condiciones
ensayadas durante un ano.

- La temperatura &éptima de estabilidad del Se(IV) es
(-20°C).

- El Cl1° tiende a estabilizar el Se(IV) presente en la
muestra; una concentracidén de 2000 mg L™ de Cl-, garantiza la
estabilidad de 10 y 50 ug L™ de Se(IV) durante al menos 9
meses en contenedores de polietileno a temperatura ambiente
(20°C). La estabilidad total del Se(IV) se alcanza en
muestras de agua de mar (concentracidén aproximada de Cl- de
19000 mg L%).

- En contenedores de polietileno la estabilidad de
Se(IV) es menor en muestras a pH=2 que a pH=6, tanto si el
pH=2 se consigue por adicién de HCl 6 H,SO,.

- En contenedores de tefldn la estabilidad del Se(IV) es
mayor en muestras a pH=2 que a pH=6; siendo el Se(IV) estable
durante un aho cuando a la muestra se le afade H.S0, hasta
pH=2.

- El1 hecho que las especies se muestren més estables a
40°C que a 20°C parece deberse a la relacién
superficie/volumen del contenedor, mds dgue a la propia
temperatura, ya que el Se{IV) se mantiene estable cuando esta
relacién no varia a lo largo del tiempo.

- La incidencia de la luz en las disoluciones no mestré
poseer ninguin efecto sobre la estabilidad de las especies
durante el mes ensayado.
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CAPITULO VI - PREPARACION DE UN MATERIAL DE REFERENCIA
CERTIFICADO. i

VI.1.- Bjercicio de intercomparacién.
VI.1.1.- Preparacién de muestras para un ejercicio de intercomparacion. }
VI.1.2.- Participantes y técnicas analiticas implicados, [
VI.1.3.- Resultados y discusifn. :

VI.2.- Bjercicio de certificacidn.
V1.2.1.- Preparacidn de muestras para un estudio de certificaciénm.
V1.2,2,- Participantes y técnicas analiticas implicados. {
V1.2.3.- Resultados y discusiba. ‘

¥1.3.- Conclusiones.

VI.1.- EJERCICIO DE INTERCOMPARACION. ‘

Como ya se indicd en el objeto del trabajo uno ﬁe los
principales fines de la investigacidén desarrollada eh esta
memoria es la obtencién de un material de referencia
certificado (CRM) acucso de las especies inorgénicas de
selenio (Se(IV) y Se(VI)). Para ello, se realizd un ejgrcicio
de intercomparacién en el que participaron 17 laboratorios de
8 paises europeos; seguido de un estudio de certificacién en
el que participaron 19 laboratorios de 8 paises euroﬁeos.

Los principales objetivos de un ejercicio de
intercomparacién son: i) detectar posibles fuentes d% error
en el métode aplicado, ii) permitir a 1los laboratorios
participantes validar los métodos analiticos utilizados en la
especiacidén de selenio, 1iii) promover la colaboracién
cientifica entre los participantes en el ejercicio.y iv)
certificar el contenido de un material de referencia
certificado (CRM).

|

En la determinacidén de Se(IV) y Se(VI) en matrices

acuosas, los principales errores analiticos pueden deberse a:
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a) preparacidn y almacenamiento inadecuada de la

muestra.

b) pretratamiento de la muestra (eficiencia inferior

al 100 % en la reduccidn de Se(VI}) a Se(IV} cuando se

utiliza la técnica de generacidén de hidruros).

c) método de medida (calibracidn).

d) tratamiento de datos.

Todas estas posibles fuentes de error fueron
consideradas Y discutidas en el ejercicio de

intercomparacién.

VI.1.1.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL EJERCICIO DE
INTERCOMPARACION.

El ejercicio de intercomparacidén se inicié con 1la
preparacién de 2 grupos de disoluciones de distinta
concentracidn de Se(IV) y Se(VI). Una disolucién de alta
concentracién en el orden de 50 ug L' de Se(IV) y 50 pug L
de Se{VI) (muestra A) y otra de baja concentracidén del orden
de 6 ug L' de cada especie (muestra B). Con el fin de
garantizar la estabilidad de las distintas especies en ambas
disoluciones (alta y baja concentracidén) se adiciond Cl-
(2000 mg L*') como NaCl. Las disolucicnes, a pH=6, se
almacenaron en botellas de polietileno de 125 mL {condiciones
optimas de estabilidad a temperatura ambiente) y se enviaron
a los diferentes laboratorios participantes para su analisis.

II.1.2.- PARTICIPANTES Y TECNICAS ANALITICAS IMPLICADAS.

Los laboratorios participantes utilizaron distintas
metodologias y técnicas de andlisis para la determinacién de
Se (IV} y Se(VI). La mayoria de los métodos utilizados basaron
la determinacidén de Se(VI) en el cdlculo por diferencia entre
Se(total) y Se(IV). En la Tabla XXIX se resefia siempre que
fue proporcionado por los laboratorios participantes, el
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método elegido para la determinacién.
2

La reduccidén de Se(VI) a Se(IV), en todos los casos, se
llevé a cabo utilizando como reductor, &cido clorhidrico en
distintas concentraciones {entre 1 y 8 mol L-1). El
calentamiento se realizé en bafio de agua, placa calefactora
u horno microondas; alcanzandose temperaturas entre 60 y
100°C; el tiempo de reduccidén oscild entre 20 segundos (para
sistemas en continuo) y 40 minutos.

La determinacién independiente de Se(IV) y Se(VIﬂ, sdlo
fue realizada por 5 laboratorios utilizando en todos los
casos la cromatografia liquida de alta eficacia con chumnas
de intercambio anidnico acoplada a diferentes detectores de

-

alta sensibilidad como (ICP-MS & HG-AAS).

. . Lo
Tabla XXIX Métodos analiticos utilizados en el ejercicio
de intercomparacién.

Lab N° Universidad de Amberes (Wilrijk, Bélgica) |
1 Se{1V) Se(VI)
A A |
|
Técnica: CGC-MIP-AES, Pécnica: CGC-MIP-ARS. ,
Método: Método: f
a} Derivatizacifn a2 Bt,Se con NaBBt a) Reduecidn en discontinuo de Se(VI) a
b) Atrapamiento criogénico (-150°C) en | Se{IV): calentamiento de la muestra en ACl
una columna de silice. 6 mol L' a 100°¢ durante 40 minutos.
) Inyeccién en linea de la especie b) Determinacién de Se(total) como Se(IV).
derivatizada. C) Se{Vi)= Se(total)-Se(IV). |
l B B
Técnica: PI-HG-AAS Téenica: PI-HG-AAS. !
Wétodo: ‘-
a) Reduccién en discontinuo de Se(VI) a
Se(IV}: calentamiento de 1a muestra en HC]
5 mol L1 a 100°C durante 40 minutos.
b) Determinacién de Se{total} como Se{IV).
¢) Se{VI}= Se{total)-Se{IV}. !
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Lab ¥°

U, Pau y de Pays de L‘Adour (Pau, Framcia)

2

Se(IgL

Se (V)

Técnica: CT-HG-AAS

Técnica: DPCSY

A
Técnica: CT-HG-AAS,
Método:

a) Reduceibn en discontinuo de $Se{VI) 2
Se{IV): calentamiento de la muestra en HCl
6 mol L™* a 94°C durante 40 minutos.

b} Determinacidn de Seftotal} como Se{IV).
¢) 8e(VI)= Se{total)-Se{IV}.

B

Técnica: DPCSV.

Método:

2) Reduccidn en discontinuo de Se(VI) a
Se{IV): calentamiento de la muestra en H(1
6 mol Ll a 90°C durante 40 mimutos.

b} Determinacién de Se{total} como Se{IV).
¢} Se{Vl)= Se(total}-Se{IV),

Lab N°

Dpto. Quimica Medioambiental; CSIC {Barcelona, Bspafia)

Se{Iv)

Se(VI)

Técnica: RPLC-ICP-MS,
Método:

a} Preconcentracién "en linea®
utilizando una columna
preconcentradera de iquales
caracteristicas a la columna
cromatografica.

b} Inyeccién *en linea* en el
cromatdgrafo.

Técnica: HPLC-ICP-MS,
Método:

a} Preconcentracidn "en linea" utilizando
una columna preconcentradora de iquales
caracteristicas a la columna separadora.

b) Inyeccidén 'en 1inea* en el cromatégrafo.
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Lab ¥° Universidad Técnica de Viema (Viena, Austria)
5 Se{1v) Se{VI} |
A 1
Técnica:HG-AAS A f
Técnica: GF-AAS. ;
Nétodo:
a} Inyeccién de la muestra en el horno de
grafito. '
b} Determinacidn de Se(total) l
¢} Se{VI}= Se{total)- Se(IV). !
B ?
|
Técnica HG-AAS. '
Método: ‘
a) Reduccidn en discontinuo de Se{VI}
Se{IV): calentamiento de la nuestra en HCl
6 mol L'l a 90°C durante 20 mimutos;
b} Determinacién de Se{total) como Se(IV)
¢) 8e(VI)= Seltotal)- Se(IV) ;
Lab §* Dpto Q. Analitica. UCM (Madrid, Bspafia) :
§ Se{1v) Se{VI) |
Técnita: HPLC-HG-RAS. Técnica: HPLC-HG-ARS.
Método: Hétodo: é
al Preconcentracidn en microcolugnas a) Preconcentracién en mierocolumnag de
de alimina {las muestras de baja alimina (las muestras de baja I
concentracién). concentracion) . ‘
b) Blucién en NE, 2 mol L), b} Blucién en §H; 2 mol A ,
c} Inyeccién deleluido en eI ¢} Inyeccidn en el cromatégrafo. |
cromatdgrafo, d) Reducci6n *en linea® de Se({Vl) a Se(IV)
HPLC-HG-AAS.
Lab N* CISE {Milan, Italia)
7 Se{IV) Sefv))
Técnica: HG-GP-AAS. Técnica: GP-RAS. l
Método: Método: :
) Formacién del H.Se por reaccién con | a} Inyeccion de la muestra en el horno de
NaBH, en medio &cido. grafito.
b} Atrapamiento del B.Se & inyeccitn b} Determinacidn de Se{total).
en el horno de grafito. c} Se(VI) = Seftotal)-Se(IV).

¢) Determinacidn de Se{IV).
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Lab N°

Escuela de Ciencias Aplicadas; Universidad Montfort {Leicester, Gran Bretafia)

8

Se{lIv)

Se(VI)

A

Técnica: HG-ICP-MS.
B

Técnica: HG-AAS.

¢

Técnica: HPLC-TCP-MS.

¢
Téenica: BPLC-ICP-MS,

Lab N°

Lab. Fotofisica; Universidad de Burdeos (Prancia)

“\D

Lab N*

Se(1v}

Técnica: PI-HG-ICP-HS

Se(VI)
Técnica: FI-HG-ICP-MS.
Rétodo:

a) Reduccidn en discontinuo de Se{VI) a
Se{1V): calentamiento de la muestra en HC}
6 mol L'l durante 2 minutos en un horno
nicroondas al 70% de potencia.

b) Determinacion de Se{total} como Se(IV).
) Se(VI)= Se {total)- Se [IV].

