
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA

DETERMINACION DE SELENIO EN SUERO

POR ESPECTROFOTOMETRíA DE

ABSORCION ATOMICA

Memoria que para aptar al Grado de

Doctor en Farmacia

presenta

M~ VICTORIA SEIJAS MARTÍNEZ-ECHEVARRÍA

Madrid, Junio 1992



FACULTAD DE FARMACIA

QUIMICA INORGANICA Y BIOINORGANICA

Rafael Lozano Fernández, Profesor Titular del Departamento de

Química Inorgánica y Bio¡norgánica de la Facultad de Farmacia de la

Universidad Complutense de Madr¡d,

CERTIFICA: Que Dña. Victoria Seijas Martínez-Echevarría ha realizado

en el Departamento de Química Inorgánica y Bio-

inorgánica de la Facultad de Farmacia de la Universidad

Complutense de Madrid y en el Servicio de Bioquímica

del Hospital Ramón y Cajal de la Seguridad Social de

Madrid, bajo mi dirección, el trabajo que para optar al

grado de Doctor en Farmacia presenta con el título:

DETERMINACION DE SELENIO EN SUERO POR

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

Y para que así conste, firmo el presente certificado.

Madrid, Mayo 1.992



A mispadres,por su continuobuenejemplo.

A Luis,por sermi mejor apoyoy estímulo.



AGRADECIMIENTOS

Al ProfesorRafaelLozanoquedesdecuandome impartía clasesen la Licenciaturay

durantetodo el tiempode estetrabajo ha sabidocontagiarsu interésy entusiasmoy suacertada

visióny entendimientodel campode Investigaciónen QuímicaBioinorgánicay el estudiode los

oligoelementos.Su conocimientoha sidoclaro en todas laspreguntas,críticas y orientaciones.

Tengoqueagradecerlela dedicaciónde suya muycomprometidotiempo,y de unaforma muy

especialsu caráctery simpatíaque hanfacilitado el trabajo.

A AsunciónGil, a quien le debo mi primer interés en la Absorción Atómica. Nunca

olvidaré que sin su empeñodesinteresadonunca hubiesepodido realizar este trabajo en el

HospitíRamóny Cajal.

A M~ TeresaMuñozpor su apoyo.

Asímismoagradezcola comprensióny el estimuloquemehanprestadoentodo momento

los compañerosdel Serviciode BioquímicadelHospitalRamóny Cajal de la SeguridadSocial

de Madrid.



OBJETIVOS . 1



OBJETIVOS

A pesarde habersido descubiertoel selenioen 1817, no es hastael año 1957 cuando

dicho elementosuscitaun gran interés.

Anteriormente,el selenioera consideradoun elementoqueposeíapropiedadestóxicas

en incluso mortalesparala vida animal, sin embargo,a partir de la publicacióndel artículo ‘El

seleniocomoparteintegral del factor 3 contrala degeneraciónnecróticahepática”por Schawrz

y Foltz en el cual informande queunadeterminadadósis de selenioeracapazde prevenir la

degeneraciónnecrótica del hígado, numerososinvestigadorescaracterizandiversos estados

carencialesde selenio en el hombre, tanto de origen nutricional como patológico, y la

implicacióncomofactorde riesgoen el desarrollode cánceres,de afectacionescardiovasculares

y de diversasenfermedadesdegenerativas.

Esta importanciaquepresentael selenioen la vida humana,implica necesariamenteel

poderdisponerde algún métodoquepermitaanalizarlocon granexactitud.

Son muchos los métodos descritos para la determinaciónde selenio en materiales

biológicos y que permiten alcanzar los bajos niveles de selenio en suero o en sangre, con

excelenteslímites de detección.
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De todos ellos, el quepresentamayoresgarantíasde exactitudy precisiónes el análisis

de activaciónde neutrones,peroqueno espracticableen un laboratorioclínico por precisarun

reactornuclear.

Otros de los métodospublicados para el análisis de selenio en material biológico

requieren una digestión ácida del material orgánico, seguidapor fluorometría o absorción

atómicacon generaciónde hidruros,para las cualesson necesariasgrandescantidadesde suero

poco practicablesen la bioquímica clínica rutinaria y, desde luego, inapropiadaspara las

determinacionesprocedentesde poblacionespediátricas.

Una de las técnicasanalíticasque más augeha tenido en los laboratoriosde análisis

clínicos en los últimos añoses la espectrofotometríade absorciónatómica.Sin embargo,los

reducidosniveles de selenioen suerohumanoseencuentranmuy por debajodel rangoanalítico

de la espectrofotometríade absorciónatómicaen llama,cuyo límite de detecciónesde aproxima-

damente0, 5 ng/ml en solución.

Respectoa los métodos electrotérmicosde determinaciónde selenio en suero con

espectrofotometríade absorciónatómica,entrelos cualesestá la técnicadel horno de grafito,

se puedenencontrarpublicacionescontradictoriasy confusas,probablementemás que para

ningún otro elementoquímico.

La técnicade espectrofotometríade absorciónatómica en horno de grailto wnsigue

descenderlos límites de detecciónal rangode partespor billón (p. p. b.) con una insirumen-
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tación relativamentesimple y sin los esfuerzosy pérdidasde tiempoqueconllevanlas técnicas

de extracciónprevia.

Por todo ello, uno de los objetivos quese han marcadoen estatesis doctoralha sido el

de ponera punto una metodologíaquepermitadeterminarel contenidode selenioen suero o

sangre,medianteespectrofotometríade absorciónatómicaen horno de grafito, y queconduzca

a la obtenciónde unosresultadosprecisosy repetitivos.

Una vez puestaa puntola metodologíaanalíticanecesariay obtenidoslos resultados,y

en consecuenciahaberselogrado nuestroprimer objetivo, y con el fin de poderdar un uso

clínico a las concentracioneshalladasde selenioen suero humano, segundoobjetivo de la

presentetesis doctoral, se han debido establecerprimero los valoresde referenciaentreuna

poblaciónsupuestamentesana.

Sin embargo,la saludno es unacondiciónbien definida, las fronterasentrela salud y

la enfermedadson difusas,especialmenteen el envejecimiento.

Paraseleccionarunamuestrade la poblaciónde referenciahemosseguidolos criterios

del Comité de Expertosde la FederaciónInternacionalde QuímicaClínica.

Losindividuosdereferenciaseleccionadosprovienendel ServiciodeMedicinaPreventiva

del Hospital Ramóny Cajal.
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Se han descartadotodos aquellos individuos que sufren enfermedadessistémicaso

alteraciones fisiopatológicascomo la insuficiencia renal, enfermedadcardíacacongestiva,

enfermedadcrónicarespiratoria,enfermedadhepáticao síndromesmalabsortivos.en entrevista.

Otros criterios de exclusiónhan sido la obesidad,hipertensióny el alcoholismo.



PARTE GENERAL 1



PARTE GENERAL

L - IMPORTANCIANUTRICIONALDEL SELENIO

1.1.- INTRODUCCION

Descubiertoen 1817por Berzelius,el seleniohasidoconsideradodurantemuchotiempo

comoun elementocarentede todapropiedadbiológica. Es en 1957cuandoSchwarzy Foltz (1)

establecensu papel esencialen la nutrición animal, y en 1973 Rotruck lo identifica como el

centroactivodel enzimaglutationperoxidasade los mamíferos(2). A partir de estemomento,

el elementono dejade suscitarun vivo interésentre los científicosque caracterizandiversos

estadosde deficienciahumanaen selenio, de origen nutricionalo patológico, y la implicación

como factor de riesgo en el desarrollode cánceres,de afectacionescardiovascularesy de

diversasenfermedadesdegenerativas.

AlgunospaísescomoFinlandia(3>, China (4)(5) y NuevaZelanda(6) decidieronaportar

suplementosde selenioa la poblacióncomoprofiláctico, y surgióla necesidadurgentedereunir

de forma críticay exhaustivatodala informaciónsobrelas implicacionesprobadaso potenciales

del selenioen nutrición y en medicina humana.
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1.2.- IMPLICACIONES PROGRESIVASDEL SELENIO EN BIOLOGIA

Antes de 1957, el selenioeraconsideradoun elementoqueposeíapropiedadestóxicas.

Varios autores lo identificaron como el responsablede intoxicacionesagudaso crónicas

mortalesparalos animalesquepastabanen zonasconconcentracionesparticularmenteelevadas

de selenioen los forrajes.La forma agudade intoxicaciónfuedescritaen animalesqueingerían

selenio en cantidad de 50 gglg. Los síntomasson: hipersudación,taquicardia, hipertermia

,

cólicos y diarreas,caídade las crines y de la colay lesionesen la córneaque puedencausar

ceguera.

La forma crónicao “enfermedadalcalina”(se le atribuyó a la alcalinidadde las aguas)

resultadel consumode dosismásmoderadasde selenio(10 - 30 ¡zg/g). Se traduceen el ganado

ovino y bovino por : piel rugosa, lasitud, hipertrofia del hígado, del knzQ, del páncreas

,

inflamaciónde los vasoslinfáticos, anemia,hiperbilirrubinemiay leucopenia

.

Es en 1957 cuandoSchwarzy Folz (1) publican su famosoarticulo: “El seleniocomo

parteintegraldel factor 3 contrala degeneraciónnecróticahepática”.Estudiandola etiologíade

una enfermedadde carencianutricional, descubrieronqueel selenioerade hecho el llamado

factor 3, el cual, asociadoa la vitaminaE y a los aminoácidosazufrados,eracapazde prevenir

la degeneraciónnecróticadel hígado.

Se puedeasegurarunaproteccióntotal de todos los animalescon la administraciónoral

de0, 0133mg de selenitode sodiopentahidratadopor 100 mg dealimento(dehecho(1. 04 iíg/g
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de alimento). Estadosises 100 vecesmenor que la dosistóxica crónicasituadaentre3-4 ppm

de selenio. En ciertos casosla vitamina E se revela eficaz (7) pero a una dosis 500 veces

superiora las de selenio (8). Lo mismo sucedepara la L-c¡stina, pero a dosis25. 000 veces

superior (9).

El descubrimientode Schwarz y Foltz supuso una revolución en la profilaxis y el

tratamientode un cierto número de afeccionesanimales relacionadascon la deficiencia de

vitamina E (10). La importanciaeconómicade estos descubrimientoses considerable.En un

primerplano de estasafectacionesse sitúan las distrofiasmuscularesdejóvenesrumiantes,de

caballos,decerdos,asícomocardiomiopatías.Seencuentranigualmentelesioneshepáticasen

el cerdo, pancreáticase intestinales(11), asícomo el edemaexudativo.

En 1966 estudiosveterinariosinformandequeun 50 -80% de las vacasfrancesassufrían

el “síndromede la miopatía” queafectaprincipalmentea los músculosde la región lumbar.

La responsabilidaddel selenioquedóclaramenteestablecidapor Klaus Schwarzen 1973

(12). Se establecióqueunaalimentaciónequilibradaen vitamina E, con un mínimo de 1 ,¿glg

de selenioessuficienteparaevitar la apariciónde la enfermedad.

Por el momento,la incorporaciónde selenioa los forrajesestáprohibido, el elemento

figura en la tabla de sustanciastóxicas. Sin embargo,la inyección de 3 mg de seleniocomo

selenito sódico a las vacas jovenes,asociadoa 250 mg de a-tocoferol, aporta una buena

protección.
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Durantetodo esteperíodo,el modoexactode acciónno eraconocido.Por analogíacon

la vitamina E se estimabasu papel como antioxidante,particularmenteen la peroxidación

lipídica. En 1973 Rotrucky cols. (2) demuestranla presenciade selenioen el centroactivodel

enzimaglutation peroxidasade los mamíferos,interviniendoen el metabolismodel peróxido

de hidrógenoy de los peróxidoslipídicos (10)(13fl14).

Posterioresestudiossobrela estructura,síntesisy funciónde la glutatiónperoxidasahan

sido publicados por Sunde y Hoekstra (15). Este descubrimientoclarifica las relaciones

metabólicas(16) entreel selenio y la vitamina E : el elementoasegurala destrucciónde los

peróxidosqueno puedenser prevenidospor la vitaminaE (17), demostrándoseasísu actuación

sinérgicaen la quimioprevencióndel cáncer(18).

Un informe publicadoen 1973 por el Comité de expertosde la OMS señalaque~i

selenioesun oli2oelementoesencialciue no nuedeser reemniazadopor otros nutrientes.la

vitaminaE por ejemplo~

A partir de estemomentoel seleniodespiertaun vivo interésen la alimentaciónhumana.

1.3.- NECESIDADES Y APORTES DE SELENIO EN HUMANOS

.

En los alimentos, el selenio se encuentrapresente exclusivamenteen forma de

compuestosorgánicos (fundamentalmente selenometionina,selenocisteinay selenocistina).La
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cantidad de selenio que se consume es función de la concentracióny de la disponibilidad

biológicadel elementoen suelo. Muchasregionesdel mundoproducenalimentosquecontienen

cantidadesdel elementoperfectamenteadecuadaspara satisfacerlas necesidadesde los animales

y del hombre (19), pero otras regionesproducen nutrientescuyo contenido en selenio es

insuficiente para la prevención de síntomas de deficiencia (inferior a 0, 1 gg/g). Estas

regiones incluyen ciertaszonasde EstadosUnidos (20), Finlandia(21), Noruega(22), Nueva

Zelanda(6)(23) y algunasprovinciasde la RepúblicaPopularChina (24)(25)(26)(zonasque

sufren la enfermedadde Keshan).

En muchospaisesdel mundo, la nutrición de los animaleslleva aportesde selenitoo

selenatosódico(27)(28) que implican un aumentomínimoen el aportenutricional humano.

En las regiones dondeel seleniodel suelo no sobrepasaen mucho la concentración

mínima,o espocodisponible,el contenidoen seleniode los alimentosva generalmentea la par

con su riquezaen proteínas.

Los granos y los productos cereales son particularmentericos en selenio, pero

solamenteen ciertasregiones.Algunos autoresdanunarelacióndirectaentre la concentración

en seleniode los cerealesy la concentraciónsanguíneamediaen los consumidoresde estos

productos(29).

De una forma generallas carnes,pescadosy los mariscos,así comolas nuecesy los

huevos,son muy buenasfuentesde selenio. Por el contrario, las frutas y las legumbres(salvo
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los champiñonesy los ajos), la lechey los productoslácteos(salvociertosquesos),las materias

grasay las aguasde bebidason fuentesmuy pobres(30).

En lo queconciernea lascarnes,los contenidosvaríanentre0, 10 y 0, 30 Mg’g, según

las publicaciones.En los animalesque son convenientementeaprovisionadosde selenio, sus

proteínaspresentanaproximadamentel~g/g.

La lechedevacasólo aporta0. 02 pg de seleniopor litro (31).

Los pescadosy mariscostienen un contenidoen seleniosignificativo desdeel punto de

vistaalimentario;sin embargo,la disponibilidadbiológicadel elemento(20a 50%) eslimitante,

y varia en función de la unión al mercurio y otros metalespesados.

Contrariamente,la disponibilidaddel selenioen los cereales,la cervezay la mayor

partede los productosvegetaleses elevada(85 a 100%).

El contenidode selenioesparticularmenteelevadoen el ajoy la cebolla(0, 5 a 3 pg/g),

los champiñones(1, 5 a 2 $g/g),las colesy los frutos secos(32). Estosdiversosfactoresdan

origen a importantesvariacionesen la cantidadde selenioconsumidapor los hombresen las

distintas regionesdel mundo.

Estasdiferenciassereflejandirectamenteen las tasassanguíneasde los individuos,como

refleja la tabla siguiente.
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TABLA DE CONCENTRACIONESSERICAS

EN LAS DIFERENTESREGIONESDEL MUNDO:

PAISES REF. BIBLIO. CONC. Se jtg/l n

China 4,5,33,34 <20 -

NuevaZelanda 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 30

Japón 38 151 + 34 NO

Polonia 39 78 ¡99

E.E.U.U. 20 60-220

Las necesidadesde selenioen humanosahorason relativamenteconocidas.En ¡980, el

“ConsejoNacionalde Investigaciónde E. E. U. U. parala Comiday la Nutrición pubhcólas

recomendacionesconcernientesal aporteóptimo (inofensivoy adecuado)de selenio.

13
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TABLA DE APORTESDIARIOS OPTIMOS DE SELENIO

EDAD (AÑOS) APORTE OPTIMO sg/día

Niños jóvenes 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 trabajopublicadopor Levander(40) demuestraquelos norteamericanosnecesitanuna

dosisdiaria de 1 ~g de Se por kilo de pesocorporal paramantenerconstantesu “balancede

selenio”(enhombresunos75 ~±g;en mujeresunos57 sg). Las necesidadeshumanasde selenio

marchanparalelasa la masacorporal media. Sin embargo,hay marcadoscontrastescon los

consumoshabitualesde las regionespobresen selenio(por ejemplolos 24 ~g de las mujeres

neozelandesas)(6M41)(42) lo cual sugiereque la necesidadhumanade seleniodependede la

ingestaanteriordel elemento.

14
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La necesidadhumanamínima de selenio, necesariaparaevitar las manifestacionesde

deficiencia,se debenestudiaren las personasqueviven en regionesselenoprivadas,como la

población neozelandesa,que consumede 28 a 32 ~g de Se por día, y no presentasignos

clínicos de deficiencia(43).

Se puedeestablecerque la necesidadmínimaen estepaísesde 20 sg/día.

En China (24)(25)(26), la enfermedadde Keshan(enfermedadcuya etiología es la

deficienciade selenio)no aparecesi el aportealimentariomedio essuperiora 30 ~g por día.

Los conocimientosson másnumerososen lo queconcierneal aportealimentarioen paises

europeos,en los queseestimauna ingestade 50 a 60 ~g por día.

