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OBJETIVOS

A pesar de haber sido descubierto el selenio en 1817, no es hasta el afio 1957 cuando

dicho elemento suscita un gran interés.

Anteriormente, el selenio era considerado un elemento que posefa propiedades téxicas
en incluso mortales para la vida animal, sin embargo, a partir de la publicacién del articulo "El
selenio como parte integral del factor 3 contra la degeneracién necrética hepdtica” por Schawrz
y Foltz en el cual informan de que una determinada ddsis de selenio era capaz de prevenir la
degeneracidn necrdtica del higado, numerosos investigadores caracterizan diversos estados
carenciales de selenio en el hombre, tanto de origen nutricional como patoldgico, y la
implicacion como factor de riesgo en el desarrollo de cdnceres, de afectaciones cardiovasculares

y de diversas enfermedades degenerativas.

Esta importancia que presenta el selenio en la vida humana, implica necesariamente el

poder disponer de alglin método que permita analizarlo con gran exactitud.

Son muchos los métodos descritos para la determinacion de selenio en materiales
biolégicos y que permiten alcanzar los bajos niveles de selenio en suero o en sangre, con

excelentes limiies de deteccion.
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De todos ellos, el que presenta mayores garantias de exactitud y precisidn es el andlisis
de activacion de neutrones, pero que no es practicable en un laboratorio clinico por precisar un

reactor nuclear.

Otros de los métodos publicados para el andlisis de selenic en material bioldgico
requieren una digestion dcida del material orgdnico, seguida por fluorometria o absorcidn
atémica con generacion de hidruros, para las cuales son necesarias grandes cantidades de suero
poco practicables en la bioquimica clinica rutinaria y, desde luego, inapropiadas para las

determinaciones procedentes de poblaciones pedidtricas.

Una de las técnicas analiticas que mas auge ha tenido en los laboratorios de andlisis
clinicos en los ultimos afos es la espectrofotometria de absorcién atémica. Sin embargo, los
reducidos niveles de selenio en suero iwmano se encuentran muy por debajo del rango analitico
de la espectrofotometria de absorcién atdmica en llama, cuyo limite de deteccidn es de aproxima-

damente 0, 5 pg/ml en solucién.

Respecto a los métodos electrotérmicos de determinacién de selenio en suero con
espectrofotometria de absorcidn atdmica, entre los cuales estd la técnica del horno de grafito,
se pueden encontrar publicaciones contradictorias y confusas, probablemente mds que para

ningln otro elemento quimico.

La técnica de espectrofotometria de absorcion atdmica en horno de grafito consigue

descender los limites de deteccion al rango de partes por billén (p. p. b.} con una instrumen-



4 OBJETIVOS

tacion relativamente simple y sin los esfuerzos y pérdidas de tiempo que conllevan las técnicas

de extraccién previa.

Por todo ello, uno de los objetivos que se han marcado en esta tesis doctoral ha sido el
de poner a punto una metodologia que permita determinar el contenido de selenio en suero o
sangre, mediante espectrofotometria de absorcion atémica en horno de grafito, y que conduzca

a la obtencidén de unos resultados precisos y repetitivos.

Una vez puesta a punto la metodologfa analitica necesaria y obtenidos los resultados, y
en consecuencia haberse logrado nuestro primer objetivo, y con el fin de poder dar un uso
clinico a las concentraciones halladas de selenio en suero humano, segundo objetivo de la
presente tesis doctoral, se han debido establecer primero los valores de referencia entre una

poblacién supuestamente sana.

Sin embargo, la salud no es una condicidn bien definida, las fronteras entre la salud y

la enfermedad son difusas, especialmente en el envejecimiento.

Para seleccionar una muestra de la poblacidn de referencia hemos seguido los criterios

del Comité de Expertos de la Federacién Internacional de Quimica Clinica.

Los individuos de referencia seleccionados provienen del Servicio de Medicina Preventiva

del Hospital Ramdn y Cajal.
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Se han descartado todos aquellos individuos que sufren enfermedades sistémicas o
alteraciones fisiopatoldgicas como la insuficiencia renal, enfermedad cardiaca congestiva,

enfermedad crénica respiratoria, enfermedad hepatica o sindromes malabsortivos. en entrevista.

Otros criterios de exclusién han sido la obesidad, hipertension y el alcoholismo.
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L- IMPORTANCIA NUTRICIONAL DEL SELENIO

L1.- INTRODUCCION

Descubierto en 1817 por Berzelius, el selenio ha sido considerado durante mucho tiempo
como un elemento carente de toda propiedad bioldgica. Es en 1957 cuando Schwarz y Foltz (1)
establecen su papel esencial en la nutricién animal, y en 1973 Rotruck lo identifica como el
centro activo del enzima glutation peroxidasa de los mamiferos (2). A partir de este momento,
el elemento no deja de suscitar un vivo interés entre los cientificos que caracterizan diversos
estados de deficiencia humana en selenio, de origen nutricional o patoldgico, y la implicacidn
como factor de riesgo en el desarrollo de cdnceres, de afectaciones cardiovasculares y de

diversas enfermedades degenerativas.

Algunos paises como Finlandia (3), China (4)(5) y Nueva Zelanda (6) decidieron aportar
suplementos de selenio a la poblacidn como profildctico, y surgi6 la necesidad urgente de reunir
de forma critica y exhaustiva toda la informacidn sobre las implicaciones probadas o potenciales

del selenio en nutricién y en medicina humana.
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L2.- IMPLICACIONES PROGRESIVAS DEL SELENIO EN BIOLOGIA

Antes de 1957, el selenio era considerado un elemento que poseia propiedades toxicas.
Varios autores lo identificaron como el responsable de intoxicaciones agudas o crénicas
mortales para los animales que pastaban en zonas con concentraciones particularmente elevadas
de selenio en los forrajes. La forma aguda de intoxicacion fue descrita en animales que ingerian
selenio en cantidad de 50 ug/g. Los sintomas son: hipersudacidn, taquicardia, hipertermia,
célicos y diarreas, caida de las crines y de la cola y lesiones en la cémea que pueden causar

ceguera.

La forma crénica o "enfermedad alcalina"(se le atribuyd a la alcalinidad de las aguas)
resulta del consumo de dosis mds moderadas de selenio (10 - 30 ug/g). Se traduce en el ganado

ovino y bovino por : piel rugosa, lasitud, hipertrofia del higado, del bazo, del pdncreas,

inflamacién de los vasos linfdticos, anemia, hiperbilirrubinemia y leucopenia.

Es en 1957 cuando Schwarz y Folz (1) publican su famoso articulo: "El selenio como
parte integral del factor 3 contra la degeneracion necrética hepdtica”. Estudiando la etiologia de
una enfermedad de carencia nutricional, descubrieron que ¢l selenio era de hecho el llamado
factor 3, el cual, asociado a la vitamina E y a los aminodcidos azufrados, era capaz de prevenir

la degeneracidn necrdética del higado.

Se puede asegurar una proteccidn total de todos los animales con la administracion oral

de 0, 0133 mg de selenito de sodio pentahidratado por 100 mg de alimento(de hecho 0. (M ug/g
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de alimento). Esta dosis es 100 veces menor que la dosis tdxica cronica situada entre 3-4 ppm
de selenio. En ciertos casos la vitamina E se revela eficaz (7) pero a una dosis 500 veces
superior a las de selenio (8). Lo mismo sucede para ia L-cistina, pero a dosis 25. 000 veces

superior (9).

El descubrimiento de Schwarz y Foltz supuso una revolucién en la profilaxis y el
tratamiento de un cierto nimero de afecciones animales relacionadas con la deficiencia de
vitamina E (10). La importancia econémica de estos descubrimientos es considerable. En un
primer plano de estas afectaciones se sitiian las distrofias musculares de jovenes rumiantes, de
caballos, de cerdos, asi como cardiomiopatias. Se encuentran igualmente lesiones hepdticas en

el cerdo, pancredticas e intestinales (11), asi como el edema exudativo.

En 1966 estudios veterinarios informan de que un 50 -80% de las vacas francesas sufrian

el "sindrome de la miopatia" que afecta principalmente a los musculos de la region lumbar.

La responsabilidad del selenio quedé claramente establecida por Klaus Schwarz en 1973
(12). Se establecié que una alimentacién equilibrada en vitamina E, con un minimo de 1 ug/g

de selenio es suficiente para evitar la aparicidn de la enfermedad.

Por el momento, la incorporacion de selenio a los forrajes estd prohibido, el elemento
figura en la tabla de sustancias tdxicas. Sin embargo, la inyeccién de 3 mg de selenio como
selenito sodico a las vacas jovenes, asociado a 250 mg de a-tocoferol, aporta una buena

proteccién.
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Durante todo este periodo, el modo exacto de accién no era conocido. Por analogia con
la vitamina E se estimaba su papel como antioxidante, particularmente en la peroxidacién
lipidica. En 1973 Rotruck y cols. (2) demuestran la presencia de selenio en el centro activo del
enzima glutation peroxidasa de los mamiferos, interviniendo en el metabolismo del peréxido

de hidrégeno y de los perdxidos lipidicos (10)(13)(14).

Posteriores estudios sobre la estructura, sintesis y funcidn de la glutatién peroxidasa han
sido publicados por Sunde y Hoekstra (15). Este descubrimiento clarifica las relaciones
metabdlicas (16) entre el selenio y la vitamina E : el elemento asegura la destruccién de los
perdxidos que no pueden ser prevenidos por la vitamina E (17), demostrandose asi su actuacién

sinérgica en la quimioprevencion del cdncer (18).

Un informe publicado en 1973 por el Comité de expertos de la OMS sefiala que "el

selenio es un oligoelemento esencial que no puede ser reemplazado por otros nutrientes, la

vitamina E por ejemplo ".

A partir de este momento el selenio despierta un vivo interés en la alimentacién humana,

L.3.- NECESIDADES Y APORTES DE SELENIO EN HUMANOS.

En los alimentos, ¢l selenio se encuentra presente exclusivamente en forma de

compuestos organicos (fundamentalmente selenometionina, selenocisteina y selenocistina). La
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cantidad de selenio que se consume es funcion de la concentracién y de la disponibilidad
bioldgica del elemento en suelo. Muchas regiones del mundo producen alimentos que contienen
cantidades del elemento perfectamente adecuadas para satisfacer las necesidades de los animales
y del hombre (19), pero otras regiones producen nutrientes cuyo contenido en selenio es
insuficiente para la prevencion de sintomas de deficiencia (inferior a 0, 1 ug/g). Estas
regiones incluyen ciertas zonas de Estados Unidos (20), Finlandia (21), Noruega (22), Nueva
Zelanda (6)(23) y algunas provincias de 1la Repiiblica Popular China (24){25)(26) (zonas que

sufren la enfermedad de Keshan).

En muchos paises del mundo, la nutricién de los animales lleva aportes de selenito o

selenato sddico (27)(28) que implican un aumento minimo en el aporte nutricional humano.

En las regiones donde el selenio del suelo no sobrepasa en mucho la concentracion
minima, o es poco disponibie, el contenido en selenio de los alimentos va generalmente a la par

con su riqueza en proteinas.

Los granos y los productos cereales son particularmente ricos en selenio, pero
solamente en ciertas regiones. Algunos autores dan una relacion directa entre la concentracion
en selenio de los cereales y la concentracion sanguinea media en los consumidores de estos

productos (29).

De una forma general las carnes, pescados y los mariscos, asi como las nueces y los

huevos, son muy buenas fuentes de selenio. Por el contrario, las frutas y las legumbres (salvo
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los champiiiones y los ajos), 1a leche y los productos ldcteos (salvo ciertos quesos), las materias

grasa y las aguas de bebida son fuentes muy pobres (30).

En lo que concierne a las carnes, los contenidos varfan entre 0, 10 y 0, 30 ug/g, segiin
las publicaciones. En los animales que son convenientemente aprovisionados de selenio, sus

proteinas presentan aproximadamente 1ug/g.

La leche de vaca sdlo aporta 0, 02 ug de selenio por litro (31).

Los pescados y mariscos tienen un contenido en selenio significativo desde el punto de
vista alimentario; sin embargo, la disponibilidad biolégica del elemento (20 a 50%) es limitante,

y varia en funcién de la unién al mercurio y otros metales pesados.

Contrariamente, la disponibilidad del selenio en los cereales, la cerveza y la mayor

parte de los productos vegetales es elevada (85 a 100%).

El contenido de selenio es particularmente elevado en el ajo y la cebolla (0, 5a 3 ug/g),
los champifiones (1, 5 a 2 zg/g), las coles y los frutos secos (32). Estos diversos factores dan
origen a importantes variaciones en la cantidad de selenio consumida por los hombres en las

distintas regiones del mundo.

Estas diferencias se reflejan directamente en las tasas sanguineas de los individuos, como

refleja la tabla siguiente.
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TABLA DE CONCENTRACIONES SERICAS

EN LAS DIFERENTES REGIONES DEL MUNDO:

PAISES REF. BIBLIO. CONC. Se ug/l n
China 4, 5, 33, 34 .< 20 -
Nueva Zelanda 6, 23 30 - 50 50
Finlandia 3, 21, 29, 35 45 + 20 . 24
Noruega 22 55 - 107 30
Bélgica 36 88 + 17 15
Francia 37 78 + 14, 9 10
Japén 38 151 + 34 240
Polonia 39 78 199
E. E. U. U, 20 60 - 220

Las necesidades de selenio en humanos ahora son relativamente conocidas. t:n 1980, el

"Consejo Nacional de Investigacién de E. E. U. U, para la Comida y la Nutricidn " publicd las

recomendaciones concernientes al aporte éptimo (inofensivo y adecuado) de selenio.
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TABLA DE APORTES DIARIOS OPTIMOS DE SELENIO

EDAD (ANOS) APORTE OPTIMO pg/dia
Nifios jévenes 0-0,5 10 - 40
0,5-1 20 - 60
1-3 20 - 80
4-6 30 - 120
.7 - 10 50 - 200
Adolescentes 11-20 50 - 200
Adultos 50 - 200

El trabajo publicado por Levander (40) demuestra que los norteamericanos necesitan una
dosis diaria de 1 ug de Se por kilo de peso corporal para mantener constante su "balance de
selenio”(en hombres unos 75 pg; en mujeres unos 57 ug). Las necesidades humanas de selenio
marchan paralelas a la masa corporal media. Sin embargo, hay marcados contrastes con los
consumos habituales de las regiones pobres en selenio ( por ejemplo los 24 ug de las mujeres
neozelandesas) (6){41)(42) lo cual sugiere que la necesidad humana de selenio depende de la

ingesta anterior del elemento.
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La necesidad humana minima de selenio, necesaria para evitar las manifestaciones de
deficiencia, se deben estudiar en las personas que viven en regiones selenoprivadas, como la
poblacion neozelandesa, que consume de 28 a 32 ug de Se por dia, y no presenta signos

clinicos de deficiencia (43).

Se puede establecer que la necesidad minima en este pafs es de 20 pg/dia.

En China (24)(25)(26), la enfermedad de Keshan (enfermedad cuya etiologia es la

deficiencia de selenio)} no aparece si el aporte alimentario medio es superior a 30 pg por dia.

Los conocimientos son mds numerosos en lo que concierne al aporte alimentario en paises

europeos, en 10s que se estima una ingesta de 50 a 60 pg por dia.

Estos valores deben ser transplantables a Espafa, que, pese a tener un régimen

alimentario distinto, en una primera estimacién, no estd expuesta a una carencia de selenio.

Esta afirmacion debe ser reexaminada a la luz de los resultados de las investigaciones de
diversos factores que estudien el "estado selénico" (8), que serdn mds sensibles a una evidencia

de déficit marginal.

Uno de estos pardmetros estudiados debe ser, segun la bibliografia la actividad de la

glutation peroxidasa plaquetaria, después de un aporte suplementario de selenio (13)(44)(45).
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L4.- METABOLISMO DEL SELENIO

La mayor parte de las formas alimentarias de selenio (aminodcidos selénicos y selenio
inorgdnico de los complementos nutricionales}, son eficazmente absorbidos a nivel duodenal
y en el ileon anterior (46). Esta constatacion sugiere que los seres vivos no poseen mecanisme
regulador de la absorcidn. El selenito (11) no es distinguido del sulfito por los sistemas
bioldgicos. El selenato y el sulfato podrian entre ellos entrar en competicion en la absorcidn.
Existe una competicion semejante para el transporte de la metionina y de sus andlogos selénicos

(transporte activo).

En los animales monogdstricos, como los hombres, la absorcidn de la selenometionina
es generalmente mds elevada que la del selenito (80% frente al 50%). En estos demuestran que
la absorcidon entérica del selenito estd influenciada por las concentraciones alimentarias de
vitamina A, E y C (47). El selenito, como la selenocisteina, no sigue transporte activo, y su

absorcién no estd inhibida por andlogos azufrados (23).

El selenio absorbido es rapidamente captado por el higado y los eritrocitos y retorna al

plasma como forma metabolizada (12).

En el plasma, el selenio estd unido a proteinas plasmadticas no especificas: no se han
descrito por ahora portadores propios (albimina, globulinas, lipoproteinas). Sélo una pequenia
traccidon del selenio plasmdtico se encuentra en forma de glutation peroxidasa (1 - 2 %)

(6)(20)(48).
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El contenido total de selenio en el cuerpo humano se ha estimado entre 13 y 20 mg para

los americanos y entre 4 y 10 mg para los neozelandeses.

El metabolismo del selenio se opera en el organismo por reduccién: esto constituye una
diferencia importante con respecto al azufre, dado que sus compuestos tienden a estar oxidados.
El metabolismo hace intervenir reacciones enzimdticas y no enzimdticas utilizando el glutation
reducido:

SeO,” + ATP __sulfurilasa y Mg?*  Adenosina 5’selenofosfato + PP,

Adenosina 5’selenofosfato __GSH __ GSSeO, — Se0; + GSH
H,Se0; + 4 GSH —» GSSeSG + GSSG + 3 H,O
(GSSeSG + 2 NADPH ___GSH reductasa = 2 NADP + GSH + GSSeH

GSSeH + 2 NADPH _ GSH reductasa 2 NADP + GSH + H,Se

El seleniuro de hidrdgeno producido en la reaccién, lo mismo que los intermediarios
de tipo selenopersulfuro (R-S-Se-S-R) o seleniodiglutation ( G-S-Se-S-Gj), se encuentran como
base de los compuestos selénicos bioldgicamentes activos. La sintesis de aminoécidos selénicos

a partir de selenito o selenato alimentario parece poco probable.

Ciertos autores se inclinan mds hacia una incorporacién post-transduccional de seleniuros

en los residuos de aminodcidos azufrados dejindolos unidos a las proteinas. (49)

La selenocisteina es la forma mds corriente de presentarse ¢l selenio en las proteinas de

actividad enzimdtica {glutation peroxidasa y proteinas bacterianas).
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La selenometionina es una forma importante de selenio alimentario, sobre la base

metabdlica de la metionina. Puede sustituir a este aminodcido en las proteinas.

La excrecién de selenio se realiza como seleniuro. Por metilacién, via metiltransferasas,
dando compuestos tipo ion trimetilselenonio ( Se(CH;)* ) y dimetilseleniuro { Se(CH,), ). Se
convierte por tanto en una importante via de destoxificacién, el seleniuro es mds téxico que los

derivados metilados.

El trimetilselenonio, muy soluble, se elimina por vias fecales y urinarias, que son las
principales vias de eliminacién, mientras que el dimetilseleniuro, que es una sustancia voldtil,

con olor a ajo, se elimina por los pulmones.