Universidad de Plymouth (Gran Bretafa)

10

Lab ¥°

Se{1v)

Téenica: HG-APS

Se{v1)

Técnica: HG-AFS.
Método:

a) Reduccion en discontinuo de Se{VI} a
Se{1V): calentamiento de la muestra en HC]
6 mol L1 a 70°¢ durante 30 minutos.

b} Determinacifn de Se{total) como Se{ivV).
¢} Se(VIi= Se(total)- Se(IVv).

Dpto de Quimica; Universidad de Roma (Italia)

11

Se{1v)

Se{VI)

Técnica: DPP (alta concentracién),
Técnica: DPCSY (baja concentracidn).

Técnica: DRR & DBCSV,
Método:

a) Reduccibn en discontinuo de Se(VI) a
Se(IV): calentamiento de la muestra en HCl
4 nol L en un horno microondas.

b) Determinacion de Se(total) como Se{IV).
c} Se{VI)= Se{total}- Se(IV).
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Lab N° Universidad de Southampton (U.X) i
12 Se(IV) Se{vI)
12 Téenica: HG-AAS Técrica: HG-AAS.
Método:

a) Reduccidn en discontinuo de S$e{VI} a
8e{IV}: calentamiento de la muestra em H(1
6 mol L™ a 80°C durante 15 minutos.

b) Determinacidn de Se(total) como Se{IV).
¢) Se{VI)s Se{total}-Se(IV).

Lab K® Servicio Central 8e Andlisis {Vernaisonm, Prancia)

Se(Iv) Se{Vl)

§

ﬁ ’ A '
Técnica: PI-NG-RAS. . i
Técnica: FI-HG-2AS.

¥étodo: '

a} Reduccién en discontinuo de Se(VI) a
S$e(IV): calentamiento de la muestra en HCl
§ mol L°1 a 60°C durante 5 minetos en un
horno microondas. _

b} Determinacidén de Se{total) como Se({IV).

+

c}Se(VI)= Seltotall- Se{IV), |

%Ecnica: HPLC-ICP-MS. %PLC-ICP-MS.

Lab ¥° Kinisterio de Salud (Soborg, Dinamarca) é
14 se(1¥) Se (V1) ‘

Técnica: HPLC-ICP-MS. Técnica: HPLC-ICP-HS.

Lab N* Laboratorio de Quimica Mineral {Bstrasburgo, Francia)
15 Se (1v} Se (V1)

Técnica: HG-AAS |
 Lab N° Dpto. Q. Analitica; Universidad de Cérdoba (Rspafia).
I se(19) Se (V1) f

Técnica: PI-CSV Técnica: PI-CSV ‘

' Método:

a) Reduccién en discontinuo de Se(vi) a
Se(IV}: calentamiento de 1z muestra en HCI
1 mol L1 dvrante 30 minutos. ,

b) Determinacién de Se{total) como Se{IV}.
¢} Se{VI): Seltotal)-Se{IV),
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ﬂ Lab N° Centro de Andlisis Quimico; Universidad de Sheffield. {Gran Bretafia}.
’l 17 Se(IV) Se{vi)
Técnica: PI-ICP-MS. Técnica:PI-I1CP-MS.
Método: Método:
a) Determinacién directa de Se(total) a} Retencién de $e(VI} en microcolumnas de
b} Se{IV}= Se{total)- Se(VI} alimina,

b} elucidn con amoniaco
¢) Inyeccion “en linea* FI-ICP-MS,

Lab N° Bscuela de Ciencias Analiticas (Dublin, Irlanda)

18 Se(1v) Se (V1)
“Péenica: HG-AAS Técnica: HG-AAS.
Método:

a) Reduccidn en discontinuo de Se{VI) a
Se{IV): ralentamiento de la muestra en HCl
8 wol L1 2 100°C durante 10 minutos.

b} Determinacidn de Seltotal) como Se{lIV).
¢ Se{Vi}= Se(total)- Se{IV).

Lab N* ENBA. Dpto. de Proteccién Ambiental (Roma, Italia)
19 Se(Iv) Se(vI)
Técnica: HG-RAS Técnica: HG-AAS,

Método:

a) Reduccién en discontinuo de Sei{VI} a

Se{IV): calentamiento de la muestra en RCl

4 mol L™ en un horno microondas.

b) Determinacibn de Se(total) como Se{IV).
¢) $e{VI)= Se{total)- Se{IV)

VI_.1.3. RRSULTADOS Y DISCUSION.

Cada laboratorio presentd 5 resultados individuales para
cada especie de selenio y para cada una de las muestras de
alta y baja concentracidén. Los resultados, recogidos en la
Tabla XXX (a-d),‘se representaron en diagramag de barras en
las que se indica: la técnica utilizada, la media y la
desviacién tipica del resultado (Figuras 47-50). Aplicando
criterios estadisticos se rechazaron algunos resultados por
estar fuera del intervalo de confianza ("outliers"), & por
presentar desviaciones tipicas muy elevadas (superiores al
10%) & por no estar avalados por la persona responsable en la
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discusidn de los mismos.

En la discusidn de resultados se puso de manifiésto la
dificultad de algunos laboratorios en la reduccidn
cuantitativa de Se(VI) a Se(IV); generalmente debido al
empleo de temperaturas y del reductor no suficientemente
elevadas. Los laboratorios que utilizaron como sistema
detector el ICP-MS (sin previa derivatizacidén por formacidn
del hidruro de selenio) observaron interferencias del Cl° por
formacién en el plasma de la molécula ArCl (m/z=77). Una
forma de eliminar esta interferencia es el uso de N, como gas
auxiliar en el ICP-MS. Otras posibilidades son la dilucién de
la muestra y por tanto una disminuciédn de la concentracidn
del interferente & la separacidn entre éste y el dnalito
mediante el uso de una columna c¢romatografica apropiéda.

El {nico laboratorio que calculd la concentracién de
Se{1V) por diferencia entre Se{total) y Se(VI) (siendo esta
Gltima la especie detectada), obtuvo en todos los casos
resultados inferiores a los de la media (y al valor real). La
causa de error se atribuye a la falta de cuantitatividad en
la retencidn de las especies de selenio debido a la presencia
de elevadas concentraciones de Cl° en la muestra ir a la
separacidn no cuantitativa de las especies de selenio (Se(1IV)
y Se(VI)).

Las Tablas XXX a-d muestran los resultados obtenidos por
los participantes en los 5 botes analizados asi como la media
de los valores obtenidos con su desviacidn standafd. Las
Figuras 48-51 muestran los resultados de las concentraciones
y desviaciones dadas por los laboratorios y la media y
desviacién standard de los mismos.

Las Figuras 51-54 muestran los resultados seleccionados
de las concentraciones y desviaciones tipicas proporcionadas
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por dichos laboratorios.

Tabla XXX.a. Resultados de Se(IV) en la muestra A (ug L'}

Lab ¥° 1° r ¥ 4 5° MediatSD
1{a) 51.7042.04 50.8542.40 49.8041.20 50.1343.84 50.7011,18 50.6442.35
1(b) 52,00 51.00 50.30 52.50 52.30 51.62+0.89
[ 2(a) £2.9¢ 19.40 46.6014.90
2{b) 47,10 44.70 46.30 46.40 46.20:2.70
3 16.60 35.%0 42,00 41,59 45.40 40.30+3.60
5 53.50 55.00 50.00 50.00 51.00 51.9042.20
b 51,5741.00 50.39:1,60 49,3241.67 47.88+2.15 48.0342.35 49.4342.30
1 53,7619.71 53.0843.74 43.4644.10 49.3443.78 27.6241.90 45.4545.64
| s 44.3015.80
8(b) 53.5042.10
8(c) 47.5043.20
3 49.5640.01 52.0840.06 51.97:0.11 52,1110.06 53.07:0.06 51.7841.31
10 52.70 53.74 53.51 52.32 52,59 52.9740.55
11 53.00 57.90 56.40 59.30 53.80 56.1042.70
12 59.3342.00 56.0141.03 57.8941.23 54,6240.50 56.0040.61 56.7011.84
13(a) 1 51.20:2.00 | 51.0041.50 | 51.70+1.40 | 50.8041.10 | 49.3041.50 50.8010.80
| 13{b} | 49.30+1.99 45,9041.24 52.3040.47 49,9041.00 46.8040.33 48.80+2.29
14 58.42:+1.70 | 103.0041.00 | 65.2442.65 66.3+3.76 57.8441. M1 11.15415.50
15 28.40 28.40 27.60 27.90 28.10 28.0040.40
16 | 37.%0:2.10 39.1042.09 38.5042.00
17 t.d n.d n.d n.d n.d n.d
18 38.00 34.00 39.00 3%.00 38.00 37.6041.85
19 52.00 56.00 54.00 53.00 51,00 53.20+1.92

202




Intercomparacidén y certificacién

Tabla XXX.b. Resultados de Se(VI) en la muestra A (ug L)

Lab ¥° 1 2 3 4 5 HediasSD
vl | ae91335 | so.esee6 | soo0ias |osianeene | asuee | 50314469
1) | 4870 50.60 52,60 52.90 52.00 | 51361155
2(a) §.1049.90 | 51204340 | 53.2049.00
2(0) | e7.705.40 | 51.0245.70 54.3046.40 | 55.0035.00 | 51.9047.00

3 40.80 £2.40 57.60 50.40 $5.00 | 47.2046.20
5 | 57704660
6 | 52.56:1.70 | 54.18:3.50 | 49.6344.06 | 47.6741.50 50.9743.70
1| 50705839 | 8.44s5.53 | 570841000 | 4084627 | 8532274 | 3140133 |
B(c) 403,70
o | asa6e0tm2 | 436810, | 4n6430.02 | 45.6930.14 | 43.79:0.07 | 45.2141.00
10 5273 52.95 51.47 51.90 52.06 | 52.2340.56
11 .30 230 | 4 14.20 16.70 | 44.1083.60
12 §2.90 6.0 | 6140 63.40 6.0 | 82.30:2.10

13{a) 49.20:+4.30 | 52.30:4.80 52.8015.20 53.4014.90 | 55.2044.70 52.6042.18
13{b} 56.242.54 54.441.79 59.040.12 57.211.03 55.240.39 56.4041.79

E

14 80.04:1.25 | 73.7441.54 83.8040.10 73.8042.89 | 80.60:2.96 | 78.17:4.40

15 I _ 51006400
16| 12.5011.90 | 10.5051.70 11.5013.10
17 53.50 52,00 £9.80 50.70 18.80 | 51004170
18 16.00 16.00 | 16.00 18.00 19.00 | 17.0041.26
19 50.00 41,50 42.00 19.00 4650 | 45.8043.40
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Tabla XXX.c. Resultados de Se(IV) en la muestra B (ug L")

|

Lab §° 1 2 3 4 5 MediaSD
Hal | 5.23:0.32 5.0640.24 5.1040.32 5.2240.18 5.2410.30 5.17:0.28
11b) 5.98 5.96 5.68 6.00 5.98 5.9240.12
2(a) 5.57 5.65 5.94 5.89 5.95 5.7140.36
2{b) 5.2310.34 5.04 5.25:0.15 5.1410.22 5.1820.26