Estos valores deben ser transpiantablesa España, que, pese a tener un régimen

ajimentariodistinto, en unaprimeraestimación,no estáexpuestaa unacarenciade selenio.

Estaafirmacióndebeserreexaminadaa la luz de los resultadosde lasinvestigacionesde

diversosfactoresqueestudienel “estadoselénico” (8), queseránmás sensiblesa una evidencia

de déficit marginal.

Uno de estosparámetrosestudiadosdebeser, segúnla bibliografía la actividadde la

glutation peroxidasaplaquetaria,despuésde un aportesuplementariode selenio(13)(44)(45).
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1.4.- METABOLISMO DEL SELENIO

La mayor partede las formasalimentariasde selenio(aminoácidosselénicosy selenio

inorgánicode los complementosnutricionales),son eficazmenteabsorbidosa nivel duodenal

y enel íleon anterior(46). Estaconstataciónsugierequelos seresvivos no poseenmecanismo

regulador de la absorción.El selenito (11) no es distinguido del sulfito por los sistemas

biológicos. El selenatoy el sulfatopodríanentreellos entraren competiciónen la absorción.

Existeunacompeticiónsemejanteparael transportedela metioninay de susanálogosselénicos

(transporteactivo).

En los animalesmonogástricos,comolos hombres,la absorciónde la selenometionina

esgeneralmentemáselevadaquela del selenito (80% frenteal 50%). En estosdemuestranque

la absorción entérica del selenito está influenciadapor las concentracionesalimentariasde

vitaminaA, E y C (47). El selenito,comola selenocisteina,no siguetransporteactivo, y su

absorciónno estáinhibida por análogosazufrados(23).

El selenioabsorbidoes rápidamentecaptadopor el hígadoy los eritrocitosy retornaal

plasmacomoforma metabolizada(12).

En el plasma,el selenioestá unido a proteínasplasmáticasno específicas:no se han

descritopor ahoraportadorespropios (albúmina,globulinas, lipoproteinas).Sólo una pequeña

fracción del selenioplasmáticose encuentraen forma de glutation peroxidasa(1 - 2 %)

(6)(20)(4$.



‘7 IMPORTANCIANUTRICIONALDEL SELENIO

El contenidototal de selenioen el cuerpohumanose ha estimadoentre13 y 20 mg para

los americanosy entre4 y 10 mg paralos neozelandeses.

El metabolismodel selenioseoperaen el organismopor reducción:estoconstituyeuna

diferenciaimportanteconrespectoal azufre,dadoquesuscompuestostiendenaestaroxidados.

El metabolismohaceintervenir reaccionesenzimáticasy no enzimáticasutilizandoel glutation

reducido:

5e04
2 + ATP sulfurilasa y Me2~ Adenosina5’selenofosfato+ PP~

Adenosina5’selenofosfaro GSH GSSeO
3 -. SeO3+ GSH

H2SeO3+ 4 GSH -~ (3SSeSG+ GSSG + 3 H20

GSSeSG+ 2 NADPH GSH reductasa 2 NADP + GSH + GSSeH

GSSeH + 2 NADPH (35H reductasa 2 NADP + GSH + H2Se

El seleniurode hidrógenoproducidoen la reacción, lo mismo que los intermediarios

de tipo selenopersulfuro(R-S-Se-S-R)o seleniodiglutation( G-S-Se-S-G),seencuentrancomo

basede los compuestosselénicosbiológicamentesactivos. La síntesisde aminoácidosselénicos

a partir de selenitoo selenatoalimentarioparecepoco probable.

Ciertosautoresseinclinanmáshaciaunaincorporaciónpost-transduccionaldeseleniuros

en los residuosde aminoácidosazufradosdejándolosunidosa las proteínas.(49)

La selenocisteinaes la forma máscorrientede presentarseel selenioen las proteínasde

actividadenzimática(glutationperoxidasay proteínasbacterianas).



18 iMPORTANCIANUTRICIONALDEL SELENIO

La selenometioninaes una forma importante de selenio alimentario, sobre la base

metabólicade la metionina.Puedesustituira esteaminoácidoen las proteínas.

La excreciónde selenioserealizacomoseleniuro.Por metilación,vía metiltransferasas

dandocompuestostipo ion trimetilselenonio( Se(CH3)~ ) y dimetilseleniuro( Se(CH3)2).Se

conviertepor tant.oen unaimportantevía de destoxificación,el seleniuroes mástóxico quelos

derivadosmetilados.

El trimetilselenonio,muy soluble, seelimina por víasfecalesy urinarias,que son las

principalesvíasde eliminación, mientrasqueel dimetilseleniuro,queesunasustanciavolátil,

con olor a ajo, seelimina por los pulmones.

Cuandoel aportealimentariono esexagerado,la excreciónurinariarepresentael 55 al

60 % del total; la excreciónpor el sudorel 5 %, y por los pulmonesmenosdel 1 %. Desde

el punto de vista homeostáticola eliminación por vía urinaria pareceintervenir de manera

significativa(5O)(51)(52).

1.5.- TOXICIDAD DEL SELENIO

La toxicidaddel selenioestáparticularmentebiendocumentadaen los animales,en parte

por los síndromestóxicosantesdescritos(la enfermedadalcalina,ceguera,. . . ) y deotra parte

por la puestaa punto de especialidadesfarmacéuticasde uso terapéuticoy profiláctico en la
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medicinaveterinaria.Las necesidadesde los animalesson de 0, 1 a 0, 2 ~g/gde materiaseca

alimentaria.El límite de toleranciase fija entre2 y 5 ~g/g, situándoseel nivel tóxico entre7

y 15 ng/día.

Estosvaloresdependende la vía de administracióny de la forma química,de la edaddel

animal.

En el hombre,se han descritointoxicacionesprofesionales,asícomo intoxicaciones

medicamentosas(seha usadoel sulfuro de seleniocomoantimicótico y antiseborreico).

Los problemasclínicosson variables:dermatitis,alergiasurticarias,edemapulmonarcon

el hidrurode selenio,y sintomatologíacardiaca,hepáticay gastrointestinalen cienoscasos.Las

cariesdentalesson tambiénhallazgosfrecuentesen habitantesde zonasseleníferas(20).

El tratamientode las intoxicacionessebasaen el aportede metionina,devitaminaE, de

sulfato y de arseniato.

Los síntomasde seleniosiscrónicaen el hombreaparecencuandolas concentraciones

se selenioen los alimentos son de 10 a 200 vecesmás elevadasque las normales. (53)(54)

(20)(SS).

Una ingestade 500 ~gde seleniopor díapuedefijarsecomomáximo aceptablepara la

protecciónde la saludhumana.



20 IMPORTANCIANUTRICIONALDEL SELENIO

En humanosla DL SO por vía oral seestimaentre0, 5 y 1 g en forma de selenitoo de

selenatode sodio.

1.6.- PAPEL ESENCIAL DEL SELENIO

Aunquela esencialidaddel selenioparaanimalesquedóestablecidaen 1957por Schwarz

y FoIz, en los hombrestuvo queesperarsea 1979 paraque sedemostrarasu necesidadvital.

En este año, los investigadoreschinosinformarondel efectoprofiláctico del Se en la

enfermedaddeKeshan(24)(26).Sepresentacomounacardiomionatíacongestivacondesenlace

fatal por la insuficiencia cardíaca, el aumentode tamaño del corazón, la arritmia y las

modificacioneselectrocardiográficas.Afectaprincipalmenteaniños y a lasmujeresjóvenesque

viven en ciertasregionesde China (bien delimitadasgeográficamente).Descubrieronque los

valoresde selenioestabandisminuidosen todos los pacientes.Esosinvestigadoresconsiguieron

prevenir totalmentela enfermedaden los niños dandocomprimidosde selenito sódico en una

dosisde 150 a 300 ~g de seleniopor semana.Aunquela carenciade selenioexplicanumerosas

manifestacionesde la enfermedad,hay otros factores igualmenteimplicados, comoel posible

déficit de yoduros. (23)

Otros investigadoreschinos han establecidouna relación causal entre la carenciade

selenioy otra enfermedadendémica,la enfermedadde Kashin-Beckcaracterizadapor una

necrosisdel cartílagoy unadistrofia del músculoesquelético.
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Una segundaevidenciadel papel esencialdel elementoen el hombrese describiópor

primeravez en 1981, pacientescon nutrición parenterala muy largo plazo (56).

Dado el contenido insignificante de selenio en las nutriciones artificiales de uso

intravenoso,aparecennumerosossíntomasquerespondena unaingestasuplementariade selenio:

el malestarmuscular (53)(57) que se manifiestaa los 30 díasde alimentaciónparenteral la

cardiomionatiacon~estiva<58) y su desenlacefatal

.

Hastael momentoactual se han descritosietecasosde muertesen el mundooccidental

por déficit de selenioen la nutrición parenteral(59)(60)(61)(62)(63)(64)(65).Cadadía son más

numerososlos signosdescritosde deficienciade selenioen humanos(66ft67).

1.7.- FUNCIONESBIOLOGICAS DEL SELENIO

1- Constituciónde enzimas.

2- Interaccióncon diversosmetales.

3- Intervenciónen el metabolismohepáticode xenobióticos.

4- Intervenciónen la espermatogénesis.

5- Otros derivadosselénicosbiológicamenteactivos.

La mayoría de las enzimas selénicashan sido descritasen• las bacterias ( fórmico

deshidrogenasa,glicina reductasa,xantino deshidrogenasa,ácido nicotínicohidroxilasa, tiolasa)
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SELENOENZIMA
GLUTATION PEROXIDASA

Esquemade unasubunidad
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En los mamíferos, la enzima conocidaes la glutation peroxidasa,que cataliza la

reducción del peróxido de hidrógeno por el glutation y así protegea los eritrocitos de la

oxidaciónde la hemoglobinay la hemólisisconsecuente.

Rotrucken 1973 (2) descubrióqueconteníaseleniocomoelementoesencial.

Posterioresestudiosrealizadospor Sundey Hoekstra(15) han mostradoquela glutation

peroxidasaposee4 subunidadesidénticas,y cadauna de ellascontieneun átomode selenio.El

átomo de selenioocupael centroactivo del enzimaen forma de selenocisteina.

En el hombreexisteunaelevadaactividaden el hígadoy en los eritrocitos.(7fl10)(14).

El enzimatoma parte del equipo celular comprendidopor la catalasa,la ‘suocróxido

dismutasay el a-tocoferol (9)(1O)(68).

En una deficiencia de selenio la actividad glutation peroxidasaestá disminuidaen

numerosostejidos.

La subsistenciadederivadosoxigenadostóxicosen la célula, causadañoscaracterísticos:

peroxidaciónde los lípidosde membranay otros compuestossensiblesa la peroxidación.La

mayoría de las manifestacionesclínicas de la deficiencia de selenio se explican por los

fenómenosde : hemólisis,necrosishepática,degeneracióndel páncreas,las cataratasy la

modificaciónde la resnuestaininunitariae inflamatoria

.
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1. 8. - EL SELENIO EN LAS ENFERMEDADESHUMANAS

L 8.A.- LOSDESORDENESMUSCULARES

La enfermedad de Keshan es la primera afectación muscular en la que la

responsabilidadde una carenciade Se de origen alimentarioha sidodemostradade una manera

definitiva.

Diversos casosde cardiomionatíacongestivaatribuiblesa unacarenciadel elementose

han ido describiendocon posterioridad.

Las investigacionessobreel papel del selenioen la etiologíadecardiomiopatíashumanas

ofrecenresultadosdiscordantes.

Oster y cols. (58) han observadouna correlación positiva entre la concentraciónde

selenioen suero y la fracciónde eyecciónventricularderecha.

En los pacientesquesufreninfarto agudode miocardio,estosmismosautoresobservan

valoresmuybajosde selenioen sangre.Estocoincideconlos datosde Salonen(69) queafirma

que las personascon un selenioen sangreinferior a45 ~ig/ltieneun riesgo2, 9 vecessuperior

de sufrir unaenfermedadde la arteriascoronarias.Estasmismasconclusionesson obtenidaspor

Moore (70) y por Aro (71).
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Por e] contrarioJa Dra. Robinson(6) asícomo Ikran (72) señalanque NuevaZelanda,

que tieneun ambientepobre en selenio, y cuyos sushabitantespresentanbajas tasasde selenio

en suero,no presentaun patrónde incidenciade enfermedadescardiovascularesdiferenteal que

existe en Europao en EstadosUnidos.

ParaNéve(73)(74)la deficienciadeselenioimplica defectoscardiovascularesno sólopor

protegerel endotelio,sino tambiénpor interveniren la síntesisde ácido araquidónico.Johnson

publicó uno de los casosde muertepor cardiomiopatía(59) tras recibir alimentaciónparenteral

prolongada.

En la misma línea se incluye

cardiomiopatíasen poblacióndeficitaria

Otros investigaciones,como las

establecentambiénel carácterde factor

niveles bajosde selenioen suero.

el estudio de Ringstod (75) sobre la incidencia de

de selenio.

de Kok (76), Nan (77), Bukkens (78) y Schaffer (79)

de riesgoparala cardiomiopatíaparala poblacióncon

También demuestran(8O)<SI) que las personasquepadecieronun infarto de miocardio

teníanmenoresconcentracionesde selenio.

La distrofia miotónicaesotrodesordenmuscularmuy característicoquepuedeser tratada

con selenio,en asociacióncon vitamina E. También se ha observadoun cierto éxito en el

tratamientode la Distrofia musculartino Duchenne(82).
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1.8.B. - LOSDESORDENESSANGUíNEOS

La deficienciade seleniopuedejugar un cierto papel en la patogénesisde la anemia

hemolíticaen cierto tipo de niños con desnutricióncalórico-proteica.

1.8.Ci- LAS ENFERMEDADESNEUROLOGICASDEGENERA7’IVAS

.

La administración de selenio (al mismo tiempo que vitamina E, B6 y B12 ) permite

mejorar cienos síntomasde la lipofucsinosisceroideneuronal.

La trisomía21 (mongolismoo Síndromede Down) estátambiénasociadaa un proceso

oxidativo quecausaun envejecimientocrecientey unademenciacondegeneracióncerebral.La

acciónoxidativa se explica por la generaciónagudade peróxido de hidrógenoen las células

debidoa un aumentode la actividadde la superóxidodismutasaqueestáportadagenéticamente

por el cromosoma21.

Un aportemarginalde seleniolimita su actividad(83)(84).

Paraexplicarel procesodel envejecimientomuchosautoreshanemitido hipótesissobre

unageneraciónaumentadade radicaleslibres (85). El recursodel selenioy otros antioxidantes

es tentador.
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En las enfermedadespsiquiátricasse ha tratadode buscaruna relaciónentrela depresión

neuróticay el déficit de seleniosin que los resultadossean muy claros por ahora(37)(86).

L8.D.- LOSDESORDENESDIGESTIVOS

Los pacientesquesufrenmalabsorciónde etiologíasdiversaspresentangeneralmenteun

déficit de selenio.

En la fibrosis quistica,la malabsorciónesdebidaa un déficit de la secreciónpancreática

y biliar y entrañauna carenciamarginal en selenio. (37)(87).

La enfennedadceliacay la enfermedadde Crolin tambiéninfluyen de forma negativa

en el balancede selenio.

De las enfermedadeshepáticastiene panicularinterésla cirrosis, en la queel balance

de selenioespoco adecuado(88).

El aumentode la lipoperoxidaciónhepáticaqueresultacontribuyeal agravamientode la

enfermedad(19)(21).

En la cirrosis biliar primaria se repite estamismasituación(89).
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Existe una posible correlación entre el selenio y las proteínasde síntesis hepática

(albúmina,transferrina,etc...)(90).

La

producción

(37)(91).

mgesta de alcohol (etilismo crónico) agrava el fenómenopor aumento de la

de peróxidos e inducción de una depleción de glutation reductor en las células

1.8.E. - LOSDESEOUILIBRIOSALIMENTARIOS

Los prematurosy los neonatosson un grupodepoblaciónexpuestaacarenciasdiversas

en selenioen razón de la pobrezade esteelementoen los alimentosqueconsumen(leche en

polvo, fórmulaspreparadas(31)(56),alimentaciónparenteral(92).

En lo queconcierneal selenio, seaconsejala alimentaciónmaternalde los neonatos

segúnel informe de la OMS (93).

Un aporte suplementariode selenioa las madreslactantesmejora ostensiblementeel

“status selénico” de sushijos (94)(95)

Los niños tratados por enfermedadesmetabólicas como la fenilcetonuria y la

enfermedaddeljarabedearceson sometidosa regímenesexcluyentesde proteínashabituales,

reciben mezclaspobresen selenio,por lo que su estadoselénicopuedeestardeprimido. (96).
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L8.F.- EL CANCER

Paradójicamenteel selenioha sidoconsideradodurantemuchotiempocomoun elemento

capazde inducir cáncer.

De 1960 a 1970 se operó un cambio en la manerade pensarde los investigadores,

paralelamentea la puestaen evidenciade su carácteresencial.

Lasprimerasindicacionesa partir de Schrauzer(97)(98) quemostraronqueel contenido

de selenioen el suelo, los alimentosy la sangrehumanaestabaninversamentecorrelacionados

con la tasade mortalidaddebidaal cáncer.

En investigaciónanimal estos autoresdemostraronlas fuertes relacionesentreel cáncer

de mamay unadieta carentede selenio.

Estosestudiosfueronampliamentediscutidospor haberserealizadoen animales.