Cuando el aporte alimentario no es exagerado, la excrecion urinaria representa ¢l 55 al
60 % del total; la excrecion por el sudor €l 5 %, y por los pulmones menos del 1 %. Desde
el punto de vista homeostitico la eliminacién por via urinaria parece intervenir de manera

significativa{50)(51)(52).

L.S.- TOXICIDAD DEL SELENIO

La toxicidad del selenio estd particularmente bien documentada en los animales, en parte
por los sindromes toxicos antes descritos ( la enfermedad alcalina, ceguera, . . . ) y de otra parte

por la puesta a punto de especialidades farmacéuticas de uso terapéutico y profildctico en la
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medicina veterinaria. Las necesidades de los animales son de 0, 1 a 0, 2 ug/g de materia seca
alimentaria. El Iimite de tolerancia se fija entre 2 y 5 ug/g, situdndose el nivel téxico entre 7

y 15 pg/dia.

Estos valores dependen de la via de administracién y de la forma quimica, de la edad del

animal.

En el hombre, se han descrito intoxicaciones profesionales, asi como intoxicaciones

medicamentosas( se ha usado el sulfuro de selenio como antimicético y antiseborreico).

Los problemas clinicos son variables: dermatitis, alergias urticarias, edema pulmonar con
el hidruro de selenio, y sintomatologia cardfaca, hepdtica y gastrointestinal en ciertos casos. Las

caries dentales son también hallazgos frecuentes en habitantes de zonas seleniferas (20).

El tratamiento de las intoxicaciones se basa en el aporte de metionina, de vitamina E, de

sulfato y de arseniato.

Los sintomas de seleniosis cronica en el hombre aparecen cuando las concentraciones
se selenio en los alimentos son de 10 a 200 veces mds elevadas que las normales. (53)(54)

20)(55).

Una ingesta de 500 pg de selenio por dia puede fijarse como méaximo aceptable para la

proteccion de la salud humana.
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En humanos la DL 50 por via oral se estima entre ¢}, Sy 1 g en forma de selenito o de

selenato de sodio.

I.6.- PAPEL ESENCIAL DEL SELENIO

Aunque la esencialidad del selenio para animales quedo establecida en 1957 por Schwarz

y Folz, en los hombres tuvo que esperarse a 1979 para que se demostrara su necesidad vital.

En este afo, los investigadores chinos informaron del efecto profilictico del Se en la
enfermedad de Keshan(24)(26). Se presenta como una_cardiomiopatia congestiva con desenlace
fatal por la insuficiencia cardiaca, el aumento de tamaiioc del corazén, la arritmia v las
modificaciones electrocardiograficas. Afecta principalmente a nifios y a las mujeres jévenes que
viven en ciertas regiones de China (bien delimitadas geogrdficamente). Descubrieron que los
valores de selenio estaban disminuidos en todos los pacientes. Esos investigadores consiguieron
prevenir totalmente la enfermedad en los nifios dando comprimidos de selenito sédico en una
dosis de 150 a 300 ug de selenio por semana. Aunque la carencia de selenio explica numerosas
manifestaciones de la enfermedad, hay otros factores igualmente implicados, como el posible

déficit de yoduros. (23)

Otros investigadores chinos han establecido una relacidn causal entre la carencia de
selenio y otra enfermedad endémica, la_enfermedad de Kashin-Beck caracterizada por una

necrosis del cartilago y una distrofia del muisculo esquelético.



21 IMPORTANCIA NUTRICIONAL DEL SELENIO

Una segunda evidencia del papel esencial del elemento en el hombre se describié por

primera vez en 1981, pacientes con nutricién parenteral a muy largo plazo (56).

Dado el contenido insignificante de selenio en las nutriciones artificiales de uso
intravenoso, aparecen numerosos sintomas que responden a una ingesta suplementaria de selenio:

el malestar_muscular (53)(57) que se manifiesta a los 30 dias de alimentacién parenteral, la

cardiomiopatia congestiva (58) y su desenlace fatal.

Hasta el momento actual se han descrito siete casos de muertes en el mundo occidental
por déficit de selenio en la nutricién parenteral (59)(60)(61)(62)(63)(64)(65). Cada dia son mds

numerosos los signos descritos de deficiencia de selenio en humanos (66)(67).

L.7.- FUNCIONES BIOLOGICAS DEL SELENIO

1- Constitucidn de enzimas.

2- Interaccion con diversos metales.

3- Intervencién en el metabolismo hepdtico de xenobidticos.
4- Intervencidn en la espermatogénesis.

5- Otros derivados selénicos bioldgicamente activos.

La mayorfa de las enzimas selénicas han sido descritas en las bacterias { férmico

deshidrogenasa, glicina reductasa, xantino deshidrogenasa, dcido nicotinico hidroxilasa, tiolasa)
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SELENOENZIMA
GLUTATION PEROXIDASA

Esaquema de una subunidad
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En los mamiferos, la enzima conocida es la glutation peroxidasa, que cataliza la
reduccion del perdxido de hidrégeno por el glutation y asi protege a los eritrocitos de la

oxidacion de la hemoglobina y la hemdlisis consecuente.

Rotruck en 1973 (2) descubrié que contenia selenio como elemento esencial.

Posteriores estudios realizados por Sunde y Hoekstra (15) han mostrado que la glutation
peroxidasa posee 4 subunidades idénticas, y cada una de ellas contiene un dtomo de selenio. El

atomo de selenio ocupa el centro activo del enzima en forma de selenocisteina.

En el hombre existe una elevada actividad en el higado y en los eritrocitos. (7)(10)(14).

El enzima toma parte del equipo celular comprendido por la catalasa, la superdxido

dismutasa y el a-tocoferol (9)(10)(68).

En una deficiencia de selenio la actividad glutation peroxidasa estd disminuida en

numerosos tejidos.

La subsistencia de derivados oxigenados téxicos en la célula, causa darios caracteristicos:
peroxidacién de los lipidos de membrana y otros compuestos sensibles a la peroxidacion. La
mayoria de las manifestaciones clinicas de la deficiencia de selenio se explican por los
fenémenos de : hemélisis, necrosis hepitica, degeneracién del pdncreas, las cataratas y la

maodificacidn de 1a respuesta inmunitaria e inflamatoria.
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I.8. - EL SELENIO EN LLAS ENFERMEDADES HUMANAS

1.8.4.- LOS DESORDENES MUSCULARES
ILa enfermedad de Keshan es la primera afectacién muscular en la que la
responsabilidad de una carencia de Se de origen alimentario ha sido demostrada de una manera

definitiva.

Diversos casos_de cardiomiopatia congestiva atribuibles a una carencia del elemento se

han ido describiendo con posterioridad.

Las investigaciones sobre el papel del selenio en la etiologia de cardiomiopatias humanas

ofrecen resultados discordantes.

Oster y cols. (58) han observado una correlacion positiva entre la concentracion de

selenio en suero y la fraccién de eyeccién ventricular derecha.

En los pacientes que sufren infarto agudo de miocardio, estos mismos autores observan
valores muy bajos de selenio en sangre. Esto coincide con los datos de Salonen (69) que afirma
que las personas con un selenio en sangre inferior a 45 ug/l tiene un riesgo 2, 9 veces superior
de sufrir una enfermedad de la arterias coronarias. Estas mismas conclusiones son obtenidas por

Moore (70) y por Aro (71).
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Por el contrario la Dra. Robinson (6) asi como Ikran (72) sefalan que Nueva Zelanda,
que tiene un ambiente pobre en selenio, y cuyos sus habitantes presentan bajas tasas de selenio
en suero, no presenta un patron de incidencia de enfermedades cardiovasculares diferente al que

existe en Europa o en Estados Unidos.

Para Neve (73)(74) la deficiencia de selenio implica defectos cardiovasculares no sélo por
proteger el endotelio, sino también por intervenir en la sintesis de dcido araquidénico. Johnson

publicé uno de los casos de muerte por cardiomiopatia (59) tras recibir alimentacion parenteral

prolongada.

En la misma linea se incluye el estudio de Ringstod (75) sobre la incidencia de

cardiomiopatias en poblacidn deficitaria de selenio.

Otros investigaciones, como las de Kok (76), Nan (77), Bukkens (78) y Schaffer (79)
establecen también el cardcter de factor de riesgo para la cardiomiopatia para la poblacién con

niveles bajos de selenio en suero.

También demuestran (80)(81) que ias personas que padecieron un infarto de miocardio

tenian menores concentraciones de selenio.

La distrofia miotdnica es otro desorden muscular muy caracteristico que puede ser tratada
con selenio, en asociacién con vitamina E. También se ha observado un cierto éxito en el

tratamiento de la Distrofia muscular tipo Duchenne (82).
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[8.B.- LOS DESORDENES SANGUINEQS

La deficiencia de selenio puede jugar un cierto papel en la patogénesis de la anemia

hemolitica en cierto tipo de nifios con desnutricién caldrico-proteica.

1.8.C.- LAS ENFERMEDADES NEUROLOGICAS DEGENERATIVAS.

La administracién de selenio (al mismo tiempo que vitamina E, By y B, ) permite

mejorar ciertos sintomas de la lipofucsinosis ceroide neuronal.

La trisomia 21 (mongolismo o Sindrome de Down) estd también asociada a un proceso
oxidativo que causa un envejecimiento creciente y una demencia con degeneracién cerebral. La
accién oxidativa se explica por la generacion aguda de peréxido de hidrégeno en las células
debido a un aumento de la actividad de la superdxido dismutasa que estd portada genéticamente

por el cromosoma 21.

Un aporte marginal de selenio limita su actividad (83)(84).

Para explicar el proceso del envejecimiento muchos autores han emitido hipétesis sobre

una generacion aumentada de radicales libres (85). El recurso del selenio y otros antioxidantes

es tentador.
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En las enfermedades psiquidtricas se ha tratado de buscar una relacién entre la depresion

neurdtica y el déficit de selenio sin que los resultados sean muy claros por ahora (37)(86).

L.8.D.- LOS DESORDENES DIGESTIVOS

Los pacientes que sufren malabsorcidn de etiologfas diversas presentan generalmente un

déficit de selenio.

En la fibrosis quistica, la malabsorcién es debida a un déficit de la secrecién pancredtica

y biliar y entrafa una carencia marginal en selenio. (37)(87).

La enfermedad celiaca y la enfermedad de Crohn también influyen de forma negativa

en el balance de selenio.

De las enfermedades hepdticas tiene particular interés la cirrosis, en la que el balance

de selenio es poco adecuado(88).

El aumento de la lipoperoxidacién hepdtica que resulta contribuye al agravamiento de la

enfermedad (19)(21).

En la cirrosis biliar primaria se repite esta misma situacion (89).
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Existe una posible correlacién entre el selenio y las proteinas de sintesis hepdtica

(albumina, transferrina, etc...)(90).

La ingesta de alcohol (etilismo crdénico) agrava el fenémeno por aumento de la
produccion de perdxidos e induccion de una deplecidn de glutation reductor en las células

3701).

L8.E. - LOS DESEQUILIBRIOS ALIMENTARIOS

Los prematuros y los neonatos son un grupo de poblacidn expuesta a carencias diversas
en selenio en razén de la pobreza de este elemento en los alimentos que consumen (leche en

polvo, formulas preparadas(31)(56), alimentacién parenteral(92).

En lo que concierne al selenio, se aconseja Ia alimentacién maternal de los neonatos

segun el informe de la OMS (93).

Un aporte suplementario de selenio a las madres lactantes mejora ostensiblemente el

"status selénico” de sus hijos (94)(95)

Los nifos tratados por enfermedades metabdlicas como la fenilcetonuria y la
enfermedad del jarabe de arce son sometidos a regimenes excluyentes de proteinas habituales,

reciben mezclas pobres en selenio, por lo que su estado selénico puede estar depnmido. (96).
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L8.F.- EL CANCER

Paraddjicamente el selenio ha sido considerado durante mucho tiempo como un elemento

capaz de inducir cdncer.

De 1960 a 1970 se operd un cambio en la manera de pensar de los investigadores,

paralelamente a la puesta en evidencia de su cardcter esencial.

Las primeras indicaciones a partir de Schrauzer (97)(98) que mostraron que el contenido

de selenio en el suelo, los alimentos y la sangre humana estaban inversamente correlacionados

con la tasa de mortalidad debida al cancer,

En investigacion animal estos autores demostraron las fuertes relaciones entre el cdncer

de mama y una dieta carente de selenio.

Estos estudios fueron ampliamente discutidos por haberse realizado en animales.

En el afio 1981 aparecieron numerosos estudios que demostraban que se podia reducir
la incidencia de diversos tumores animales mediante un aporte de selenio: los que son
espontdneos reduce la incidencia entre un 10 y un 45, en 1a rata el tumor de mama inducido por
virus (99) o quimicamente con dimetilhidrazina (100)(101) son casi totalmente prevenidos (88 %)
y ademds demuestran una disminucidn de la velocidad de crecimiento del tumor mamario

trasplantado en rata (98)(102)(103)(104)(105).
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En el hombre, se ha comprobado después de afios, que los pacientes con cdncer habian
tenido concentraciones sanguineas de selenio inferiores a las normales; sin embargo es delicado

afirmar que tasas pobres de selenio sean la causa de la enfermedad.

Existen estudios prospectivos epidemioldgicos mucho mds edificantes publicados a partir
de 1987, presentan el hecho de que tasa sanguineas de selenio en cantidades biolégicas

elevadas previenen el diagndstico del cdncer.

El primer estudio fue publicado en 1987 por Willet (106) en la Universidad de Harvard,
EEUU, comenzd en 1973 sobre 10940 sujetos con aparente buena salud procedentes de 14
regiones de los EEUU. La sangre se guardé congelada. Durante cinco afios aparecieron 111
casos de cdncer. El analisis de selenio en suero de los pacientes comparados con los que no
desarrollaron cdncer parecié demostrar que de una forma general existe una asociacion entre las

concentraciones sanguineas de selenio y el riesgo de céncer.

Esta asociacion entre bajo contenido de selenio en sangre y riesgo de cancer es
particularmente significativa para ciertos canceres (107). Parece clara la relacion con el cdncer
de cuello (54), el cdncer de mama en mujeres (108), el cdncer de colon (109), el de pancreas

(110), el de cavidad oral (111), la leucemia no linfocitica aguda (112) y el de tiroides (113).

Otros estudios epidemiolégicos como el de Salonen de 1984 (114) sobre 8113 personas,
el de Clark (115) y el de Virtamo (116) demuestran que concentraciones de selenio inferiores

a 35 pg/l estdn asociadas a un riesgo relativo de cdncer de 3. 0.
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Segun ciertos autores, la cantidad de selenio habitualmente conseguida por la alimentacion

es insuficiente en la profilaxis nutricional del cdncer(117)(118).

La accion de prevencion del selenio se debe a su poder antioxidante, su accion

potenciaria la de la vitamina E (18)(119)(120).

Sin embargo hace falta todavia algin estudio serio que demuestre cientificamente que la

ingesta suplementaria de selenio tenga un efecto protector frente al cancer.

L8.G. - EL SELENIQ EN LAS AFECCIONES REUMATICAS

Las concentraciones elevadas de productos de peroxidacion que se encuentran en el
liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide parecen estar relacionadas con la patogénesis
de estas afecciones reumadticas. El cardcter antioxidante del selenio explica la correlacién que
algunos autores encuentran entre el numero de articulaciones afectadas y las tasas de selenio en

sangre (121)(122), pese a que no se han encontrado efectos terapéuticas en el aporte de selenio.

[.8.H.- OTRAS ENFERMEDADES

En los tltimos afos, 1990, se han publicado diversos trabajos que encuentran niveles

reducidos de selenio en suero en pacientes con ASMA (123), asi como en el ACNE (124).
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Otra linea de investigacion importante es la referente a la alteracion del nivel de selenio
en pacientes sometidos a hemodidlisis (125) en los que la concentracién de selenio estd muy
reducida compardndola con los controles (126), estudidndose las diferencias entre los pacientes
hemodializados con y sin cdncer (127}, parece claro que en la insuficiencia renal crénica casi
todos los elementos traza se encuentran alterados (51), asi como es posible su correccion con

aportes extras (125).

Ortos autores estdn estudiando la influencia del aporte de selenio a las mujeres
GESTANTES dado que sus niveles suelen ser reducidos (95)(128)(129) de esta forma parece
disminuir algunos problemas que se presentan en neonatos hijos de madres con baja

concentracion de selenio en sangre (28)(31)(92).

En las enfermedades INFECCIOSAS el selenio como otros elementos traza (cobre, zinc,
hierro...) se encuentra modificado, en el caso del selenio hay una disminucién de su

concentracion (128)(130).

1.9.- EL. SELENIO EN LA TERAPEUTICA Y PROFILAXIS NUTRICIONAL

Los compuestos selénicos han sido relativamente poco utilizados en la terapéutica humana
hasta los ultimos aiios. El sulfuro de selenio se usé en el tratamiento de la ptiriasis versicolor
y de la seborrea del cabello. También se conoce su actividad contra la blefaritis escamosa como

ungiliento oftdlmico.
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En el tratamiento de las enfermedades carenciales humanas se recurre a:

- Selenito sédico. Es bien absorbido, ficiimente disponible para la sintesis de glutation

peroxidasa, no se acumulan en el organismo. Es inestable en solucion para via oral o

enteral._

- Selenato sédico. Se trata de un derivado muy estable, pero sin embargo, no se usa en

terapéutica humana.

- DL- o L-selenometionina. Es un derivado bien absorbible, mds eficaz que los
compuestos de selenio inorgdnicos, Sin embargo, tiene tendencia a acumularse en tejidos

organicos.

- Formas naturales. En la mayorfa de los estudios consultados recurren al pan
confeccionado con cereales ricos en selenio para el aporte suplementario de sclenio a

humanos.

- Levadura enriquecida con selenio. La forma predominante es la seleniometionina

(50%), el resto es selenioglutation, seleniodiglutation y selenocistefna. Da una excelente

respuesta bioldgica.



Il.- ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.

II.1.- INTRODUCCION

Hasta 1955 no se obtuvieron las primeras aplicaciones reales de la EAA que fueron

realizadas por Alan Walsh en Australia y Alkemade en Holanda (131)(132).

Alan Walsh empezd sus trabajos en Absorcién Atémica completamente solo, en 1952 con
un equipo formado por un mechero de laboratorio, el atomizador de un fotémetro de ilama, una

ldmpara de sodio y un monocromador que le prestaron.

En el afio 1954, en el Instituto de Fisica de Melbourne, en Australia, realizé la primera
demostracion del equipo de absorcion atomica que habia disenado. Desde ese afio, la
espectrofotometria de absorcién atémica se ha desarrollado fundamentalmente en Australia,

Estados Unidos, Inglaterra y Alemania (133)(134)(135)(136)(137).

La gran popularidad y el rdpido desarrollo de esta técnica analitica se deben a las ventajas

que ofrece (138)(139)(140)(141)(142):
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- Puede analizar directamente 82 elementos
- Sus limites de deteccidn son inferiores a la p. p. m.
- Tiene una precision del orden del 1 % de C. V.

- Su manejo es sencillo

De todas estas ventajas, se debe destacar la gran sencillez de operacidn.

I1.2.- PRINCIPIOS BASICOS

De todos es conocido que cuando se suministra una determinada cantidad de energia a
un 4tomo cualquiera, que se encuentre en su estado fundamentaJ (estado energéfico que
llamaremos E;), esta energia es absorbida por el dtomo, de tal forma que se incrementard el
radio de giro de sus electrones de la capa externa, pasando el dtomo a un nuevo estado

energético E, al que se denomina estado excitado:

Atomo en estado fundamental Atomo en estado excitado
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La cantidad de energia necesaria para llevar un dtomo de su estado fundamental al

excitado la llamamos energia de excitacion E, y serd:

E=E -E

Cuando un dtomo excitado vuelve nuevamente a su estado fundamental, éste cede una

energia cuantitativamente idéntica a su energfa de excitacion, emitiendo una radiacién a

longitudes de onda determinadas:

E=E1-EOQ=hv

Ecuacion de Planck

La representacion grafica de la intensidad de emisidn de estas radiaciones, en funcién de

la longitud de onda, se llama espectro de emisién.