3 11,18 7.45 .76 8.10 §.3051.40
5 5.96 6.07 5.59 5.42 5.60 5.8510.31
b 5.65:0.14 5.9310.42 5.7410.18 7.1440.06 6.3110.15 §.15:0.59
7 5.8640.24 5.76£0.40 5.50£0.38 5.9840.55 5.9240.58 5.8040.17
8a) 5.3040.30
§{b} 6.00£0.40
8(c) 4.6040.40
9 5.1740,06 5.2040,12 5.2310.07 5.2440.10 5.17+0.15 5.20:0.03
10 5.14 5.14 5.714 5.69 5.13 5.7310.10
11 5.40 5.10 5.30 5.70 5.30 5.4040.20
12 5.50 6.00 5.90 5.80 5.95 5.9410.34
13(a) 5.7510.15 6.00£0.14 5.9410.18 6.0240.13 5.70+0.18 5.8840.15
13{b} 4.3240.33 5.1340.08 5.73:0.70 5.3130.35 5.5140.21 5.2040.54
14 7.3040.67 6.8541.13 9.2740.33 7.7310,54 §.5040.37 7.89:1.09
15 3.10 3.10 1.60 3.60 3.00 3.3040.30
16 3.90:0.40 3.2040.20 3.4010.20 3.2040.10 3.00£0.10 3.3040.40
17 4.1 3.88 3.88 4.04 1.5 4.0040.20
18 3.40 3.4 3.51 .M nn 3.3540.23 N
19 6.30 6.30 5.7 5.90 5.90 6.00£0.24
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Tabla XXX.d. Resultados de Se(VI) en la muestra B (ug L).

Lab ¥* 1 2 3 4 5 Hedias$D
1a) | 4.6700.46 | 4.95:0.66 | 4.9810.53 { 5.3430.61 | 4.6840.52 | 4.9240.56
1{b} 6.54 5.28 6.40 .58 6.32 6.4240.12
2{a) 101 449 5.14 3.19 3,97 1.0540.57
2{b} 5.31 5.47:0.07 | 5.0330.20 6.1240.53 | 5.4340.51
3 6.5 5.11 .03 5.59 5.8240.50
5 1.7
6 | sass0.01 | 6234005 | 621000 | 6274001 | 6.29:0.07 | 6.25¢0.05
1| semeaa | 39es0.as | a1ae0oas | 3eesbisa | 3505052 | 3.8640.22
B1c) 7.3040.40
g | 67140023 | 6.0580.02 | 6.4340.00 | 6.8740.02 | 6.71:0.01 | 6.57:0.29
10 6.58 6.58 5.46 6.66 6.58 §.5740.10
11 5.70 .40 §.70 5.30 6.60 §.4010.90
12 B.30 7.50 6.60 7.90 7.20 7.5040.44
13(a) | 6.4080.51 | 6.0080.54 | 6.36:0.38 | 6.1840.53 | 6.45:0.43 | 6.2840.19
130) | 6.22:050 [ 6255074 | 62200000 | 5.79:0.29 | 5.06:0.57 | 5.9140.51
4110320041 | 9.%6:0.48 | 12.2140.25 | 1105010 | 10.06:0.28 | 10.6840.50
15

16 0.9:0.00 | 10000 | 1020 | 1.050.10
17 .90 1.15 117 4,29 .22 1.1840.07
B _eu05
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Figura 47.- Concentraciones de Se(IV) y desviaciones
tipicas obtenidas por los laboratorios en la muestra A.
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Figura 48.- Concentraciones de Se (V1) y desviaciones
tipicas obtenidas por los laboratorios en la muestra A.
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Figura 49.- Concentraciones de Se(IV) y desviaciones
tipicas obtenidas por los laboratorios en la muestra B.
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Figura 50.- Concentraciones de Se(VI) y desviaciones
tipicas obtenidas por los laboratorios en la muestra B.
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Figura 51- Resultados seleccionados de las concentraciones
de Se(IV) y desviaciones tipicas obtenidas por los
laboratorios en la muestra A.
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Figura 52.- Resultados seleccionados de las concentraciones
de Se(VI) y desviaciones tipicas obtenidas por 1qs
laboratorios en la muestra A.
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Figura 53.- Resultados seleccionados de las concentraciones
de Se(IV) y desviaciones tipicas obtenidas por los
laboratorios en la muestra B.
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Figura 54.- Resultados seleccionados de las concentra?iones
de Se(VI) y desviaciones tipicas obtenidas por los
laboratorios en la muestra B. ,
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Como puede observarse de los resultados obtenidos para
Se(IV) en la muestra A, el coeficiente de variacidn entre
laboratorios fue 17.5% y la media de 48.72+8.5 ug L', Después
de la eliminacidn de resultados discrepantes, el coeficiente
de variacidn disminuyd al 6.3% siendo el nuevo valor medio de
51.03+3.19 ug L*. El valor esperado era de 50.00 ug L',

De los resultades obtenidos para Se{(VI) en la muestra A
el coeficiente de variacién de todos los valores fue 29.4% y
la media 48.92+14.4 pug L**; después de eliminarse resultados
discrepantes, el coeficiente de variacibén disminuyé al 7.0%
y el valor medio cobtenido fue 50.33+3.54 ug L' ¥ 50.00 ug L™*
el valor esperado.

En el caso del Se(IV) en la muestra B, el coeficiente de
variacidén fue 23.7% y la media 5.45%1.3 ug L*; después de
eliminarse algunos resultados discrepantes, el coeficiente de
variacién disminuyd al 6.2% siendo el valor medio obtenido de
5.63+0.35 ug L, El valor egperado (por preparacidn) fue de
6.00 pug L*.

Finalmente, para Se(VI} en la muestra B el coeficiente
de variacidén fue de 31.9% y la media 5.90+1.9 pg L™*; después
de eliminarse los valores discrepantes, el coeficiente de
variacién disminuyd al 4.1% siendo el valor medio 6.21+0.25
pg L-1 y 6.00 ug L' el valor esperado.

En los diagramas correspondientes se han sefialado los
valeores dados por nuestro laboratorio y sefialade con el
nlimero 6. Se observa que en todos los casos hemos sido un
laboratorio cuyos resultados han sido tomados en cuenta para
establecer el valor medio, hecho que wvalida el mé&todo
analitico que ha sido puesto a punto en esta memoria.
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VI.2. EJERCICIO DE CERTIFICACION.

Una vez finalizado el ejercicio de intercompafacién,
detectadas lasgs posibles fuentes de error, demostréda la
homogeneidad y estabilidad de las muestras y acordado él modo
de presentar y tratar log resultados, se procedid a iniciar
el ejercicio de certificacidén en el que se analizén dos
soluciones acucsas conteniendo las especies inorgénfcas de
selenio (Se(IV) y Se(VI)) en alta (A) y baja concentracidn
(B). Debido a 1la falta de laboratorios gque determinan
independientemente el Se(VI) de las muestras, se acdrdé la
certificacién de los contenidos de Se(IV), Se(total). La
concentracidn de Se(VI), se daria (nicamente como, valor
indicativo. i
VI.2.1.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA UN EJERCICIO DE
CERTIFICACION. :

|

Se procedid a la preparacidén de dos materiaies de
referencia de alta (A) y baja concentracidén en selenio. Para
ello, las disoluciones se prepararon de igual modo que las
utilizadas en el ejercicio de intercomparacidén. Se preﬁararon
dos tipos de discluciones (disolucién B-baja concentrécién Yy
disolucién A-alta concentracidén). La disolucién B céntenia
6.0 ug L'* y 8.0 pg L* Se(IV) y de Se(VI) respectivamente, y
2000 mg L' de Cl° (NaCl) como estabilizante de las eépecies
de selenio. La solucién A contenia 35.0 ug L y 45.0 ug L™
de Se(IV) y de Se(VI) respectivamente y 2000 wg L* ée Cl-.
Las disoluciones se embotellaron en contenedofes de
polietileno de 125 mL y se enviaron a los participantés para

su andlisis. |
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VI.2.2.-PARTICIPANTES Y TECNICAS ANALITICAS IMPLICADAS.

En la Tabla XXXI se relacionan 1los laboratorios
participantes en el estudio de certificacidn, asi como los
métodos y técnicas utilizadas por parte de éstos.

Como puede observarse hay una pequefia variacidén en los
laboratorios implicados en la certificacidn y en los métodos
y técnicas utilizados.

Los problemas en la reduccidén del Se(VI) a Se(IV),
detectados en el ejercicio de intercomparacidn, fueron
gubsanados en este estudio; ya dque se utilizaron
concentraciones de HCl superiores a las utilizadas en el
ejercicio de intercomparacién {(entre 4 y 8 mol L*). Muchos
laboratorios wvariaron la forma de calentar la muestra
sustituyendo el bafio de agua 6 la placa calefactora por un
horno microondas; permitiendo este Gltimo sistema calefactor
la reduccidén "en linea" de Se(VI}) a Se(IV) con el sistema de

deteccidn.

La determinacidn independiente de Se(VI) fue realizada
inicamente por 5 laboratorios. En todos los casos se
utilizaron columnas de intercambio anidnico y detectores de
alta sensibilidad como el ICP-MS & HG-AAS. El valor de Se(VI)
en las muestras se dard como indicativo; ya que sélo fue
analizado independientemente por un pequefio ndmero de
participantes.
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Tabla XXXI.- Métodos analiticos utilizados en la

certificacidén del contenido de Se(IV) y Se(VI)
disoluciones acuosas.

Lab N°

en

Universidad de Amb

eres (Wilrijk, Bélgica)

|I~

Lab N°©

Se{1v)

Se{vl}

Técnica: CGC-MIP-AES.

Método:

a) Derivatizacidn a BtySe con NaBEt
b) Atrapamiento crlogen1co af- 150“%]
en una columna de silice.

¢} Inyeccién "en linea® de la especie
derivatizada en el cromatdgrafo.

Técnica: CGC-MIP-ARS.
Método: _
a}Reduccidn en discontinue de Se(VI) a
Se(IV): calentamiento de 1a muestra en RCl
6 mol 1 a 100°C {bafio de agua) durante 10
minutos,

b} Determinacidn de Se(total) como Se(IV)
¢} Se{Vl)= Se{total}-Se{IV}.

Universidad Pau y de Pa

ys de L'Adour (Pau, Prancia)

Se(IV)

se(VI) !