En el año 1981 aparecieronnumerosos

la incidencia de diversos tumores animales

espontáneosreducela incidenciaentreun 10 y

virus (99) o químicamentecondimetilhidrazina

y ademásdemuestranuna disminución de la

trasplantadoen rata (98)(102)(103)(104)(1O5).

estudiosquedemostrabanque sepodíareducir

mediante un aporte de selenio: los que son

un 45, en la ratael tumor de mamainducidopor

(100)(1O1)son casi totalmenteprevenidos(88%)

velocidad de crecimiento del tumor mamario
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En el hombre,se ha comprobadodespuésde años, que los pacientescon cáncerhabían

tenido concentracionessanguíneasde selenioinferioresa las normales;sin embargoes delicado

afirmar que tasaspobresde selenioseanla causade la enfermedad.

Existenestudiosprospectivosepidemiológicosmuchomásedificantespublicadosapartir

de 1987, presentanel hecho de que tasa sanwíneasde selenio en cantidadesbiológicas

elevadasprevienenel diagnósticodel cáncer

.

El primerestudiofue publicadoen 1987por Willet (106) en la Universidadde Harvard,

EEUU, comenzóen 1973 sobre 10940 sujetoscon aparentebuena salud procedentesde 14

regionesde los EEUU. La sangrese guardócongelada.Durantecinco añosaparecieron1 11

casosde cáncer. El análisisde selenioen suero de los pacientescomparadoscon los queno

desarrollaroncáncerpareciódemostrarquede unaforma generalexisteunaasociaciónentrelas

concentracionessanguíneasde selenioy el riesgode cáncer.

Esta asociación entre bajo contenido de selenio en sangre y riesgo de cáncer es

particularmentesignificativaparaciertoscánceres(107). Parececlara la relacióncon el cáncer

de cuello (54), eL cáncerde mamaen mujeres(108), el cáncerde colon (109), el de páncreas

(110), el de cavidadoral (111), la leucemiano linfocíticaaguda(112) y el de tiroides (113).

Otrosestudiosepidemiológicoscomoel de Salonende 1984 (114) sobre 8113 personas,

el de Clark (115) y el de Virtamo (116) demuestranqueconcentracionesde selenioinferiores

a 35 Mg’1 estánasociadasa un riesgo relativo de cáncerde 3. 0.
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Segúnciertosautores,la cantidadde seleniohabitualmenteconseguidapor la alimentación

es insuficienteen la profilaxis nutricional del cáncer(117)(l18).

La acción de prevención del selenio se debe a su poder antioxidante, su acción

potenciadala de la vitaminaE (18)<119)(120).

Sin embargohacefalta todavíaalgúnestudioserio quedemuestrecientíficamenteque la

ingestasuplementariade seleniotengaun efecto protectorfrente al cáncer.

L 8.6.- EL SELENIOENLIS AFECCIONESREUMAT1CI4S

Las concentracioneselevadasde productosde peroxidaciónque se encuentranen el

líquido sinovial de pacientesconartritis reumatoideparecenestarrelacionadascon lapatogénesis

de estasafeccionesreumáticas.El carácterantioxidantedel selenioexplicala correlaciónque

algunosautoresencuentranentreel numerode articulacionesafectadasy las tasasde selenioen

sangre(121)(122),pesea queno sehanencontradoefectosterapéuticasen el aportede selenio.

I.8.H.- OTRASENFERMEDADES

En los últimos años, 1990, se han publicado diversostrabajosqueencuentranniveles

reducidosde selenioen sueroen pacientescon ASMA (123), así comoen el ACNE (124).
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Otra línea de investigaciónimportantees la referentea la alteracióndel nivel de selenio

en pacientessometidosa hemodiálisis(125) en los que la concentraciónde selenioestá muy

reducidacomparándolacon los controles(126), estudiándoselas diferenciasentrelos pacientes

hemodializadoscon y sin cáncer(127), parececlaro que en la insuficiencia renalcrónica casi

todos los elementostraza se encuentranalterados(51), así comoesposiblesu correccióncon

aportesextras(125).

Ortos autores están estudiandola influencia del aporte de selenio a las mujeres

GESTANTES dadoque sus niveles suelenser reducidos<95)(128)(129)de estaforma parece

disminuir algunos problemas que se presentanen neonatos hijos de madres con baja

concentraciónde selenioen sangre(28)<31)(92).

En lasenfermedadesINFECCIOSASel seleniocomootroselementostraza(cobre,zinc,

hierro...) se encuentra modificado, en el caso del selenio hay una disminución de su

concentración(128)(130).

1.9.- EL SELENIO EN LA TERAPEUTICA Y PROFILAXIS NUTRICIONAL

Los compuestosselénicoshansido relativamentepocoutilizadosenla terapéuticahumana

hastalos últimos años. El sulfurode seleniose usóen el tratamientode la ptiriasis versicolor

y de la seborreadel cabello.También se conocesu actividadcontrala blefaritisescamosacomo

ungiiento oftálmico.
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En el tratamientode las enfermedadescarencialeshumanasse recurrea:

- Selenitosódico. Es bien absorbido,fácilmentedisponible

peroxidasa,no se acumulanen el organismo.Es inestable

enteral.

parala síntesisde glutation

en solución paravía oral o

- Selenatosódico. Se tratade un derivadomuy estable,pero sin embargo,no se usaen

terapéuticahumana.

- DL- o L-selenometionina.Es un derivado bien absorbible, más eficaz que los

compuestosde selenioinorgánicos.Sin embargo,tienetendenciaa acumularseen tejidos

orgánicos.

- Formas naturales. En la mayoría de los estudios consultadosrecurren al pan

confeccionadocon cerealesricos en selenioparael aportesuplementariode sclenio a

humanos.

- Levaduraenriquecidacon selenio. La forma predominantees la selenionietionina

(50%), el restoesselenioglutation,seleniodiglutationy selenocisteina.Da unaexcelente

respuestabiológica.



IL- ESPECTROFOTOMETRIADE ABSORCIONATOMICA

.

11.1.- INTRODUCCION

Hasta 1955 no se obtuvieron las primerasaplicacionesreales de la EAA que fueron

realizadaspor Alan Walsh en Australiay Alkemadeen Holanda(131)(132).

Alan Walshempezósustrabajosen AbsorciónAtómicacompletamentesolo, en 1952con

un equipoformadopor un mecherode laboratorio,el atomizadorde un fotómetrode llama, una

lámparade sodio y un monocromadorque le prestaron.

En el año 1954, en el Instituto de Físicade Melbourne,en Australia,realizó la primen

demostracióndel equipo de absorción atómica que había diseñado. Desde ese año, la

espectrofotometríade absorciónatómica se ha desarrolladofundamentalmenteen Australia,

EstadosUnidos, Inglaterray Alemania(133)(134)(135)(136)(137).

La granpopularidady el rápidodesarrollodeestatécnicaanalíticasedebena lasventajas

queofrece(138)(139)(140)(141)(142):
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- Puedeanalizardirectamente82 elementos

- Suslímites de detecciónson inferioresa la p. p. m.

- Tiene unaprecisióndel ordendel 1 % de C. y.

- Su manejoes sencillo

De todasestasventajas,se debedestacarla gran sencillezde operación.

11.2.-PRINCIPIOS BASICOS

De todos esconocidoquecuandosesuministraunadeterminadacantidadde energíaa

un átomo cualquiera,que se encuentreen su estado fundamental (estadoenergéticoque

llamaremosE0), esta energíaes absorbidapor el átomo,de tal forma que se incrementaráel

radio de giro de sus electronesde la capa externa, pasandoel átomo a un nuevo estado

energéticoE~ al quesedenominaestadoexcitado:

Atomo en estadofundamental Atomo en estadoexcitado
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La cantidad de energíanecesariapara llevar un átomo de su estado fundamentalal

excitado la llamamosenergíade excitaciónE, y será:

E=E1-E~

Cuandoun átomoexcitado vuelvenuevamentea su estadofundamental,éste cedeuna

energía cuantitativamenteidéntica a su energía de excitación, emitiendo una radiación a

longitudesde ondadeterminadas:

+ E

EO

u O

El EO

+

Ecuador de Planck

La representacióngráficade la intensidadde emisión de estasradiaciones,en funciónde

la longitud de onda, se llama espectrode emisión.

Estudiandolos espectrosde emisión de todos los elementosdel sistemaperiódico, se

observaquepresentanlos máximosde energíaa diferenteslongitudesde onda:

Calcio

E•E1-EO•hv

422pm

266nm
219pm

202pm

SB2nm

Magnes~o
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Experimentalmentese demuestraque la intensidadde emisión de cadaelemento,a su

longitud de ondacaracterística,esmayor, cuantomayor seasu concentración(143).

11.3.- ESPECTROSCOPIADE ABSORCION ATOMICA

Esteprincipio quehemosexpuesto,la ecuaciónde Planck,es un equilibrio reversible,

y lo podemosdesplazaren un sentidoo en otro, fundamentalmenteen funciónde la temperatura

o dicho de otro modo de la cantidady forma de energíaquesuministremos.

Si el aportede energíaes grande,la mayoríade los átomosse encontraránen estado

excitado. Si se mide la energíaque emiten los átomosa su longitud de ondacaracterística,se

obtendráun análisiscuantitativoo cualitativodenominadoespectroscopiade emisión(144)(145).

Sin embargo,cuando sobre una nube de átomos en estado fundamentalincide una

radiación de frecuenciadefinida (luz cuantizadahv), se absorbeunacantidadde energíapor

unidadde tiempo y volumenque es proporcionalal númerode átomoslibres por unidad de

volumen, es decir, es proporcionala la concentraciónde esos átomos en la muestra. Los

aparatosdiseñadospara realizaresta medidason los espectrofotómetrosde absorciónatómica.

La proporcionalidadentreel númerodeátomoslibrespor unidaddevolumeny la energía

absorbidaestáregidapor la ecuaciónde Einstein:

E.b. =B~kNS,WvJk
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dondeB~k es el coeficientede probabilidadde absorciónde Einsteinpara la transiciónj—*k. El

producto B~k~S es una expresiónparala fracciónde átomosen estadofundamentalcapacesde

absorberun fotón de energíapor unidadde tiempo. 5, esla intensidaddela radiaciónespectral.

Como fundamento de la técnica de espectroscopiade absorción atómica, queda

establecidoque la energíaabsorbidadepende

- de la frecuenciade la línea de resonanciat~k

- de la intensidadde radiaciónde dicha línea

La intensidadde radiaciónde la línea de resonanciano esconstante,puesseproduceun

ensanchamientode la linea de forma naturaldebidoal efectoDoppler y al efectoLorenz. Para

coseguirque la energíaabsorbidaseaproporcionalal númerode átomospresenteses preciso

referirsea anchosde línea comprendidosentre0, 0005 nm y 0, 003 nm.

Estaespecificaciónafectade forma definitivaal tipo defuentesde emisión que se pueden

usar en absorción atómica. Aunque las lámparas de espectrocontinuo producen una gran

intensidada lo largo de todo el espectro,es imposible separaruna zonade 0, 0005 nm. Es

precisopor tanto, usaruna fuente de radiaciónqueemitael espectrodel elementoanalizado

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

La medidade la absorbanciasebasaen la ley de Lambert-Beer,siendoéstaproporcional

a la concentración,a la longitud (1) y al coeficientede extinción molar (e):

A =
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11.4.- INSTRUMENTACION

La construccióngeneralde un espectrofotómetrode absorciónatómicaes simplecomo

se muestraen el siguienteesquema(131)(132)(133):

N —

S.L.E. D

Consta de una mentede radiación,que emite el espectrodel elementoanalito; un

atomizador,comola llamao el horno de grafito, en el cual seforman los átomosde la muestra

quesevaa analizar;un monocromadorparaseleccionarla líneade resonancia;un detectorque

permitala lecturade la intensidadderadiación,seguidopor un amplificadory sistemaeléctrico

de lectura.

Esteesquemaes muy parecidoal de un espectrofotómetrode emisiónde llamacon una

fuentede emisión (132)(135).Sin embargo,en absorciónatómica,la llamadebeser unacélula

de absorciónen la cualseatomizala muestray sólo seproducenátomosen estadofundamental.
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Aunqueel númerode átomosexcitadosen estetipo de llama es menorqueel númerode

átomosen estadofundamental,en muchoscasoslos espectrosde emisiónde la llamainterfieren

con las medidasde absorción.Seproducendeestaforma las llamadasinterferenciasespectrales

queafectana la determinaciónde muchoselementos(150).

Paraeliminar estasinterferenciasdebidasa la emisión de la llama, el espectrofotómetro

de Absorción Atómica actúacon un “chopped” o radiación pulsátil. El haz de radiación se

modulamecánicao eléctricamenteaunafrecuenciafija y el amplificadorelectrónicoseempareja

a esamismafrecuencia.Así, sólo la radiaciónde la fuenteprimaria seamplifica mientrasque

la emisión de la lámpara,no modulada,aparececomodesechable.

Otro sistemade eliminar las interferenciases el Espectrofotómetrode “doble-haz”que

veremosmás adelante.

1L4.A. - FUENTESDE RADIAClON

Muchasde las ventajasde la Espectrofotometríade AbsorciónAtómicapuedenrelacio-

narsedirecta o indirectamentecon el estrechoanchode las líneasde resonanciadel espectro,

puesla absorbanciadel elementotiene lugardentrode un rangoespectralmuy limitado.

Estaventajaes todavíamayor si la fuentede radiaciónusadaemite líneastodavíamás

estrechasque las líneas de absorción.
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Las lámparas de cátodo hueco y las lámparas de descargasin electrodos son

particularmenteadecuadasparaestospropósitos:

LAMPARAS DE CATODO HUECO

Actualmenteson las másusadaspor su eficacia.Sutecnologíaesantigua,puesdatande

1916, si bien las actualespresentanbastantesmodificaciones.

Una lámparade cátodohueco consisteen un cilindro de cristal, con un cátodo y un

ánodo, lleno de un gas inerte (neóno argón)a unabajapresión.No sedebede utilizar nunca

xenón comogasde llenadoporque emite un espectrocontinuo. Igualmente,se debeevitar la

contaminacióncon hidrógenopor esta mismarazón.

ESQUEMA DE LCH

El ánodoes un alambrefino de níquel o tungsteno.Al aplicar una corrienteeléctrica

entrelos electrodos,tienelugarunadescarga.Si el cátodoconsisteen un cilindro hueco,en las

condicionesadecuadas,la descargatendrálugar casi exclusivamentedentrodel cátodo.

+
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En el gasinterno de llenado, segenerauna corrientede iones positivosquegolpean la

superficiedel cátodoy liberan átomosdel materialqueconstituyeesecátodo.Estosátomos,al

atravesarla zonade intensadescargase excitan y emitenradiacionesde suslíneasespectrales.

Dado que la mayoría de la radiación se emite dentro del cátodo el resultado es un haz

relativamentebien enfocado.

Comola presióndel gasde llenadoesprácticamente0, la temperaturano afectael ancho

de línea, y al estar las líneas de absorciónen la llama sometidasa la presiónatmosféricase

consigueque las lineas de excitación sean menoresque las de absorción.

LAMPARAS DE DESCARGA DE VAPOR

Son las más adecuadaspara metalesvolátiles comoel Hg, Tí, Zn y metalesalcalinos.

Se ofrecencomercialmentea bajo precio, si bien presentanla desventajade queemiten líneas

muy ensanchadas(15l)(152).

LAMPARAS DE DESCARGA SIN ELECTRODOS

Emiten unaaltísimaintensidadradiantey presentanel menorancho de líneasespectral

en comparacióncon otrasposiblesfuentesde radiación(153)(154).

Suprincipal ventajaesqueaumentanla intensidadde la radiaciónvarioscientosde veces

en comparacióncon las lámparasde cátodohueco(LCH).
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Consistenen tubos de cuarzo selladosde varios centímetrosde largo y 5-10 mm de

diámetro,lleno con unosmiligramosdel elementoanalito bajo unabaja presiónde argón.

Esetubo semontadentrode un generadorde altafrecuencia(2400MHz) y se excitacon

unos200 vatios.

Estetipo de lámparaes el adecuadoparael rangodel UV vacío,debidoa las enormes

pérdidasquesepresentanpor la absorcióndel aire, de la llama y de las lentes.

Susprincipalesdesventajasson quesusvidas mediasson relativamentecortasy además,

que requierencalentarseun largo período.

Se usanrutinariamenteparaelementoscomoel arsénico,el cesioy el rubidio.

IL 4.B.- ATOMIZADORES

Paraconseguirátomosen estadofundamentalesnecesariosuministrara la muestrauna

dosisde energíaparadisociar las moléculas,rompersus enlacesy llevar los átomosal estado

fundamentalprocurandono rebasaresteestadoenergético.

En el siguienteesquema,serefleja la obtenciónde átomosen estadofundamentala partir

de la nebulizaciónde la muestralíquida.



ESPECTROFOTOMETRÍADE ABSORClON ATOMICA

ato¡mos en estado excitado

tomos en es
tunds meo t al

:parÍouas gaseosas

particulas tundidas

partículas solidas

evaporaciorl del solvente

Eco

43

ni ola Colas
excitadas

otra
anula



44 ESPECTROFOTOMETRIADE 14BSORCIONATOMICA

Las técnicasdesarrolladaspara la atomizaciónde las muestrasy obtenciónde átomosen

estadofundamentalson:

- Técnicade llama

- Horno de grafito

- Generaciónde hidruros

- Técnicadel vaporfrío.

TECNICA DE LLAMA

Los constituyentesde un atomizadorde llama son:

11~
Drenaje

Mechero ~. Llama

It
Nebulizador
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Nebulizador

Es el dispositivonecesarioparaconvertirla muestralíquida en unadisoluciónen vapor,

con un tamañode gota muy pequeño,con objeto de quepuedamezcíarseperfectamenteconel

oxidantey el combustibleantesde alcanzarla llama.

La muestrase aspirapor efectoVenturi a través de un tubo debido al gas quecircula

perpendicularmentea granvelocidad.