Estudiando los espectros de emision de todos los elementos del sistema periddico, se

observa que presentan los maximos de energia a diferentes longitudes de onda:

422nm
2308nm

Calcio

286nam

Magnesio
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Experimentalmente se demuestra que la intensidad de emision de cada elemento, a su

longitud de onda caracteristica, es mayor, cuanto mayor sea su concentracion (143).

I1.3.- ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA

Este principio que hemos expuesto, la ecuacién de Planck, es un equilibrio reversible,
y lo podemos desplazar en un sentido o en otro, fundamentalmente en funcion de la temperatura

o dicho de otro modo de la cantidad y forma de energia que suministremos.

Si el aporte de energia es grande, la mayoria de los dtomos se encontrardn en estado
excitado. Si se mide la energia que emiten los dtomos a su longitud de onda caracteristica, se

obtendra un andlisis cuantitativo o cualitativo denominado espectroscopia de emisién (144)(145).

Sin embargo, cuando sobre una nube de dtomos en estado fundamental incide una
radiacion de frecuencia definida (luz cuantizada h»), se absorbe una cantidad de energia por
unidad de tiempo y volumen que es proporcional al nimero de dtomos libres por unidad de
volumen, es decir, es proporcional a la concentracion de esos atomos en la muestra. Los

aparatos disefiados para realizar esta medida son los espectrofotdmetros de absorcion atémica.

La proporcionalidad entre el nimero de dtomos libres por unidad de volumen y la energia
absorbida estd regida por la ecuacion de Einstein:

Eab: = Bjk‘ N'S,h' ij
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donde B, es el coeficiente de probabilidad de absorcién de Einstein para la transicion j—k. El
producto B; S, es una expresion para la fraccién de dtomos en estado fundamental capaces de

absorber un fotén de energia por unidad de tiempo. S, es la intensidad de la radiacién espectral.

Como fundamento de la técnica de espectroscopia de absorcidn atomica, queda

establecido que la energia absorbida depende :
- de la frecuencia de la linea de resonancia v

- de la intensidad de radiacion de dicha linea

I.a intensidad de radiacion de la linea de resonancia no es constante, pues se produce un
ensanchamiento de la linea de forma natural debido al efecto Doppler y al efecto Lorenz. Para
coseguir que la energia absorbida sea proporcional al mimero de dtomos presentes es preciso

referirse a anchos de linea comprendidos entre 0, 0005 nm y 0, 005 nm.

Esta especificacion afecta de forma definitiva al tipo de fuentes de emisidn que se pueden
usar en absorcion atomica. Aunque las ldmparas de espectro continuo producen una gran
intensidad a lo largo de todo el espectro, es imposible separar una zona de 0, 0005 nm. Es

preciso por tanto, usar una fuente de radiacion que emita el espectro del elemento analizado

(146)(147)(148)(149).

La medida de la absorbancia se basa en la ley de Lambert-Beer, siendo €sta proporcional
a la concentracion, a la longitud (1) y al coeficiente de extincion molar (e):

A = ¢e]-C
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I1.4.- INSTRUMENTACION

La construccidn general de un espectrofotdmetro de absorcidn atémica es simple como

se muestra en el siguiente esquema (131)(132)(133):

\

~

//
A S IR STl

S.LE. ‘ D

Consta de una fuente de radiacién, que emite el espectro del elemento analito; un
atomizador, como la llama o el hormo de grafito, en el cual se forman los dtomos de la muestra
que se va a analizar; un monocromador para seleccionar la linea de resonancia; un detector que

permita la lectura de la intensidad de radiacion, seguido por un amplificador y sistema eléctrico

de lectura.

Este esquema es muy parecido al de un espectrofotémetro de emision de llama con una
fuente de emisién (132)(135). Sin embargo, en absorcion atémica, la llama debe ser una célula

de absorcion en la cual se atomiza la muestra y sélo se producen dtomos en estado fundamental.
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Aunque el nimero de 4tomos excitados en este tipo de llama es menor que el nimero de
atomos en estado fundamental, en muchos casos los espectros de emisién de la llama interfieren
con las medidas de absorcién. Se producen de esta forma las llamadas interferencias espectrales

que afectan a la determinacién de muchos elementos (150).

Para eliminar estas interferencias debidas a la emisién de la llama, el espectrofotémetro

de Absorcién Atdmica actia con un "chopped” o radiacién pulsdtil. El haz de radiacién se

modula mecdnica o eléctricamente a una frecuencia fija y el amplificador electronico se empareja
a esa misma frecuencia. Asi, sdlo la radiacion de la fuente primaria se amplifica mientras que

la emisién de la ldmpara, no modulada, aparece como desechable.

Otro sistema de eliminar las interferencias es el Espectrofotémetro de "doble-haz"que

veremos mas adelante.

11.4.A. - FUENTES DE RADIACION

Muchas de las ventajas de la Espectrofotometria de Absorcidén Atdmica pueden relacio-
narse directa o indirectamente con el estrecho ancho de las lineas de resonancia del espectro,

pues la absorbancia del elemento tiene lugar dentro de un rango espectral muy limitado.

Esta ventaja es todavia mayor si la fuente de radiacién usada emite lineas todavia mis

estrechas que las lineas de absorcidn.
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Las ldmparas de cdtodo hueco y las ldmparas de descarga sin electrodos son

particularmente adecuadas para estos propdsitos:

LAMPARAS DE CATODO HUECO

Actualmente son las mds usadas por su eficacia. Su tecnologia es antigua, pues datan de

1916, si bien las actuales presentan bastantes modificaciones.

Una ldmpara de cdtodo hueco consiste en un cilindro de cristal, con un cdtodo y un
dnodo, lleno de un gas inerte {nedn o argén) a una baja presion. No se debe de utilizar nunca
xenén como gas de llenado porque emite un espectro continuo. Igualmente, se debe evitar la

contaminacion con hidrégeno por esta misma razon.

FSQUEMA DE LCH

El 4nodo es un alambre fino de niquel o tungsteno. Al aplicar una corriente eléctrica
entre los electrodos, tiene lugar una descarga. Si el catodo consiste en un cilindro hueco, en las

condiciones adecuadas, la descarga tendrd lugar casi exclusivamente dentro del cdtodo.
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En el gas interno de llenado, se genera una corriente de iones positivos que golpean la
superficie del cdtodo y liberan dtomos del material que constituye ese cdtodo. Estos dtomos, al
atravesar la zona de intensa descarga se excitan y emiten radiaciones de sus lineas espectrales.

Dado que la mayoria de la radiacion se emite dentro del cdtodo el resultado es un haz

relativamente bien enfocado.

Como la presion del gas de llenado es practicamente 0, la temperatura no afecta el ancho
de linea, y al estar las lineas de absorcidn en ia llama sometidas a la presion atmosférica se

consigue que las lineas de excitacion sean menores que las de absorcidn.

LAMPARAS DE DESCARGA DE VAPOR

Son las mds adecuadas para metales voldtiles como el Hg, Tl, Zn y metales alcalinos.
Se ofrecen comercialmente a bajo precio, si bien presentan la desventaja de que emiten lineas

muy ensanchadas (151)(152).
LAMPARAS DE DESCARGA SIN ELECTRODOS

Emiten una altisima intensidad radiante y presentan el menor ancho de lineas espectral

en comparacion con otras posibles fuentes de radiacion (153)(154).

Su principal ventaja es que aumentan la intensidad de la radiacidn varios cientos de veces

en comparacién con las Idmparas de citodo hueco (LCH).



42 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

Consisten en tubos de cuarzo sellados de varios centimetros de largo y 5-10 mm de

didmetro, lleno con unos miligramos del elemento analito bajo una baja presion de argén.

Ese tubo se monta dentro de un generador de alta frecuencia (2400 MHz) y se excita con

unos 200 vatios.

Este tipo de ldmpara es el adecuado para el rango del UV vacio, debido a las enormes

pérdidas que se presentan por la absorcién del aire, de la llama y de las lentes.

Sus principales desventajas son que sus vidas medias son relativamente cortas y ademds,

que requieren calentarse un largo periodo.

Se usan rutinariamente para elementos como el arsénico, ¢l cesio y el rubidio.

I1.4.B.- ATOMIZADORES

Para conseguir dtomos en estado fundamental es necesario suministrar a la muestra una

dosis de energia para disociar las moléculas, romper sus enlaces y llevar los 4tomos al estado

fundamental procurando no rebasar este estado energético.

En el siguiente esquema, se refleja la obtencidn de dtomos en estado fundamental a partir

de la nebulizacidn de la muestra liquida.
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Las técnicas desarrolladas para la atomizacidn de las muestras y obtencidn de dtomos en

estado fundamental son:

- Técnica de llama

- Homno de grafito

- Generacion de hidruros

- Técnica del vapor frio.

TECNICA DE LLAMA

Los constituyentes de un atomizador de llama son:

Oxidante Combustible

| |

Nebulizador |o| Ca@marade | | Mechero
premeazcla

|

Drenaje

o Llama
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Nebulizador

Es el dispositivo necesario para convertir 1a muestra liquida en una disolucién en vapor,

con un tamafno de gota muy pequefo, con objeto de que pueda mezclarse perfectamente con el

oxidante y el combustible antes de alcanzar la llama,

La muestra se aspira por efecto Venturi a través de un tubo debido al gas que circula

perpendicularmente a gran velocidad.

El caudal de aspiracién viene dado por la ley de Poiseuile (155):

Q= Caudal de aspiracién

R= Radic del capilar

j L AP=Incremento de presion

{ ‘Q \ L= Longitud del capilar

1= Viscosidad
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El rendimiento de la aspiracién depende tanto de la longitud y didmetro del capilar, como

de la viscosidad de la disolucidn.

El nebulizador tiene una geometria calculada para que el didmetro medio sea lo menor

posible.

Experimentalmente se comprueba que las lecturas aumentan segiin aumenta el caudal de

aspiracion hasta un cierto valor, y después se mantienen practicamente constantes (156).

Trabajar a caudales de aspiracién altos significa una mayor estabilidad, aunque no una
mayor lectura. En contrapartida, el adicionar mayor cantidad de muestra a la llama equivale a

enfriarla sensiblemente.

Ciamara de premezcla

oxidante

combustible mechero

l___nl,ﬂ——

IJILI \%
ola de impacto
A

) drenaje

muestra
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Nada mads salir del nebulizador el fino vapor de la muestra, penetra dentro de un recinto

cerrado llamado camara de premezcla.

En la cdmara, se separan la fase en estado de vapor de la fase en estado liquido,
mezcldndose la primera con el oxidante y combustible intimamente, de tal forma que pueda
alcanzar este conjunto el mechero, cuya llama suministrard la energia necesaria para romper las

moléculas en sus dtomos y llevarlos al estado fundamental.

Casi todas las cAmaras de premezcla estan fabricadas de polipropileno, que es muy inerte,
no contamina de elementos inorgdnicos y es muy resistente a la mayoria de los disolventes

orgénicos.

Para evitar mayores problemas suele existir un dispositivo de seguridad por si explota
la mezcla de oxidante y combustible. Cuando la geometria de la cdmara puede permitir estas

explosiones, los fabricantes colocan un anclaje al mechero para que no daie al operador.

Debido a que el rendimiento del nebulizador es del orden del 10% para la mayoria de
los disolventes orgdnicos, el 90% restante se elimina por un drenaje, para evitar que la parte no

nebulizada alcance la llama.

El drenaje mds habitual es el hidrostitico, consistente en tubo de 1,3 cm de didmetro
exterior conectado por una parte a la cdmara y por otra a un recipiente de pldstico, que mantiene

constante un nivel de agua.



48 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

La bola de impacto, donde se produce la separacidn de las fases es de cuarzo o tefldn,

y se encuentra situada a 0.5 mm del nebulizador.

Mechero

Generalmente estdn construidos de titanio pues es una metal que posee un coeficiente de

dilatacion lineal a altas temperaturas (157).

El camino éptico es uno de los términos fundamentales de la ecuacién de Lambert-Beer.

Del mismo modo que en espectroscopia de Ultravioleta-Visible la muestra es contenida

en una cubeta de longitud dada, en absorcién atémica la muestra es contenida de forma dindmica

en la llama.

El mechero mds utilizado es el de llama de aire-acetileno. Su camino 6ptico e€s de unos

10 ¢cm de largo consiguiendo una maxima sensibilidad.

Otro de los mecheros frecuentemente utilizados es el mechero de 6xido nitroso, y estd

disefiado para trabajar a altas temperaturas.

Su camino dptico es de 5 cm de largo. En determinadas ocasiones, puede usarse también

para aire/acetileno pero su sensibilidad es menor.
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Son muchas las etapas que se realizan en la llama para obtener el mayor nimero de
atomos en estado fundamental a partir de una disolucidn (157)(158), evitando al mismo tiempo

que se formen dtomos en estado excitado.

Existen diferentes tipos de 1lamas:
-aire/gas ciudad

-aire/butano

-aire/propano

-aire/acetileno

-oxigeno/acetileno

-oxido nitroso/acetileno

-oxido nitroso/hidrégeno

-argon/hidrégeno

A la hora de elegir la mds conveniente, hay que tener en cuenta varios factores:
- fécil disponibilidad

- manejo sencillo

- temperatura adecuada

- gran transparencia

- espectro de pocas lineas

- suficientemente seguras
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Aire Gas ciudad 1980 108. 5

Aire Butano 2170 687. 9

| Aire Propano 2200 530. 5
Aire Acetileno 2600 106. 5
Oxigeno Acetileno 3300 106. 5

N,O Acetileno 3220 1106. 5

Aire Hidrégeno 2275 58.0
Oxigeno Hidrégeno 2825 58.0

Para trabajar entre 190 y 850 nm la llama de aire/acetileno es la mds ventajosa. Para
elementos refractarios como el silicio, molibdeno, vanadio, cromo, aluminio y titanio a veces
se recomienda la llama de nitroso/acetileno pues aporta mds cantidad de oxigeno que el aire,

proporcionando por tanto una temperatura Superior.

En determinados casos, como por ejemplo en la determinacién de arsénico y selenio,
debido a que la llama de aire/acetileno presenta una fuerte absorcién a la longitud de onda

caracteristica de estos elementos, es necesario recurrir a otras llamas alternativas.

En la llama se distinguen perfectamente tres partes (142): la zona interna préxima al

mechero, de temperaturas relativamente bajas, aqui es donde se volatiliza el disolvente; ]a zona
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de reaccién es donde se produce la atomizacién y donde hay una mayor proporcién de dtomos
en estado fundamental; y la zona externa, que es la parte mds fria de la llama, y donde hay mds

cantidad de oxigeno que se combina dando éxidos refractarios poco convenientes para absorcién

atémica.
HORNO DE GRAFITO

Los hornos de grafito son unos recintos en donde se produce la atomizacién y que estdn
calentados por resistencias eléctricas (159)(160)(161)(162). Tienen una eficiencia de atomizacion
mayor que la llama, y en consecuencia, los limites de deteccidon absoluta son mejorados 100 6

1000 veces en comparacién con los métodos de 1lama.

Los hornos mds utilizados son:
- Hormo de L’Vov (137).
- Cubeta de Massman (162),

- Cubeta de Manning (156).
De todos ellos, el que se utiliza mds a menudo es el horno o cubeta de Massman.

Consta de un cilindro hueco de grafito situado en la trayectoria del haz luminoso
procedente de la ldmpara de cdtodo hueco, que estd en contacto con unos electrodos, también
de grafito, situados en sus extremos, entre los que se aplica una corriente eléctrica de 500

amperios y de 1000 voltios.



52 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

Ventana

Entrada de gas Salida gc agua

Electrodos Electrodos

Entrada de agua Tubo de grafito

Horne de Massman

El cilindro de grafito estd encerrado en una caja metilica con una ventana superior por

la que se introduce la muestra (1-100 ul} la cual va a parar directamente al centro del interior

del tubo de grafito.

Por efecto de la corriente eléctrica aplicada, la muestra primeramente se deseca a unos
100 °C, luego se incinera, se atomiza y finalmente se volatiliza. Todo ello se logra programando
temperaturas creciente a intervalos de tiempo previamente determinados. Terminado el ciclo del

programador, que dura unos pocos minutos, el circuito se desconecta automaticamente.,

Durante todo el proceso circula por el interior de la caja metdlica un flujo continuo de

gas inerte (argon o nitrégeno), para prevenir la oxidacidn del grafito a las altas temperaturas y
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también para evitar la formacién de 6xidos refractarios, y por una camisa exterior a la caja
metdlica circula agua, refrigerando todo el sistema, para evitar el excesivo calentamiento del

horno.

Los hornos de grafito generalmente proporcionan limites de deteccién absoluta muy
buenos (del orden de 102 g) y son capaces de vaporizar muestras muy pequefias. Han sido una
solucion satisfactoria para un conjunto de problemas analiticos para los cuales los limites de

deteccidn eran inadecuados con los atomizadores de llama, pero no son la panacea.

Sus principales incovenientes son la menor precision y la presencia de mayores
interferencias que en los atomizadores de llama. La falta de precisién es consecuencia de la

utilizacién de micromuestras.

GENERADOR DE HIDRUROS

Se emplea este método de atomizacién en aquellos elementos que originan facilmente
hidruros voldtiles y que mediante un pequefio calentamiento producen dtomos en estado

fundamental, como son arsénico, selenio, teluro, antimonio, bismuto y estafio.

Generalmente se trata la muestra con una solucién de borohidruro sédico que genera los
hidruros voldtiles correspondientes. Se conducen los hidruros mediante un gas inerte hasta una
célula de cuarzo, que se calienta electricamente hasta unos 1000 °C y que se sitia en el camino

optico del haz procedente de la ldimpara.
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La ventaja que presenta este método en comparacién con la atomizacidn de llama es que
se consiguen resultados mds reproducibles por no existir pérdidas ocasionadas en la atomizacién

por la formacion de compuestos voldtiles.

TECNICA DE VAPOR FRIO

Utilizada con exclusividad para la determinacién de mercurio, por la elevada volatilidad

que presenta este elemento.

En esquema, la técnica de vapor frio es muy semejante a la técnica de atomizacion por

generacion de hidruros.

En esencia, el mercurio presente en la muestra es quimicamente reducido a su forma
elemental mediante borohidruro sédico, y es arrastrado por una corriente de aire a través de una
célula de absorcién de cuarzo de unos 15 cm de longitud colocada en el haz de muestra del

espectrofotémetro de absorcion atémica.

La célula se calienta a 100 °C electricamente para evitar la condensacién del agua e

incrementar la sensibilidad analitica.

La ventaja de la técnica de vapor frio es que permite determinar cantidades de mercurio

menores de un microgramo.
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11.4.C.- SISTEMA OPTICO

CONSTITUYE

El sistema optico de un espectrofotémetro de absorcién atémica estd formado por los

siguientes componentes:

- Espejos
- Lentes
- Ldminas plano paralelas

- Red de difraccidn

Lentes v espejos

Conducen y concentran la energfa emitida por la ldmpara

En cualquier sistema Optico se intenta siempre simplificar al médximo el nimero de

componentes, pues consumen una considerable cantidad de energia.