Lab N°

A

Técnica: CT-HG-QF-2AS

B

Técnica: DPCSV

A

Técnica: CT-HG-AAS.
Método:

a) Reduccién en discontinue de $e(VI) a
Se(IV): palentamiento de la muestra ens HCI
6 mol L™ a 90°C durante 40 minutos.

b} Determinacidn de Se{total) como Se(IV),
c} Se(VI)= Seftotal)-Se{IV), |

B ]
Técnica: DRCSY,
Hétodo:

a) Reduccibn en discontinuo de Se(VI} a
Se{IV}: calentamiento de la muestrq en AC1
6 mol L™ a 90°C durante 40 minutos,

b) Determinacién de Se(total) como Se(Iv}.
¢) SelVI}= Se(total} Se(IV).

Dpto. Quimica Medloamblental {81C (Barceloma, Bspafia)

||w

Técnica: HPLC-ICP-MS,

Nétodo:

a) Preconcentracitn "en linea®
utilizando una columea
preconcentradora de iguales
caracteristicas a la columna
cromatografica.

b} Inyeccién directa en el
cromatdégrafo.

Técnica: HPLC-ICP-MS, :
Método: ‘
a) Preconcentracifm "en linea® utilizando
una celumna preconcentradora de igiales
caracteristicas a la columna
cromatogrifica,

b} Inyeceién directa en el cromatografo

r
]
i
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Lab ¥°

Instituto Pasteur de Lille (Lille, Francia)

|VF.

Lab ¥°

Sef{IV)

Se{Vvl)

Técnica: HG-AFS

Técnica: HG-AFS.

Método:

a} Reduccidn en discontinuo de $e{VI) z
Se(IV): calentamiento de 1a muestra en BCl
6 mol 1! durante 10 minutos en un horno
microondas {Prolabo M301).

b) Determinacién de Se{total) como Se{IV].
¢)Se{VI}= Se(total)-Se(IV).

Univergidad Técnica de Viena (Viena, Austria)

Se(Iv) Se{VvI)
Técnica: PI-HG-AAS i
Técnica: GF-AAS.
Kétodo:
a) Inyeccidn directa en el hornmo de
grafite.

b} Determinacidn de Se{total).
¢} Se(VI)= Se{total)- Se(IV).

B

Técnica: PI-HG-RAS.

Método:

a} Reduccion en discontinuo de Se(VI) a
Se{IV}: calentamiento de la muestra en HCl
6 mol 17 a 90°C (bafio de agua} durante 20
minutos.

b} Determinacién de Se{total) como Se{IV).
¢} Se(Vi}= Se(total)- Se(IV),

Lab B°

Dpto {. Analitica.

UCH {Madrid, Bspaila)

Se{1v}

Se{Vi)

Técnica: KPLC-HG-AAS.

Método:

a} Preconcentracion en microcolumnas
de alimina {las muestras de baja

concentracién),

b} Elucién en Wiy 2 mol 1L
¢) Inyeccidn del eluido en el

cromatdgrafo.
HPLC-HG-AAS,

Téenica: HPLC-HG-AAS.

Método:

a} Preconcentracibn en microcolumnas de
alimina {las muestras de baja
concentracion) .

b} Blucién en NE; 2 mol A

¢} Inyeccién en el cromatdgrafo.

d} Reduccidn *en linea® de Se(VI} a SefIV).
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CISE {Mildn, Italia)

]
1 SevI) Se(VI) i
Técnica: HG-GF-AAS. Técnica: GP-AAS.
Método: Nétodo: i
a) Pormacion del H.Se por reaccién con | a) Inyeccidn de la muestra em el horno de
NaBH, en medio dcido. grafito. '
b} Atrapamiento del HySe e inyeccién b} Determinacidn de Seftotal).
en el horno de grafito. ¢} Se{VI) = Seftotal)-Se{IV).
¢) Determinacién de Se(IV). | i
Lab N° Rscuela de Ciencias Aplicadas; Universidad de Montfort; (Leicester, Gran Bfetaﬂa)
8 Se(1V) Se{vi)
1 Técnica: FI-HG-ARS. |
1 - =
Lab N° Lab. fotofisica; Universidad Burdeos (Prancia)
9 Se{Iv) Se (Vi)
Téenica: PI-HG-ICP-MS, Técnica: PI-BG-ICP-MS. )
Método:
a) Reduccidn en discontinuo de Se{?l} a
Se(IV}: calentamiento de la wuestra en HCl
6 mel L™ durante 2 minutos en un hormo
microondas al 70% de potencia.
b} Determinacidn de Se{total) como Sef{IV).
C) Se(VI}= Se {total)- Se {IV}.
T_ T ——— : H |
| Lab K Universidad de Plymouth (Gran Bretafia) !
10 se(Iv) Se{vI)
Técnica: HG-ARS Técnica: HG-AFS. |
Hétodo: :
a) Reduccidn en discontinuo de $e(VI) a
Se{IV): calentamiento de la muestra ea H(I
6 mol LY a 70°C durante 30 ninutos.
bl Determinacidn de Se{totall come:Se(IV}.
¢) Se{VI}= Se{total}- Se(IV).
Lab ¥° Dpto. de Quimica; Universidad de Roma (Italia)
11 Se(1¥) ~ Se (V1) f

|

Técnica: DPP (alta concentracidn).
Técnica: DPCSV (baja concentracién),

¢} Se(VI)= Seftotal)- Se{Iv).

Técnica: DPP & DRCSV.
Método: ;

a} Reduccién en discontinuo de Se{VI) a
Se(Iv}: calentamiento de la muestrﬁ en HC1
4 nol L1 en un horno microondas.

b} Determinacién de $e(total) como Se{IV).

219



Intercomparacidn y certificacidn

Lab N°

Universidad de Southampton (Gran Bretaia)

12

Técnica: HG-ARS

Se{Iv)

Se{VI}

Técnica: HG-AAS.

Método:

a} Reduccidon "en linea® de Se(VI) a Se(IV):

calentamiento de la muestra en HCl 6 mol L~
en horno microondas.

b} Determinacién de Se(total) como Se(IV).

¢ Se(VI)= Se{total)-Se(IV).

Servicio Central de Andlisis (Vernaisom, Francia)

Se{Iv)

e {VI)

Lab ¥°

A
Técnica: HG-QR-RAS.

B
Técnica: HPLC-ICP-MS.

¢
Téenica; FI-HG-ICP-MS

A

Técnica: HG-QF-AAS.

Hétodo:

2) Reduccidn en discontinuo de Se(VI}) a
Se{IV): falentamiento de la muestra en HCl
6 mol L™* durante 10 minutos en un horno
nicroondas a 20 W (60°C).

b} Determinacién de Seftotal) como Se(IV).
¢} Se(VI}= Se{total)- Se[IV},

B
Técnica; HPLC-ICP-MS.

¢

Téenica; FI-HG-ICPR-MS,

Método:

a} Reduccibn en discontinuo de Se(VI) a
Se{IV): calentamiento de la muestra en HCL
6 mol L durante 10 minutos en un horno
microondas a 20 W [60°C).

b} Determinacifm de Seltotal) como Se{Iv}.
¢} Se{vi)= Seftotal)- Se{IV}.

Ministerio de Salud. {Soborg, Dinamarca)

Se{1v)

A
Técnica: HPLC-ICP-MS.

Sefvi}
A
Técnica: HPLC-ICP-MS.

B

Téenica: ICP-MS,

Método:

a) Webulizacién directa de la muestra.
b} Determinacidn de Se{total}.
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Lab N° Labotatorio de Quimica Mineral (Bstrashurgo, Prancia)
i
15 SefIv) Se{vI)
Técnica: HIG-AAS. Técnica: HG-AAS. ‘
Wétodo: |

2] Reduccidn en discontinuo de Se{VI) a
8e{IV): calentamiento de la muestra en HCL
6 mol L™° durante 12 minutos.

b} Determinacién de Se{total} como.Se(IV).
¢} Se(VI}= Se(total}-Se(IV).

Lab §° Dpto. Q. Analitica; Universidad de Cbrdoba {Bspafia).
16 Se{iv) Se (VL)
A A !
Técnica: BI-CSV. Técnica: FI-CSV. !
Método:

a) Reduccién en discontinuo de Se(Vl} a
Se(IV}: calentamiento de 1a muestra en HC1
6 mol L™} en un horno microondas.

b} Determinacitn de Se(total) como Se(IV),
¢) Se(VI)= Seitotal)-SelIv).

B B ; q
Técnica: PI-HG-APS. Técnica: PFI-HG-AFS. '
Hétodo: :

a) Reduccién "en linea® de Se{VI) a Se{iV)
con HCL 6 mol L™* en un hoermo microondas.
b} Determinacién de Se(total} como Se{IV).
¢) Sef{VI)=Seltotal]-Se{IV}.

Lab N¢ Centro de Andlisis Quimico; U. Sheffield (Gran Bretaia)
17 Se{1v) Se(VI)
Técnica: I1C-ICP-MS. Técnica: IC-ICP-MS f
Lab ¥° ENEA. Dpto. Proteccién Ambiental (Roma, Italia) '
1% Se{iv) Se{vl)
=
Técnica: GC-FRD. Técnica: GC-FED.
Método: Método: !
a) Formacidn del complejo piazoselenio | a) Reduccidén en discontimuo de Se(VI) a
a pH=1.8. Se{IV): calentamiento de la muestrd en HCl

b) Extraccién del complejo en toluemo, | 4 mol L™ en un horno microondas. .

b} Determinacifn de Se{total) como Se{IV).
¢} Bvaporacidn del disolvente enm el ¢) Se(VI)= Seftotal}- Se(Iv).

rotavapor.

d) Inyeccidn er el cromatdgrafo de

gases,

— —_—
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Lab N° Perkin-Blmer (fberlingen,Alemania)
1 Se (IV) Se{vI)

Técnica: PI-GR-AAS. Técenica: GR-AAS.
Método: Método:
al Preconcentracién de Se(IV} sobre a} Inyeccién de ia muestra en el horno de
nicrocolumnas de silice (18, grafito.
b} Formacién del complejo de Se(IV) b} Determinacién de Se(total).
con APDC. cl Se{vI)= Se(total)-Se(1v).
c} Blucién de SefIV) de la
microcolumna con etanol.
d) Inyeccitn en el horno de grafito.
e} Determinacidn de Se(IV).

VI.2.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

Cada laboratorio presentd 5 resultades independientes de
cada especie inorgénica de selenio y de Sef{total) para cada
una de las muestras propuestas (A y B). Los resultados
facilitados por cada laboratorio se resumen en las Tablas
XXXTIT (a-£) . Al igual que en el ejercicio de
intercomparacidén; 1los resultados se representaron en
diagramas de barras en los que se muestran la media del
laboratorio, 1la desviacidn tipica, el 1laboratorio y 1la
técnica utilizada (Figuras 55-60). Aplicando los criterios
estadisticos similares a los del ejercicio de
intercomparacidn, se rechazaron algunos resultados por estar
fuera del intervalo ("outliers"), & tener desviaciones
tipicas muy elevadas. Los resultados de la primera geleccidn
se presentan en las Fiquras 61-66. Los valores admitidos en
la certificacién después de la segunda seleccidn se muestran
en las Fiquras 67-72.