El caudalde aspiraciónviene dado por la ley de Poiseuile(155):

p

L
Q = Caudalde aspiración

R= Radio del capilar

AP= Incrementode presión

L= Longitud del capilar

= Viscosidad

rIR4AP
StpL

R
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El rendimientodela aspiracióndependetantode la longitudy diámetrodel capilar,como

de la viscosidadde la disolución.

El nebulizadortiene unageometríacalculadaparaqueel diámetro medio sea lo menor

posible.

Experimentalmentesecompruebaque las lecturasaumentansegúnaumentael caudalde

aspiraciónhastaun cierto valor, y despuésse mantienenprácticamenteconstantes(156).

Trabajara caudalesde aspiraciónaltos significaunamayor estabilidad,aunqueno una

mayor lectura. En contrapartida,el adicionarmayorcantidadde muestraa la llama equivalea

enfriarla sensiblemente.

Cámarade uremezcía

oxidante

I
combustible mechero

LzEkrzzzzzi
-‘Ib

drenaje
Nola de impacto

muestra



47 ESPECTROFOTOMETRÍADE ABSORClON ATOMICA

Nadamássalir del nebulizadorel fino vapor de la muestra,penetradentrode un recinto

cerradollamadocámarade premezcía.

En la cámara,se separanla fase en estadode vapor de la fase en estado líquido,

mezclándosela primera con el oxidante y combustibleíntimamente,de tal forma quepueda

alcanzaresteconjuntoel mechero,cuyallama suministrarála energíanecesariapararomperlas

moléculasen sus átomosy llevarlos al estadofundamental.

Casi todaslas cámarasde premezcíaestánfabricadasdepolipropileno,quees muy inerte,

no contaminade elementosinorgánicosy es muy resistentea la mayoríade los disolventes

orgánicos.

Paraevitar mayoresproblemassueleexistir un dispositivo de seguridadpor si explota

la mezclade oxidantey combustible.Cuandola geometríade la cámarapuedepermitir estas

explosiones,los fabricantescolocanun anclajeal mecheroparaqueno dañeal operador.

Debido a que el rendimientodel nebulizadoresdel ordendel 10% para la mayoríade

los disolventesorgánicos,el 90% restanteseelimina por un drenaje,paraevitarque la parteno

nebulizadaalcancela llama.

El drenajemáshabitual es el hidrostático,consistenteen tubo de 1,3 cm de diámetro

exteriorconectadopor unapartea la cámaray porotraaun recipientede plástico, que mantiene

constanteun nivel de agua.
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La bola de impacto, dondeseproducela separaciónde las faseses de cuarzoo teflón,

y seencuentrasituadaa 0.5 mm del nebulizador.

Mechero

Generalmenteestánconstruidosde titanio puesesunametalqueposeeun coeficientede

dilatación lineal a altastemperaturas(157).

El caminoópticoesunode los términosfundamentalesde la ecuaciónde Lambert-Beer.

Del mismo modo queen espectroscopiade Ultravioleta-Visiblela muestraescontenida

en unacubetade longituddada,en absorciónatómicala muestraescontenidade forma dinámica

en la llama.

El mecheromásutilizado es el de llama de aire-acetileno.Sucaminoóptico esde unos

10 cm de largo consiguiendouna máximasensibilidad.

Otro de los mecherosfrecuentementeutilizadoses el mecherode óxido nitroso, y está

diseñadoparatrabajara altastemperaturas.

Su caminoópticoesde 5 cm delargo. En determinadasocasiones,puedeusarsetambién

paraaire/acetilenopero su sensibilidades menor.
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Llama

Son muchaslas etapasque se realizan en la llama paraobtenerel mayor númerode

átomosen estadofundamentala partir de unadisolución (157)(158),evitandoal mismo tiempo

quese formenátomosen estadoexcitado.

Existen diferentestipos de llamas:

-aire/gasciudad

-aire/butano

-aire/propano

-aire/acetileno

-oxigeno/acetileno

-oxido nitroso/acetileno

-oxido nitroso/hidrógeno

-argón/hidrógeno

A la hora de elegir la másconveniente,hay que teneren cuentavarios factores:

- fácil disponibilidad

- manejosencillo

- temperaturaadecuada

- gran transparencia

- espectrode pocaslíneas

- suficientementeseguras
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Aire Gasciudad 1980 108. 5

Aire Butano 2170 687. 9

Aire Propano 2200 530. 5

Aire Acetileno 2600 106. 5

Oxigeno Acetileno 3300 106. 5

N20 Acetileno 3220 1106. 5

Aire Hidrógeno 2275 58. 0

Oxígeno Hidrógeno 2825 ¡ 58. 0

Paratrabajarentre 190 y 850 nm la llama de aire/acetilenoes la másventajosa.Para

elementosrefractarioscomoel silicio, molibdeno,vanadio,cromo, aluminio y titanio a veces

se recomiendala llamade nitroso/acetilenopuesaportamáscantidadde oxígenoqueel aire,

proporcionandopor tanto unatemperaturasuperior.

En determinadoscasos,como por ejemploen la determinaciónde arsénicoy selenio,

debidoa que la llama de aire/acetilenopresentauna fuerte absorcióna la longitud de onda

característicade estoselementos,esnecesariorecumra otrasllamasalternativas.

En la llama sedistinguenperfectamentetres panes(142): la zona interna próxima al

mechero,de temperaturasrelativamentebajas,aquíesdondesevolatiliza el disolvente; la zona
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de reacciónesdondeseproducela atomizacióny dondehay unamayorproporciónde átomos

en estadofundamental;y la zonaexterna,quees la partemásfría de la llama, y dondehay más

cantidadde oxígenoquesecombinadandoóxidos refractariospococonvenientesparaabsorción

atómica.

HORNO DE GRAFITO

Los hornosde grafito son unosrecintosen dondeseproducela atomizacióny queestán

calentadospor resistenciaseléctricas(159)(160H161)(162).Tienenunaeficienciadeatomización

mayorquela llama, y en consecuencia,los limites de detecciónabsolutason mejorados100 ó

1000 vecesen comparacióncon los métodosde llama.

Los hornos más utilizadosson:

- Horno de L’Vov <137).

- Cubetade Massman(162).

- Cubetade Manning (156).

De todosellos, el queseutiliza mása menudoes el hornoo cubetade Massman.

Consta de un cilindro hueco de grafito situado en la trayectoria del haz luminoso

procedentede la lámparade cátodohueco,queestáen contactocon unoselectrodos,también

de grafito, situadosen sus extremos,entre los que se aplica una corrienteeléctricade 500

amperiosy de 1000 voltios.
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ventana
Entrada de gas 1 salida de agua

1 Tubo de raflto
Entrada de agua

Horno de Massman

El cilindro de grafito estáencerradoen unacajametálicacon unaventanasuperiorpor

la que se introducela muestra(1-100 ~l) la cual va a parar directamenteal centrodel interior

del tubo de grafito.

Por efectode la corrienteeléctricaaplicada, la muestraprimeramentese desecaa unos

100 “C, luegoseincinera,seatomizay finalmentesevolatiliza. Todoello selograprogramando

temperaturascrecientea intervalosdetiempopreviamentedeterminados.Terminadoel ciclo del

programador,que duraunos pocosminutos,el circuito se desconectaautomáticamente.

Durantetodo el procesocirculapor el interior de la cajametálicaun flujo continuode

gas inerte (argono nitrógeno),paraprevenir la oxidacióndel grafito a las altastemperaturasy
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tambiénpara evitar la formaciónde óxidos refractarios,y por una camisaexterior a la caja

metálica circula agua, refrigerandotodo el sistema,paraevitar el excesivocalentamientodel

horno.

Los hornos de grafito generalmenteproporcionanlímites de detecciónabsolutamuy

buenos(del ordende 10.12g) y soncapacesde vaporizarmuestrasmuy pequeñas.Hansido una

solución satisfactoriapara un conjuntode problemasanalíticosparalos cuales los límites de

deteccióneran inadecuadoscon los atomizadoresde llama, pero no son la panacea.

Sus principales incovenientesson

interferenciasque en los atomizadoresde

utilizaciónde micromuestras.

la menor precisión y la presenciade mayores

llama. La falta de precisiónes consecuenciade la

GENERADORDE HIDRUROS

Se empleaeste métodode atomizaciónen

hidruros volátiles y que mediante un pequeño

fundamental,comoson arsénico,selenio, teluro,

aquelloselementosque originan facilmente

calentamientoproducen átomos en estado

antimonio,bismutoy estaño.

Generalmentesetratala muestraconunasoluciónde borohidrurosódicoquegeneralos

hidrurosvolátilescorrespondientes.Se conducenlos hidrurosmedianteun gas inertehastauna

céluladecuarzo,quesecalientaelectricamentehastaunos1000 <‘C y quesesitúaen el camino

óptico del haz procedentede la lámpara.
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La ventajaquepresentaestemétodoen comparacióncon la atomizaciónde llamaes que

seconsiguenresultadosmásreproduciblespor no existir pérdidasocasionadasen la atomización

por la formaciónde compuestosvolátiles.

TECNICA DE VAPOR FRíO

Utilizadaconexclusividadparala determinaciónde mercurio, por la elevadavolatilidad

quepresentaesteelemento.

En esquema,la técnicade vapor frío es muy semejantea la técnicade atomizaciónpor

generaciónde hidruros.

En esencia,el mercurio presenteen la muestraes químicamentereducidoa su forma

elementalmedianteborohidrurosódico,y esarrastradopor unacorrientede airea travésdeuna

célula de absorciónde cuarzode unos 15 cm de longitud colocadaen el haz de muestradel

espectrofotómetrode absorciónatómica.

La célula se calientaa 100 0C electricamentepara evitar la condensacióndel aguae

incrementarla sensibilidadanalítica.

La ventajade la técnicadevaporfrío esquepermitedeterminarcantidadesde mercurio

menoresde un microgramo.
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1L4.C.-SISTEMAOPTICO

CONSTITUYENTES

El sistemaóptico de un espectrofotómetrode absorciónatómicaestá formadopor los

siguientescomponentes:

- Espejos

- Lentes

- Láminasplanoparalelas

- Redde difracción

Lentesy espeios

Conduceny concentranla energíaemitida por la lámpara

En cualquier sistema óptico se intenta siempre simplificar al máximo el númerode

componentes,puesconsumenunaconsiderablecantidadde energía.

Los espejostienen unapérdidade la energíaincidentede aproximadamenteun 4% por

reflexión, y de un 6% al atravesarsu superficie.La lentepierdetambiénun 10% de la energía

incidente.
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Los espejospresentanel inconvenientede quese deterioranfacilmente,especialmente

cuandoen las proximidadesestásituadala lámparade deuterio,puesgeneraozonoquedalia el

aluminizadodel espejo.Sin embargo,a las lentesno lesafectael ozono.

Igualmente,cuandose trabajaen la zonaUV un espejodisminuyeconsiderablementesu

reflexividad al cabode un año, lo cual afectaconsiderablementea elementoscomo el zinc, el

selenio, el plomo, etc. y en general, a todos aquellos elementosque presentanlineas

característicaspor debajode 250 nm.

Por el contrariolas lentesno sufrendeterioroy además,puedenlimpiarseconfacilidad.

La enormeventajade los espejoses que sonmuchísimomásbaratosque las lentes y

también,queno precisancorrecciónen la distanciafocal conel pasodel tiempocosaquesi que

esnecesariaparalas lentes.

Láminasulanoparalelas

Estánformadaspor una lámina de cuarzotransparenteal U. y., y limitadaspor dos

superficiesplanasy paralelas.

Consumenun 10% de la energíay seutilizan en los sistemasabasede espejosconobjeto

de protegerlosdel polvo y de los agentesexternos.
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Redesde difracción

Se utilizan en todos los tipos de espectrofotometríaparasepararlas distintaslongitudes

de ondade un hazpolicromático.

Generalmenteconsistenen una lámina de aluminio en la quese practicanunos surcos

igualesy paralelos.La superficiereflectantese recubrede aluminio, oro o platino segúnlos

rangosde longitud de ondaen quesedeseetrabajar.

Parausarlasen absorciónatómicaesprecisoque tenganel suficientenúmerode líneas

paratrabajaren el espectroU.V., pero no demasiadasparaquecubratambiénel visible.

Cuando se utilizan espejos,debido a que presentanun ángulo sólido mayor y en

consecuenciael haz de iluminaciónes másanchoqueel de las lentes,esprecisoqueel tamaño

de la red seamayor queen el casode queseutilizaranlentes,paraquerecojatotalmenteel haz

de iluminación.

RENDIMIENTO DE UN SISTEMA OPTICO

Es la relaciónentrela energíaemitidapor la lámparay la cantidadde energíaque llega

al monocromadorduranteun ciclo completode modulación.En la siguientetabla, se observan

los rendimientosópticosparalos diferentessistemasdeespectrofotometríade absorciónatómica

queexistenactualmente.
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RENDIMIENTO OYTIC
~tt

HAZ SIMPLE

HAZDOBLE

ESPEJOS LENTES

43, 0% 72, 9%

4,4% 14,7%

Sepuedeapreciarqueson los aparatoscon hazsimpley con un sistemaópticode lentes

los quepresentanun mayorrendimientoóptico. Por ello, en la actualidadla mayorpartede los

equiposquesecomercializanposeenestascaracterísticas.

Sin embargo,en los primerosañosde la absorciónatómicasolosedisponíade hazdoble

porquelas lámparas,la fuentede alimentacióny modulación,eranen generalbastanteinestables

y el doblehaz eliminabagranpartedel problema.

11.5.- ‘OVE ELEMENTOS PUEDEN ANALIZARSE POR AA

?

Existen condicionantesinstrumentalesque hacenqueen el momentoactual sepuedan

determinar82 elementos.

Desdeel punto de vista técnico es perfectamentefactible la fabricaciónde cualquier

lámparade cualquierade los elementosdel sistemaperiódico. Desgraciadamente,no puede

58
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decirselo mismo de los detectores,los cualessólo presentanuna sensibilidadaceptableen un

determinadointervalo de longitudesde onda.

Por otra parte, el sistemade obtenciónde átomosen estadofundamental,es decir la

llama, presentauna fuerte absorcióna longitudesde ondainferioresa 200 nm, lo cual impide

trabajarpor debajode esasfrecuencias,salvo con otras técnicascomoel hornode grafito.

Además,a estasbajasfrecuenciasel oxígenodel aireabsorberadiacionesUy, por lo que

para trabajaren este rangoesprecisopurgar todo el sistemacon gasesinertes.

Los equiposde absorciónatómicaactualestrabajanen el rangode frecuenciasde 190 a

850 nm.
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PARTE EXPERIMENTAL

hL - MATERIALES Y METODOS

111.1.- INSTRUMENTA ClON

Para la ejecución de este trabajo se ha empleadoun espectrofotómetrode absorción

atómicaVARIAN SPECTRAA 30, con correcciónde fondo con lámparade deuterio, de

fabricación australiana, importado por la empresaCes Analítica. El funcionamientodel

espectrofotómetroy el procesamientode los datosseha realizadomedianteel procesadorDATA

STATION 12 suministradoigualmentepor Varian.

El horno de grafito empleadoha sido el modelo GT 45 manufacturadotambién por

Varian. Los tubos de grafito utilizados son de Varian y presentancubiertapirolítica.

La lámparade cátodo hueco para el selenio proporcionadapor Varian resultó ser

inestable.Se ha conseguidomejor reproducibilidadusandouna lámparaJuniper(S&J Juniper

& Co. ,Harlow, Essex,UK) trabajandoa una intensidadde corrientede 7 mA, en la líneade

196,0 nm, y con una rendija de 1,0 nm.
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111.2.-REACTIVOS Y ESTÁNDARES

Acido clorhídrico concentrado.Merck “Suprapur”, Darmstadt,F.R.G.

Soluciónestándarde selenio.SigmaChemicalsCo.,St. Louis, U.S.A.Preparadaapartir

de la soluciónde dióxido de selenioquecontiene990 gg de seleniopor ml disueltoen HCI

concentrado.Se preparóunasolución “madre” de 10~ gg±’diluyendo con aguadesionizada.

Cloruro de paladio.SigmaChemicalsCo., St. Louis, U.S.A. Disuelto en HCl 5 N.

Yoduro potásico.Merck “Suprapur”, Darmstadt,F.R.G.

SelenoDL-metionina.SigmaChemicalCo., St. Louis, U.S.A.

El aguausadafue desionizada,destiladay filtrada en un sistema Milli-Q (Millipore,

Bedford,MA, U.S.A.)

Las muestrasde sangrefueronextraídasenjeringasdesechablesde polietilenoconaguja

de aceroinoxidable.

Las muestrassecentrifugarona IOOg durante5 minutos,y el sueroobtenidosealmacenó

a -20 0C hastael momentodel análisis.
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111.3.-LIMPIEZA DEL MATERIAL

.

Todo el material de vidrio usadoen el trabajo se ha tratado con solución detergente

ACATIONOX (distribuido por Scientific Products),quecontienemenosde 0,002% de sodio,

potasio,calcio o magnesio,estandolibre de metalesno iónicos,recomendadoparael lavadode

materialen el quese sospechala presenciade metales.

Despuésse limpió por inmersión en aguaregia (tres volúmenesde ácido clorhídrico

concentradocon uno de ácido nítrico concentrado;es un enérgicooxidante,debidoa la acción

del nítrico sobre el clorhídrico se producendos sustanciasoxidantesel cloro y el cloruro de

nitrosilo; por estafuerte acciónoxidanteactúadisolviendoa metalesqueno son atacadospor

otros ácidos,y disuelvetambiensulfurosmuy insolubles).

Por último, seenjuagótodo el materialdosvecesen aguadestiladay en aguadesionizada

y secadosa 70 <‘C.
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IV. - METODODE DETERMINAClON

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

Los reducidosniveles de selenioen suero humanoseencuentranmuy por debajodel

rangoanalíticode la espectrofotometríade absorciónatómicaen llama, cuyo limite de detección

esde aproximadamente0,5 sg/ml en solución, con llama de aire-hidrógeno.