Los espejos tienen una pérdida de la energfa incidente de aproximadamente un 4% por
reflexién, y de un 6% al atravesar su superficie. La lente pierde también un 10% de la energia

incidente.
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Los espejos presentan el inconveniente de que se deterioran facilmente, especialmente
cuando en las proximidades est4 situada la ldmpara de deuterio, pues genera ozono que daiia el

aluminizado del espejo. Sin embargo, a las lentes no les afecta el ozono.

Igualmente, cuando se trabaja en la zona UV un espejo disminuye considerablemente su
reflexividad al cabo de un afio, lo cual afecta considerablemente a elementos como el zinc, el
selenio, el plomo, etc. y en general, a todos aquellos elementos que presentan lineas

caracteristicas por debajo de 250 nm.

Por el contrario las lentes no sufren deterioro y ademds, pueden limpiarse con facilidad.

La enorme ventaja de los espejos es que son muchisimo mds baratos que las lentes y
también, que no precisan correccion en la distancia focal con el paso del tiempo cosa que si que

es necesaria para las lentes.

Ldminas plano paralelas

Estdn formadas por una l4mina de cuarzo transparente al U. V., y limitadas por dos

superficies planas y paralelas.

Consumen un 10% de la energia y se utilizan en los sistemas a base de espejos con objeto

de protegerlos del polvo y de los agentes externos.
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Redes de difraccién

Se utilizan en todos los tipos de espectrofotometrfa para separar las distintas longitudes

de onda de un haz policromdtico.

Generalmente consisten en una Idmina de aluminio en la que se practican unos surcos
iguales y paralelos. La superficie reflectante se recubre de aluminio, oro o platino segiin los

rangos de longitud de onda en que se desee trabajar.

Para usarlas en absorcién atémica es preciso que tengan el suficiente nimero de lineas

para trabajar en el espectro U.V., pero no demasiadas para que cubra también €l visible.

Cuando se utilizan espejos, debido a que presentan un dngulo sélido mayor y en
consecuencia el haz de iluminacién es mds ancho que el de las lentes, es preciso que el tamafio
de la red sea mayor que en el caso de que se utilizaran lentes, para que recoja totaimente el haz

de iluminacion.

RENDIMIENTOQ DE UN SISTEMA OPTIC

Es la relacién entre la energia emitida por la ldmpara y la cantidad de energia que llega
al monocromador durante un ciclo completo de modulacién. En la siguiente tabla, se observan
los rendimientos pticos para los diferentes sistemas de espectrofotometria de absorcién atémica

que existen actualmente.
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ESPEJOS LENTES
HAZ SIMPLE 43, 0% 72, 9%
HAZ DOBLE 4, 4% 14, 7%

Se puede apreciar que son los aparatos con haz simple y con un sistema éptico de lentes
los que presentan un mayor rendimiento dptico. Por ello, en la actualidad la mayor parte de los

equipos que se comercializan poseen estas caracteristicas.

Sin embargo, en los primeros afios de la absorcién atémica solo se disponia de haz doble

porque las ldmparas, la fuente de alimentacién y modulacién, eran en general bastante inestables

y el doble haz eliminaba gran parte del problema.

IL5.- ; EL TOS PUEDEN ANALIZARSE POR AA?

Existen condicionantes instrumentales que hacen que en el momento actual se puedan

determinar 82 elementos.

Desde el punto de vista técnico es perfectamente factible la fabricacion de cualquier

ldmpara de cualquiera de los elementos del sistema periédico. Desgraciadamente, no puede
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decirse lo mismo de los detectores, los cuales sélo presentan una sensibilidad aceptable en un

determinado intervalo de longitudes de onda.

Por otra parte, el sistema de obtencion de dtomos en estado fundamental, es decir la
llama, presenta una fuerte absorcién a longitudes de onda inferiores a 200 nm, lo cual impide

trabajar por debajo de esas frecuencias, salvo con otras técnicas como el horno de grafito.

Ademds, a estas bajas frecuencias el oxigeno del aire absorbe radiaciones UV, por lo que

para trabajar en este rango es preciso purgar todo el sistema con gases inertes.

Los equipos de absorcién atémica actuales trabajan en el rango de frecuencias de 190 a

850 nm.
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PARTE EXPERIMENTAL

II.- MATERIALES Y METODOS

IIL.1.- INSTRUMENTACION

Para la ejecucién de este trabajo se ha empleado un espectrofotémetro de absorcidn
atémica VARIAN SPECTRAA 30, con correccién de fondo con ldmpara de deuterio, de
fabricacidn australiana, importado por la empresa Ces Analitica. El funcionamiento del
espectrofotdmetro y el procesamiento de los datos se ha realizado mediante el procesador DATA

STATION 12 suministrado igualmente por Varian.

El horno de grafito empleado ha sido el modelo GT 45 manufacturado también por

Varian. Los tubos de grafito utilizados son de Varian y presentan cubierta pirolitica.

La ldmpara de cidtodo hueco para el selenio proporcionada por Varian resulié ser
inestable. Se ha conseguido mejor reproducibilidad usando una ldmpara Juniper (S&J Juniper
& Co.,Harlow, Essex, UK) trabajando a una intensidad de corriente de 7 mA, en la linea de

196,0 nm, y con una rendija de 1,0 nm.
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Ii1.2.- REACTIVOS Y ESTANDARES

Acido clorhidrico concentrado. Merck "Suprapur”, Darmstadt, F.R.G.

Solucién estidndar de selenio. Sigma Chemicals Co., St. Louis, U.S.A. Preparada a partir
de 1a solucién de didxido de selenio que contiene 990 ug de selenio por ml disuelto en HCl
concentrado. Se preparé una solucién "madre” de 10* ug-1" diluyendo con agua desionizada.

Cloruro de paladio. Sigma Chemicals Co., St. Louis, U.S.A. Disuelto en HC1 5 N.

Yoduro potdsico. Merck "Suprapur", Darmstadt, F.R.G.

Seleno DL-metionina. Sigma Chemical Co., St. Louis, U.S.A.

El agua usada fue desionizada, destilada y filtrada en un sistema Milli-Q (Millipore,

Bedford, MA, U.S.A))

Las muestras de sangre fueron extraidas en jeringas desechables de polietileno con aguja

de acero inoxidable.

Las muestras se centrifugaron a 100g durante 5 minutos, y el suero obtenido se almacend

a -20 °C hasta el momento del andlisis.
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I1.3.- LIMPIEZA DEL MATERIAL.

Todo el material de vidrio usado en el trabajo se ha tratado con solucidon detergente
ACATIONOX (distribuido por Scientific Products), que contiene menos de 0,002% de sodio,
potasio, calcio o magnesio, estando libre de metales no iénicos, recomendado para el lavado de

material en el que se sospecha la presencia de metales.

Después se limpié por inmersidn en agua regia (tres volimenes de 4cido clorhidrico
concentrado con uno de 4cido nitrico concentrado; es un enérgico oxidante, debido a la accidn
del nitrico sobre el clorhidrico se producen dos sustancias oxidantes el cloro y el cloruro de
nitrosilo; por esta fuerte accién oxidante actda disolviendo a metales que no son atacados por

otros 4cidos, y disuelve tambien sulfuros muy insolubles).

Por iiltimo, se enjuagé todo el material dos veces en agua destilada y en agua desionizada

y secados a 70 °C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

IV.- METODO DE DETERMINACION

IV.1.- PROBLEMAS DE LA DETERMINACION DE SELENIO EN RO

Los reducidos niveles de selenio en suero humano se encuentran muy por debajo del
rango analitico de la espectrofotometria de absorcién atémica en llama, cuyo limite de deteccion

es de aproximadamente 0,5 ug/ml en solucién, con llama de aire-hidrégeno.

Son muchos los métodos descritos para la determinacién de selenio en materiales
bioldgicos, que pueden alcanzar mejores limites de deteccién, de todos ellos, el que presenta
mayores garantias de exactitud y precisién es el andlisis de activacién de neutrones, pero que
no es practicable en un laboratorio clinico por precisar un reactor nuclear. Muchos de los
métodos publicados para el andlisis de selenio en material biolégico requieren una digestién dcida
del matenal orgdnico, seguida por fluorometria o absorcién atémica con generacion de hidruros,
para las cuales son necesarias grandes cantidades de suero poco practicables en la bioquimica

clinica rutinaria y, desde luego, inapropiadas para las determinaciones procedentes de

poblaciones pedidtricas.
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Respecto a los métodos electrotérmicos de determinacién de selenio en suero con
espectrofotometria de absorcidn atémica, entre los cuales estd la técnica del horno de grafito

(EAAHG), se pueden encontrar publicaciones contradictorias y confusas, probablemente mds que

para ningun otro elemento quimico.

La técnica de espectrofotometria de absorcién atémica en horno de grafito consigue
descender los limites de deteccion al rango de partes por billén (p.p.b.) con una instrumentacién
relativamente simple y sin los esfuerzos y pérdidas de tiempo que conlievan las técnicas de

extraccion previa.

Los problemas analiticos asociados a la determinacién de selenio en suero pueden

dividirse en dos clases :

-interferencias espectrales

-pérdidas térmicas pre-atomizacion.

[V.1.A - INTERFERENCIAS ESPECTRALES

Se conocen dos tipos de interferencias espectrales para el selenio :

a) Interferencia debida al hierro.

b) Interferencia del fésforo
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INTERFERENCIA DEL HIERRQ EN LA SENAL DE ABSORBANCIA DEL

SELENIOQ.

El hierro, presente en la sangre total en una concentracién de 500 mg/1, exhibe lineas
espectrales préximas a los 196,0 nm (linea de resonancia del selenio) que pueden provocar

interferencias.

Aproximadamente catorce lineas del espectro del hierro (163) pueden encontrarse en una
region de 196,0 nm £ 1, de ellas las mds préximas son la de 196,014 nm y la de 196,32 nm.

Es obvio que aunque seleccionemos monocromadores con rendijas muy pequefias no podremos

excluir la totalidad de ellas, sin degradar la relacion sefial-ruido hasta perder la utilidad.

Esta presencia de hierro provoca una absorcion de radiacidn continua dentro de la ventana

espectral del monocromador.

La linea secundaria del selenio a 204,0 nm estd libre de cualquier interferencia espectral
del hierro. Sin embargo, esta linea secundaria presenta aproximadamente seis veces menos
sensibilidad que la linea principal de 196,0 nm, haciéndola inapropiada para las valoraciones en
suero, ademds aunque no interfiera el hierro, si lo hacen el cromo y el niquel (frecuentemente

usado como corrector de matriz),

Las lineas de absorbancia del hierro entre 196,0 + 1 nm provocan una distorsién de la

sefial detectada de tal forma que no corresponde a la absorbancia de los dtomos de selenio de
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la muestra, si no que aparecen sefiales falsamente aumentadas. Hemos disefiado un protocolo
experimental para comprobar esta hipdtesis en el que afiadimos elevadas cantidades de hierro
sobre una misma cantidad de selenio (y paladio como modificador de matriz como establecemos

mds adelante).

En todas las inyecciones colocamos en el horno:

-5 ul de estdndar de selenio de 200 ug/l

-3 ul de modificador de 50 mg de paladio/l
que corresponden a :

-1 ng de selenio

-1,5 ug de paladio

pg de hierro ﬂ absorbancias’

0 0,244
2 0,264 )
5 0,276
6 0,434
10 0,495
15 0,618
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Absorbancia

0.7

0,6

0 2 4 6 8 10 12 14 16

INFLUENCIA DEL Fe EN LA SERAL
DE ABSORBANCIA DEL SELENIO.

Cuando la relacién Fe/Se supera la proporcion 5000/1 la seiial de lectura registrada se
encuentra aumentada en un 78% erréneamente. Si la relacion es de 2000/1 el aumento de la

sefial de lectura es de un 8%.

Afortunadamente en las muestras bioldgicas que estudiamos (suero} la cantidad de hierro
existente es menor: admitiendo una concentraciéon media en sangre total de 5000 ug de hierro
por litro y de 100 upg de selenio, es decir una proporcion de 50/1. En suero la proporcidn

disminuye a 10/1.
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En cualquier caso queda demostrada la necesidad de establecer un programa de
tratamiento térmico que elimine la mayor parte posible de hierro. La temperatura en la que

empieza a perderse el hierro en el horno de grafito es de 800°C.

INFLUENCIA DEL FOSFOROQ EN LA SENAL DE ABSORBANCIA DEIL SELENIOQ.

El aumento del fondo de absorcién continua provoca una absorbancia calculada que no

corresponde realmente al selenio presente en el tubo, sino que disminuye su magnitud.

Modelo experimental:

En todas las inyecciones colocamos en el horno:

-5 ul de estdndar de 200 pg de selenio/l

-3 ul de modificador de 50 mg de paladio/l
que corresponden a:

-1 ng de selenio

-1,5 ng de paladio.

ug CaHPO, (u) |  Absorbancias.

0©) 0,276

1 (4) 0,219
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pg CaHPO, (ul) Absorbancias
L'—“‘_...—_._—____—'———-—-——— :
5 (20) 0,125
10 (40) 0,106

Absorbancia

Fay
0;15-— ............. \

0,
a 0,106
0,1}
0105 |.. ........
0 1 i 1 1 1
0 2 4 8 8 10 12

Ag de CaHPO4

INFLUENCIA DEL FOSFORO EN LA SERAL
DE ABSORBANCIA DEL SELENIO.

La interferencia espectral causada por la presencia de fosfatos en la sangre se ha atribuido

(164) a la absorcioén del P, y PO™ originados en la descomposicién térmica del fosfato cédlcico.
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El ortofosfato cdlcico y el hidrégeno ortofosfato cdlcico causan interferencias en la linea
de 196 nm del selenio, la absorcién inespecifica del fondo provoca problemas de sobrecom-
pensacién, siendo tanto mayores cuanto mads compleja es la matriz del suero, provocando sefiales

"negativas” que no son representativas del contenido de selenio.

IV.1.B.- PERDIDAS TERMICAS PRE-ATOMIZACION:

El selenio es un elemento relativamente voldtil (punto de ebullicién 685 °C) que se une

al azufre dando diversos compuestos estables.

La medida de selenio con EAAHG en matrices dificiles requiere una estabilizacién previa
del elemento. Sin esta estabilizaciéon el selenio se pierde en numerosas formas a bajas

temperaturas de calcinacion.

FORMA PUNTO DE EBULLICION °C
SeQ, 180 ( se descompone )
Se,Cl, 130 ( se descompone )
SeCl, 288 ( se descompone )

SeQCl, 176 ( se descompone )
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IV.2.- ABSORCION DE FONDO DEL SUERO

I1V.2.A.- CURVAS DE ABSORCION DE RADIACION CONTINUA CAUSADAS POR

LA MATRIZ SERICA.

Para estudiar la absorcidn del fondo (matriz sérica) se inyectan 15 ul de suero en el
horno de grafito, se programa una lectura a 196,0 nm (linea de resonancia del selenio)
atomizando a 2700° C, previamente se incluye un paso de secado del tubo y otro paso de
calcinacién de la matriz orgdnica, estudidndose el efecto del uso de temperaturas crecientes en

este paso de calcinacidn (expresadas en grados centigrados)

PARAMETROS DEL MUESTREADOR

VOLUMENES (ul)

ESTANDAR | BLANCO .MODIFICAD_OR: MUESTRA
(500ug/1)
3 24 - 15

Para estudiar las absorciones del fondo el espectrofotdmetro se programa para que solo

registre las absorbancias del la ldmpara de deuterio que emite un espectro continuo.

Se afiade el estdndar de selenio para homogeneizar las condiciones analiticas, y evitar

errores al comparar resultados.
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El blanco (HC! 0,5%) se utiliza para igualar los volimenes inyectados en el tubo de

grafito.

Las absorbancias consignadas en la tabla representan las absorbancias medias (3 réplicas)

registradas en la 1dmpara de deuterio.

El asterisco indica que la lectura de la ldmpara de deuterio sobrepasa el valor de

correccién permitido para esta fuente continua, en este aparato.

Temperaturas (°C) “-—' 'Absoi'bancias

600 4,000*
700 2,456
800 2,310*
900 0,948*
1000 0,723

1100 0,247

1200 | 0,188
1300 0,204

1400 0,136
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Curva de absorcion del fondo de 15 ul de
suero,sin modificador de matriz,atomiza-
cion a 2700t C.

Absorbancias de la lampara de Deuterio

5

16 ul suero

— absorbancia- -k

0.2VO4 0.136
H———

1

80O 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
Temperaturas de calcinacion

La correccién de fondo con ldmpara de deuterio es practicable cuando la atenuacién del

fondo es independiente de la longitud de onda.

Sin embargo, €ste no es el caso de la absorcion de fondo que surge de este espectro de

absorcion.
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1V.2.B.- LIMITACIONES DE LA CORRECCION DE FONDQ CONTINUA

I- Las atenuaciones fuertes de fondo conllevan un aumento del ruido, debido a la segunda

fuente de radiacion y el manejo de la sefial, el ruido aumenta dos o tres veces.

2- Debe mantenerse la absorcién del fondo por debajo de 0,5 unidades de absorbancia,

valores superiores a 0,7 6 0,8 unidades no son completamente corregidos.

3- Hemos dado por supuesto que el fondo absorbe de forma continua dentro del paso de

banda del monocromador.

Los correctores de fondo que emplean fuentes continuas son incapaces de corregir
atenuaciones de fondo de espectros de excitacién electrénica, porque estos comprenden muchas
lineas muy estrechas. As{ son, en general, los espectros derivados de transiciones electrénicas
entre niveles rotacionales y vibracionales de un estado electrénico a otros estados electrénicos

diferentes de una molécula.

El espectro de excitacién electrénica de la molécula de fésforo estudiado con una elevada

resolucion espectral (165) estd formado por un conjunto de lineas muy estrechas.

La linea de resonancia del selenio estd exactamente en la mitad de dos lineas rotacionales

de la molécula de fésforo.
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Debido a esto, existird poca atenuacion sobre la intensidad de la ldmpara de cdtodo hueco

de selenio que emite exactamente a 196,0 nm.

Sin embargo, en la ldmpara de deuterio si existird una atenuacién por absorcion detectada

como continua.

Si la intensidad de la ldmpara de cdtodo hueco (I, ) disminuye en mayor proporcién que
la intensidad de la ldmpara de deuterio (I;,) se registrard una sefial menor que la que
corresponde a la concentracion real de selenio, dado que la sefial es la relacién de intensidades

En el caso de la absorcién de fondo del hierro suponemos que alguna de sus lineas
coincide exactamente a 196,0 nm, con lo que las lecturas obtenidas son cada vez mayores a

medida que aumentan las cantidades de hierro presentes.

Para ciertos autores estas interferencias sélo son salvables con efecto Zeeman para
corregir la absorcidn del fondo, sin embargo el método empleado por nosotros permite el empleo
de una correccién rutinaria con ldmpara de deuterio, exigiendo una adecuada optimizacién en
el uso de modificadores de matriz, y en los pardmetros programados para el calentamiento del

horno.

Por otro lado se sitdan algunos analistas que confian ciegamente en la correccién con

limpara de deuterio.
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En esta memoria se demuestra que la correccion de fondo con ldmpara de deuterio no
es infalible. Sin embargo, conociendo sus limitaciones podemos establecer un método que

permita reducir 1a sefial del fondo hasta conseguir un determinacidn exacta y fiable.

IV.3.- OPTIMIZACION DEL PROGRAMA DE TEMPERATURAS

En el horno de grafito, sometemos a la muestra a una serie de pasos o rampas de
temperatura creciente para liberar al selenio (elemento analito) de los diversos concomitantes
hasta el mdximo posible antes de pasar a la atomizacion final mediante un rdpido incremento de

la temperatura.