Como se observa en las graficas los valores rechazados
no pertenecen a una misma metodologia 6 técnica; por tanto,
los errores detectados no se pueden atribuir a errores
inherentes al método de andlisis utilizado; sino mas bien a

errores puntuales del laboratorio tales como de calibracién,
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reduccidn, etc. .

Los laboratorics que utilizaron 1la cromatografia de
gases presentaron desviaciones tipicas elevadas (en tdrno al
10%) . Estos resultados se aceptaron para la certificacién por
ser la desviacién tipica inherente al método de andlisis

utilizado. !
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Tabla XXXII.a. Resultados de Se(IV) en la muestra de A

(ug L")
II' Lab B° 1 2 3 4 5 Hediat5h
1 33.35 35.27 31,72 31.50 36.59 34.8942.50
2 4.3 £6.70 46.80 6.0 | 4480 46.1849.80
2 42.20 44.50 45.00 16.90 43.00 45.3242,25
3 162.70 109.80 76.00 32.50 78.30 91.90448.2
4 313.2¢ 33.49 4.5 13.40 M. 33.8740.68
5 31.89 27.40 28.70 30.76 29.40 29.7141.63
6 35.85 36,82 35.36 34.98 34.38 35.3541.89
7 19.50 16.00 44,60 16..40 47.70 16.8041.70
8 35.22 35.15 34,84 34,74 35,09 35.0140.21
9 32.69 32.41 33.65 34.84 34,58 33.6341.09
i0 45.24 44.14 44 .48 44,98 44,66 44.7010.38
1 11.12 39.28 10.03 40.35 40.69 40.2940.70
12 37.00 3.40 36.40 36.80 36.80 37.7040.30
| e 34.68 35.09 34,95 34.10 35.85 34.9340.64
13b 14,29 u.n 3417 34,55 .y 34,4340.28
I 13¢ 33.70 33,30 32.47 33.87 33.38 33.4640.59
142 35.70 36,30 36.00 35.20 35.30 35.7040.46
15 32.10 31.90 34.30 34.70 32.30 33.0641.19
| 39.9% 41.02 34,44 41.36 37.3844.23
16D 35.08 37.22 35.29 35.08 34.76 35.4940.88
17 36.00 | 3190 38.20 38.60 38.40 37.8040.81
19 39.58 43.04 31.51 40.66 36.47 39.4542.32
21 33.58 34.90 34.51 33.96 34.30 34,2540 45
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Tabla XXXII.b. Resultados de Se(total) en la muestr? A

(ug L'} '

|

Lab K° 1 2 3 4 5 Mediaiﬁn

1 75.61 80.41 69.44 B1.30 76,80 76,7144

2b 70.40 71.30 71.90 72.60 75.40 72.3241.90
3 290.00 | 198.30 | 146.30 76.30 138.30 169.96471.53

4 83.00 82.74 82,44 81.43 83.00 82.5440.67

| 5 82.67 81.41 79.24 76,85 79.60 19.7542.35
| ¢ B0.28 [ 8297 | . | mse | 71os 79.5412;.11
7 84.90 82.90 84.00 82.40 86.10 84,1041,50

i : f
9 76.41 81.01 82.22 85.58 84.11 31.8843.49

10 9.1 79.74 19.37 80.27 79.18 79.6540.37

11 10110 | w35 | w05 | 100080 | 103,42 101.9041.27

12 89.00 90.00 91.00 84.00 80.50 86.90+4.50

13 76.04 76.19 78.12 81.50 19.48 78474224
13" 79.62 79.26 80.20 80.32 80.02 19.8840.44

I e 6.6 ] 71.91 76.96 19.52 78.21 | 77.8%41.11
Y 81.20 BL50 | 81.30 82.40 81.40 B1.5610.43
14b 79.60 19.20 .80 | eeeee f eeee 79.9040.83

15 77.50 50,00 §2.50 74.00 82.10 13.22412.03

16a | eee- 75.00 79.30 86.09 82.96 80.8454.78
16b wi | wn | ms | 19.75 78.9841.13
17" 85.80 | 89.40 91.00 91.30 31.70 89.8442.17

19 78.90 78.31 19.49 96,57 99.45 34704742

2 11.47 78.49 76.49 80.66 19,93 78.6441.51

* Se (total)= Se(VI) + Se(IV).
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Tabla XXXII.c. Resultados de Se(VI) en la muestra de A

(pg L")
Lab X° 1 2 3 4 5 Medias$D

i 1 42.26 45.14 31.72 49.80 £0.21 11.8246.00
2 28.20 26.80 27.40 25.70 25.70 26.7640.97
3t 127.30 89.10 70.30 43.80 60.00 78.10432. 00
4 19.83 49.25 47.91 .03 48.30 48.6640.75
5 50.78 53.61 19.54 46.09 50.20 50.0442.42
6 4.4 46.15 44.43 42.10 42.70 14.0841.29
7 35.40 36.90 39.40 36.00 38.40 37.2241.49

B
; 43.79 48.60 18.57 50.74 19.53 48.2442.65
10 34.47 35.60 34.88 35.29 34.52 34.,9540,45
11 59,98 63.87 60.75 §0.45 62.73 61.5641.49
12 52.00 53.60 54,0 47.20 13.70 50.2014. 60
13a £1.36 41.70 13.17 41.40 13.95 43.5242.41
13 45,33 44.99 46.03 1571 45.15 45,4510,43

| 1 43.06 44.01 14.49 45.65 14.83 1410096 |

142’ 45.50 15.20 45.30 47.20 16.10 45.9040.83
15 45.40 19.10 18.20 39.30 19.80 40.36411.2
TT RN (- 35.02 38.28 51.65 41.60 11.6446.23
16b 43.26 43.55 12.28 43.4 44,99 13.5040.87
17" 49.80 51.50 52.80 52.70 53.30 52.1040.99
19 39.32 .21 | 4138 55,91 53,98 15.2938.19
21 14.09 43,59 41,98 16,70 15.63 44,4041, 64

* Resultados independientes de Se(VI).
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Tabla XXXTIT.d. Resultados de Se(IV) en la muestra B (ug L*)

Lab X° 1 2 3 ! 5 Media:50
1 5,69 5.72 6.48 6.04 5,83 5.9540.33
2 7.09 7.17 7.32 7.30 7.03 7.1310&13 |
2 6.96 .08 7.45 7.54 1.67 7.3440.30
3 2.90 2.80 2.90 3.20 .40 3.0440.25
1 5.75 5.49 5,82 5.93 5.7 5.7540.16
5 5.69 6.15 5,80 6.01 14| 5.8840.19
6 5.8 6.40 6.23 6.35 6.5 | sasn
1 6.20 6.50 6.30 §.60 630 | 6401010
B 5.87 5.69 5.78 5.65 6.08 5.8140.17
9 5.49 5.61 5.59 6.05 6.09 5.8440.24
10 6.33 6.38 6.34 6.35 6.38 6.3610.02
11 1.02 7.02 6.17 7.02 6.66 §.9040.17
1 5.50 6.00 6.00 6.00 6.30 6.0040.30
132 5.82 5,98 5.51 5.58 5.71 5,7240.19
13h 5,75 5.73 5.76 5.80 5.55 5.7240.10
|J_ 13¢ 5..65 5. 86 5,51 5,80 5.78 s |
142 5,80 5.60 5.90 5.7 5,99 5.8010.13
15 6.20 4,60 6.40 6.20 6.00 58840, 65
162 4,95 5.94 411 5.00 5.82 5,160,714
16b 5.04 5.0 5.2 5.18 5.26 5.1550.11
17 1.9 5.29 5.37 5.43 5.45 5.2940.1
19 5.26 §.34 6.75 6.25 7.01 §.3240.60
“ 21 1.9 5.01 5.08 1,81 .9 | 1.95i0.08
|
|]:
%
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Tabla XXXII.e.

Resultados de Se(total) en la muestra B

* Se(total) =

Se(VI) + Se{(IVv).
Fa

(pg L")
Lab N° 1 2 3 4 MediasSD
1 13,70 | 13.40 | 1350 | 1460 13.40 13.7240.51
2 13.88 | 15.20 | 14.00 | 14.84 14.36 14.,4640.56
3t 13.10 | 10.20 9.60 11.10 13.20 11,4441 .48
4 13.97 | 1426 | 1406 | 1430 14.50 14,19:0.14
5 | 1457 | e | 1522 | 1500 | 144 14,8240.32
6 13,77 | 163 | 14.26 | 14.% 14.97 14.4840.42
7 11.90 | 1250 | 12.80 | 1080 11.40 12.1010.60
8
9 1323 | 1387 | 1.7 ] 1.4 14.67 14.0140.57
10 1397 | 1.4 ] 1w ] 1 13.60 13,8410.1
11 1.4 ] 1331 | B | 1.0 13.15 13.2740.28
, 12 | 1320 | 160 | 1260 | 12.80 13.60 13,2040, 50
T 13a 13,6 | 133 | 1346 | 137 14,05 13.6340.34
13b* 1398 | 1365 |} 1.3 | M35 | 1331 13.80:0.35 |
13c 13,70 ] 13.98 | 14.08 | 14.08 14.21 14,0140.19
142’ 1370 | a0 | w10 | 13.60 14.00 13.7610.26
l 14 0 [ w50 | w0 | oo 14.70 14404029
i 15 1280 | 10,90 | 13.00 | 13.00 13.00 12.5440.482
162 14.26 8.97 9.3 14.26 12.48 11.8742.56
16b 1190 [ 1217 | 12,58 | 12.44 12,96 12.5340.36
17" 12.05 | 12.68 | 1.3 | 13.26 13.65 12.9940.48
19 11.57 | 10.86 | 1255 | wu.wy 13.97 12.6641.35
21 1,76 | 1158 | 1452 | 1007 10,20 11.63:1.60
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Tabla XXXII.f. Resultados de Se(VI) en la muestra B Spg L)

Lab K* 1 2 3 4 5 Media+8D
1 | 801 7.68 7.02 8.56 7.57 7.7740.51
2b 692 | 8.12 6.55 7.30 6.69 7124056
3 19.20 1.40 §.70 7.90 9.80 8.4041.53
s B.22 8.7 .34 8.37 8.1 8.4940.22
5 .88 3.7 9.42 8.99 8.70 8.9440.26
6 7.91 8.23 .03 841 .39 B.1810.20
7 5,70 6.00 6.50 5.20 5,10 5.7040,52 |
) |
g 7.34 8.27 8.23 8.41 8.58 8.1740.48
10 7.64 7.46 7.50 7,59 1.0 7.4840,15
1 6.12 §.29 6.37 6.01 7.09 6.3810.38
12 1.70 7.60 6.60 6.80 7.30 7.2010i50
13 7.37 7.1 7.70 1.93 8.34 7.8140.3
130" 3.03 1.92 8.37 8.35 1.76 8.0910.27
¢ o5 | a1 8.51 8.28 8.43 8.2840.19 |
12’ .90 7.80 .20 | 1.9 8.1 5.0000.16 |
15 .60 650 | 6.60 6.80 7.00 §.71040,18
I 16a $.31 33 | s 9.26 §.66 6.1012;40
16D 6.86 7.7 7.30 7.26 7.70 7.3840.33
17" 7.33 7.19 7.76 7.83 8.20 7.1040.32
19 6.31 1.52 5.80 812 5.96 6.3441,20
ll 21 6.80 .57 9.47 5.0 | 5.30 6.6811.53