Son muchos los métodos descritos para la determinaciónde selenio en materiales

biológicos, quepuedenalcanzarmejoreslímites de detección,de todos ellos, el quepresenta

mayoresgarantíasde exactitudy precisiónes el análisisde activaciónde neutrones,pero que

no es practicableen un laboratorio clínico por precisarun reactor nuclear. Muchos de los

métodospublicadosparael análisisde selenioen materialbiológicorequierenunadigestiónácida

del materialorgánico,seguidapor fluorometríao absorciónatómicacongeneracióndchidruros,

paralas cualesson necesariasgrandescantidadesde sueropoco practicablesen la bioquímica

clínica rutinaria y, desde luego, inapropiadas para las determinacionesprocedentesde

poblacionespediátricas.
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Respectoa los métodos electrotérmicosde determinaciónde selenio en suero con

espectrofotometríade absorciónatómica,entre los cualesestá la técnicadel horno de grafito

(EAAHG), sepuedenencontrarpublicacionescontradictoriasy confusas,probablementemásque

para ningún otro elementoquímico.

La técnicade espectrofotometríade absorción atómicaen horno de grafito consigue

descenderlos límites de detecciónal rangode partespor billón (p.p.b.)con unainstrumentación

relativamentesimple y sin los esfuerzosy pérdidasde tiempo que conllevan las técnicasde

extracciónprevia.

Los problemasanalíticos asociadosa la determinaciónde selenio en suero pueden

dividirse en dos clases

-interferenciasespectrales

-pérdidastérmicaspre-atomización

IV.1.A.- íNTERFERENCIASESPECTRALES

Se conocendos tipos de interferenciasespectralespara el selenio

a) Interferenciadebidaal hierro.

b) Interferenciadel fósforo
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INTERFERENCIA DEL HIERRO EN LA SEÑAL DE ABSORBANCIA DEL

SELENIO

.

El hierro, presenteen la sangretotal en unaconcentraciónde 500 mg/l, exhibelíneas

espectralespróximasa los 196,0 nm (línea de resonanciadel selenio) que puedenprovocar

interferencias.

Aproximadamentecatorcelineasdel espectrodel hierro (163) puedenencontrarseen una

región de 196,0nm + 1, deellas las máspróximasson la de 196,014nm y la de 196,32nm.

Es obvio queaunqueseleccionemosmonocromadoresconrendijasmuy pequeñasno podremos

excluir la totalidadde ellas, sin degradarla relaciónseñal-midohastaperderla utilidad.

Estapresenciadehierro provocaunaabsorciónderadiacióncontinuadentrode la ventana

espectraldel monocromador.

La líneasecundariadel selenioa 204,0nm estálibre de cualquierinterferenciaespectral

del hierro. Sin embargo,esta línea secundariapresentaaproximadamenteseis vecesmenos

sensibilidadquela líneaprincipal de 196,0nm, haciéndolainapropiadaparalas valoracionesen

suero,ademásaunqueno interfierael hierro, silo hacenel cromoy el níquel (frecuentemente

usadocomocorrectorde matriz).

Las lineasde absorbanciadel hierro entre196 0 + 1 nm provocanunadistorsiónde la

señal detectadade tal forma queno correspondea la absorbanciade los átomosde seleniode
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la muestra,si no queaparecenseñalesfalsamenteaumentadas.Hemosdiseñadoun protocolo

experimentalpara comprobaresta hipótesisen el queañadimoselevadascantidadesde hierro

sobreuna mismacantidadde selenio(y paladio comomodificadorde matriz comoestablecemos

másadelante).

En todaslas inyeccionescolocamosen el horno:

-5 pl de estándarde seleniode 200 ~~g/l

-3 d de modificadorde 50 mg de paladio/l

quecorrespondena

-l ng de selenio

-1,5 pg de paladio

~¿gde hierro absorbancias

0 0,244

2 0,264

5 0,276

6 0,434

10 0,495

15 0,618
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Cuandola relaciónFe/Sesuperala proporción5000/1 la señalde lecturaregistradase

encuentraaumentadaen un 78% erróneamente.Si la relación es de 2000/1 el aumentode la

señalde lecturaesde un 8%.

Afortunadamenteen las muestrasbiológicasqueestudiamos(suero)la cantidadde hierro

existentees menor: admitiendounaconcentraciónmediaen sangretotal de 5000 ~g de hierro

por litro y de 100 gg de selenio, es decir unaproporción de 50/1. En suero la proporción

disminuyea 10/1.

0,7

O

Absorbancia

10 12 14 18

INFLUENCIA DEL Fe EN LA SEÑAL
DE ABSORBANCIA DEL SELENIO.

0 2 4 6 8
,jgFe
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En cualquier caso queda demostradala necesidad de establecerun programade

tratamientotérmicoqueelimine la mayor parteposible de hierro. La temperaturaen la que

empiezaa perderseel hierro en el horno de grafito es de 8000C.

INFLUENCIA DEL FOSFOROEN LA SEÑALDE ABSORBANCIA DEL SELENIO

.

El aumentodel fondo de absorcióncontinuaprovocauna absorbanciacalculadaque no

corresponderealmenteal seleniopresenteen el tubo, sinoquedisminuyesu magnitud.

Modeloexperimental:

En todaslas inyeccionescolocamosen el horno:

-5 ~¿1de estándarde 200 ~gde selenio/l

-3 gI de modificadorde 50 mg de paladio/l

quecorrespondena:

-1 ng de selenio

-1.5 ng de paladio.

~g CaMPO
4(sl) Absorbancias

0 (0) 0,276

1 (4) 0,219
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pg CaHPO4(gl) Absorbancias

5 (20) 0,125

10(40) 0,106

La interferenciaespectralcausadapor la presenciade fosfatosen la sangresehaatribuido

7’
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n

Ol=~ 0,106

Absorbancia
03
¿u

2

0,25

0,2

0,15

0.1

0,05-

o
0 2 4 8 8 10 12

¿.Jg de CaHPO4
INFLUENCIA DEL FOSFORO EN LA SEÑAL
DE ABSORBANCIA DEL SELENIO.

<164) a la absorcióndel P2 y PO~originadosen la descomposicióntérmicadel fosfatocálcico.
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El ortofosfatocálcicoy el hidrógenoortofosfatocálcicocausaninterferenciasen la línea

de 196 nm del selenio, la absorcióninespecíficadel fondo provocaproblemasde sobrecom-

pensación,siendotantomayorescuantomáscomplejaesla matrizdel suero,provocandoseñales

“negativas” queno son representativasdel contenidode selenio.

IV.l.B.- PERDIDASTERMICASPRE-ATOMIi4CION~

El selenioes un elementorelativamentevolátil (puntode ebullición 685 0C) quese une

al azufredandodiversoscompuestosestables.

La medidade selenioconEAAHG en matricesdifíciles requiereunaestabilizaciónprevia

del elemento. Sin esta estabilización el selenio se pierde en numerosasformas a bajas

temperaturasde calcinación.

FORMA PUNTO DE EBULLICION 0C

SeO
3 180 ( sedescompone)

54C12 130 ( sedescompone)

SeCl4 288 (sedescompone)

SeOCl2 176 ( se descompone)
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IV.2.- ABSORCIONDE FONDO DEL SUERO

IV.2.A.- CURVASDE ABSORCIONDE RADIAClON CONTINUA CAUSADASPOR

LA MATRIZ SERICI4

.

Paraestudiarla absorcióndel fondo (matriz sérica)se inyectan 15 j¿1 de

horno de grafito, se programauna lectura a 196,0 nm (línea de resonancia

atomizandoa 27000 C, previamentese incluye un pasode secadodel tubo y

calcinaciónde la matriz orgánica,estudiándoseel efectodel usode temperaturas

estepasode calcinación(expresadasen gradoscentígrados)

suero en el

del selenio)

otro paso de

crecientesen

PARAMETROS DEL MUESTREADOR

VOLUMENES (sl)

ESTANDAR

(SOOyg/l)

BLANCO MODIFICADOR MUESTRA

3 24 - 15

Paraestudiarlas absorcionesdel fondo el espectrofotómetroseprogramapara que sólo

registrelas absorbanciasdel la lámparade deuterioqueemiteun espectrocontinuo.

Se añadeel estándarde seleniopara homogeneizarlas condicionesanalíticas,y evitar

erroresal compararresultados.
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El blanco (HCI 0,5%) se utiliza para igualar los volúmenesinyectadosen el tubo de

grafito.

Las absorbanciasconsignadasen la tablarepresentanlas absorbanciasmedias(3 réplicas)

registradasen la lámparade deuterio.

El asteriscoindica que la lectura de la lámparade deuterio sobrepasael valor de

correcciónpermitido paraestafuentecontinua,en esteaparato.

Temperaturas(0C) Absorbancias

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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Abeorbanclas de la lampara de Deuterio

6

4)

3

2

1

o

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Temperaturas de calcinacion
Curva de absorcion del fondo de 15,iil de
suero,aln modificador de matrlz,atomlza-
clon a 2700’ 0.

La correcciónde fondo con lámparade deuterioespracticablecuandola atenuacióndel

fondo es independientede la longitudde onda.

Sin embargo,éste no es el casode la absorciónde fondo quesurgede este espectrode

2
x 2.31

x

0. 8

- X 0.723

47 0.188 0.204

absorción.
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IV.2.B.- LIMITACIONESDE LA CORRECCIONDE FONDO CONTINUA

1- Lasatenuacionesfuertesdefondo conllevanun aumentodel mido, debidoala segunda

fuentede radiacióny el manejode la señal,el mido aumentados o tres veces.

2- Debemantenersela absorcióndel fondo por debajode 0,5 unidadesde absorbancia,

valoressuperioresa 0,7 ó 0,8 unidadesno son completamentecorregidos.

3- Hemosdadopor supuestoqueel fondo absorbede forma continuadentrodel pasode

bandadel monocromador.

Los correctoresde fondo que emplean fuentes continuasson incapacesde corregir

atenuacionesde fondo de espectrosde excitaciónelectrónica,porqueestoscomprendenmuchas

líneas muy estrechas.Así son, en general, los espectrosderivadosde transicioneselectrónicas

entreniveles rotacionalesy vibracionalesde un estadoelectrónicoa otros estadoselectrónicos

diferentesde unamolécula.

El espectrodeexcitaciónelectrónicade la moléculade fósforoestudiadoconunaelevada

resoluciónespectral(165) está formadopor un conjuntode líneasmuy estrechas.

La líneade resonanciadel selenioestáexactamenteen la mitadde doslineasrotacionales

de la moléculade fósforo.
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Debidoa esto,existirápocaatenuaciónsobrela intensidaddela lámparadecátodohueco

de selenioqueemiteexactamentea 196,0nm.

Sin embargo,en la lámparade deuteriosi existiráunaatenuaciónporabsorcióndetectada

comocontinua.

Si la intensidadde la lámparade cátodohueco (ILC) disminuyeen mayorproporciónque

la intensidadde la lámparade deuterio (ILD) se registrará una señal menor que la que

correspondea la concentraciónreal de selenio, dadoquela señales la relaciónde intensidades

1LC ¡ 1LD = señal.

En el caso de la absorciónde fondo del hierro suponemosque algunade sus lineas

coincide exactamentea 196,0 nm, con lo que las lecturasobtenidasson cadavez mayoresa

medidaqueaumentanlas cantidadesde hierro presentes.

Paraciertos autoresestas interferenciassólo son salvablescon efecto Zeemanpara

corregir la absorcióndel fondo,sin embargoel métodoempleadopor nosotrospermiteel empleo

de unacorrecciónrutinaria con lámparade deuterio,exigiendo unaadecuadaoptimizaciónen

el uso de modificadoresde matriz, y en los parámetrosprogramadosparael calentamientodel

horno.

Por otro lado se sitúan algunosanalistasqueconfíanciegamenteen la correccióncon

lámparade deuterio.
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En esta memoria sedemuestraque la correcciónde fondo con lámparade deuteriono

es infalible. Sin embargo,conociendosus limitaciones podemosestablecerun método que

permitareducir la señal del fondo hastaconseguirun determinaciónexactay fiable.

IV.3.- OPTIMIZACION DEL PROGRAMA DE TEMPERATURAS

En el horno de grafito, sometemosa la muestra a una serie de pasoso rampasde

temperaturacrecienteparaliberar al selenio(elementoanalito) de los diversosconcomitantes

hastael máximoposibleantesde pasara la atomizaciónfinal medianteun rápidoincrementode

la temperatura.

Cuantomejor seala separaciónde elementosconcomitantesde nuestroanalito antesde

la atomización,la determinaciónestarámáslibrede interferencias.La eficienciadela separación

dependede la volatilidad del selenioen comparacióncon los concomitantes.

IV.3.A.- PRE-TRATAMIENTOTERMICO. GASDE PURGA

.

Parala vaporizacióndel aguaplasmática,hemoscomprobadoexperimentalmenteque

elevandola temperaturajustodebajodel puntode ebullición (900C)y manteniéndolaun tiempo

prolongado(70 segundos)conseguimosllevar a sequedadla muestrasin que los problemasde

chisporroteoy evaporaciónbruscanos haganperder muestra,consiguiendocon este tiempo
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Manteniendoel horno 70 segundosa 90 0C se consigueuna sequedadcompletaen el

interior del tubo de grafito.

A 120 0C se eliminan completamentelas salesmásvolátiles.

Elevandola temperaturaa 300 0C y manteniéndoladurante20 segundosfavorecemosla

eliminaciónde componentescon altastemperaturasde ebullición comolos oxoácidos(166).

GAS DE PURGA

El gasde purgainerte (argón)juegaun papel significativo en el rendimientodel horno

de grafito.

Sufunciónprimariaesprevenirel contactodel oxígenoatmosféricocon los componentes

del grafito calientesque provocaríansu combustión.Dado que el selenioatómico reacciona

rápidamente con el oxígeno a altas temperaturas, la atmósferade gas inerte se hace

imprescindible.

Ademásdeestafuncióndeprotección,el argóntransportalos concomitantesvaporizados

durantelos pasospreviosde pretratamientotérmico,evitandoquesecondensenen zonasfrías.

Unacorriente de gasbien controladanos ha permitidoreducir la atenuacióndebidaa la

absorcióndel fondo.
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SENAL DE FONDO PRODUCIDA POR 10 4 DE SUERO, MIDIENDO LA

ABSORBANCIA DE LA LAMPARA DE DEUTERIO:

íFLUJO DEL GAS DE PURGA DE 0,5 L/MINUTO

SI(N~L (RAPM(S_

3888
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8 TIME (s?:~ 4.3

TEMP 12 TIME SUP NO.

2FLUJO DEL GAS DE PURGA DE 3,0 L/MINUTO
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El flujo de argón dentro y alrededordel tubo de grafito sirve para eliminar los

componentesvolatilizados en cada paso del análisis, el flujo durante los pasos previos

programadosesel máximopermitido,de 3,01/minuto,paraquela eliminaciónde productossea

más eficiente. Así lo hemoscomprobado:

Inyectamos40 jA de suerodiluido (1 partede suero + 3 partesde Kl 10 mM), con flujo

de 3,0 1/minuto.

Produceuna absorbancia= 0,164 registrada únicamente en la lámpara de espectro

continuode deuterio.Correspondepor tanto a la absorciónmolecularinespecífica.

Durantelos pasosde atomizaciónel gasdebereducirsea un flujo de O 1/minutocomo

veremosmásadelantepara mejorarla sensibilidaddel analito.

Si inyectamosigual cantidadde suerodiluido en igual proporción,con un flujo de 0,5

1/minutode argón, la absorbancia= 0,461 registradatambiénen la lámparade deuterio.

En amboscasosseempleaunatemperaturade calcinaciónde 1200 0C y un estadode

atomizaciónde 2700 <‘C.

El gas usadoduranteesteprocesode altastemperaturasdebeser de la máximapureza

posible,paraevitar reaccionescon los elementosde la matriz.
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IV. 3.11.- CALCINAClON. MODIFICADORESDE MATRIZ

.

Se han publicado diversostrabajossobrela estabilidadtérmicadel selenio(163)(167).

La técnicamáspopulares la queadicionaunasoluciónde níquel a la muestraantesdel análisis

o en el horno de grafito.

Graciasal níquel se consigueevitar en cierto modo que el seleniose volatilice en los

pasosprevios.

CURVA DE VOLATILIDAD PARA 2.5 NG DE SELENIOEN SOLUCIONACUOSA

.

SIN MODIFICADOR DE MATRIZ

.

Paraesteestudiohemosempleadoel muestreadorautomáticoprogramadoparainyectar

5 ¡¿1 de unasoluciónpatrónde seleniode 500 jig/l (equivalea 2,5 ng de selenioen el tubo)

y 25~l de HCI 0,5%. Se han realizado5 réplicaspor punto.

PARAMETROS DEL MUESTREADOR

VOLUMENES (Mí)

ESTANDAR . BLANCO MODIFICADOR

...

MUESTRA

25-
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ABSORBANCIAS MEDIAS DE LA LAMPARÁ DE CÁTODO HUECO

(5 réplicas)

Abs. Medias C. y. (%) T~ Calcinación (0C)

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

AbcorÉ’ a nc ¡a

0.36 —

0.31

0.25

0.21 — ...... ....

400 450 500 550 500 650

Temperatura (00
Curva de calcir
2,5 ng de se W r
AtornEzacion a ¿
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Sobreunasoluciónacuosa,el seleniosepierdedel tubo a temperaturastan bajascomo

600 0C, a las cuales,veíamosantes,la absorbanciadebidaal fondo de la matriz séricaesmuy

elevada,impidiendo la correcciónadecuadacon una lámparade deuterio.

ESTABILIZACION TERMICA DEL SELENIOUSANDOSOLUCIONESDENIQUEL

.