Cuanto mejor sea la separacién de elementos concomitantes de nuestro analito antes de
la atomizacidn, la determinacidn estard mds libre de interferencias. La eficiencia de la separacion

depende de la volatilidad del selenio en comparacién con los concomitantes.

IV.3.A. - PRE-TRATAMIENTO TERMICO. GAS DE PURGA

Para la vaporizacién del agua plasmdtica, hemos comprobado experimentalmente que
elevando la temperatura justo debajo del punto de ebullicion (90°C) y manteniéndola un tiempo
prolongado (70 segundos) conseguimos ilevar a sequedad la muestra sin que los problemas de

chisporroteo y evaporacién brusca nos hagan perder muestra, consiguiendo con este tiempo
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Manteniendo el homo 70 segundos a2 90 °C se consigue una sequedad completa en el

interior del tubo de grafito.

A 120 °C se eliminan completamente las sales mds voldtiles.

Elevando la temperatura a 300 °C y manteniéndola durante 20 segundos favorecemos la

eliminacién de componentes con altas temperaturas de ebullicién como los oxodcidos (166).

GAS DE PURGA

El gas de purga inerte (argdn) juega un papel significativo en el rendimiento del horno

de grafito,

Su funcién primaria es prevenir el contacto del oxigeno atmosférico con los componentes
del grafito calientes que provocarian su combustién. Dado gque el selenio atémico reacciona
rapidamente con el oxigeno a altas temperaturas, la atmdsfera de gas inerte se hace

imprescindible.

Ademds de esta funcidn de proteccién, el argén transporta los concomitantes vaporizados

durante los pasos previos de pretratamiento térmico, evitando que se condensen en zonas frias.

Una corriente de gas bien controlada nos ha permitido reducir la atenuacidn debida a la

absorcion del fondo.
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SENAL DE FONDO PRODUCIDA POR 10 xL DE SUERO, MIDIENDO LA

ABSORBANCIA DE LA LAMPARA DE DEUTERIO:

- STENAL CRAPAICS |
4
/
4 / r
B / 3
g n
P
- 7w B
8 TINE (zec 43
=
TENF 1 TIHE STEF N
1FLUJO DEL GAS DE PURGA DE 0,5 L/MINUTO
SIGNAL GRAPHICS
2 a8 1998
rd
,.l
/"
A g T
B d E
g il
P
-§ 28 ?
B TIHE <(zeg 43
)
TERF 1 & TINE STEP HO.

E:LUJO DEL GAS DE PURGA DE 3,0 L/MINUTO



82 METODQ DE DETERMINACION

El flujo de argén dentro y alrededor del tubo de grafito sirve para eliminar los
componentes volatilizados en cada paso del andlisis, el flujo durante los pasos previos
programados es el mdximo permttido, de 3,0 1/minuto, para que la eliminacidn de productos sea

mas eficiente. Asi lo hemos comprobado:

Inyectamos 40 ul de suero diluido (1 parte de suero + 3 partes de KI 10 mMj), con flujo

de 3,0 I/minuto.

Produce una absorbancia = 0,164 registrada tinicamente en la ldmpara de espectro

continuo de deuterio. Corresponde por tanto a la absorcién molecular inespecifica.

Durante los pasos de atomizacién el gas debe reducirse a un flujo de ¢ I/'minuto como

veremos md4s adelante para mejorar la sensibilidad del analito.

Si inyectamos igual cantidad de suero diluido en igual proporcién, con un flujo de 0,5

I/minuto de argon, la absorbancia = (0,461 registrada también en la ldmpara de deuterio.

En ambos casos se emplea una temperatura de calcinacién de 1200 °C y un estado de

atomizacién de 2700 °C.

El gas usado durante este proceso de altas temperaturas debe ser de la maxima pureza

posible, para evitar reacciones con los elementos de la matriz.
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IV.3.B.- CALCINACION. MODIFICADORES DE MATRIZ.

Se han publicado diversos trabajos sobre la estabilidad térmica del selenio (163)(167).
La técnica mds popular es la que adiciona una solucidn de niquel a la muestra antes del andlisis

o en el horno de grafito.

Gracias al niquel se consigue evitar en cierto modo que el selenio se volatilice en los

pasos previos.

CURVA DE VOLATILIDAD PARA 2,5 NG DE SELENIO EN SOLUCION ACUOSA,
SIN MODIFICADOR DE MATRIZ.

Para este estudio hemos empleado el muestreador automdtico programado para inyectar
5 ul de una solucién patrén de selenio de 500 ug/l (equivale a 2,5 ng de selenio en el tubo)

y 25ul de HCI 0,5%. Se han realizado 5 réplicas por punto.

PARAMETRQOS DEL MUESTREADOR

VOLUMENES (ul)

ESTANDAR | BLANCO | MODIFICADOR | MUESTRA

5 25 - -
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ABSORBANCIAS MEDIAS DE LA LAMPARA DE CATODO HUECO

(5 réplicas)

i Abs; Medias : C.V.(%) . T? Calcinacion (°C)
0,126 | 17,4 | 400
-0,130 10,8 450
0,137 5,3 500
0,106 5,9 550
0,089 8,2 600
0,078 9,8 700

Absorbancia

0.36

0.31

L S ——

0.2

0.16

) A
011 I

006 { I 1 1 1
400 450 500 350 600 650 140

Temperatura ("C}

Curva de calcir:
2,5 ng de seler
Atomizacion a |
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Sobre una solucion acuosa, €l selenio se pierde del tubo a temperaturas tan bajas como
600 °C, a las cuales, velamos antes, la absorbancia debida al fondo de la matriz sérica es muy

elevada, impidiendo la correccion adecuada con una ldmpara de deuterio.

ESTABILIZACION TERMICA DEL SELENIO USANDO SOLUCIONES DENIQUEL.

Hemos programado las inyecciones automadticas de 2 ul de solucién estindar de selenio
de 1000 ug/t corresponde a 2,0 ng de selenio en el tubo de grafito) y 22 ul de HC10. 5% como

blanco.

La influencia del tipo de sal de niquel empleada para la estabilizacién térmica se
evidencia comparando las absorbancias obtenidas al usar:

- Solucién de cloruro de niquel (NiCl,. 6H,0) 16,82 M que contiene 4 gramos de niquel

por litro; inyecta 5 ul que corresponde a 20 ug de Ni.

- Solucién de nitrato de niquel (Ni(NO;),. 6H,0) 19,80 M que conticne también 4

gramos de niquel por litro; inyecta 5 ul que corresponden a 20 ug de Ni.

PARAMETROS DEL MUESTREADOR

VOLUMEN (ul)

_ ESTANDAR | BLANCO | M

2 22 5 -
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Numero de réplicas por inyeccién=10

Se ha usado una temperatura de calcinacién de 1000 °C y de atomizacién de 2700 °C.

‘ Absorbancias (x + S.D.)
Modificador NiCl, | } 0,35 + 0,014
Modificador Ni(NQ,), J 0,72 £ 0,077

Se comprueba que en presencia de cualquiera de las sales de niquel el selenio se estabiliza
a la temperatura de calcinacion empleada (1100 °C), siendo significativamente superior
(p<0,001) la cantidad de selenio que permanece sin volatilizarse al emplear Ni{NO;), que

cuando se emplea la misma cantidad de niquel (20 pg) en forma de cloruro.

CANTIDAD OPTIMA_ DE Ni(NO.),o6H,0 PARA TABILIZAR 2 DE

SELENIQ.

Inyectamos automiticamente 5 ul de una solucién de estandar de selenio de 500 ug Se/l

que corresponde a 2,5 ng del metal.

Empileamos, como blanco, HClI 0,5% y como modificador, nitrato de niquel.

Se han realizado 10 réplicas por medida.
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ug Ni Abs. (x 5. d) N réplicas
20 0,606 + 0,019 | 10
10 0,719 + 0. 011 10
5 0,799 + 0,022 10
4 0,835 + 0,088 10
3 0,793 + 0,063 10
2.5 0,119 + 0,016 10

Absorbanclas

0.2 ................

0 | 1 1 i
0 5 10 15 20 25

Mg de niquel

Cantidad optima de nitrato de niquel
para estabilizar 2,5 ng de selenio
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Empleando soluciones que permitan una presencia de 4 ug de niquel en el tubo de grafito

se estabilizan los 2,5 ng de selenio a los 1100° C empleados como temperatura de calcinacién.

CURVA DE CALCINACION DE 2,5 NG DE SELENIO CON MODIFICADOR DE

NIQUEL.

Para su estudio hemos programado una inyeccién automdtica de 5 ul de estdndar de
selenio de 500 ug/l de concentracién que corresponde a 2,5 ng de selenio), con 10 réplicas por
punto,4 pl de una solucién de nitrato de niquel que contiene 1 g/l de niquel corresponde a 4ng

de niquel.

Como blanco empleamos HCI 0,5 %.

PARAMETROS DELL MUESTREADOR

VOLUMEN(x))
ESTANDAR |  BLANCO
3 19 ] 4 -

El niquel en el tubo de grafito el selenio forma compuestos termoestables que le
permiten permanecer en él sin volatilizarse hasta temperaturas muy superiores, incluso
calcinando a 1100 °C hay absorbancias de energia apreciables a 196,0 nm, debidas a los dtomos

de selenio liberados al elevar la temperatura del homo de grafito a 2700 °C.
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Esta temperatura de atomizacion es la misma que la empleada en el experimento anterior.

Abs. Medias " C.V. % T Calcinacién (°C)
0. 220 4,6 200
B 0,215 7,5 300
0,252 2,8 500
0,329 4,4 700
0,335 5,9 800
0,361 6,6 900
0,369 3,2 1000
0,402 2,1 1100
0,213 3,2 1200
0,174 6,0 1300
0,095 4,2 1400
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0,6

0,3

4

0,2

0,1

0 —_ i 1 1 I 1 1 | 1

200 300 500 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Calcinacion de 2,5ng selenio en agua
Atomizacion a 2700'C
Modificador de niquel.

El niquel estabiliza al selenio conseguiéndose un éptimo en la relacién sefal/fondo cuando

se calcina 1100 °C, pero a temperaturas superiores la pérdida del analito es considerable.

Aunque estos resultados obtenidos con el niquel como modificador son satisfactorios y
permiten la determinacidn de selenio en solucién acuosa, la seflal de absorbancia de fondo debida
a la matriz sérica es todavia muy elevada a 1100 °C (0,247 unidades de absorbancia para 15 ul

de suero).

Esta elevada sefial, dificulta la determinacidn, provocando una sobrecorreccién del fondo,

dado que la ldmpara de deuterio no puede corregir correctamente la senal.
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Otro dato importante es que el niquel pierde su funcién de estabilizador de los
compuestos de selenio cuando estd presente la glucosa (40 ug). Segin el estudio publicado por
Weibust (168) en 1981 hay diecinueve metales, incluidos el niquel y el cobre, que estabilizan
térmicamente el teluro inorganico. De ellos sélo nueve muestran efecto sobre la matriz orgénica.

El paladio y el platino producen los mejores resultados, proveyendo una estabilidad a 1200 °C.

Sobre la base de que el teluro es quimicamente similar al selenio hemos estudiado este

efecto estabilizador térmico del paladio sobre el selenio:

CANTIDAD OPTIMA DE PALADIO PARA ESTABILIZAR 2.5 NG DE SELENIOQ.

Inyeccidn automdtica de 5 pl de estdndar de selenio de 500 ug/l de concentracién( 2,5
ng del metal). Empleamos como blanco HCl 0,5 % y clorure de paladio (PdCl,) como

modificador.

Las masas crecientes de paladio provocan un cierto retraso en el tiempo de aparicidn de
los dtomos de selenio, asi como un ensanchamiento de la sefial de selenio. Hemos intentando

emplear las cantidades minimas de este elemento para modificar la matriz.

Preparamos una solucién de cloruro de paladio que contiene Pd 50 mg %, y
programamos el muestreador automdtico para la inyeccién de cantidades variables de

modificador y blanco, igualando siempre el volumen final a 45 pl.
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Cada punto se establecié con 4 réplicas.

El programa de temperaturas establece una calcinacion a 1200 °C y la temperatura que

alcanza para atomizar al selenio es 2700 °C.

ul de solucién " pg de paladio “ Abs.(x + s.d.)
]
1 0,5 0,517 + 0,042
3 1,5 0,768 + 0,040 B
6 3,0 0,848 + 0,037
9 4,5 0,901 + 0,021
12 6,0 1 0,843 + 0,041
14 7,0 0,921 + 0,033
16 8,0 1,049 + 0,026
18 9,0 0,963 + 0,022
20 10,0 0,928 + 0,038
25 12,5 0,764 + 0,052

De esta forma establecemos una 6ptima sensibilidad (mdximo de absorbancia) con 16 ul

de modificador de paladio 50 mg% (8 ug de paladio).
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Absorbancia

1.2

0.4

0_2 i 1 I 1 l L 1 |
0.5 1.5 3.0 4.5 6 7 8 9 10 12.5

Mg Pd

g de Pd necesarios para estabilizar
2,5 ng de selenio.

CURVA DE CALCINACION DE 2.5 NG DE SELENIO EN SOLUCION ACUQSA,
CON MODIFICADOR DE PALADIO, ATOMIZANDO A 2700 °C.

Inyeccion automdtica de 5§ ul de estdndar de selenio de 500 ug/l de concentracion(2,5

ng de selenio) con 16 ul de modificador de Pd 50 mg%(8 ug de Pd).

Se utiliza como blanco HC1 0,5 %.
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PARAMETROS DEL MUESTREADOR

VOLUMEN (ul)

ESTANDAR BLANCO MODIFICADOR MUESTRA
__
3 26 16 -

Las absorbancias de 1a nube de dtomos de selenio formada al atomizar a 2700 °C, con

4 réplicas por punto son:

Abs.Medias - ove “ ;Tgniperaturas(OC) ﬂ
0,708 5,5 R 500 o
0,703 6,3 600 N
0,703 10,5 700
0.737 6,5 800
0,730 8,1 900
0,870 16,3 1000
0,855 75 , 1100
0,785 8,4 1200
0,555 18,4 1300
0,343 7,1 1400 ‘
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Absorbancias

1

04 .......
S

0.2

U | | | 1 | | 1 |
500 600 700 800 900 1000 100 1200 1300 1400
Temperaturas(C)

Curva de calcinacion 2,5 ng Se en agua
Atomizacion a 2700 °C

Elegimos como temperatura éptima de calcinacién los 1200 °C, con modificador de 50

mg% de paladio.
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INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA (°C) DE CALCINACION SOBRE LA

ABSORBANCIA DE 2.5 NG DE SELENIO.

2.5
2
1.6 F
o o
8 d
. 1 °
0.5
0 0
400 500 600 700 800 900 1000 MO0 1200 1300 1400
Temperaturas
—— Sin moditicador =dir= Modiflcador Ni
& Modificador Pd - 15 f" suero

El tiempo necesario para alcanzar la temperatura de calcinacién de 1200 °C se fija en
10 segundos, lo cual implica una velocidad de calentamiento de 90 °C por segundo, que permite

la eliminacién de los compuestos volatilizados, manteniendo a 1200 °C durante 35 segundos.

El empleo de tiempos inferiores deteriora la reproducibilidad de la técnica; aunque al
prolongar los tiempos disminuye ligeramente la sensibilidad, hemos aceptado esos niveles de

sensibilidad, obteniendo asi una reproducibilidad aceptable para el método.
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Tiempo de calcinacién Abs.2,5 ng Se |’ CV.%

20 segundos 1,204 ' 15.6

1.569

1.217

25 segundos 0,863 13.0
0,941

1,109

30 segundos 1,045 9,0
0,958

1,033

35 segundos 0,933 31
0,978

0,992

40 segundos 0,958 3,8
0,968

0,901

REACCIONES DEL SELENIO EN EL. HORNO DE GRAFITO,

Existe una correlacién entre la estabilidad térmica de los seleniuros que se forman en el

horno de grafito con los datos termodindmicos disponibles, probablemente debido a la formacién
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de mds de un seleniuro con el modificador de matriz (169). La formacién de los seleniuros es
funcién de la temperatura, lo cual explica la discrepancia entre los resultados expuestos por los

distintos autores al emplear modificadores de matriz con compuestos de niquel o de magnesio.

No debe de olvidarse la influencia capital del estado de valencia del elemento selenio:

El estindar de selenio que hemos empleado es una solucidn inorgdnica de Se(IV). Se
observa una pérdida en la seiial de absorbancia a temperaturas relativamente bajas de 300° a
600°C. Estos menores valores indicarian o que parte del analito no estd atomizada, lo cual es
muy improbable pues a una temperatura de atomizacién de 2700 °C es practicamente imposible
el que permaneciesen compuestos estables de selenio-paladio; o bien significa que una parte del

selenio(IV) introducido en el homo se volatiliza como molécula a temperaturas inferiores.

Hemos inyectado automédticamente 5 ul de estdndar de selenio de 100 pg/l (para este

estudio empieamos 0,5 ng de selenio en cada inyeccién).

Como modificador hemos empleado 3 ul de solucién de PdCl, 50 mg% (que contiene

1,5 pug de paladio).

Las temperaturas de atomizacion en cada punto son las especificadas en la tabla .En todos

los casos mantuvimos como temperatura de atomizacién los 2700 °C.

Se han realizado cuatro réplicas por punto.
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Abs.Medias C.V.% Temperatura °C
0,22 2,1 250
0,192 3,5 350

- 0,183 4,4 450
0,145 5,9 550
0,156 3,1 650
0,183 5,6 750

Abs.
0.3F
0.26

0.1
260

350

450

- 550 660 760

Temperatura *C

Calcinacion de 0,6 ng de Se{lV)
Modificador 1,8 pg de Pd
Atomizacidén a 2700°'C
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Cuando se afiade directamente la muestra de suero que contiene fundamentalmente Se(1I)
(seleniometionina) y se afiade estindar inorgdnico con Se(IV), parte del Se(IV) se pierde,

mientras que el Se(Il) se retiene cuantitativamente.

Inyectamos automdticamente en el horno 5 ul de selenio(1l) como selenio-metionina (0,5
ng de selenio). Usando el mismo modificador de matriz: 3 ul de PdCl, 50 mg% (1,5 ug de

paladio).

Realizamos cuatro réplicas por punto, y repetimos las temperaturas de calcinacion del la

prueba anterior.

==
0,310 10,0 | 250
0,315 8,2 350
0,273 5,7 45 |
0,260 12,4 550 |
0,255 13,4 | 650
0,263 6,6 750
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Aba.

0-3‘ T S S R

0.3 -._.......A...A..v..._..A.._..._..A.._.

0-28 R A

0.22 )._....~,.,--............,‘..........,._A.._.........,............A............_.._.......,_A............A.._.........,.._.._..........,............v............

018

o. 1 4 L T T T R PRSP RSRON
O. 1 i S | i .
250 360 450 560 660 760

Temperaturas

Calcinacion de 0,8 ng de Se{ll)
Moditicador 1,6 ug Pd
Atomizaclén a 2700°C

Es posible que exista Se(VI) en la muestra, pero su concentracion es normalmente muy

inferior al Se (II).

Estos comportamientos variables del selenio segun el estado de oxidacién nos conducen
a resultados demasiados altos para el Se(I) de la muestra cuando lo medimos frente a un

estandar de Se(IV), alin cuando apliquemos la técnica de adicion de estdndar.

La cuantificacién del analito deberd realizarse en igualdad de condiciones entre el selenio
existente en el suero y el selenio inorgdnico usado como estdndar; proponemos el tratamiento

con un reductor potente que transforme todo el elemento dentro del tubo de grafito a un Unico

estado de valencia.
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De todos los reductores probables hemos seleccionado el yoduro potdsico porque no
produce, a 1a concentracidn utilizada, precipitacidn de las proteinas séricas, lo cual se presentaria

¢omo un inconveniente, por obstruir ¢l capilar del muestreador automatico.