* Resultados independientes de Se({VI}.
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Figura 55.- Concentraciones de Se(IV) (ug L*) y
desviaciones tipicas obtenidas por los laboratorios en la

disolucidn A.
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i
Figura 56.- Concentraciones de Se(total) (ug L!) y
t
desviaciones tipicas obtenidas por los laboratorios en la

disolucibén A.
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Figura 57.- Concentraciones de Se(VI) (ug L) ¥y
desviaciones tipicas obtenidas por los laboratorios en la

disolucién A.
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1

Figura 58.- Concentraciocnes de Se(IV) (ug L'} Y

desviaciones tipicas obtenidas por los laboratorios en la

disolucidén B. '
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Figura 59.- Concentraciones de Se(total) (pug L) y
desviaciones tipicas obtenidas por los laboratorios en la

disolucidn B.
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|
Figura 60.- Concentraciones de Se(VI) (ug L*') y

desviaciones tipicas obtenidas por los laboratorios ‘en la

disolucién B. t
e
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Figura 61- Resultados seleccionados de las concentraciones
de Se(IV) (pug L*') y desviaciones tipicas obtenidas por los

laboratorios en la disolucién A.
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Figura 62- Resultados seleccionados de las concentraéiones

1

de Se(total) (ug L) y desviaciones tipicas obtenidas por

los laboratorios en la disolucidn A. '
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Figura 63.- Resultados seleccionados de las concentraciones

de Se(VI)
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{ug L'') y desviaciones tipicas obtenidas por los

laboratorios en la disolucidn A.
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|
Figura 64.- Resultados seleccionados de las concentraciones

de Se(IV) (ug L'!') y desviaciones tipicas obtenidas por los

laboratorios en la disolucidbén B. |
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Figura 65.- Resultados seleccionados de las concentraciones

de Se(total)
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i

Figura 66.- Resultados seleccionados de las concentraciones
de Se(VI) {pg L*') y desviaciones tipicas obtenidas por los

laboratorios en la disolucidtn B.
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Figura 67- Resultados admitidos en la certificacidén de las
concentraciones de Se(IV) (ug L'') y desviaciones tipicas

obtenidas por los laboratorios en la disolucibn A.
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Figura 68- Resultados admitidos en la certificacién de las

concentraciones de Se(total) (ug L) y desviacionés

tipicas obtenidas por los laboratorios en la disolucién A.
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Figura 69.- Resultados admitidos en la certificacién de las

concentraciones de Se(VI) (pg L) y desviaciones tipicas

obtenidas por los laboratorios en la disolucién A.
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Figqura 70.- Resultados admitidos en la certificacidén de las
concentraciones de Se(IV) (pug L*) y desviaciones tipicas

obtenidas por los laboratorios en la disolucién B.
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Figura 71.- Resultados admitidos en la certificacién de las
concentraciones de Se(total) (ug L'') y desviaciones

tipicas obtenidas por los laboratorios en la disolucién B.
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I
Figura 72.- Resultados admitidos en la certificacién de las

concentraciones de Se(VI) (ug L) y desviaciones tipicas
i

obtenidas por los laboratorios en la disolucidn B.
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El coeficiente de variacién entre laboratorios para
Se(IV) incluyendo todos los resultados en las disolﬁciones
de alta concentraciodn, fue de 31,0% y la | media
36.601+12.28 pug L', Después de eliminarse algunos resu%tados,
el coeficiente de variacién disminuyd a 12.60% y la media fue
de 37.23 ug L*'. Se procedidé a una segunda seleccién de
resultados obteniéndose una media de 35.33+2.47 ug L' con un
coeficiente de variacién del 7,0 %. Este resultado fue

1
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plenamente concordante con el preparade de 35.00 ug L.

Respecto a la concentracidn de Se(total) en las muestras
de alta concentracidén (A); el coeficiente de variacidn entre
laboratorios resultd ser del 23.2% v la media
85.42+19.8 ug L', tras la primera seleccién de resultados el
coeficiente de wvariacidén disminuyd al 7,6% y la media a
81.39+6.2 ug L*'. Después de una segunda seleccidén de
resultados, el coeficiente de variacidén se redujo al 4.7%
resultando la media de 80.65+3.8 pg L' mientras el wvalor
esperado es 80.0 ug L.

En el caso del Se(VI) (valor indicativo) para las
muestras de alta concentracidn; el coeficiente de variacidn
entre laboratorios fue 21.8 % y la media 46.10:+10.0 ug L?,
después de una primera seleccién de resultados, el
coeficiente de variacidén disminuyd a 15.8% siendo la media
44 .49+7.0 pg L. Una segunda seleccidn de resultados redujo
el coeficiente de wvariacién a 9.6% siendo la media
44.82+4.3 pug L. El wvalor esperado era de 45.0 ug L°'.

El coeficiente de variacidén entre laboratorios, para los
resultados de Se(IV) en las muestras de baja concentracién,
fue 13.2% y la media 5.87:0.8. La primera seleccidén de
resultados disminuyd el coeficiente de variacidn al 10.3%
siendo la media 5.97+0.6 ug L*. Los resultados que se
admitieron en la certificacidn, después de una segunda
seleccidn, ofrecieron un coeficiente de variacién entre
laboratorios de 7.3% y una media de 5.80:0.4 pug L' frente a
6.00 ug L', que es el valor esperado.

Los resultados facilitados por los laboratorios, para el
Se(total) en las muestras de baja concentracidn, presentaron
un coeficiente de variacién entre laboratorios de 7.5% y una
media de 13.32+1.0 pug L'. Después de una primera seleccidn
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la media resultd 13.42+0.9 upug L' y el coeficieéte de
variacién 6.9%. E1 valor medio certificado: fue
13.67+0.7 pug L' y el coeficiente de variacién de | 5.4%,
mientras el valor esperado era de 14.00 pug L', |

En el caso del Se(VI) (valor indicativo) para las
muestras de baja concentracién; el coeficiente de variacién
entre laboratorios fue 11.2 % y la media 7.50+0.8 g L™.
Después de una primera seleccién de resultados, el
coeficiente de variacién no varié (11.2%) siendo la media
7.49+0.8 ug L. Una segunda seleccidédn de resultados redujo
el coeficiente de variacidn a 8.6% siendo la, media
7.72+0.7 pg L', Este valor fue plenamente concordantefcon el
valor esperado (por preparacidn) de 8.00 ug L. |

t
I

VI.3.- CCONCLUSIONES. ;
{

- Una vez realizado el primer ejercicio de
intercomparacidn en el que se ponen en evidencia los posibles
fuentes de error, se ha conseguido la certificacidn de los
contenidos de Se(IV) y selenio inorgdnico total. El contenido
de Se(VI) sbélo se facilita como valor informativo, obténiendo
un resultado que coincide plenamente con el esperado a'partir
de la preparacidén de las muestras. Hay que resaltar qué todos
nuestros resultados han sido admitidos en la certificacidn
del material. Teniendo en cuenta que en esta ocasiéﬁ hemos
analizado de forma independiente el Se(VI) mediante uﬁ nievo
procedimiento en el que se ha acoplado el sistema HPLC al
generador de hidruros-absorcién atémica y que nuestros
resultados coinciden con los resultados presentados por otros
laboratorios gque determinan el Se(VI) por diferencia,
empleando otros métodos establecidos, puede deducirse la
fiabilidad de nuestro acoplamiento para la determinacién
diferenciada de las especies de selenio y en consecuencia la
validacidn del método desarrollado.
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CONCLUSIONES . !

1° .- Se proponen dos métodos para la determinacidn de selenio
inorgénico (Se(IV), Se; y Se{VI)) en aguas naturales mgdiante
los acoplamientos en linea de reduccidn asisti¢a por
microondas-generacidén de hidruros-espectroscopia de ab$orci<3n
atémica, en FI y continuo (FI-MO-HG-AAS y continuo-MO-HG-
AAS). La determinacién diferenciada se realiza con dos
inyecciones de la muestra. En la primera, con el mé@ulo de
reduccién apagado, se determina el Se(IV); en la segunda, con
el mddulo de reduccidn de Se(VI) a Se(lIV) encendfdo, se
determina Se(total). El contenido de Se(VI) se calcula por
diferencia entre el Se(total) y el Se(IV). El limite de
deteccidén de 0.7 ug L' permite su aplicacidén a muestras
medioambientales. La reduccién en linea hace que el método de
generacién de hidruros sea mas selectivo, ya que se reducen
considerablemente las interferencias debidas a otr051n§tales.
2 .- La determinacidén diferenciada de las especies
inorganicas del selenio, Se{IV) y Se(VI) en aguas natﬁrales,
puede abordarse mediante el acoplamiento de la cromat?grafia
liquida de alta eficacia con columna anidnica (Hamilton PRPX-
100}, el sistema modular en linea antes descrito: HPLC-MO-HG-
AAS; en este caso, con una fnica inyeccidén , pueden
determinarse ambos grados de oxidacidn, con gran sensibilidad
y precisibén, lo que permite aplicar el método a muestras
ambientales. Los limites de deteccidn alcanzados, fuéron de

1.4 y 2.2 ng para Se(IV) y Se(VI) respectivamente. |
!

3% .- Se propone, por primera vez, la descomposicidn eh linea

de 1las especies orgdnicas de selenio: selenocistina,

selenometionina y trimetilselenio a Se(IV), ﬁnicé forma

derivatizable al hidruro correspondiente. La determﬁnacién

puede llevarse a cabo en el sistema en linea desarrolilado con

|
|
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dos pasos "en linea" de la muestra a través del horno
microondas. En un primer paso de la muestra con S,0, a
través del horno se produce la oxidacidn cuantitativa de las
especies orgénicas de selenio a Se(VI). Después de enfriada
la muestra, su introduccidén en el sistema MO/HCl origina la
reduccidn cuantitativa de Se{(VI) a Se(IV). El acoplamiento
del cromatdgrafo a este tidndem en linea "HPLC-MO/oxidacién-
MO/reduccidén-HG-AAS" ha permitido desarrollar un método
analitico para la especiacidén de Se(IV), Se(VI) y TMeSe en
aguas naturales enriquecidas con estas tres especies. Los
limites de deteccién alcanzados fueron 1.4, 2.2 ¥y 1.1 ng
para Se(IV), Se(VI) y TMeSe respectivamente.

4*,- Se ha desarrollado un sistema de preconcentracidén de
Se(IV) y Se(VI) en microcolumnas de alUmina que permite
rebajar considerablemente los limites de deteccidn, del orden
de 50 veces, de los procedimientos previamente desarrollados.