Hemosprogramadolas inyeccionesautomáticasde 2 jfl de solución estándarde selenio

de 1000 ~g/l correspondea 2,0 ng de selenioen el tubo de grafito) y 22 ¡¿1 de HCI 0. 5% como

blanco.

La influencia del tipo de sal de níquel empleadapara la estabilizacióntérmica se

evidenciacomparandolas absorbanciasobtenidasal usar:

- Soluciónde clorurode níquel (NiCl
2. 6H20) 16,82 M quecontiene4 gramosde níquel

por litro; inyecta5 ~¿1quecorrespondea 20 yg de Ni.

- Solución de nitrato de níquel (Ni(N03)2. 6H20) 19,80 M que condenetambién4

gramosde níquel por litro; inyecta5 jd quecorrespondena 20 ~g de Ni.

PARÁMETROS DEL MUESTREADOR

VOLUMEN (pl)

ESTANDAR BLANCO MODIFICADOR

2 22 5
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Número de réplicaspor inyección= 10

Se ha usadounatemperaturade calcinaciónde 1000 0C y de atomizaciónde 2700 0C.

Absorbancias(x ±S.D.)

Modificador NiCI
2 0,35 ±0,014

Modificador Ni(N03)2 0,72 ±0,077

Secompruebaqueen presenciade cualquierade las salesde níquelel selenioseestabiliza

a la temperaturade calcinación empleada(1100
0C), siendo significativamente superior

(p<0,001) la cantidad de selenio que permanecesin volatilizarseal emplearNi(N0
3)2 que

cuandoseempleala mismacantidadde níquel (20 gg) en forma de cloruro.

CANTIDAD OPTIMA DE Ni(N011»6H,O PARA ESTABILIZAR 25 uG DE

SELENIO

.

Inyectamosautomáticamente5 ¡¿1 de unasolución de estándar de seleniode 500~g Se/1

quecorrespondea 2,5 ng del metal.

Empleamos,comoblanco,HCI 0,5% y como modificador,nitrato de níquel.

Se hanrealizado10 réplicaspor medida.
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~gNi Abs. (x ±s. d.) N0 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 + 0016 10

Abaorbanclas

10
pg de niquel

Cantidad optima de nitrato de níque¡
para estabilizar 2,6 ng de selenio
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Empleandosolucionesquepermitanunapresenciade4 yg de níquelen el tubo de grafito

seestabilizanlos 2,5 ng de selenioa los 11000C empleadoscomotemperaturade calcinación.

CURVA DE CALCINACION DE 2.5 NG DE SELENIO CON MODIFICADOR DE

NIOUEL

.

Para su estudiohemosprogramadouna inyecciónautomáticade 5 ¡tI de estándar de

seleniode 500~g/l de concentraciónquecorrespondea 2,5 ng de selenio),con 10 réplicaspor

punto,4¡ti deunasoluciónde nitratodeníquelquecontiene 1 gIl de níquelcorrespondea 4ng

de níquel.

ComoblancoempleamosHCI 0,5 %.

PARÁMETROS DEL MUESTREÁDOR

VOLUMENQd)

ESTAiNDAR BLANCO MODIFICADOR MUESTRA

3 19

El níquel en el tubo de grafito el selenio forma compuestostermoestables

permiten permaneceren él sin volatilizarse hasta temperaturasmuy superiores,

calcinandoa 1100 ~‘Chayabsorbanciasde energíaapreciablesa 196,0nm,debidasa los

de selenioliberadosal elevarla temperaturadel horno de grafito a 2700 0C.

88
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Estatemperaturadeatomizaciónes la mismaquela empleadaen el experimentoanterior.

Ábs. Medias fi C. V. 96 T~ Calcinación(0C)

0. 220 4,6 200

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

89
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0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

El níquelestabilizaal selenioconseguiéndoseun óptimoen la relaciónseñal/fondocuando

se calcina 1100 0C, pero a temperaturassuperioresla pérdidadel analito esconsiderable.

Aunque estosresultadosobtenidoscon el níquel comomodificadorson satisfactoriosy

permitenla determinacióndeselenioensoluciónacuosa,la señaldeabsarbanciadefondo debida

a la matriz séricaes todavíamuy elevadaa 1100 0C (0,247unidadesde absorbanciapara15 gí

de suero).

Estaelevadaseñal,dificulta la determinación,provocandounasobrecorreccióndelfondo,

dadoque la lámparade deuteriono puedecorregircorrectamentela señal.

0
200 300 500 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Calcinacion de 2,5ng selenio en agua
Atomízacion a 2700C
Modificador de níquel.
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Otro dato importante es que el níquel pierde su función de estabilizador de los

compuestosde seleniocuandoestápresentela glucosa(40 gg). Segúnel estudiopublicadopor

Weibust (168) en 1981 hay diecinuevemetales,incluidos el níquel y el cobre, queestabilizan

térmicamenteel teluro inorgánico.De ellossólonuevemuestranefectosobrela matrizorgánica.

El paladioy el platino producenlos mejoresresultados,proveyendounaestabilidada 1200 “C.

Sobrela basede queel teluro esquímicamentesimilar al seleniohemosestudiadoeste

efectoestabilizadortérmicodel paladiosobreel selenio:

CANTIDAD OPTIMA DE PALADIO PARA ESTABILIZAR 2.5 NG DE SELENIO

.

Inyección automáticade 5 ¡tI de estándarde seleniode 500 ¡tg/l de concentración( 2,5

ng del metal). Empleamoscomo blanco HCl 0,5 % y cloruro de paladio (PdClD como

modificador.

Las masascrecientesde paladioprovocanun cierto retrasoen el tiempode apariciónde

los átomosde selenio,así comoun ensanchamientode la señalde selenio. Hemosintentando

emplearlas cantidadesmínimasde este elementoparamodificar la matriz.

Preparamosuna solución de cloruro de paladio que contiene Pd 50 mg %, y

programamosel muestreador automático para la inyección de cantidadesvariables de

modificadory blanco,igualandosiempreel volumenfinal a 45 pI.
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Cadapunto se estableciócon 4 réplicas.

El programade temperaturasestableceuna calcinacióna 1200 <‘C y la temperaturaque

alcanzaparaatomizaral selenioes 2700 0C.

M1 de solución gg de paladio

1 0,5

3 1,5 0768+0,040

6 3,0 0,848 ±0,037

9 4,5 0 901 + 0,021

12 6,0 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 estaforma establecemosuna óptimasensibilidad(máximode absorbancia)con 16 ~I

de modificador de paladio 50 mg% (8 ~g de paladio).
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1.2

1

0.8

0.6

0.4

Absorbancla

0.2
0.5

,ug Pd
de Pd necesarios para estabilizar

2,5 ng de selenio.

CURVA DE CALCINACION DE 2.5 NG DE SELENIO EN SOLUCION ACUOSA

.

CON MODIFICADOR DE PALADIO. ATOMIZANDO A 2700 “C

.

Inyecciónautomáticade 5 pl de estándarde seleniode 500~g/l de concentración(2,5

ng de selenio)con 16 gI de modificador de Pd 50 mg%(8 gg de PcI).

1.5 3.0 4.5 6 7 8 9 10 12.5

Se utiliza comoblancoHCI 0,5 %.
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PARÁMETROS DEL MUESTREADOR

VOLUMEN (pl)

Las absorbanciasde la nubede átomosde selenioformadaal atomizara 2700 “C, con

4 réplicaspor punto son:

Abs.Medias C.V.% Temperaturas(0C)

0,708 5,5 500

0,703 6,3 600

0,703 10,5 700

0,737 6,5 800

0,730 8,1 900

0,870 16,3 1000

0,855 7,5 1100

0,785 8,4 1200

0,555 18,4 1300

0,343 7,1 1400
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08’
2

06

o .~

Absorba nc as

0.2 —

o
500 600 700 800 900 lODO 1100 ¶200 1300 1400

Temperaturas(00)
Curva de calcinacion 2,3
Atomizacion a 2700 ~C

ng Se en agua

Elegimoscomotemperaturaóptima de calcinaciónlos 1200 oc, con modificadorde 50

mg% de paladio.
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INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA (0C) DE CALCINACION SOBRE LA

ABSORBANCIA DE 2.5 NG DE SELENIO

.

500 600 700

— Sin modificador
~ Modificador Pd

2.5

2

1.5 p
o
n
d

1 o

0.5

o
800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Temperaturas

1 Modificador Nl

-~ l5pi suero

El tiempo necesarioparaalcanzarla temperaturade calcinaciónde 1200 <>C se fija en

10 segundos,lo cual implica unavelocidadde calentamientode90 0C por segundo,quepermite

la eliminaciónde los compuestosvolatilizados, manteniendoa 1200 <‘C durante35 segundos.

El empleode tiemposinferiores deteriorala reproducibilidadde la técnica;aunqueal

prolongarlos tiemposdisminuyeligeramentela sensibilidad,hemosaceptadoesosnivelesde

sensibilidad,obteniendoasí unareproducibilidadaceptableparael método.

A
b
8

1.2
1.1

1
0.9
0.8
0. T
0.6
0.6
0.4
0.3
0.2
0.1

0
400

u-.-.
\‘ o

4 A

o
-o o ~

o
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REACCIONESDEL SELENIO EN EL HORNO DE GRAFITO

.

Existe unacorrelaciónentrela estabilidadtérmicade los seleniurosqueseforman en el

hornode grafito con los datostermodinámicosdisponibles,probablementedebidoala formación
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de másde un seleniurocon el modificadorde matriz (169). La formación de los seleniuroses

funciónde la temperatura,lo cualexplicala discrepanciaentrelos resultadosexpuestospor los

distintos autoresal emplearmodificadoresde matriz concompuestosde níquel o de magnesio.

No debede olvidarsela influenciacapital del estadode valenciadel elementoselenio:

El estándarde selenioquehemosempleadoes unasolución inorgánicade SeQV). Se

observaunapérdidaen la señalde absorbanciaa temperaturasrelativamentebajasde 3000 a

6000C.Estos menoresvaloresindicaríano quepartedel analito no estáatomizada,lo cuales

muy improbablepuesa unatemperaturade atomizaciónde 2700 ‘>C esprácticamenteimposible

el quepermaneciesencompuestosestablesde selenio-paladio;o biensignificaqueunapartedel

selenio(IV) introducidoen el horno sevolatiliza comomoléculaa temperaturasinferiores.

Hemosinyectadoautomáticamente5 ¡¿1 de estándarde seleniode 100 gg/l (paraeste

estudioempleamos0,5 ng de selenioen cadainyección).

Comomodificadorhemosempleado3 ¡tI de soluciónde PdCI
250 mg% (quecontiene

1,5 p¿g de paladio).

Lastemperaturasdeatomizaciónen cadapunto sonlasespecificadasenla tabla .Entodos

los casosmantuvimoscomotemperaturade atomizaciónlos 2700 “C.

Se han realizadocuatroréplicaspor punto.
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Abs.Medias C.V.% Temperatura0C

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.

760

99

0.1
250 380 480 850 660

Temperatura C
calclnacion de 0.5 ng de Be<iV)
ModIficador l.B~pg de Pd
Atomización a 27000
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Cuandose añadedirectamentela muestrade sueroquecontienefundamentalmenteSe(II)

(seleniometionina)y se añadeestándarinorgánico con Se(IV), parte del Se(IV) se pierde,

mientrasqueel Se(II) se retiene cuantitativamente.

Inyectamosautomáticamenteen el horno5 ¡il de selenia(l1)comoselenio-metionina(0,5

ng de selenio). Usandoel mismo modificadorde matriz: 3 gI de PdCI2 50 mg% (1,5 pg de

paladio).

Realizamoscuatroréplicaspor punto,y repetimoslas temperaturasde calcinacióndella

pruebaanterior.

Abs.Medias C.V.% Temperaturas

0,310 10,0 250

0,315 8,2

0,273 5,7

0,260 12,4

0,255 13,4 650

0,263 6,6 750

¡60
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460 560
Temperaturas

660 760

Caloinacion de 0,6 ng de S.<Il>
Modificador 1.Spg Pd
Atomización a 27000

Es posiblequeexistaSe(VI) en la muestra,pero su concentraciónesnormalmentemuy

inferior al Se (II).

Estos comportamientosvariablesdel seleniosegúnel estadode oxidaciónnosconducen

a resultadosdemasiadosaltos para el Se(ll) de la muestracuando lo medimosfrente a un

estándarde Se(IV), aún cuandoapliquemosla técnicade adición de estándar.

La cuantificacióndel analitodeberárealizarseen igualdadde condicionesentreel selenio

existenteen el suero y el selenioinorgánicousadocomaestándar;proponemosel tratamiento

con un reductorpotenteque transformetodo el elementodentrodel tubo de grafito a un único

estadode valencia.

Abs.

0.34

0.3

0.26

0.22

0.18

0.14

0.1
250 350
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De todos los reductoresprobableshemosseleccionadoel yoduro potásicoporque no

produce,a la concentraciónutilizada,precipitaciónde las proteínasséricas,lo cualsepresentana

comoun inconveniente,por obstruir el capilardel muestreadorautomático.

Los selenitos,en medio ácido, pasana selenioelementalcon los siguientesreductores:

- metabisulfitosódicoen caliente.

- sulfato ferrosoen soluciónclorhídrica

* yoduropotásicoen medio clorhídrico en frío

- hidroxilaminaen medio ácido caliente

- tioureaen frío.

Otra posibilidad es el empleo de gas reductor: 5% 112 -95% Ar. Presentanel

inconvenientede producirmalasréplicasy su delicadomanejoparaevitar las explosiones,que

lo hacenpocoadecuadoparael laboratorioclínico.

Además, la alta termoestabilidaddel H2Seesotro factor importanteen la atomización,

haciendodesaconsejableel uso de la mezclaH2/Ar porquese formaríahidruro de selenioa

1500
0C.

Los compuestosselenorgánicoscomo la selenometioninay la selenocisteinason

eficazmentereducidospor el Kl.

De todasformas,en el procesode calcinaciónsedebeformar hidrógenoen la reacción:
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C(Ú + 11,0 -* CO<~ +

y la cantidadde hidrógenoformadaes lo suficientementegrandecomoparaafectarla eficiencia

de la atomización,si se usantemperaturasparaesteprocesoinferioresa 1800 0C (temperatura

de disociacióndel H,Se).

SOLUCIONREDUCTORA DE Kl

.

Diluimos 230~ddesuerocon 250¡d de Kl a distintasconcentraciones;añadiendo5 pI

de estándarde seleniode 500 ~g/l, y 16 ~¿1de Pd 50 mg%

La presenciadel yoduroaumentala sensibilidad,peroen concentracionesaltasprovoca

unoscoeficientesde variación altos,y un pico de atomizaciónensanchado.

Conc. Kl Coef. variac. % Abs.

0,5(M) 28 0,749

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 añadirKl no es sólo reduciral selenio, si no tambiénal modificadorde

paladio, ya que es necesario que se encuentreen estado reducido para formar el seleniuro

termoestabte.Con Kl 10 mM tenemosequivalentessuficientespara reducir al selenio y al

paladio,depositadosen el tubo.

De estaforma, establecemoscomodiluyenteóptimoparalos suerosKl 10 Mm.

11<3. CX- ATOMIZAClON

.

Parala atomizaciónde selenionecesitamosun rápidoincrementode la temperatura,para

obtenerunadensidadde nubede átomosquehagaposibleunasensibilidadadecuadaa las bajas

concentracionesdel elementoen el suerohumano.

Sin embargo,tampocoesconvenienteexcederen muchola temperaturade atomización,

porquea más altas temperaturasla expansióndel gas y las pérdidaspor difusión en todo el

volumendel tubo deterioranla eficienciade la medida.

En todo caso se recomiendaque la velocidadde aumentosea tan rápidacomopermita

el instrumento;el Varian AA3O permiteunavelocidadmáximade 2000 <‘C/segundo.

La principal ventajade un calentamientorápidoesquepermitemenorestemperaturasde

atomizacióny aumentala sensibilidad.
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El modelo experimentaldiseñadoestudiael efecto de la velocidad para alcanzarla

temperaturade atomización(2700 0C) a partir de unatemperaturade calcinaciónde 1200 ~‘C,

sobre 1 ng de selenio.

Tiempo(segundos) Absorbancia

0,8 (mínimo permitido) 0,553

1,3 0,443

1,6 0,379

¡~i r’ STflHUARD 1 REPLIUflIE ¿~BSOR~ÁNCECONCENTRÑIION S~$PLER P.UTOPIIX
FE~K HEIGHT 1.8 (seO BC QN

PR 1H11 NG
SItWAL Gfl?hItS

1.29 d ‘889

rA, £
N
p

¡ . --~ 28 L

8. 443~ n8SOR8~NCE CONCENTRATION
FEAK NEIGHT 1.8 (seO BC QN

PRII4 It NG
SIGNAL GRAMilES

1.20 3808
A

—y
— 1

~1. IpA

—8 28

los
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REPLIUÑTE ¿
CON CENT R ~110 N
1.8 (s~c~

SÑMPLER ~UTQMIX
EC OH

Esta disminución de la señal de absorbanciaregistradasupone un deterioro en la

sensibilidadde la técnicaa todas las temperaturasde atomizaciónensayadas.

CURVA A DE CALENTAMIENTO RAPIDO

.

A partir dela temperaturadecalcinaciónde 1200 0C seensayarondistintastemperaturas

de atomizacióna unavelocidadde 2000 0C por segundo.

Los parámetrosdel muestreadorfueron:

VOLUMEN (pl)

ESTAiNDAR BLANCO MODIFICADOR ~MUESTRA

12 19 16 —

106

ST~ND4~D 1
ES GR E A~C E

FEAK HEIGHT
PR 1H11 NG

0 ¡

E

-~t ~P

3006
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Programamosla inyecciónautomáticade 12 gil de estándarde 500 ~zg/lde selenio,16

gil de modificadorde 50 mg de paladio % y 19 ¡it de blanco HCl 0,5% MIV. Con 4 réplicas

por punto.