Los selenitos, en medio dcido, pasan a selenio elemental con los siguientes reductores:
- metabisulfito sddico en caliente.
- sulfato ferroso en solucién clorhidrica
* yoduro potdsico en medio clorhidrico en frio
- hidroxilamina en medio 4cido caliente

- tiourea en frio.

Otra posibilidad es el empleo de gas reductor: 5% H, -95% Ar. Presentan el
inconveniente de producir malas réplicas y su delicado manejo para evitar las explosiones, que

lo hacen poco adecuado para el laboratorio clfnico.
Ademds, la alta termoestabilidad del H,Se es otro factor importante en la atomizacién,
haciendo desaconsejable el uso de la mezcla H,/Ar porque se formarfa hidruro de selenio a

1500°C.

Los compuestos selenorgdnicos como la selenometionina y la selenocisteina son

eficazmente reducidos por el KI.

De todas formas, en el proceso de calcinacién se debe formar hidrégeno en la reaccién:
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y la cantidad de hidrégeno formada es lo suficientemente grande como para afectar la eficiencia

de la atomizacién, si se usan temperaturas para este proceso inferiores a 1800 °C (temperatura

de disociacién del H,Se).

SOLUCION REDUCTORA DE K].

Diluimos 250 xl de suero con 250 xl de KI a distintas concentraciones; aitadiendo § ul

de estindar de sclenio de 500 pg/l, y 16 ul de Pd 50 mg%

La presencia deil yoduro aumenta la sensibilidad, pero en concentraciones aitas provoca

unos coeficientes de variacion altos, y un pico de atomizacidn ensanchado.

—— . 0749 o
0,25(M) 30 0,887
0,125(M) 16 0,822 |
60(mM) 8 0,876
10(mM) 4,5 1,099
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El objeto de afiadir KI no es sdlo reducir al selenio, si no también al modificador de
paladio, ya que es necesario que se encuentre en estado reducido para formar el seleniuro
termoestable. Con KI 10 mM tenemos equivalentes suficientes para reducir al selenio y al

paladio, depositados en el tubo.

De esta forma, establecemos como diluyente 6ptimo para los sueros KI 10 Mm,

IV.3.C.- ATOMIZACION.

Para la atomizacidn de selenio necesitamos un rdpido incremento de la temperatura,para
obtener una densidad de nube de 4tomos que haga posible una sensibilidad adecuada a las bajas

concentraciones del elemento en el suero humano.

Sin embargo, tampoco es conveniente exceder en mucho Ia temperatura de atomizacién,
porque a mds altas temperaturas la expansion del gas y las pérdidas por difusion en todo el

volumen del tubo deterioran la eficiencia de la medida.

En todo caso se recomienda que la velocidad de aumento sea tan rdpida como permita

el instrumento; el Varian AA30 permite una velocidad maxima de 2000 °C/segundo.

La principal ventaja de un calentamiento rdpido es que permite menores temperaturas de

atomizacidn y aumenta la sensibilidad.
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El modelo experimental disefiado estudia el efecto de la velocidad para alcanzar la

temperatura de atomizacién (2700 °C) a partir de una temperatura de calcinacion de 1200 °C,

sobre 1 ng de selenio.

l Tiempo(segundos) . Absorbancia
0,8 (minimo permitido) 0,553
1,3 0,443
1,6 0,379
n [l =l STANURRD T REFLICAIE <
LR % RESOREANCE CONCEHTRATION  SAMPLER AUTOMIZ
FEAK HETLHT 1.4 (zac) gL 6N
PEINTIHG
SIGHAE GRAFHICS
128 kLI
.”'_—'_——‘
-’f’r’-
b s T
g - £
S f‘( H
- F
) i"".a
B34 ] . i
a 443 STHROARD 1 REFLICATE 2
. ABSORBANCE CONCENTRATION  SHMPLER AUTOMIX
PE4E HEIGHT 1.8 {gec} BC M
FEIRTIRG
r SIGHAL GRAPHICS
1.2
8 L
;’;
/‘-’;‘-f
A - T
: P b
L ~ o
5 28l s
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E‘ i) ] TTTRNEERD | REFLILATE 2
e N HESOREANCE COHCEHTRATION SAMFLER AUTOMIX
PEAE HETGHT 1.8 [ger BC W
PEIRTIHG
STLHAL CRaF¥ILS
1 28 2889
& i o T
B i - £
T i
3
5.2 | B

Esta disminucién de la sefial de absorbancia registrada supone un deterioro en la

sensibilidad de la técnica a todas las temperaturas de atomizacidn ensayadas.

CURVA A DE CALENTAMIENTO RAPIDO.

A partir de la temperatura de calcinacién de 1200 °C se ensayaron distintas temperaturas

de atomizacién a una velocidad de 2000 °C por segundo.

Los pardmetros del muestreador fueron:

VOLUMEN (ul)

16
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Programamos la inyeccién automdtica de 12 gl de estdndar de 500 ug/1 de selenio,16

ul de modificador de 50 mg de paladio % y 19 ul de blance HCl 0,5% M/V.Con 4 réplicas

por punto.
T# de calcinacion (°C) 1 Absorbancia (x + s.d)
: 1800 0,365 + 0,006
2100 1,004 + 0,003 |
2400 1,043 + 0,002
2700 1,082 + 0,006
3000 1,064 + 0,010

Los perfiles de absorbancia/tiempo muestran que a baja temperatura de atomizacién
(1800°) la nube de dtomos se origina mds dispersamente dando un pico de absorbancia

ensanchado en el tiempo:

0 365 STANDARD 1 REPLICATE 2
s ABSORBANCE COMCENTRATION SGMPLER AUTONIE
PERK HEIGHT 1.8 {gec) EC DN
PRIHTIRG
SIGHAL GRAPHICS
1.28 17 3988
A p T
B - £
& ,// i}
| F

-R_I4 . B
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1 ()()41 CTANDGRD 1 REPLICRIE 2
1. ABSORBANCE CONCENTRATION  SAMPLER AUTONIY
PEAY MEIGHT 1 6 {secy  BC 0N
FRINTING
SIGNAL GRAFHICS
1.29 10488
f -~ T
5 , L 3
! - H
F
-8 7p [
1.0483 STRHCARD ¢ REFLILRIE 2
. HBSORBAHCE CONCEMTRATION  SAMPLER AUTOMIZ
PEAK HELGHT 1.8 tsez)  BD DN
FRIN] LHG
STGHAL GFAFHICS
128 ! 1888
4 A T
B -/'/— ' - E
g 4 g
-4 In ]
1.082 STANGARD 1 REPLICRTE 2
. ABSORBANCE CONCEXTRATION  SAMPLER AUTOMIX
PEAK HEIGHT 1.8 (secy  BC DH
FRIATING
STGHAL GRAPHICS
1.28 ' 7880
re
o
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B VA E
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P
-0, 28| . #




109 METODO DE DETERMINACION

[ 1' ()Eggi STAND&RD 1 REPLICATE 2
UL HBSGRBAKCE CONCEHTRATION  SAMPLER AUTOMIY
PEGK HELGHT 1.8 {ger} BL OH
FRINTING
STCNAL GEAPHICS
128 ! - 2800
a"/.‘ljr

i A T
: :
b H
-5 3| - B |

CURVA B DE CALENTAMIENTO LENTO.

Conservando los mismos pardmetros del muestreador que en la curva A,aplicando una

velocidad de calentamiento de 1000 °C por segundo:

1800 0,315 £ 0,010

2100 | 0,501 + 0,008
2400 0,673 + 0,009
2700 0,782 # 0,012

3000 ) 0,926 + 0,011




110 METODO DE DETERMINACION

0 L 1 1 | l .

150 1800 2100 2400 2700 3000
Temp. atomizacion

—E-curvaB  —curva A

Influencia de la rampa de atomizagion
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El calentamiento a una maxima velocidad consigue unas mdximas sensibilidades, mientras

que con un calentamiento lento no se alcanzan esas absorbancias.

El selenio pertenece a los elementos que forman dimeros estables (Se,) a muy altas
temperaturas (163}.Claramente, se requieren temperaturas mucho mds elevadas para conseguir

la disociacion.

Seleccionamos como temperatura éptima de atomizacién 2700 °C, alcanzados en 0,8
segundos (velocidad de calentamiento de 2000 °C por segundo) a partir de la temperatura de

calcinacion de 1200 °C.

En el paso siguiente mantenemos a 2700 °C durante 0,5 segundos, tiempo necesario para

que se complete la atomizacién del analito.

Es en estos dos pasos del programa a 2700 °C, uno de rampa y otro de meseta,cuando
establecemos el comando de lectura que permite al detector integrar las sefiales recibidas durante

estos 1,3 segundos, evitando la lectura el resto del proceso.

Incluimos un dltimo paso a 2700 °C durante dos segundos para limpiar los posibles
residuos del tubo y dejarlo preparado para una nueva inyeccién, durante estos dos segundos

reinstauramos el flujo de gas inerte a 3 litros/minuto.
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REDUCCION DEL FIUJO DE GAS DURANTE LA ATOMIZACION.

VARIACIONES DEL PICO DE ABSORBANCIA CON EL FLUJO DE ARGON DURANTE

LA ATOMIZACION.

Valores obtenidos para 2,0 ng se de selenio modificados con paladio. Empleamos una

temperatura de calcinacién de 1200 °C y una atomizacién a 2700 °C.

1Pico de absorbancia

08 3i

42

0.4 b iea 0.322

0.2 S

0 1 H 1 1 i |
0 05 1 15 2 2.5 3

litros Ar/min

Reduccion del flujo de gas en la
atomizacion,

Debemos ser conscientes de que la reduccién del flujo de gas durante la atomizacién
puede acortar los tiempos de vida del tubo, debido a la exposicidn al oxigeno atmosténco, por

tanto es deseable que el flujo de gas sea reducido el menor tiempo posible.
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Dado que el pico de atomizacion se produce en la rampa (0,8 seg) de elevacién de
temperatura, y existe un retraso en la interrupcién del flujo, hemos intercalado un paso de 1
segundo a 1200 °C con un flujo de 0,0 litros por minuto, para permitir la interrupcién completa

antes de la atomizacion.

PROGRAMA COMPLETO DEL HORNO OPTIMIZADO

easo | remperatuRa | eMro | puiocas | LecTuma |

: o R .‘-r. ----------- - i e R __: _______________ ' l
1 75 5.0 3.0 -
2 90 70.0 3.0 -
3 120 5.0 3.0 -
4 300 20.0 3.0 -
5 1200 10.0 3.0 -
6 1200 34.0 3.0 -
7 1200 1.0 | 0.0 -
8 2700 0.8 0.0 | SI
9 2700 | 0.5 0.0 SI
10 2700 2.0 3.0 -
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IV.4.- OPTIMIZACION DEL MUESTREADOR

Determinamos la concentracién de selenio en suero directamente, tras diluirlo con el

agente reductor (KI 10 mM) en una proporcion de suero:KI de 1:3 .

El suero deja un residuo en el intertor del tubo de grafito tras repetidas inyecciones, el
factor de dilucién de la muestra sérica puede minimizar el residuo encontrado en el tubo, este
residuo de carbén aparece después de 30 a 40 inyecciones y de esta forma afecta al secado de
la gota, y a la reproducibilidad. El tubo debe ser limpiado rutinariamente cada 7-8 muestras

(167).

El méximo permitido de dilucién es el limite de deteccién de la técnica por llegar a

seflales por debajo de las que es capaz de distinguir del cero de concentracidn.

Esta dilucién establecida permite que la cantidad de sangre extraida al paciente sea
minima, (precisamos tan solo 100 ul de suero) haciendo este método perfectamente adaptable

a la poblaci6n pedidtrica y a enfermos de cuidados intensivos.

Algunos autores describen el uso de Tritén X100 como diluyente al 0,5 % para facilitar
el pipeteo en el homo de grafito. Es necesario en andlisis de sangre total, pero no para suero,
y ademds, precisa afiadir antiespumante (en nuestra experiencia Antifoam B de Sigma). La
mezcla de estos dos componentes aumenta considerablemente la sefial de fondo, como

observamos en la grafica siguiente, por lo que lo hemos rechazado su uso.
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T A6 R
o e AESOREANCE STENDARD 40DN'S SAMPLER AUTOMIX
PEAK HEIGHT 1.8 {sei; BELKLGRGUND OHLY
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IV.S.- PRE-INYECCION

Si el paladio de anade directamente al muestra se observa una precipitacién de
componentes orgdnicos con posible pérdida de analito, esto puede ser debido o bien al propio
Pd o bien porque el modificador contiene 4cido clorhidrico al 0,5% y supone una acidez

excesiva para las proteinas séricas.

El modificador (16 ul) es pre-inyectado en el tubo de grafito y sometido al primer paso
del programa, en 5 segundos alcanza los 90 °C, el paladio se expande sobre la superficie de

grafito y asf promueve una mezcla del modificador con la muestra en la siguiente inyeccién.

El programa del horno comienza de nuevo con el primer paso cuando inyecta el suero

diluido y el estdndar.
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La principal mejora introducida con la pre-inyeccién es evitar la precipitacion de la
muestra, pero también alarga la vida de los tubos; mediante comparacién visual del interior del

tubo, tras una serie de inyecciones, se demuestra una menor existencia de residuos.
El empleo de la pre-inyeccién no conlleva diferencias analiticas: Inyectamos 3 ng de
selenio,con 16 ul de PdCl, que contiene 50 mg% y ajustamos un volumen total de inyeccién de

45 pl con HCl 0,5%

Datos obtenidos:

~ Coeficiente de variacion ‘ 9,1% 9,1%

Co AbsorbanCIa média L l 0,564 0,585
- N°delecturas. - ] 10 10

 Desviacién estindar l 0,052 0,053

IV.6.- EMPLEO DE PLATAFORMA

Segiin los principios de espectrofotometria de absorcién atémica en homno de grafito, ¢l
uso de plataforma de grafito es beneficioso para obtener eficiencias de atomizacidn mayores, ya

que el analito se vaporiza a la fase gaseosa a temperaturas menores.
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Al emplear la plataforma, las temperaturas son mds uniformes en toda la muestra que
cuando se usa el tubo directamente, en el que la parte de la muestra que estd en contacto con

la pared se calienta mds rapidamente.

Al realizar el experimento, para 2,5 ng de selenio, con 16 ul de PdCl,, con plataforma
de grafito, hemos comprobado que el pico de atomizacién del selenio se retrasa unas décimas

de segundo.

Esto conlleva la ventaja de presentar una mejor separacién del mdximo de absorcién del

fondo, sin embargo, los inconvenientes son MAs NUMErQsos:

1.- Disminuye ligeramente la precisién: pasa de 6,7% sin plataforma a 7,6% con

plataforma al repetir cinco aplicaciones

2.- Disminuye la sensibilidad pasando de una absorbancia media de 0,653 sin

plataforma a 0,500 con plataforma

3.- Disminuye el volumen total que puede ser depositado sobre la plataforma sin

desbordarse, con lo que disminuye el limite de deteccidn del método.

Estos inconvenientes, afiadidos al hecho de que conseguimos calcinaciones a 1200 °C sin
pérdida del analito, nos inclina a no usar las plataformas de grafito para el andlisis de selenio

en suerec humano.
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v.7.- IDA AL A E

De la EAA se pide velocidad, alta precisién y los menores lfmites de deteccidn.

Estos dos tltimos puntos pueden alcanzarse con el sistema de medida eléctrica capaz de registrar

minimas diferencias en la absorcidn. Pero estas, s6lo tienen significado si las sefiales son
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estacionarias y estables. La estabilidad depende primeramente de la estabilidad de la fuente de

radiacion y de la calidad del sistema dptico.

Para medir cambios de absorbancia que dependen del tiempo (este es el caso del horno
de grafito) se suele registrar el mdximo valor (altura de pico) generado durante la medida;o a

un tiempo de respuesta dado, o después de una serie de ciertas integraciones.

La otra posibilidad, es registrar valores integrados calculados de medidas instantdneas

durante un periodo de tiempo seleccionado (drea de pico).

Las medidas de 4rea de pico (absorbancias integradas) suelen ser las preferidas.Dado que
la matriz influye en la velocidad de atomizacion del analito, las medidas hechas de la altura de
pico variardn al modificarse la matriz, mientras que la absorbancia integrada estard menos

afectada, siendo mejor la precision alcanzada con medidas en drea de pico.

Sin embargo, cuando se analizan sefiales bajas, cerca del limite del método, la
experiencia demuestra que el mds razonable usar la altura de pico porque el ruido electrénico

influye mds directamente en el drea de pico durante la integracién total.

En nuestras experiencias, las medidas en altura de pico son, para la mayoria de las
muestras, mayores y mds precisas. La exactitud, sin embargo, es mejor para el drea de pico y
hace seguro que el instante de formacion de 1a nube de dtomos quede estrechamente incluido en

el paso de lectura, y no se extienda después de la atomizacion.
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Las alturas de pico medidas son mayores, asegurando mayor sensibilidad,
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IV.8.- TECNICA DE CALIBRACION.

Cuando la composicién de la muestra afecta directamente a la composicién del analito

se recomienda realizar siempre la calibracién con patrones que sean idénticos a la muestra

analizada.
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La corroboracion de este posible efecto de la matriz sobre la recta de calibracion se
comprueba cuando se observa que la pendiente de la curva obtenida varfa mds de un 10-15% al

realizarel analisis sobre matriz acuosa o sobre la matriz compleja.

En la determinacién de selenio se observan los siguientes resultados:

SOLUCION ACUOSA

-Solucién estdndar de 250 ul/l
-Modificador: Pd, 50 mg %

-Realizada cinco veces, los valores medios obtenidos son:

& =a=0,044 &, = 0,003
B=b=713-10" 5, =9,03-10

A

Siendo & y B los coeficientes de la recta: Y= & + B X, en la que la ordenada.

representa los valores de absorbancia medidos, y las abcisas las concentraciones de selenio (ug/1)

de los patrones.

El coeficiente de correlacién medio obtenido fue de r= 0,9698 (¢,=0,016).

MATRIZ SERICA

Se realiza una técnica de calibracién por adicién de estdndares en las que se toman seis
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porciones alicuotas de la muestra (suero) previamente diluido 1:3 con KI 10mM, se afiaden
cantidades crecientes conocidas del analito (alicuotas de una solucidn de referencia) y se diluyen
las muestras con igual volumen con solvente (HCI 0.5% m/V). Una porcién alicuota de la

muestra se trata unicamente con el solvente (y por tanto contiene 0 ug/l de selenio).

De esta serie de soluciones se obtienen los siguientes valores de calibracién, estimados

con cinco réplicas de cinco sueros diferentes:

&=a=0,1334 &, = 0,007
8=b=511-10" 5, = 6,48-10"

Siendo & y B los coeficientes de Ia recta; Y= & + B X, donde la ordenada son los

valores de absorbancia medidos frente a la abscisa, que representa las concentraciones anadidas

de patrdén de selenio.

El coeficiente de correlacion medio obtenido fue: r=0,9296 (¢,=0,023).

La pendiente de Ia recta de calibracién acuosa (7,13 - 10 es un 28% mayor que la de
la matriz sérica (5,11 - 10®) por lo que una técnica de calibracién sobre una solucidn de

referencia acuosa conductria a errores de exactitud,

En la siguiente grifica se representan comparativamente ambas rectas de calibrado

apreciandose el aumento de la pendiente para la recta de calibracién de 1a solucidn acuosa.
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Rectas de calibracion

Dado que la composicién del suero varfa de paciente a paciente ,es necesario emplear la
técnica de adicién para cada muestra. El contenido de selenio en la muestra se obtiene por
extrapolacion al cero de concentracién. A continuacién se tiene en cuenta la dilucién previa del

suero en el agente reductor KI 10 mM (dilucidén 1:3).