5*.- El1 método desarrollado mediante el acoplamiento
continuo-MO-HG-AAS, se ha aplicado para evaluar la
estabilidad del Se(IV) y Se(VI), en funcidén de una serie de
parametros fisico-quimicos que incluyen, temperatura, PpH,
naturaleza del A&acido, material del contenedor, relacidn
superficie-volumen, presencia de cloruros e incidencia de la
luz. Los resultados obtenidos son:

- E1l Se(VI) se mantiene estable en el tiempo en todas
las condiciones ensayadas de T*®, pH, contenedor, Cl°. La
estabilidad del Se(IV) aumenta en presencia de Cl°, siendo
esta egpecie estable (20 meses) en presencia de 2000 mg L
de este i6n. Las muestras almacenadas a -20°C se mantienen
estables en todas las condiciones.

- La acidificacidén de la muestra a pH=2 con H,S0, & HCl
disminuye 1la estabilidad del Se(IV} en contenedores de
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4
polietileno; sin embargo en contenedores de teflén la

estabilidad aumenta al disminuir el pH.

- La relacidén superficie del contenedor volumen de
miestra es un parametro importante en la estabilid;ad del
Se(IV). La estabilidad del Se({IV) se alcanza cuando el
contenedor estia completamente lleno de muestra. :

6% .- Los métodos desarrollados de FI-MO-HG-AAS y HPLC-MO-HG-
AAS con y sin precocentracidn en alfimina, se han valiaado en
la participacién en los ejercicios de intercomparacién Yy
certificacidén de Se(IV) y Se(VI} con contenidos del érden 5
vy 40 ug L' en ambas especies. '
}
7% .- Se obtiene dos nuevos materiales de referencia N% 602 v
N° 603 con valores certificados de Se(IV) y Se(totalﬁ.
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TABLA I. ESTABILIDAD DE ESPECIES DE SELENIO A (20°C) Y pH=6

EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

tAnexo

!
I

é

1

?

CONCENTRACION
INICIAL 10 g 1} 50 g L

TIEMPO Se(IV) Se(vI) Se(IV) Se(VIi
1 0fa 9.840.4 9.641.2 50.340.5 48.141.9
1 SEMANA 10.040.4 10.841.2 49.610.4 31.041.2
2 SEMANAS 9.040.4 11.041.2 48.110.4 51.0¢1.2
1 HES 8.840.6 8.811.8 50.0£0.4 50.041.2
2 MESES 9,540.5 10.5¢1.5 16.940.6 49.741.8
6 WESES 5.840.5 11.4£1,7 33.910.6 50.041.8
9 HESES 4.340.6 12,441.8 25.340.4 49.941,8
12 MESES 3.340.5 12.941.5 | 14.70.4 __50.71'1-.8

TABLA II. ESTABILIDAD DE ESPECIES DE SELENIO A (20°C) Y

PH=6 EN CONTENEDORES DE TEFLON.

1

Lcoucmmcxéu i
INICIAL 10 pg 11 50 pg LT
 mEm Se(IV) Se(VI) Se(IV) Se(vI)
1 pfa 9,810.4 9.61.2 50,340.5 47.141.9
1 SEMANA 9.740.4 10.341.2 47,2:0.8 48.542.4
2 SEMANAS 8.310.4 11.741.2 44.730.4 53.412.4
2 HESES 7.740.5 11.441.6 £3.50.4 51.1%1.2
6 MESES 6.840.5 12.142.1 11,240.4 55.912.1
9 MESES 3.610.4 13.141.3 41.210.4 59.742.1
12 HESES 3.140.4 16.141.2 10807 60.02.1

|

259




Anexo

TABLA III. ESTABILIDAD DE ESPECIES DE SELENIO A (20°C) Y

pH=2 EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

CONCENTRACION

H INICTAL 10 g 1L 50 4g L1

{ TIEMPO Se(1IV) Se(VI) Se(IV) Se(VI)
1 DIA 9.740.4 10.341.2 50.420. 4 18.441.2

i 1 SEUANA 9.640.5 10.441.5 49.240.4 48.541.2
2 SEMANAS 10.010.4 10.041.2 48.610.6 49.541.5
1 HES 9.40.5 9.441.5 50.0£0.4 50.041.2
2 HESES 8.610.4 9.641.2 14.320.4 50,041.2
6 MESES 6.310.5 11.641.5 20,6£0.7 52.9t2,1
9 HESES 1,540.4 10.741.2 3.5:0.4 51.1$1.2
12 HESES 0.440.4 11.741,5 0.440.4 51.941.2

TABLA IV. ESTABILIDAD DE ESPECIES DE SELENIO A (20°C) Y

pH=2 EN CONTENEDORES DE TEFLON.

CONCENTRACIGN
INICIAL 10 g 11 50 5g Ll
B Se(IV) Se(VI) ll se{Iv) Se(VI) I
1 pfa 9,740.4 10.341.2 [ s0.520. 48.441.2
1 SEMANA 9,740.5 10,341.8 50.0£0.4 |_w.2n.2
2 SEMANAS 9.610.4 10.441,2 £9.040.4 51,041,
2 MESES 9,120, 4 9.141.2 19.240.4 50,0412 11
6 MESES 7.140.9 10.0¢2.6 48.540.7 | 500121
9 HESES 9,740.4 10.141.2 19.540.5 50.541.5
12 HESES- 9,640.4 10.441,2 50.240.4 50.841,2
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TABLA V. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (40°C) Y

pH=2 CON 100 mg L™ Cl1-~ EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

TABLA VI. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (-20°C)

Y pH=2 CON 100 mg L™ C1~ EN CONTENEDORES DE POLIETI‘LENO.

|

!

-
CONCENTRACION '
INICIAL _ 10 pg 1t 50 ug Ll
— Se(IV) Se(VI) se(1V) S(vI)
1 DfA 10.010.4 10.811.2 49.910.4 49.0&1.2
1 SEMANA 9.340.3 10.440.9 48.910.4 49.61.2
2 SEMANAS 9.640.4 10.4£1.2 49.110.5 49.9t1.5
2 MESES 9.610.4 9,741.2 47.61.5 16.943.5
6 MESES 9.340.4 10,012 47,7404 17.741.2
9 MESES 9.0£0.4 9.941.2 48.610.4 18.941.2
12 MESES 10.620.4 10,741.2 48.410.4 15.741.2

1

4
(

CONCENTRACION 1 l
INICIAL 10 pq L1 50 g LT
TIEMPO Se(IV) Se{VI}) Se(IV) Se(VI)
1 pia 10.010.4 10.841.2 | 49.940.4 49.0¢1.2 |
1 SEMANA 10.040.4 10.0£1.2 §9.610.4 50.4ti.6
" 2 SEMANAS 10.040.4 10.041.2 49.0%0.4 47.141.2
2 MESES 9.310.3 8.611.5 48.911.1 18.943.3
6 MESES 8.840.8 11.242.4 48.110.4 89.441.2
9 MESES 8.910.4 10.741.2 49.310.4 50.9£1.2
12 MESES 7.040.4 7.541.2 47.110.4 47.91.2
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TABLA VII. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (20°C)

Y pH=2 CON 100 mg L™ Cl1- EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

CONCENTRACION
INICIAL 10 jq L1 50 4g L
TIEMPO Se(IV) Se{VI) Se(1V) Se(VI)
1 Dfa 10.00.4 10.841.2 49.910.4 49.0£1.2
1 SEMANA 9.6%0.4 10.441.2 50,40, 4 49.242.2
| 2 SEaNas 10,00, 4 10.8#1.2 48.110.4 50.0t1.6
2 MESES 8.610.4 10.41.2 41.740.4 | 50.8%1.2
6 MESES 7.040.4 11.341.5 11.8#0.7 55.8+1.9
9 MESES 1.6£0.4 11.4#1.2 || 2404 55,241,9
12 NESES 0.040.4 11.741,2 0.040.4 54.741.2

TABLA VIII. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (20°C)

Y pH=6 CON 100 mg L™ C1- EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

CONCENTRACION

INICIAL 10 g £ 50 ug Lt

TIEMPO Se(IV) Se(VI) Se(IV) Se(VI)
1 Dia 9.910.4 10,8412 49.910.4 49.411.2
1 SEMANA 10.020.6 10.0#1,8 49.610.4 48.041.2
2 SEMANAS 9.6£0.4 10.441.2 48.110.4 50.911.2
2 MESES 8.110.4 10.441.2 48.410.8 48.412.4
6 MESES | 8.310.4 10.011.3 41.242.2 51.413.0
9 MESES 7.810.4 12.241.2 39.810.4 53.5:1.2
12 MESES 7.110.6 12.5¢1.8 35.910.7 53.9t2.1
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f
TABLA IX. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (40°C) Y

pH=6 CON 100 mg L™ C1- EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

i

—_ — L
CONCENTRACION .*
INICIAL 10 g 1t 50 ig L |

I TIEHPO Se(IV) Se{vI) I Se(IV) Se(QI) (
1 pfa 9.940.4 10.811.2 [ 49,910.4 49.441,2
1 SEMANA 9.640.4 10.841,2 49,4104 49.311.;?2
2 SEMANAS 10.0%0.4 10,811.2 49.0%0.5 50.011@5
2 MESES 7.6£0.3 11.340.9 42.912.3 46.6t3:9
6 MESES 8.310.6 10.611.8 45.410.7 54.91221
9 MESES 7.110.6 11.611.8 40.910.6 57,4+118

12 MESES 5.310.5 8.741.5 ]I 36.910.5 ___§_.'§_.9’_r220___

|

1
{
1

TABLA X. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (—?0°C) Y

pPH=6 CON 100 mg L™ Cl1~ EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

'
|
i
i
'
i
i
T
|
b

[ CONCENTRACION
INTCTAL 10 g 1t 50 yg L

TIEHPO Se(IV) sevr) | se(Iv) Se{vI)
1 pfa 9.940.4 10.8t1.2 ]l 49.910.4 49.451,2
1 SEMANA 9.340.4 10.741.2 I|__48.340.4 48.5£1.6
2 SEMANAS 9.540.4 10.5$1.2 48.510.5 47.681.2
2 MESES 9.040.6 10.3£1.8 48.310.8 48.412.4
6 MESES 9.64).3 10.1#1.9 49.710.4 18.5£2.0
9 MESES 9.240.4 10.041,2 48.940.4 50.841.2
12 HBSES 9.410.4 11.44.2 ]I 19.840.9 51.442.7
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TABLA XI. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (-20°C)

Y pH=6 EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

CONCENTRACION
INICTAL 10 pg 1 50 pg 17
TIEMPO Se{Iv) Se(VI) Se {1V} Se{v1)
1 pia 9.840.4 9.611.2 50.340.5 48.141.9
1 SEHANA 9.310.4 10.041.2 19.240.8 50.842.4
© 2 SRMANAS 9.640.4 10.441.2 18.640.4 51.441.2
2 MBSES 9.640.4 8.9+1.2 49.210.4 50,041.2
6 MBSES 9.240.4 10.031.2 47.430.4 50.041.8
9 MBSES §,240.4 11.041.2 47.840.4 49.041,2
12 NBSES 9,510.4 10.841.2 49.340.5 54.541.2