T3 de calcinación (0C) Absorbancia(x ±s.d.)

1800

2100 1,004 + 0003

2400 1,043 ±0,002

2700 1,082 ±0,006

3000 1,064 +0 010

Los perfiles de absorbanciaitiempomuestranque a bajatemperaturade atomización

(18000) la nube de átomos se origina más dispersamentedando un pico de absorbancia

ensanchadoen el tiempo:

0.365 ~
PE4K HEIGHT

PRINTING
SIGWAL GRAPIIICS

1 .28

ji

E

REPLÍGÉITE 2
COHCENTRATION SAMPLER nUTOMX
1.8 (seO SC OH

7-
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Y
E
II
P
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1.004 SAMPLER
SC OH

STAHDAPO 1 PEPLICATE ¿
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8 It
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1.064 J
PEAK. H£IFJHT

SIGW~L GR~PHICS

9,

CURVA B DE CALENTAMIENTO LENTO

.

Conservandolos mismosparámetrosdel muestreadorque en la curvaA,aplicandouna

velocidaddecalentamientode 1000 0C por segundo:

T0 de atomización(W) Absorbancia( x ±s.d.)

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
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Temp. atomizacion

curva B

Abs.
1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

o
1500 1800 2100 2400 2700 3000

curva A

Influencia de la rampa de atomizacion
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El calentamiento a una máxima velocidad consigue unas máximas sensibilidades, mientras

que con un calentamiento lento no se alcanzanesasabsorbancias.

El seleniopertenecea los

temperaturas (163).Claramente, se

la disociación.

elementosque forman dímerosestables(Se2) a muy altas

requierentemperaturasmuchomás elevadasparaconseguir

Seleccionamoscomo temperaturaóptima de atomización2700 <‘C, alcanzadosen 0,8

segundos(velocidadde calentamientode 2000
0C por segundo) a partir de la temperatura de

calcinación de 1200 0C.

En el paso siguiente mantenemos a 2700 0C durante 0,5 segundos, tiemponecesariopara

que se complete la atomización del analito

Es en estosdos pasosdel programaa 2700 0C, uno de rampay otro de meseta,cuando

establecemosel comandodelecturaquepermiteal detectorintegrarlas señalesrecibidasdurante

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

Incluimos un último paso a 2700 0C durante dos segundos para limpiar los posibles

residuos del tubo y dejarlo preparado para una nueva inyección, durante estos dos segundos

reinstauramos el flujo de gas inerte a 3 litros/minuto.
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REDUCCION DEL FLUJO 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 calcinación de 1200 <‘C y una atomización a 2700 0C.

1

0.8

0.6

0.4

0.2

o

Pico de absorbancia

o 0.5 1 1.5
litros Ar/min

2 2.5

88

3

Reduccion del flujo de gas en la
atomizacian.

Debemosser conscientesde que la reduccióndel flujo de gas durantela atomización

puede acortar los tiempos de vida del tubo, debido a la exposición al oxigeno atmosférico, por

tanto es deseable que el flujo de gas sea reducido el menortiempoposible.



METODODE DETERMINACLON

Dado que el pico de atomización se produceen la rampa(0,8 seg) de elevaciónde

temperatura, y existe un retraso en la interrupción del flujo, hemos intercalado un paso de 1

segundo a 1200 0C con un flujo de 0,0 litros por minuto, para permitir la interrupción completa

antes de la atomización.

PROGRAMA COMPLETO DEL HORNO OPTIMLZADO

PASO. . TEMPERATURA TIEMPO FLUJOGAS

1/mm

LECTURA

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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IN.4.- OPTIMIZACION DEL MUESTREADOR

Determinamosla concentraciónde selenioen suero directamente,tras diluirlo con el

agentereductor(Kl 10 mM) en unaproporciónde suero:KJde 1:3

El suero deja un residuoen el interior del tubo de grafito trasrepetidasinyecciones,el

factor de dilución de la muestra sérica puede minimizar el residuo encontrado en el tubo, este

residuo de carbón aparece después de 30 a 40 inyecciones y de esta forma afectaal secado de

la gota, y a la reproducibilidad.El tubo debeser limpiado rutinariamentecada7-8 muestras

(167).

El máximo permitido de dilución es el límite de detecciónde la técnicapor llegar a

señales por debajo de las que es capaz de distinguir del cero de concentración.

Esta dilución establecida permite que la cantidad de sangreextraídaal pacientesea

mínima, (precisamos tan solo 100 gil de suero)haciendoestemétodo perfectamente adaptable

a la población pediátrica y a enfermos de cuidados intensivos.

Algunos autores describen el uso de Tritón X100 comodiluyenteal 0,5 %para facilitar

el pipeteoen el horno de grafito. Es necesarioen análisisde sangretotal, pero no parasuero,

y además,precisaañadir antiespumante(en nuestraexperienciaAntifoam E de Sigma). La

mezcla de estos dos componentesaumentaconsiderablementela señal de fondo, como

observamosen la gráfica siguiente,por lo quelo hemosrechazadosuuso.
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E SOR E A NC E
PE4~. REIGHT

STANOARO AOONS SAMPLER AUTOM1~
1 9 keú B ACKGROUNO ONU
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SijAl. CRI1I’IIICS
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IV.5.- PRE-INVECCION

-9

Si el paladio de añadedirectamenteal muestra se observa una precipitación de

componentesorgánicoscon posiblepérdidade analito, estopuedeser debidoo bien al propio

Pd o bien porque el modificador contiene ácido clorhídrico al 0,5% y suponeuna acidez

excesivapara las proteínasséricas.

El modificador(16 gí) espre-inyectadoen el tubo de grafito y sometidoal primerpaso

del programa,en 5 segundosalcanzalos 90 “C, el paladiose expandesobrela superficiede

grafito y así promueveunamezcladel modificadorcon la muestraen la siguienteinyección.

El programadel horno comienzade nuevo con el primer pasocuandoinyectael suero

diluido y el estándar.

Rl 71>1 G

A

/
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La principal mejora introducida con la pre-inyecciónes evitar la precipitaciónde la

muestra,perotambiénalargala vida de los tubos; mediantecomparaciónvisual del interior del

tubo, trasuna seriede inyecciones,sedemuestraunamenorexistenciade residuos.

El empleo de la pre-inyecciónno conlíevadiferenciasanalíticas:

selenio,con16 ¡4 de PdCl2quecontiene50 mg% y ajustamosun volumen

45 ~il con HCl 0,5%

Datosobtenidos:

Inyectamos3 ng de

total de inyecciónde

Sin pm-inyección Con pre-inyección

Coeficientede variación ¡ 9,1% 9,1%

Absorbanciamedia 0,564 0,585

N
0 de lecturas 10 10

Desviaciónestándar 0,052 0,053

IV.6.- EMPLEO DE PLATAFORMA

Segúnlos principiosde espectrofotometríade absorciónatómicaen horno de grafito, el

plataformade grafito esbeneficiosoparaobtenereficienciasde atomizaciónmayores,ya

analito sevaporizaa la fase gaseosaa temperaturasmenores.

116
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Al emplearla plataforma, las temperaturasson más uniformesen toda la muestraque

cuandoseusael tubo directamente,en el que la partede la muestraqueestáen contactocon

la paredsecalientamásrápidamente.

Al realizarel experimento,para2,5 ng de selenio, con 16 pl de PdCl2, con plataforma

de grafito, hemoscomprobadoqueel pico de atomizacióndel seleniose retrasaunasdécimas

de segundo.

Estoconlíevala ventajade presentarunamejor separacióndel máximode absorcióndel

fondo, sin embargo,los inconvenientesson másnumerosos:

1.- Disminuyeligeramentela precisión:

plataformaal repetircinco aplicaciones

2.- Disminuye la sensibilidadpasando

plataformaa0,500con plataforma

pasade 6,7% sin plataformaa 7,6% con

de unaabsorbanciamediade 0,653 sin

3.- Disminuyeel volumentotal quepuedeser depositadosobrela plataformasin

desbordarse, con lo que disminuye el límite de detección del método.

Estos inconvenientes, añadidos al hecho de que conseguimos calcinaciones a 1200 ‘C sin

pérdida del analito, nos inclina a no usar las plataformas de grafito parael análisis de selenio

en suerohumano.
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IV.7.- MEDIDA ANALITICA Y LECTURA

De la EAA se pide velocidad, alta precisión y los menoreslímites de detección.

Estosdosúltimos puntos pueden alcanzarsecon el sistemade medida eléctrica capaz de registrar

mínimas diferencias en la absorción. Pero estas, sólo tienen significado si las señales son

0.500
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estacionarias y estables. La estabilidad depende primeramente de la estabilidad de la fuente de

radiacióny de la calidaddel sistemaóptico.

Paramedir cambiosde absorbanciaquedependendel tiempo (esteesel casodel horno

de grafito) se sueleregistrarel máximovalor (altura de pico) generadodurantela medida;oa

un tiempo de respuestadado, o despuésde una sedede ciertasintegraciones.

La otra posibilidad, es registrarvaloresintegradoscalculadosde medidasinstantáneas

duranteun períodode tiempo seleccionado(áreade pico).

Lasmedidasdeáreadepico (absorbanciasintegradas)suelenserlas preferidas.Dadoque

la matriz influye en la velocidadde atomizacióndel analito, las medidashechasde la altura de

pico variarán al modificarsela matriz, mientrasque la absorbanciaintegradaestarámenos

afectada,siendomejor la precisiónalcanzadacon medidasen áreadepico.

Sin embargo, cuando se analizan señales bajas, cerca del límite del método, la

experienciademuestraqueel másrazonableusarla altura de pico porqueel mido electrónico

influye másdirectamenteen el áreade pico durantela integracióntotal.

En nuestrasexperiencias,las medidasen altura de pico son, para la mayoríade las

muestras,mayoresy másprecisas.La exactitud,sin embargo,es mejor parael áreade pico y

haceseguroqueel instantede formaciónde la nubedeátomosquedeestrechamenteincluido en

el pasode lectura,y no seextiendadespuésde la atomización.
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Las alturasde pico medidasson mayores,asegurandomayor sensibilidad.
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IV.8.- TECNICA DE CALII3RACION

.

Cuandola composiciónde la muestraafectadirectamentea la composicióndel analito

se recomiendarealizar siempre la calibracióncon patronesque seanidénticos a la muestra
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La corroboraciónde este posibleefecto de la matriz sobre la recta de calibración se

compruebacuandoseobservaquela pendientede la curvaobtenidavaríamásde un 10-15%al

realizarelanálisissobre matriz acuosao sobre la matriz compleja.

En la determinaciónde selenioseobservanlos siguientesresultados:

SOLUCION ACUOSA

-Soluciónestándarde 250 ~il/l

-Modificador: Pd, 50 mg %

-Realizadacinco veces,los valoresmediosobtenidosson:

a = a = 0,044 «a =0,003

fi =1’ =7,13 lO~ «b =903~10~”

Siendo & y j3 los coeficientes de la recta: Y= & + fi X, en la que la ordenada

representalos valoresde absorbanciamedidos,y las abcisaslas concentracionesde selenio(gg/l)

de los patrones.

El coeficientede correlaciónmedio obtenidofue der= 0,9698(ov=O,Ol6).

MATRIZ SERICA

Se realiza una técnica de calibración por adición de estándares en las que se toman seis
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porciones alícuotas de la muestra (suero) previamente diluido 1:3 con Kl lOmM, se añaden

cantidades crecientes conocidas del analito (alícuotas de una solución de referencia) y se diluyen

las muestras con igual volumen con solvente (HCI 0.5% m/V). Una porción alícuota de la

muestra se trata únicamente con el solvente (y por tanto contiene O gig¡l de selenio).

De estaserie de solucionesseobtienen

con cinco réplicas de cinco sueros diferentes:

cx =77 = 0,1334

fi = b = 5,11 10~

los siguientesvaloresde calibración,estimados

= 0,007

«, =648i0-~

Siendo & y ¡~ los coeficientesde la recta: Y= & + j~ X, dondela ordenadason los

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

de patrónde selenio.

El coeficientede correlaciónmedio obtenidofue: r=0,9296(o%=O,O23).

La pendientede la rectade calibraciónacuosa(7,13 1(V) es un 28% mayor que la de

la matriz sérica (5,11 . IO-~) por lo que una técnica de calibración sobre una solución de

referencia acuosa conduciría a errores de exactitud.

En la siguientegráfica se representancomparativamenteambasrectas de calibrado

apreciándose el aumento de la pendiente para la rectade calibraciónde la soluciónacuosa.
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Dado que la composicióndel suerovaríade pacientea paciente,es necesarioemplearla

técnica de adición para cada muestra. El contenido de selenio en la muestrase obtiene por

extrapolación al cero de concentración.A continuaciónsetieneen cuentala dilución previadel

sueroen el agentereductorKl 10 mM (dilución 1:3).

La técnicade adición de analito elimina solo las interferenciasqueafectanal gradiente

de la curvaanalítica,pero no las queprovocanunaderivaparalela.

A b s
i5

U 10 30 40 56 66 70
pgM Se

Rectas de cahbracron
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Es necesario preparar patrones químicamente emparejados para que el comportamiento

durantela descomposicióndel patróny el de la muestraseancomparables,y estoafectaa la

viscosidad y al contenido de sales disueltas.

La obtención de muestras alícuotas de muestras, asf como la adición de cantidades

crecientesde patrón de selenio y de solvente (HCl 0,5%) se realizan automáticamente,

ajustándoseal siguienteprograma:

PARÁMETROS DEL MUESTREADOR

VOLUMENES(¡iI)

ESTÁNDAR MUESTRA.. BLANCO ..MODIFIC.

Blanco 45 16

Adición 1. 4 40 6 16

Adición2 6 . 40 4 16

Adición 3 8 40 2 16

Adición 4 10 40 0 16

Muestra 40 10 16

El muestreadorautomáticopipeteaexactamentelos volúmenesespecificadosa partir de

la siguientessoluciones:

124
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Estándar: 200 pg selenio/l

Modificador: 50 mg paladio/l

Blanco: HCl 0,5% m/V

Muestra: Suero diluido 1:3 en Kl IOmM.

Obteniéndose dos réplicas por cada adición.

Las concentracionesa las quecorrespondenlos cuatropuntosde adición son:

20 gig/l

• 30 ~ig/l

40 gg/l

50 ¿xg/l

Se han elegido estos puntosporque se recomiendaquela concentracióndel patrón sea

tal que la tercera adición tengaun máximode absorbanciade aproximadamente0,5 unidades.

Con esta técnica de calibración, la gráfica se establece en la porción lineal de la curva

analítica.

La aproximaciónde la regresión de mínimos cuadradosse aplica a los puntos de

calibraciónparaproducir unagráfica lineal. Por estarazón, esnecesarioelegir los volúmenes

de muestra,longitudesde ondaanalíticasy parámetrosoperacionalesadecuadosparaasegurar

que las medidas de absorbancia están en la región lineal de la curva analítica.
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Lasadicionesdebenserde tal magnitudque la adiciónmásaltaseaaproximadamentetres

veces la de la muestra original.

IV.9.- LINEALIDAD DE LA TECNICA

LV9.A.- LINEZILLDAD EN SOLUCIONACUOSA

Programamoslas inyeccionesde estándar(selenio), modificador (paladio) y blanco

adecuadaspara conseguirlas siguientesconcentraciones:

Se/1 Abs.Medias CV (5 réplicas)

0 0,078 3,2

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

126
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¡ig Se/l AbtMedias %C.V.(5 réplicas)

70 0,525 6,8

80 0,601 6,3

-90 0,669 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

Hasta110 ~¿g/lla técnicapuedeconsiderarselineal, pueslos datosobtenidospresentan

un modelo de regresiónlineal con un coeficientede determinación9=0,9914.

IV. 9.B. - LINEALIDAD SOBREMATRiZ SERICA

Programamosinyeccionescon la técnicadeadicióndeestándarsobreun “pooV de sueros

paraobtenerlas siguientesconcentraciones:
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Conc.Se ¡ig/l Abs, medias %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 3,2

60 0,380 7,1

70 0,464 6,4

80 0,484 6,3

90 0,557 12,3

lOO 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

128
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Hasta90 ¡¡gIl sepresentacomounarectacon un coeficientede correlaciónr=O,9948.

Nuestrasadicionesde estándarelegidascomo técnicade calibración, semantienendentrodel

rango lineal del método, ya que sin este requisito, las concentracionescalculadaspara las

muestras serian inexactas.

1
Abs

20 40 60 80
,ug Se/I

100 120

0.8

0.6

0.4

0.2

o
1

o

•~*- AcuosaI .~ Serios
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TV.1O.- SENSIBILIDAD Y LIMITE DE DETECCION

Sensibilidad o concentracióncaracterística.

Aceptando las normas del Grupo de Espectroscopiade AbsorciónAtómicade la Sociedad

de QuímicaAnalítica(U.K.):lasensibilidadesun númeroteóricoqueequivaleala concentración

de analito en soluciónacuosaqueproduceun 1 % de absorción.

El factor fundamental

es la intensidadmediade la

demuestra que a medidaque

absorbancia para una misma

que influye sobrela sensibilidaddeun equipodeabsorciónatómica

corrientede alimentaciónde las lámparas.Experimentalmentese

disminuyela intensidadmediade corriente,aumentala lecturaen

muestra(2,5 ng de seleniocon paladio):

Absorbanclas

1-2

1

0.8

0.6 --~-

0.4
3 4 5 6 7 8

a

a

II

mA
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Intensidadde la lámpara

(mA)

Absorbanciasmedias±S.D.