La técnica de adicién de analito e€limina solo las interferencias que afectan al gradiente

de la curva analitica, pero no las que provocan una deriva paralela.
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Es necesario preparar patrones quimicamente emparejados para que el comportamiento
durante la descomposicién del patrén y el de la muestra sean comparables, y esto afecta a la

viscosidad y al contenido de sales disueltas.

La obtencién de muestras alicuotas de muestras, asi como la adicién de cantidades
crecientes de patrén de selenio y de solvente (HCl 0,5%) se realizan automdticamente,

ajustandose al siguiente programa:

PARAMETROS DEL MUESTREADOR

VOLUMENES (u1)
 Blarico ] ) : —— 16 B
Adicién 1 ! 4 10 - -
Adicién 2 ] 6 10 p —
Adlcxén 3. ] g 40 . v
_ Ad1c16n 4 l 10 40 » —
Mucstra l - 40 " -

El muestreador automdtico pipetea exactamente los volimenes especificados a partir de

la siguientes soluciones:
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Estdndar: 200 ug selenio/l
Modificador: 50 mg paladio/l
Blanco: HC1 0,5% m/V

Muestra: Suero diluido 1:3 en KI 10mM.

Obteniéndose dos réplicas por cada adicién.

Las concentraciones a las que corresponden los cuatro puntos de adicidn son:
- 20 ugll
+ 30 pg/l
+ 40 pgfl

- 50 ug/l

Se han elegido estos puntos porque se recomienda que la concentracion del patrén sea

tal que la tercera adicion tenga un médximo de absorbancia de aproximadamente 0,5 unidades.

Con esta técnica de calibracion, la grafica se establece en la porcidn lineal de la curva

analitica.

La aproximacién de la regresion de minimos cuadrados se aplica a los puntos de
calibracidn para producir una gréfica lineal. Por esta razdn, es necesario elegir los volimenes
de muestra, longitudes de onda analiticas y pardmetros operacionales adecuados para asegurar

que las medidas de absorbancia estdn en la region lineal de la curva analitica.
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Las adiciones deben ser de tal magnitud que la adicién mds alta sea aproximadamente tres

veces la de la muestra original.

IV.9.- LINFALIDAD DE LA TECNICA

IV.9.A4.- LINEALIDAD EN SOLUCION ACUOSA

Programamos las inyecciones de estindar (selenio), modificador (paladio) y blanco

adecuadas para conseguir las siguientes concentraciones:

eS| AbsMedias | BCV.(Gréplicasy
e e G il
10 0,110 9,2
20 0,187 3,4
30 0,257 9,1
40 0,316 2,0
50 0,391 10,6
60 0,465 2,1
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| pug Se/l | Abs.Medias %C.V.(5 réplicas)
70 7 0,525 6,8
80 0,601 5 6,3
90 0,665 6,5
100 0,746 2,0
110 0,812 10,2
120 0,825 6,3
130 0,853 9,7
140 0,876 6,0
150 0,947 5,6
1

Hasta 110 ug/l la técnica puede considerarse lineal, pues los datos obtenidos presentan

un modelo de regresion lineal con un coeficiente de determinacién r£=0,9914.

IV.9.B.- LINEALIDAD SOBRE MATRIZ SERICA

Programamos inyecciones con la técnica de adicion de estdndar sobre un "pool” de sueros

para obtener las siguientes concentraciones:
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Conc.Se ug/l Abs. m_e;dias. %C.V. (5 réplicas)

.

0 0,075 4,0

10 0,120 12,0

20 0,176 8,0

30 0,226 6,3

40 0,273 11,0

50 0,345 L 32

60 0,380 7,1

70 0,464 6,4

80 0,484 6,3

90 0,557 12,3

100 0,572 8,9 |

110 0,581 6,2

120 0,609 4,1

130 0,612 6,6

140 0,636 7.8

150 0,673 4,7
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Hasta 90 pg/l se presenta como una recta con un coeficiente de correlacién r=0,9948.
Nuestras adiciones de estdndar elegidas como técnica de calibracién, se mantienen dentro del
rango lineal del método, ya que sin este requisito, las concentraciones calculadas para las

muestras serian inexactas.

Abs.

=% Aclosa
%~ Serlca

—
0 20 40 60 80 100 120 140 160

LINEALIDAD




130 METODO DE DETERMINACION

IV.10.- SENSIBILIDAD Y LIMITE DE DETECCION

Sensibilidad o concentracidn caracteristica.

Aceptando las normas del Grupo de Espectroscopia de Absorcion Atdmica de la Sociedad
de Quimica Analitica (U.K.):la sensibilidad es un numero tedrico que equivale a la concentracién

de analito en solucién acuosa que produce un 1 % de absorcion.

El factor fundamental que influye sobre la sensibilidad de un equipo de absorcién atémica
es la intensidad media de la corriente de alimentacién de las ldmparas. Experimentalmente se
demuestra que a medida que disminuye la intensidad media de corriente, aumenta la lectura en

absorbancia para una misma muestra (2,5 ng de selenio con paladio):

Absorbancias

............

0.8

F N TP

0.4 — ' : :
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Intensidad de 1a ldmpara I Absorbancias medias + S.D.
(mA) M (n=3)
4 [ 1,12040,089
5 1,092 £0,087
6 0,926+0,092
7 0,897+0,097

Sin embargo, pese a esta pérdida de sensibilidad elegimos 7 mA (mdximo permitido)

como intensidad de corriente, porque a intensidades menores la energia procedente de la ldmpara

de deuterio era excesivamente grande para aparearla con la energfa de la ldmpara de cétodo

hueco de selenio.

Ademds, dado que parte de la energia emitida por la ldmpara es absorbida por el aire,

para que llegue suficiente energia al detector, es necesario incrementar la intensidad media de

corriente de la lampara, pese a la pérdida de sensibilidad.

La concentracién caracteristica es por tanto un mimero tedrico que depende de la

eficiencia de la lJampara, atomizador y monocromador. Su mayor desventaja es que no tiene en

cuenta el nivel de ruido, por eso es de poco valor como guia en la menor cantidad de un

elemento que puede ser detectada.
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El 1 % de absorcién se obtiene de la siguiente forma:

1°- Ajustamos el instrumento con una solucién blanco (agua desionizada) y se registra
la lectura de cero. Se comprueba que se cumple la ley de Beer (cuando la ldmpara se oscurece
totalmente, se obtiene una lectura de absorbancia de infinito). Existird una relacion lineal entre

las concentraciones y las absorbancias registradas.

2°- Se construye una curva de respuesta a la concentracién con una solucién de selenio,
y la concentracidn que produce un aumento de la sefial equivalente a una absorbancia de 0,1 se

lee en esta grifica. Si la ley de Beer se cumple: Cy;=K - 0,1 (K=constante)

3°- La densidad optica y la absorbancia se definen como: log,J,/10 donde I; es la
intensidad de la luz incidente e I la intensidad de la luz transmitida. Si el 1 por ciento de la
incidente ha sido absorbida (1% absorcién) entonces la absorbancia del medio estd dada por:

log,, 100/99 = 0,0044

Aplicando de nuevo la ley de Beer:
Cl% = K - O,M
donde C,4 es la concentracidn que produce un 1% de absorcidn:

Cix =Cy, * 0,044

Partiendo de una solucion patrén de selenio de 250 pg/l y cloruro de paladio (50 mg%

de Pd) obtenemos una recta de calibracién:
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y = 0,044 + 7,13-10%

si y=0,1 entonces x=7,79 pg/l = C,

Cis = Co,°0,044= 7,79-0,044=0,343 g/l

Hemos inyectado 25 ul de solucién, por tanto la sensibilidad absoluta serd de 8,57 pg.

Limite de deteecién

El limite de deteccion se define como: "La cantidad minima de un elemento que puede
ser detectada con un 95% de certeza. Esto es, la cantidad de un elemento que da una lectura
igual a dos veces la desviacion estdndar de una serie de al menos 10 determinaciones a/o cerca

del nivel del blanco”.

Esta definicion asueme una distribucidon normal de ios errores.

Como la deteccién de errores no es siempre normal, este procedimiento puede que resulte

un limite de deteccién "optimista”.

Tomamos la recta que corresponde a la calibracién por adicién de estindar sobre suero,

y = 0,1334 + 5,11 - x, y calculamos la recta paralela que pasa por el origen:
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ye=abs

“ A+ Bx

“Bx

xeconc. Se ug/l

En esas mismas condiciones, y el mismo dia que se obtuvo esa recta de calibracién,

repetimos la lectura del blanco 20 veces:

Ve =0,0203

o =0,0025

Ymea + 20 =0.0255

si y = 0,0255 entonces x = 4,99 ug/l
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Dado que procede de una dilucién 1/4 del suero en KI 10mM, la minima concentracién

que el método es capaz de distinguir del cero es de 19 ug/l.

Es preciso recordar que este es el limite de deteccion establecido para la técnica aqui
descrita, es decir, con calibracién sobre matriz sérica, con una intensidad de ldmpara elevada
(7 mA) y correccién con ldmpara de deuterio, y que si se calcula este pardmetro sobre solucidn

acuosa el {imite de deteccién es aproximadamente 100 veces menor (0,13 ppm).

IV.11.- INEXACTITUD E IMPRECISION

Imprecision

La imprecision de la técnica se evalu6 analizando el coeficiente de variacion intraensayo:

"en el dfa”, y el coeficiente de variacién interensayo: "en distintos dias"

Dado que en Espafia actualmente no existe ningiin suero control comercial que tenga
valorada la concentracion de selenio, hemos preparado un volumen de 50 ml formado por los
excedentes de suero extraidos en un dia en el Hospital Ramén y Cajal de Madrid, a partir del

cual preparamos alicuotas de 250 ul, que se congelaron a -20 °C.

Estas muestras asi obtenidas se procesaron como control con cada serie de sueros

analizados.
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Todas las muestras se analizaron por duplicado, dando como valor definitivo ia media

de las dos determinaciones,por tanto la desviacién tipica real serd la de las medias de cada dos:

k= n® de parejas medidas E (;C‘;_;)z
g= I =
S 4

x = media total de las k parejas

x_ = media de cada pareja

Imprecision intraensavo

Determinando la concentracién del control 15 veces seguidas, con dos réplicas por

determinacion, concluimos que el valor promedio del control es de 11,929 ug/l teniendo en

cuenta la dilucién, corresponderia a una concentracién en suero de 47,7 ug/l.

La desviacién tipica es de 0,866 ug/l y el coeficiente de variacién es de 7,26 %.

Imprecisidn interensayo

Cada serie de sueros analizados inclufa el control por duplicado, obteniendo como

resultado:
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x = 11,35 ug/l

= 0,913

C.V.= 8,0%

Perfiles absorbancia/tiempo/temperatura obtenidos en el andlisis del suero control:
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Inexactitud

Para conocer la inexactitud de la técnica hemos realizado un estudio de recuperacién
consistente en anadir cantidades conocidas de selenio al suero control valorado y aplicar después

el método analitico.

Sobre 500 ul de suero control diluido (contiene una media de 11,9 ug/l de selenio):

1°- Afiadimos 50 ul de solucién patrén de 250 pg/l (0,0125 ug de selenio)(volumen total
de 550 ul). La concentracion esperada es :

11,9ug/t = 5,95-10° ug de selenio en 500ul

(5,95 + 12,5)-10° pg/ 550ul - 33.5 pg/l

2°- Afadimos 100 ul de solucién patrén de 250 ug/1 (0,0250 pg/1)(volumen total de 600
u1). Concentracion esperada :

(5,95 +25)-10%ug /600 ul - 51,6 pg/!

 Concefrica | Conc.obtenida | Recuperaciin
e (mman:s)
] —— — e
| ;_:50 ul patrén 33,5 32,88 98%
. 10 ,;1 pamsn 51,6 54,80 106%
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IV.12.- COMPARACION CON OTROS METODOS

En la revision bibliogrifica que hemos realizado para el desarrollo de este trabajo ,hemos
encontrado otras técnicas instrumentales aplicables al andlisis de selenio en fluidos bioldgicos,

en particular en suero humano. Exponemos aqui, razonadamente sus ventajas e inconvenientes:

- Fluorometria.
- HPLC o CLAE (Cromatografia liquida de alta eficacia),con deteccién de fluorescencia.

- GCMS (Dilucién de isétopos estables con cromatografia de gases y espectrometria de

masas).

- Fluorescencia de rayos X.

- EAAGH (Espectrofotometria de absorcién atémica con generacidn de hidruros).

- NAA (Anadlisis molecular de activacién de neutrones).

- ICPMS (espectrometria de emisién con fuente de plasma acoplado por induccién ,junto
con espectrometria de masas).

- EAAHG (Espectrofotometria de absorcidon atémica en horno de grafito), correccion de

fondo con efecto Zeeman.

IV.12.4.- FLUOROMETRIA

Este método estd entre los mds antiguos y depende de las propiedades fluorescentes de

los piazoselenoles (combinaciones de Se(IV) con diaminas aromdticas, generalmente
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diaminonaftaleno). Es ampliamente usado por los veterinarios, por razones de aplicabilidad y

sensibilidad (en medios biolégicos y piensos).(50)

Su principal desventaja es su mediocre reproducibilidad ,que algunos autores consiguen

mejorar.(170)

Precisa personal entrenado,ya que es laborioso.Incluye una fase de extraccion
,generalmente con ciclohexano.El volumen de suero necesario es de 0,4 mililitros.ES un método
muy sensible,con un limite de deteccién de 0,39 mmol.1".Pudiendo usarse muestras de sangre

o de orina.(169)

IV.12.B.- HPLC

Esta técnica alcanza un limite de deteccién de 0,15 ng, con una precisién de un 1% al

nivel de 20 ng y de 3% al nivel de 1 ng.

Emplea voltimenes de tan solo 50 ul de suero.

El inconveniente que presenta para el andlisis rutinario, es el complicado proceso de
digestion y extraccidn:somete la muestra una digestién 4cida con 4cido nitrico al 70% a una
temperatura de 120 °C, después a 150 °C y finalmente a 200 °C. Es preciso una saturacidn con

oxalato aménico, afiadir HCI 6M para reducir los selenatos, adicionar dcido férmico, separar
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con pipeta Pasteur las sales amdnica formadas y ajustar el pH. por Gitimo se pasa a la fase de
reaccién con el reactivo DAN(diamino naftaleno) con los consiguientes pasos de incubacién y

extraccion con ciclohexano.{(171)

IV.12.C.- GCMS

La cromatografia de gases con dilucion de is6topos estables y espectrometria de masas
(50) es uno de los métodos que permiten exactitud, sensibilidad y precisién en la medida de la

concentracién de selenio en fluidos bioldgicos.

Precisa pequefios volimenes (unos 500 ul de suero), el coeficiente de variacién puede

ser de tan sélo un 1%.

Es un método de referencia, pero no es aplicable a los laboratorios clinicos por sus

elevados costes y la especializacion que requieren del personal.

V.i12.D.- FLUORESCENCIA DE RAYOS X

Hasta la década de los noventa, la fluorescencia de rayos-X no alcanzaba limites de

deteccion adecuados a la valoracion de selenio en suero.
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El método consiste (172) en irradiar con un tubo de rayos-X de alta potencia (1 Kw para

plasma) y usando una cdmara de irradiacidén cuya geometria permita incidir directamente en la

muestra sin saturar el detector con los rayos-X que emite el tubo.

El tiempo de andlisis de cada muestra es algo superior al que empleamos en
Espectrofotometria de Absorcién Atémica; con 500 segundos de irradiacidn se consigue un limite

de deteccién de 20 ng/ml, con un volumen de suero de 50 pul.

El coeficiente de variacion descrito para una concentracién de selenio de 100ug/l es de
aproximadamente 11% (50)

IV.I12.E.- EAAGH

La espectrofotometria de absorcién atémica con atomizacién tras generacion de hidruros
ha sido durante muchos afios la alternativa escogida para determinar selenio en orina, pudiendo

practicarse en plasma, sangre total y tejido. (50)

Su principal inconveniente es el proceso previo de digestién de la muestra bioldgica, que

en muchas ocasiones es insuficiente.

La obtencidn del hidruro consigue eliminar las posibles interferencias espectrales,

alcanzdndose medidas homogéneas entre los diferentes laboratorios.
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La cantidad de sangre requerida es de un gramo (173).

Este método requiere que el selenio en la muestra se encuentra como selenio(IV),

produciéndose errores cuando no es asi (165)(174)

Los resultados obtenidos con generacién de hidruros son inferiores a los obtenidos con

otras técnicas, por problemas en la digestién previa (1785).

Algunos procedimientos de digestidn en 4cido nitrico, percldrico y sulfuirico consiguen

una exactitud aceptable (176).

Se han realizado estudios para comparar resultados obtenidos con técnica de generacién
de hidruros frente al horno de grafito, obteniéndose una menor contaminacién en el horno de

grafito (177).

La generacion de hidruros se usa frecuentemente para la determinacién de selenio,

arsénico y mercurio en tejidos bioldgicos (178).

IV. ]2 F.- NA4

El andlisis molecular de activacién de electrones es el procedimiento mds exacto y

preciso, permite determinar selenio total, el i6n trimetilselenio y el ién selenito en suero y orina,
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pudiendo cuantificarse todos los selenoaminodcidos de la orina con una cromatografia de

intercambio anidnico previa (179).

Esta técnica no es practicable en la mayoria de las instalaciones, por requerir un reactor

nuclear para irradiar las muestras.

Es el método considerado de referencia.

IV 12.G. - ICPMS

La espectrometria de emision con fuente de plasma acoplado por induccién (ICP)
realizada junto con la espectrometria de masas (MS) es una de las expectativas de futuro més

prometedoras.
Las primeras referencias emplean una generacién de hidruros de selenio previa, que
requiere un volumen excesivo de suero (50 ml), siendo el limite de deteccién de 0,2 a 0,9 ng

de ™Se (170).

Posteriores modificaciones que emplean la técnica de nebulizacidn, necesitan voliimenes

menores (10 ml) y consiguen una precisién del 1% (180).

Sin embargo, siguen siendo volimenes altos para la aplicacidn clinica.
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V.12 H - EAAHG

—_—

Muchos autores consideran ia espectrofotometria de absorcidn atémica en homo de
grafito y correccién de fondo con efecto Zeeman como la técnica idénea para cuantificar las

concentraciones de selenio en medios bioldgicos (181)(182)(183)(184)(185)(186).

La absorcion atémica con efecto Zeeman es la alternativa a la correccion con luz continua

y estd disponible en aparatos de las marcas Hitachi y Perkin-Elmer.

El efecto Zeeman consiste en la divisién de una linea espectral atémica en presencia de
un campo magnético. El campo magnético se aplica a la fuente de luz o al sistema de
atomizacion. Si se usa un campo magnético modulado la absorbancia total se mide con el imédn
encendido y la absorbancia del fondo con €l apagado (187).

Ventajas del Zeeman (163):

1.- Correccidn para longitudes de onda visibles (no aplicable en el caso del selenio).

2.- Correccién de absorbancias debidas a fondos estructurados, como la debida al fésforo

en nuestro estudio.

3.- Correccién de interferencias espectrales, como las debidas a las lineas del hierro.
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4.- Unica fuente de luz, sin posibilidad de mal alineamiento.

5.- Correccion de altas absorbancias de fondo.

Desventajas del Zeeman (188)(189)(190):

1.- Pobre sensibilidad, pues la separacién de las lineas atémicas es incompleta con las

fuerzas del campo pricticas. Con el cobre por ejemplo, se obtiene un 53% de

absorbancia.