TABLA XII. RSTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (40°C)

Y pH=6 EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

CONCENTRACION
INICIAL 10 pg 17 50 pg 1]
i} TIEMRO Se{1v) Se{V¥I} Se {1V Se (v}
1 Dia 9.840.4 9.641,2 50.340.5 48.151.9
1 SEMANA 9.640.4 9.641.2 18,8404 47,312.0
2 SEMANAS 9,640.4 10.441.2 18.040.4 510412
2 MBSES §.640.4 10.041.2 46.940.4 50.041.2
6 MBSES 7.540.6 12.541.8 14.240.6 50.642.7
9 MBSES 4.740.4 13,7412 39.140.8 58.742.6
12 HRSES 5.240.8 7.912.4 39.440.4 54.542.0
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TABLA XIII.- ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A

{

(-20°C) Y pH=2 EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

CONCBNTRACION 1
THICIAL 10 pg U1 50 pg L
TIEMPO Se(IV} Se(VI) Se {1V} Se(VI)
———r =
1 DIA 9.740.4 10.341.2 50.440.4 49.441.2
1 SRMANA 9.640.4 10,441.2 19.640.4 16.341.2
i
2 SEMANAS 10,040.4 10.041.2 50,010.4 50.041.2
2 HESES 9.640.4 9.6+1.2 18.540.4 £5.941.2
6 MBSBS 9.610.4 9.641.2 18.340.4 49.242.4
9 NRSES 9,240.4 9.841.2 18.940.8 19.543.2
12 HRSES 10.040.4 9,5¢1.2 50.350.4 51.143.6

TABLA XIV. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A

Y pH=2 EN CONTENEDORES DE POLIETILENO. |

CONCENTRACION |
INICIAL 10 pg 171 50 pg 11
TIEMPO _Se(IV) . Se(VI) Se{IV} Sej{VI)
1 0fa 9,740.4 10.341.2 50.440.4 18.441.2
1 SEMANA 9.640.4 9.641.2 19.240.4 £9.241.2
2 SENANAS 10.040.4 10.01.2 £9.640.4 18.512.4
2 HBSES 9.640.4 10.441.2 50.040.6 50.041.4
6 MBSES 3.840.8 10.041.8 42.540.6 19.741.8
|9 NBsES B.840.8 9.942.4 15,310.4 £9.731.4
12 WBSES §.440.4 7.541.2 47.340.4 4.741.8

1
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TABLA XV. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (20°C),

LUZ Y pH=2 EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

pH=2 pH=2, 100 mg L1 ¢1”
TIEMPO l Se(1v) Se (V1) Se{lIv) Se{vI)
1 Dia 50.410.4 48.441.2 19.940.4 48.941.2
1 SEMANA 48.540.4 48.,540.4 49.640.4 48.941.2
2 SEMANAS 47.540.4 50.541.2 19.140.4 18.241.2
1 MBS 50.040. 4 50.441,6 50.041. 16.443.0

TABLA XVI. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (20°C),

LUZ Y pH=6 EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

pH=6 pB=6, 100 ng L' €1
TIEMPO Se{Iv) Se{VI) Se(Iv) Se (V1)
1 pia 50.310.5 18.141.9 49.940.4 49.441.2
1 SEMANA 48.940.4 49.641.2 48.910.4 49.641.2
|2 SEMANAS 48.010. 4 51.041,2 48.540.5 50.541,5
1 MBS 48.240.8 51.842.4 49.540.5 50,541, 5
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TABLA XVIT. ESTARILIDAD DE LAS ESPECIRS DE SELENIO A

(20°C), pH=6 CON 100 mg L'* Cl° EN CONTENEDORES DE

POLIETILENO. ?
I
CONCENTRACION !
INICIAL 10 yg L1 sopgtt J
TIRMDO Se{Iv) . Se{VI) ge(IV) Se(VIi) [
|1 pia 9.449.3 i 10.040.9 46.040.4 44.911{5 w
2 MESES 9.0£0.4 11.041.2 15.040.4 15.92.0
4 MBSES 9.410.4 8.3:1.2 42,910 .4 46.211}.2
7 MESES 1.740.4 12.341.2 37.040.4 51,4412
9 MESBS 8.240.4 9.141.2 31.340.4 5214240
10.5 MRSES 8.610.5 11.441.5 | 30105 52.741,5
12 WESES 5.040.4 14.141.2 25.840.4 59.141.2 )

|

TABLA XVIII. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELEI\T]iO A

(20°C), pH=2 (HCl1l) EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

'
i
1

.~ CONCENTRACION | I . |
micnL | 10 4g L 50 g L i
1m0 i seim Se (V1) Se (17) Se 1)
1 pia 10.040.3 10.040.9 49,110.3 47.540.9

2 HBSBS 10.040.4 3.241.2 18.340.4 48,041, I
AMESES | 8.2s0. 10.841.2 8.540.4 5734102
7 NBSRS 2.740.4 9.641.2 .040.4 63.241.2
9 NESES 1.040.4 9.041.2 5.010.4 5374112
10.5 MESES 3.240.5 11,5415 2.740.5 5173112
| 12 Mses 1.340.4 10.081.2 0.440.4 54.641.2
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TABLA XIX. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (20°C),

pH=6 CON 500 mg I* Cl- EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

CONCENTRACION
INICIAL 10 pg L1 50 pg L1

TIENPO Se(IV} Se (V1) Se(1v) Se{vl)
1 0fa 9.130.3 10,130.9 47,2404 £3.611.7
2 WBSES 9.240.4 10.041.2 £5.940.4 18.341.2
4 WBSES 9.640.4 10.441.2 45.140.4 18.841.2
7 MESBS 8.640.4 8.641.2 45,7404 53,041.2
9 NBSES 3.040.4 8.041.2 13.840.4 52.141.2
10.5 KBSES 8.140.4 10.341.5 39.940.4 50,5415
17 WBSES 5.540.4 7.311.2 36.840.5 50,5412

TABLA XX. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A (20°C),

pH=6 CON 5000 mg L'* C1°- EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

CONCENTRACION
INICIAL 10 pg &7 50 g L)

TIENPO Se{IV} | selvn) Se(1V) Se{vi)
1 DiA 9.640.3 9.640.9 18,5404 515412
2 MBSES 9.640.4 9.641.2 46.740.4 19.311.2
4 MESES 9.640.4 10.441.2 47.040.4 18,041.2
7 MESES 3.640.4 16.441.2 44.540.4 50.741.2
9 MBSES 3.540.4 14.541.2 44.440.4 48.241.2

10.5 MBSES 4.840.5 14.241.5 41.340.5 53.341.5

12 MESES 3.340.4 13.841.2 38.10.3 51.940.9
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TABLA XXI. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIC A (20°C),

pH=6 CON 1000 mg L' Cl° EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

|
|
+

CONCENTRACION i
INICIAL 10 pg 1 50 pg b
TIRHRO se(v) | sew Se{Iv) Se (v1)
i 1002 9.740.3 10.340.9 49.540.4 18.7:1.2
2 MESES 9.640.4 9.641.2 | 44,0104 18.841.2
4 MRSRS 9.540.4 10.241.2 43.040.4 50,541,
7 MESES 7.740.4 12.341.2 38.340.4 43,5412
9 MESBS §.240.4 B.141.2 37.740.4 191412
10.5 MBSES §.640.4 8.641.2 36.740.5 50.541.5
12 MESRS 6.240.4 8.141.2 33.340.4 51,0412

!
TABLA XXTII. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIC A

(20°C), pH=6 CON 3000 mg L'* C1° EN CONTENEDCORES DE

POLIETILENO. |
CONCENTRACION ! ﬂ
INICIAL 10 pg 12 sopg Lt
TIENPO Se (1) Se{v1) Se(1v) Se (1)
| 2oia 9.040.3 9.540.9 | 485404 51.543.0
2 MBSES §.540.4 8.541.2 46.410.4 48.841.2
4 NRSBS 9.610.4 §.441.2 47.040.4 17.041.2
7 MBSES 7.340.4 7.341.4 42.440.4 51.341.2
9 MBSES 6.040.4 7.041.2 45.350.4 51.041.2
10.5 HESES 8.140.5 9.041.5 11.340.5 3.341.5
i___ll MBSES 6.540.4 9.5¢1.2 It__ 39.20.4 58.741.2
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TABLA XXIII. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A

(20°C), pH=6 CON 2000 mg L' C1- EN CONTENEDORES DE

POLIETILENO.
CONCRNTRACION
INICIAL 10 pg L1 50 pg L

TIBMPO Se(IV) Se{vI) | Se{IV} Se{VI}
1 DA 9,540.3 10.540.9 50.840.4 48.541.2
2 MBSES 9,630, 4 9.640.4 46.840.4 47.641.2
4 WESES 10.040. 4 12.141.2 49.640.4 16.441.2
7 MESES 9.640.4 9.641.2 48,9404 17.841.2
9 MESES 7.540.4 9.641.2 16,5104 17.841.2
10.5 MBSBS 9.540.5 11.241.5 42.040.5 16.341.5
12 NESES 7.140.4 9.141.2 39.740.4 §3.441.2

TABLA XXIV. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A

(20°C), pH=6 EN CONTENEDORES DE POLIETILENO.

CONCENTRACION
INICIAL 10 gg b1 50 yg b7
TIRMPO Se{Iv} Se (V1) Se(IV) Se(V1)
1 DA 9.640.3 9.640.9 46.040.4 44.941.9

2 MBSES 9.240.4 10.041.2 42.940.4 16.641.2

4 MBSES 9.640.4 10.441.2 11.040.4 46.641.2

7 MBSES 3.840.4 8.441.2 35.840.4 55.641.2

9 MBSES 4.340.4 B.641.2 39.840.4 46.641.2
10.5 MESES 1,840.5 11.241.5 37.040.5 48.411.5
12 MBSES 2.240.4 9.341.2 35.540.5 51.242.0
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TABLA XXV. ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE SELENIO A ¥20°C).

pH=6 EN AGUA DE MAR EN CONTENEDORES DE POLIETILEHO.

CONCENTRACIQN !
INICIAL 10 pg b1 50 pg 12
TIRMPO Se{Iv) Se{vi) SelIv) L Se(Vi)
1 0fa 10.440.3 11.240.9 50.440.5 47.442.0
2 MBSES 9.040.4 11.041.2 49.340.5 19,4415
4 MRSES 10.040.4 10.431.2 49.530.4 50.542.0
|7 mass 9.940.4 10.041.2 48.140.4 47,7412
9 MBSES 8.810.4 8.811.2 45.240 4 37.141.2
10.5 MESES 8.010.5 9,541.5 41.840.5 47.241.5
12 NRSBS 7.080.4 9.5:1.5 433404 51,541.6

1
'
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FIGURA 4 l
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FIGURA 8
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FIGURA §
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FIGURA 11
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