2.- Las curvas de calibracién presentan una curvatura excesiva.

3.- El sistema de correccién no es lo suficientemente répido para la continua variabilidad
del fondo. La medida de absorbancia del fondo y la total estin espaciadas unos pocos
milisegundos (8-10 milisegundos) con posibles errores originados por las rdpidas sefiales
obtenidas en el horno de grafito.

La ldmpara de deuterio realiza las dos medidas en dos milisegundos,

4.- Su elevado coste,

Existen técnicas mejoradas para determinar selenio con Zeeman y una digestién dcida

previa (35)(191)(192)(193)(194)(195).
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V.- VALORES DEL RANGO DE REFERENCIA

V.1.- POBLACION DE REFERENCIA

Para poder dar un uso clinico a las concentraciones halladas de selenio en suero humano

deben establecerse primero los valores de referencia.

La IFCC (Federacién Internacional de Quimica Clinica) define los valores de referencia
como aquellos que corresponden al conjunto de la poblacién supuestamente sana. Sin embargo,
la salud no es una condicién bien definida, las fronteras entre la salud y la enfermedad son
difusas, especialmente en el envejecimiento. Para seleccionar una muestra de la poblacién de
referencia hemos seguido los criterios del Comité de Expertos de la Federacién Internacional de

Quimica Clinica (196)(197)(198).

Los individuos de referencia seleccionados provienen del Servicio de Medicina Preventiva

del Hospital Ramén y Cajal, gracias a la colaboracion de la Dra. Pilar Rioboo.

Los individuos que sufren enfermedades sistémicas o alteraciones fisiopatoldgicas como
la insuficiencia renal, enfermedad cardfaca congestiva, enfermedad crdnica respiratoria,
enfermedad hepdtica o sindromes malabsortivos han sido excluidos por examen clinico,

investigacién de laboratorio y por cuestionario en entrevista.

Otros criterios de exclusion han sido Ia obesidad, hipertensién y el alcoholismo.
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Para evitar el efecto de las posibles variaciones circadianas (199)(200)(201) las muestras
de sangre se recogieron en un tiempo fijo (8:00 a 10:00 horas), en ayunas doce horas, en tubos
"Venoject" secos (Terumo Europe NV, Leuven, Belgium) y se centrifugaron a 200g durante 10

minutos) para separar el suero. Las muestras se guardaron congeladas a -20 °C hasta el dia del

analisis.

Hemos realizado subclasificaciones del grupo siguiendo criterios de edad y sexo.

La muestra presenta un total de 118 individuos comprendidos entre 15 y 65 afios, 49

varones y 71 hembras.

V.2.- DISTRIBUCION ESTADISTICA. TEST DE Ki OGOROV-SMIRNOV

Cuando tomamos un niimero de individuos sanos (n=118) como muestra representativa

de toda la poblacién sana, los valores hallados se distribuyen estadisticamente, en la mayoria de

los casos, dando lugar a lo que en estadistica se denomina “distribucidén gaussiana” o
"distribucién normal” (202).

La representacion grafica de esta distribucién es la denominada currva de Gauss, cuya

ecuacion es:
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media. &) Valores de referencia

Debido al azar, estos valores de referencia se agrupan en torno a la media, y la medida

de la dispersién viene dada por la desviacién estdndar (o), de tal forma que se admite que
X £1,960 es el intervalo que engloba al 95 % de todos los valores de referencia. De forma
aproximada, se admite que en distribuciones "normales” o "gaussianas”, el intervalo estd

comprendido entre el limite inferior x-2¢ y el limite superior x+2¢ (1,96=2).

En aquellos casos en que la forma de distribuirse los resultados no es gaussiana, no puede

aplicarse este intervalo de referencia.

Para establecer cuales son los limites que encierran al 95 % de la poblacién sana lo que
debe hacerse es establecer los fractiles (fraccién de poblacién) que dejan por debajo al 2,5 %
de 1a poblacién (fractily gp5) y por encima otro 2,5 % (fractily ¢75). Para ello, se ordenan todos los

valores y se determinan cuales son los que ocupan estas posiciones.
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Para saber si la distribucion de los valores de referencia de las concentraciones de selenio

en sangre siguen o no una distribucién gaussiana aplicamos la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Esta prueba se basa en el estudio de las diferencias existentes entre la distribucién de
frecuencias acumulativas observada en la poblacidn y la distribucién de las frecuencias
acumulativas esperadas si la distribucidn fuera gaussiana. Para ello, se busca cual es la mdxima
diferencia observada (D,;) y se compara con el valor tedrico D, dado por la tabla de

Lilliefors (202).

Esta tabla permite elegir entre varios valores D,...,; uno de ellos es el Dy 5 y otro valor

de la tabla es el D, ;.

Si el valor de D, encontrado es mayor que D, g, quiere decir que las diferencias
encontradas son mayores que las que el azar explica, y se puede rechazar la hip6tesis de curva
gaussiana con una probabilidad de error menor de 0,05, es decir, con diferencia estadisticamente
significativa.

Si el valor de D, es mayor que D, ;, la probabilidad de error al rechazar la hipétesis
de curva gaussiana seria de hasta 0,1 lo cual es un error algo elevado y si se aceptara la

"normalidad” seria con un riesgo de error elevado.

Aplicado el test de Kolmogorov-Smirnov a la muestra completa se obtienen los

siguientes resultados:
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Media

Desv.Tip.

Err.Est.

Minimo

Midximo

Tamafio

64,2373

19,7232

1,8157

34

116

118

Diferencias tedricas: Dy, = 0,1252 (p<0,05)
DO,OS = 0,11231 (p<0,1)

Diferencia maxima observada: D, = 0,12236

Como presenta una diferencia mdxima observada mayor que la diferencia tedrica que el
azar explica Dy s, rechazamos la distribucién normal de las concentraciones de selenio en la

poblacién adulta sana. Se considera "aproximadamente normal” (p<0,1) dado que D, < Dy,.

Los elementos traza que son controlados homeostdticamente (203) siguen una distribucién
aproximadamente normal; en aquellos elementos cuya concentracion depende de factores como
las diferencias geograficas (25)(204)(205), composicién de los suelos (4), contenido en aguas y
alimentos (27)(44)(98), forma mineral (208), contaminantes (206)(207), la distribucién se aleja

de la curva gaussiana.

Para poder convertir los datos en una distribucion “normal" realizamos una
transformacion logaritmica mediante la pru Kolmogorov-Smirnov de bon Juste de

la distribucién de 1 0 una curv: i

Realizando dicha transformacidn logaritmica los datos obtenidos se agrupan en las

siguientes clases:
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Clase (lim.inf) (d-x,) Id|/s drea esp. esp* obs. F ™
4} P j. - - T |
1,57 | 1,55 -0,24 1,89 0,4713 | 0,03 3,44 5 1,56
1,62 1,60 -0,19 1,50 0,4332 { 0,04 | 4,57 10 5,43
1,67 1,65 -0,14 1,10 0,3643 | 0,07 | 8,27 13 4,73
1,72 1,70 -0,09 0,71 0,2580 | 0,11 | 12,76 22 9,24
1,77 1,75 -0,04 0,32 0,1300 | 0,16 | 19,20 16 -3,2
1,82 1,80 0,01 0,08 0,0300 | 1,97 | 18,00 16 -2,0
1,87 1,85 0,06 0,47 0,1800 | 0,13 | 15,60 11 -4,6
1,92 1,90 0,11 0,87 0,3100 { 0,08 | 10,15 9 -1,15
1,97 1,95 0,16 1,26 0,3946 | 0,06 | 6,71 4 -2,71
2,02 2,00 0,21 1,65 0,4505 | 0,03 3,44 8 4,56
2,07 2,05 0,26 2,05 0,4798 | 0,02 2,42 2 -0,42
Media = 1,79
Desv. tip.= 0,13
x = 214,54
Ix? = 385,49

Doy = Doirins cosornaas / 1 = 9,24/118 = 0,078

Diferencia méxima tedrica: Dy, = 0,09 (p<0,01)



154 VALORES DEL RANGO DE REFERENCIA

Como la D, es menor que Dy, aceptamos la distribucién normai de la transformacién

logaritmica, con una probabilidad de error menor de 0,01.

Dado que el estudio de los datos estadisticos realizado con el selenio como variable
dependiente presenta una distribucién no gaussiana para las concentraciones originales, los
andlisis estadisticos realizados sobre la muestra, se han hecho aplicando métodos no paramétricos
en lugar de usar la transformacién logaritmica para simplificar los resultados presentados, a

pesar de si ser una distribucién normal dicha transformacion.

Distribucion de las conc.de Se en suero

Frecuencias absolutas

26

20

1§

10

0.+_ m L ]

I ¥ 1 I 1

18 25 35 46 656 65 75 85 95 105 116 125 138
Conc.Se ug/|




155 VALORES DEL RANGO DE REFERENCIA

V.3.- PARTICION EN SUBCLASES SEGUN EL SEXO.

Para comprobar si existen diferencias significativas entre los resultados procedentes de
la poblacién masculina y los de la femenina hemos aplicado €l test de Kruskall-Wallis (202),
dado que hemos considerado los resuitados como no paramétricos. Los resultados obtenidos

fueron:

Sexo ¥ Rango Tamafio
d 3105 48
Q 3916 71

El test se basa en ordenar crecientemente todos los datos, después sumar los rangos

correspondientes a las mujeres (LR, =3916) y a los hombres (XR;=3105), calcular sus medias

YR R
: 3 , calculdndose ademds la media total de los

] y Rd: ]
nmuq'era nhambra

mediantes las férmulas 1_29=

A partir de estos datos, se calcula el valor de H que viene dado por:

H- 1 En,.(f!‘.—ﬁ)2 _ i nQ(IEsa —E)2+nd(ﬁd—ft)2
Now (Noat D12 N )12
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Como hay empates, es decir a veces hay dos concentraciones de selenio iguales que al

ordenarlas crecientemente tendrian el mismo nimero de rango, se calcula el valor de H,qregiaa

mediante la férmula H, ... =H/Factor de Correccién.

i
Factor de Correccién = 1 - 1

(En,-1)En(Tn,+1)
1 1 1

donde T, = tf’ -, siendo t; el ndmero de empates en cada grupo.

Efectuados estos cdlculos se obtiene:
H = 1,8608

H = 2,6249

corregida
Factor correccién = 0,70891
N° de muestras = 2 Tamafio global = 118 Grados de libertad = 1

Esta H, 00 S€ COMpara con un test x* para ver su significacion.

Probabilidad = 0,10521 > 0,05

Las diferencias respecto al sexo no son significativas, pues la probabilidad de error al

rechazar la hipétesis de que son dos grupos iguales es 0,10521 > 0,05.

En los datos procedentes de Nueva Zelanda (6)(23)(27)(209), Grecia (205) y Dinamarca

(210)(211)(212)(213), tampoco se observan diferencias significativas entre los dos grupos; sin



157 VALORES DEL RANGO DE REFERENCIA

embargo en Polonia (39) los hombres tienen mayores concentraciones de selenio en sangre que

las mujeres.

V.4.- INTERVALO DE REFERENCIA.

El intervalo de referencia lo definimos mediante la fraccién que contiene el 0,95 central

(6 el 95 por ciento) de la distribucidn de referencia.

Los limites de referencia estimados son el fractil 0,025 y el 0,975. Estos limites separan

una fraccion de 0,025 (2,5 %) de los valores en cada cola de la distribucion de referencia:

FraCtﬂ 0,975 = 111 lugll

La mediana de la distribucidn (fractil 5 ) es 60 ug/l.

Asumiendo que el intervalo estd hallado en unos valores de referencia obtenidos en un

simple muestreo aleatorio, debemos acompaiiar estos fractiles de un intervalo de confianza (0,95

= 95%).

De esta forma el intervalo de referencia de la concentracién de selenio en suero en la

poblacion adulta espafiola es de 38 ¢4 ug/l @ 111 (49,445 ug/l.
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V.5.- VARIACION DE LA CONCENTRACION DE SELENIO EN SUERO CON

LA EDAD.

Los andlisis de selenio efectuados a los 118 individuos sanos se han agrupado en 6 series,

segiin la edad.

Los resultados encontrados se muestran en la siguiente grafica, en la cual se incluye el

05% de confianza.

CONCENTRACIONES DE SELENIO POR EDADES

Conc.de selenio (pg/l)

120

100 ......----------------.E ....................... ;1.......... ...........é ..... i [N S é ......

”/
20 é % % %

NN

' ¥ Conc. media I
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Hemos comparado las concentraciones de selenio halladas en los distintos grupos de
edades con el fin de establecer si el factor edad establece diferencias significativas entre los
individuos de referencia. Para ello hemos aplicado el test de Kruskall-Wallis. Los resultados

obtenidos fueron:

Edad YRango Tamano
0-19 260.5 5
20-29 2715.5 43
30-39 2669.5 38
40-49 971 15
50-59 228.5 10
60- 176 7

Esta prueba utiliza como pardmetros los siguientes valores calculados:
H = 23,3679
Hcorregido = 3259633

Probabilidad = 3,82-10°

La probabilidad encontrada es de 3,8- 10, muy significativa, por lo que podemos deducir
que la edad provoca unas diferencias significativas (p<0,001) entre las concentraciones de

selenio de la poblacion sana.
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Se observa un aumento progresivo del contenido de selenio en suero hasta los 30-40 afios,
edad a partir de la cual comienza un descenso. Estos resultados concuerdan con los alcanzados

por otros autores (214}(215)(216)(217).

Con el nimero de individuos estudiados en nuestro trabajo no es posible establecer
valores de referencia para cada grupo de edad como seria aconsejable en este caso, ya que

algunos grupos, especialmente los mds extremos tienen tan solo 5 y 7 individuos, por lo que son

claramente insuficientes.






CONCLUSIONES

12.- Se ha puesto a punto un método de andlisis mediante espectrofotometria de absorcidn
atémica con horno de grafito, que permite determinar selenio en suero humano eliminando las
interferencias producidas por otros elementos, principalmente fsforo, presentes en el suero
humano (absorcién de fondo del suero), y evitando las elevadas pérdidas que se originan

frecuentemente por la inestabilidad térmica del selenio.

2% .- Con objeto de disminuir la elevada volatilidad del selenio, y evitar las pérdidas en
el andlisis, se ha empleado una solucidén de nitrato de niquel. Calcinando a 1100 °C, temperatura
idonea a partir de la cual la pérdida de analito es considerable, y atomizando a 2700 °C se
obtienen resultados satisfactorios pero la elevada sefial de fondo no queda anulada y dificulta la

determinacion.

32.- Se ha sustituido el nitrato de niquel como modificador de la matriz por cloruro de
paladio. Los resultados obtenidos calcinando a 1200 °C, manteniendo dicha temperatura 35
segundos, y atomizando a 2700 °C muestran una sefial de fondo apta para el andlisis pero

igualmente indican que se pueden originar pérdidas de selenio si éste se encuentra en diferentes

estados de oxidacién [Se(IV) y Se(ID)].
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4% - Para evitar las pérdidas debidas a los diferentes estados de oxidacion que puede
presentar el selenio en el suero, se ha utilizado como reductor yoduro potasico que no origina
precipitacion de las proteinas séricas. La presencia de KI produce no sélo la reduccién del

selenio sino que también reduce al modificador de paladio originando un seleniuro estable.

5%.- Empleando Triton X100 como diluyente del suero y Antifoam B como
antiespumante, necesario por la presencia del Tritdn, se produce un aumento considerabie de la
sefial de fondo que dificulta la medida, por lo que hemos rechazado su uso. La dilucién del
suero se realiza directamente con la solucidn reductora de Kl en una proporcién 1:3. De esta
forma se precisa tan sélo 100 ul de suero, por lo que el método de andlisis es perfectamente

adaptable a la poblacién pedidtrica o a los enfermos de cuidados intensivos.

6*.- Empleando ¢l método de las adiciones de estdndar se han determinado los rangos
de linealidad de la técnica de anilisis. Los resultados obtenidos muestran que hasta 110 ug/l de
selenio la técnica es lineal si el ensayo se realiza sobre disoluciones acuosas y hasta 90 ug/l si

se efectiia sobre la matriz sérica.

72.- La sensibilidad del método, utilizando una intensidad de corriente de 7 mA para la
lampara, es de 8,57 pg. El limite de deteccién o cantidad minima de selenio que el método de

andlisis puede detectar es 19 pg/l.

8%.- La imprecision entre ensayos realizados en el mismo dfa "intraensayos” es de 0,866

pg/l y entre ensayos realizados en dias diferentes "interensayos” es de 0,913 pg/1. La inexactitud



164 CONCLUSIONES

del método, deducida mediante la recuperacién de cantidades conocidas de selenio, oscila entre

un 2 yunS %.

9%.- Con objeto de poder dar un uso clinico a las concentraciones halladas de selenio en
suero humano hemos establecido los valores de referencia, que son aquellos que corresponden
al conjunto de la poblacion supuestamente sana. .a muestra presenta un total de 118 individuos

comprendidos entre 15 y 65 afios, 49 varones y 71 hembras,

102.- El estudio de los datos estadisticos, realizado con el selenio como variable
dependiente mediante €l test de Kolmogorov-Smirnov, presenta una distribucién no gaussiana
para las concentraciones originales pues la diferencia médxima observada D,,, = 0,12236 es

mayor que la diferencia tedrica que el azar explica Dy = 0,11231.

113 .- Realizada una transformacion logaritmica mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov de bondad de ajuste de la distribucion de log{conc. Se) a una curva gaussiana, con
objeto de poder convertir los datos de las concentraciones de selenio en una distribucién
“normal”, se ha encontrado que la D, = 0,078 es menor que Dy, = 0,09. Por tanto,
aceptamos la distribucién normal de la transformacion logaritmica, con una probabilidad de error

menor de 0,01.

12%.- Los andlisis estadisticos realizados sobre la muestra, se han hecho aplicande
métodos no paramétricos en lugar de usar la transformacidn logaritmica para simplificar los

resultados presentados, a pesar de si ser una distribucién normal dicha transformacion.
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132 .- Aplicado el test de Kruskall-Wallis, dado que se han considerado los resultados
como no paramétricos, para comprobar si existen diferencias significativas entre los resultados
procedentes de la poblacién masculina y los de la femenina, se han obtenido unos resultados que
nos indican que las diferencias respecto al sexo no son significativas, pues la probabilidad de

error al rechazar la hipétesis de que son dos grupos iguales es 0,10521 > 0,05.

142 .- El intervalo de referencia de la concentracién de selenio en suero en la poblacidn
adulta espafiola es de 38 ;449 ug/l a 111 4,y ug/l, considerando como limites de referencia
el fractil 0,025 y el 0,975, que separan una fraccion de 0,025 de los valores en cada cola de la

distribucién de referencia y acompafiando a estos fractiles de un intervalo de confianza del 95%.

15%.- Comparadas las concentraciones de selenio halladas en los distintos grupos de
edades y aplicando el test de Kruskall-Wallis, se encuentra una probabilidad de 3,8-10¢, muy
significativa, por lo que es posible deducir que la edad provoca unas diferencias significativas
(p<0,001) entre las concentraciones de selenio de la poblacion sana. Se observa un aumento
progresivo del contenido de selenio en suero hasta los 30-40 afos, edad a partir de la cual

comienza un descenso.

162.- No ha sido posible establecer valores de referencia para cada grupo de edad como
seria aconsejable, pues el niimero de individuos estudiados en nuestro trabajo no lo ha permitido
ya que algunos grupos, especialmente los mds extremos tienen tan solo 5 y 7 individuos, por lo

que son claramente insuficientes.
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