(n 3)

4 1 120+0089

5 1 092+0 087

6 0,926±0,092

7 0897+0097

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

comointensidaddecorriente,porquea intensidadesmenoresla energíaprocedentede la lámpara

de deuterioera excesivamentegrandepara aparearlacon la energíade la lámparade cátodo

huecode selenio.

Además,dado quepartede la energíaemitidapor la lámparaesabsorbidapor el aire,

para que llegue suficiente energía al detector, es necesarioincrementarla intensidadmediade

corrientede la lámpara,pesea la pérdidade sensibilidad.

La concentracióncaracterísticaes por tanto un número teórico que dependede la

eficienciade la lámpara,atomizadory monocromador.Su mayordesventajaes queno tiene en

cuentael nivel de mido, por eso es de poco valor como guía en la menorcantidad de un

elementoquepuedeser detectada.
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El 1 % de absorción seobtienede la siguienteforma:

I~ Ajustamos el instrumento con una solución blanco (agua desionizada) y se registra

la lecturadecero. Se compruebaquesecumplela ley de Beer (cuandola lámparase oscurece

totalmente, se obtiene una lectura de absorbanciade infinito). Existirá unarelaciónlineal entre

las concentraciones y las absorbancias registradas.

2o~ Se construyeunacurvade respuestaa la concentraciónconunasoluciónde selenio,

y la concentraciónqueproduceun aumentode la señalequivalentea unaabsorbanciade 0, 1 se

lee en esta gráfica. Si la ley de Beer secumple:C01=K 0,1 (K=constante)

30 La densidadóptica y la absorbanciase definen como: log1<>10/10 donde l~ es la

intensidadde la luz incidentee 1 la intensidadde la luz transmitida.Si el 1 por ciento de la

incidenteha sido absorbida(1% absorción)entoncesla absorbanciadel medio estádadapor:

1og10 100/99 = 0,0044

Aplicandode nuevola ley de Beer:

C1,=K—O,0044

dondeC1~ es la concentraciónqueproduceun 1% de absorción:

C1%=C0¡-0,044

Partiendode unasoluciónpatrónde seleniode 250 ¡¡gIl y cloruro de paladio <50 mg%

de Pd) obtenemosunarectadecalibración:
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y = 0,044 + 7,l3~l0-3x

si y0,1 entoncesx7,79 ¡¡gil-. C
0~

C¡% C01~0,044=7,79-0,044=0,343gIl

Hemosinyectado25 ~1de solución, por tanto la sensibilidadabsolutaseráde 8,57 pg.

Limite de detección

El límite de detecciónsedefine como: “La cantidadmínimade un elementoque puede

ser detectadacon un 95% de certeza.Esto es, la cantidadde un elementoque da una lectura

igual a dos vecesla desviaciónestándarde unaseriede al menos10 determinacionesa/ocerca

del nivel del blanco”.

Estadefiniciónasumeuna distribuciónnormalde los errores.

Comola deteccióndeerroresnoessiemprenormal,esteprocedimientopuedequeresulte

un límite de detección“optimista”.

Tomamosla rectaquecorrespondea la calibraciónpor adiciónde estándarsobresuero,

y = 0,1334 + 5,11 x , y calculamos la recta paralela que pasapor el origen:
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En esasmismascondiciones,y el mismo día que se obtuvo esarecta de calibración,

repetimosla lecturadel blanco20 veces:

n =20

y~ =0,0205

a =0,0025

y~ + 2a ~0.0255

rabs

•Bx

&.Bx

x•cono. Se ugII

si y = 0,0255entoncesx = 4,99 ~g/I
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Dado queprocedede una dilución 1/4 del suero en Kl lOmM, la mínimaconcentración

queel métodoes capazde distinguir del cero esde 19 ¡¿gIl.

Es preciso recordar que este es el límite de detecciónestablecidopara la técnicaaquí

descrita, es decir, con calibraciónsobre matriz sérica, con una intensidadde lámparaelevada

(7 mA) y correccióncon lámparade deuterio,y quesi secalculaesteparámetrosobresolución

acuosael límite de detecciónes aproximadamente100 vecesmenor (0,13 ppm).

IV.11.- INEXACTITUD E IMIPRECISION

Imprecisión

La imprecisiónde la técnicaseevaluóanalizandoel coeficientede variaciónintraensayo:

“en el día”, y el coeficientede variacióninterensayo:“en distintos días”

Dado que en Españaactualmenteno existe ningún suero control comercial que tenga

valoradala concentraciónde selenio, hemospreparadoun volumende 50 ml formadopor los

excedentesde suero extraídosen un día en el Hospital Ramóny Cajal de Madrid, a partir del

cual preparamosalícuotasde 250 ~l, quesecongelarona -20 0C.

Estas muestrasasí obtenidasse procesaroncomo control con cada serie de sueros

analizados.
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Todaslas muestrasseanalizaronpor duplicado, dandocomovalor definitivo la media

de las dosdeterminaciones,portanto la desviacióntípicareal serála de las mediasdecadados:

k= n0 de parejas medidas

x = mediatotal de las k parejas

= media de cada pareja

Imprecisión intraensavo

2 (xx)2
k

Determinandola concentracióndel control 15

determinación,concluimosque el valor promediodel

cuentala dilución, corresponderíaa unaconcentración

veces seguidas,con dos réplicaspor

control es de 11,929pgIl teniendo en

en suero de47,7 ¡¡gIl.

La desviacióntípicaes de0,866¡¡gIl y el coeficientede variaciónesde 7,26 %.

Imprecisióninterensayo

Cada serie de suerosanalizadosincluía el control por duplicado, obteniendocomo

resultado:
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x = 11,3541

= 0,913

C.V.== 8,0%

Perfiles absorbancia/tiempoftemperaturaobtenidosen el análisisdel suero control:

Adición 1

1.28 3888

T
8 E
s ti

P

—826 8
9 TIME <sec) 2.5

Adición 2
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Adición 3

Adición O

126 2886

A T
e E
S FI

P

—8.26 9
TIP~E (sec) 2.5

26 3896

A Y
e E
8 FI

—826 e
8 2.5TIME (sec>

8
b
e

0.246

- 0.0
- 10.9 CONCENTRATION 77’

Gráficade calibración
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Inexactitud

Paraconocer la inexactitudde la técnicahemosrealizado un estudio de recuperación

consistenteen añadircantidadesconocidasdeselenioal suerocontrol valoradoy aplicardespués

el métodoanalítico.

Sobre 500 ¡¡1 de suero control diluido (contiene una media de 11,9 ¡¡g/l de selenio):

1O~ Añadimos50 ¡¿1 de soluciónpatrónde 250 ¡¡g/l (0,0 125 ¡¡g de selenio)(volumen total

de 550¡¡1). La concentraciónesperadaes

11,9¡¡g/l -. 5,95-10~¡¡g de selenioen

(5,95 + l2,5)~ t0~ ~~g/550¡¡l -. 33.5 pg/l

2o~Añadimos 100 ¡¡1 de soluciónpatrónde 250¡¡gIl (0,0250¡¡g/l)(volumentotal de 600

¡¡1). Concentraciónesperada:

(5,95 +251»10$g/600 ¡¡1 -.51,6¡¡gIl

Conc.teórica Conxabtenida

(median =5)

Realperació

Basal 11,9

+ 50 ¡¿1 patrón 33,5 32,88 98%

+ 100 ¡¿1 patrón 51,6 54,80 106%
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[17.12.-COMPARACION CON OTROSMETODOS

En la revisión bibliográfica que hemos realizado para el desarrollo de este trabajo ,hemos

encontrado otras técnicas instrumentales aplicables al análisis de selenio en fluidos biológicos,

en particularen suerohumano.Exponemosaquí,razonadamentesus ventajas e inconvenientes:

- Fluorometría.

- HPLC o CLAE (Cromatografíalíquidade altaeficacia),condetecciónde fluorescencia.

- GCMS (Dilución de isótoposestablescon cromatografíade gasesy espectrometríade

masas).

- Fluorescenciade rayos X.

- EAAGH (Espectrofotometríade absorciónatómicacon generaciónde hidruros).

- NAA (Análisis molecular de activación de neutrones).

- ICPMS (espectrometría de emisión con frente de plasmaacopladopor inducción ,junto

con espectrometríade masas).

- EAAHG (Espectrofotometríade absorciónatómicaen hornode grafito), correcciónde

fondo con efectoZeeman.

IV.12.A.-FLUOROMETRIA

Este método estáentrelos más antiguosy dependede las propiedadesfluorescentesde

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

sensibilidad (en medios biológicos y piensos).(5O)

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

mejorar. (170)

Precisa personal entrenado,yaque es laborioso.Incluye una fase de extracción

,generalmenteconciclohexano.Elvolumende sueronecesarioesde0,4 mililitros.ES un método

muy sensible,conun límite de detecciónde 0,39 mmol.ltPudiendousarsemuestrasde sangre

o de orina.(169)

LV.12.B.-HPLC

Estatécnicaalcanzaun límite de detecciónde 0, 15 ng, con unaprecisiónde un 1 % al

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

Empleavolúmenesde tan solo 50 ¡¡1 de suero.

El inconvenienteque presentaparael análisis rutinario, es el complicadoprocesode

digestión y extracción:sometela muestrauna digestiónácidacon ácido nítrico al 70% a una

temperatura de 120 0C, después a 150 0C y finalmente a 200 <‘C. Es precisounasaturacióncon

oxalatoamónico, añadirHCI 6M parareducir los selenatos,adicionarácido fórmico, separar
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con pipeta Pasteur las sales amónicaformadasy ajustarel pH. por último se pasaa la fasede

reacción con el reactivo DAN(diamino naftaleno) con los consiguientespasosde incubacióny

extracción con ciclohexano.(171)

IV.12.CI- GCMS

La cromatografíade gasescon dilución de isótoposestablesy espectrometríade masas

(50) es unode los métodosquepermitenexactitud,sensibilidady precisiónen la medidade la

concentración de selenio en fluidos biológicos.

Precisapequeñosvolúmenes(unos 500 ¡¡1 de suero),el coeficientede variación puede

ser de tan sólo un 1%.

Es un método de referencia, pero no es aplicablea los laboratoriosclínicos por sus

elevados costes y la especialización que requieren del personal.

IV.12.D.- FLUORESCENCiADE RAYOSX

Hasta la décadade los noventa,la fluorescenciade rayos-X no alcanzabalimites de

detecciónadecuadosa la valoraciónde selenioen suero.
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El métodoconsiste(172) en irradiarconun tubo de rayos-Xde altapotencia(1 Kw para

plasma) y usando una cámara de irradiación cuya geometríapermitaincidir directamenteen la

muestrasin saturarel detectorcon los rayos-Xqueemiteel tubo.

El tiempo de análisis de cada muestra es algo superior al que empleamosen

EspectrofotometríadeAbsorciónAtómica;con500segundosdeirradiaciónseconsigueun límite

de detecciónde 20 ng/mí, con un volumen de suero de 50 ¡¡1.

El coeficientede variacióndescritopara una concentración de selenio de 1 00¡.&g/l es de

aproximadamente11 % (50)

IV.12.E.-EAAGH

La espectrofotometríade absorciónatómicaconatomizacióntrasgeneracióndehidruros

ha sido durante muchos años la alternativa escogida para determinar selenioen orina, pudiendo

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

Suprincipal inconvenientees el procesoprevio de digestiónde la muestrabiológica,que

en muchasocasioneses insuficiente.

La obtención del hidruro consigueeliminar las posibles interferenciasespectrales,

alcanzándosemedidashomogéneasentrelos diferenteslaboratonos.
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La cantidad de sangre requerida es de un gramo (173).

Este método requiere que el selenio

produciéndoseerrorescuandono esasí (165)

en la muestra se encuentracomo selenio(IV),

(174)

Los resultadosobtenidoscon generaciónde hidruros son inferioresa los obtenidoscon

otras técnicas,por problemasen la digestiónprevia (175).

Algunos procedimientosde digestiónen ácidonítrico, perclóricoy sulfúrico consiguen

unaexactitudaceptable(176).

Se han realizadoestudiosparacompararresultadosobtenidoscon técnicade generación

de hidruros frente al horno de grafito, obteniéndose una menor contaminación en el horno de

grafito (177).

La generaciónde hidruros se usa frecuentementepara la determinaciónde selenio,

arsénicoy mercurioen tejidosbiológicos (178).

LV.12.F.- NAA

El análisis molecular de activación de electroneses el procedimientomás exacto y

preciso, pennite determinar selenio total, el ión trimetilselenio y el ión selenitoen sueroy orina,
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pudiendo cuantificarsetodos los selenoaminoácidosde la orina con una cromatografíade

intercambioaniónicoprevia (179).

Esta técnica no es practicable en la mayoría de las instalaciones,por requerirun reactor

nuclear para irradiar las muestras.

Es el métodoconsideradode referencia.

IV. 12.0.- ICPM~S

La espectrometríade emisión con fuente de plasnia acopladopor inducción (ICP)

realizadajunto con la espectrometríade masas(MS) es unade las expectativasde futuro más

prometedoras.

Las primeras referenciasempleanunageneraciónde hidruros de selenioprevia, que

requiereun volumen excesivode suero(50 mí), siendoel límite de detecciónde 0,2 a 0,9 ng

de 745e (170).

Posterioresmodificacionesqueempleanla técnicade nebulización,necesitanvolúmenes

menores(10 mí) y consiguenunaprecisióndel 1% (180).

Sin embargo,siguensiendovolúmenesaltosparala aplicaciónclínica.
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1V12.H.—EAAHG

Muchos autoresconsideranla espectrofotometríade absorciónatómicaen horno de

grafito y correcciónde fondo con efectoZeemancomo la técnicaidóneaparacuantificarlas

concentracionesde selenioen mediosbiológicos(181)(182)(183)(184)(185)(186).

La absorciónatómicaconefectoZeemanesla alternativaa la correccióncon luz continua

y estádisponibleen aparatosde las marcasHitachi y Perkin-Elmer.

El efectoZeemanconsisteen la división de unalíneaespectralatómicaen presenciade

un campo magnético. El campo magnético se aplica a la fuente de luz o al sistema de

atomización.Si se usaun campomagnéticomoduladola absorbanciatotal se mide con el imán

encendidoy la absorbanciadel fondo con él apagado(187).

VentajasdelZeeman(163):

1.- Correcciónparalongitudesdeondavisibles(no aplicableenel casodel selenio).

2.— Correcciónde absorbanciasdebidasa fondosestructurados,comola debidaal fósforo

en nuestroestudio.

3.- Correcciónde interferenciasespectrales,comolas debidasa las líneasdel hierro.
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4.- Unica fuentede luz, sin posibilidadde mal alineamiento.

5.- Correcciónde altasabsorbanciasde fondo.

Desventajasdel Zeeman(188)(189)(190):

1.- Pobre sensibilidad,puesla separaciónde las líneasatómicasesincompletacon las

fuerzas del campo prácticas. Con el cobre por ejemplo, se obtiene un 53% de

absorbancia.

2.- Las curvasde calibraciónpresentanunacurvaturaexcesiva.

3.- El sistemade correcciónno eslo suficientementerápidoparala continuavariabilidad

del fondo. La medidade absorbanciadel fondo y la total estánespaciadasunos pocos

milisegundos(8-10 milisegundos)conposibleserroresoriginadospor las rápidasseñales

obtenidasen el horno de grafito.

La lámparade deuteriorealizalas dos medidasen dos milisegundos.

4.- Suelevadocoste,

Existen técnicasmejoradasparadeterminarseleniocon Zeemany unadigestión ácida

previa (35)(191H.192)(193)(194)<195).
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y. - VALORESDEL RANGODE REFERENCIA

V.1.- POBLACION DE REFERENCIA

Parapoderdarun usoclínico a lasconcentracioneshalladasde selenioen suerohumano

debenestablecerseprimero los valoresde referencia.

La IFCC (Federación Internacional de Química Clínica) define los valores de referencia

comoaquellosquecorrespondenal conjuntode la poblaciónsupuestamentesana.Sin embargo,

la salud no es unacondición bien definida, las fronteras entre la salud y la enfermedadson

difusas,especialmenteen el envejecimiento.Paraseleccionarunamuestrade la poblaciónde

referenciahemosseguidoloscriteriosdel Comité deExpertosde la FederaciónInternacionalde

QuímicaClínica (196ft197)(19S).

LosindividuosdereferenciaseleccionadosprovienendelServiciodeMedicinaPreventiva

del HospitalRamóny Cajal, graciasa la colaboraciónde la Dra. Pilar Rioboo.

Los individuosquesufrenenfermedadessistémicaso alteraciones

la insuficiencia renal, enfermedadcardíaca congestiva,enfermedad

enfermedadhepáticao síndromes malabsortivoshan sido excluidos

investigaciónde laboratorioy por cuestionarioen entrevista.

fisiopatológicascomo

crónica respiratoria,

por examen clínico,

Otroscriterios de exclusiónhan sido la obesidad,hipertensióny el alcoholismo.
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Paraevitarel efectode las posiblesvariacionescircadianas(199)(200)(201) las muestras

de sangrese recogieronen un tiempofijo (8:00a 10:00 horas),en ayunasdocehoras,en tubos

“Venoject’ secos(TerumoEuropeNl’, Leuven,Belgium) y secentrifugarona 200gdurante10

minutos)parasepararel suero.Las muestrasseguardaroncongeladasa -20 0C hastael díadel

análisis.

Hemosrealizadosubclasificacionesdel grupo siguiendocriterios de edady sexo.

La muestrapresentaun total de 118 individuoscomprendidosentre15 y 65 años, 49

varones y 71 hembras.

V.2.- DISTRIBUCION ESTADíSTICA. TEST DE KOLMOGOROV-SMIRNOV

.

Cuandotomamosun númerode individuossanos(n=118) comomuestrarepresentativa

de todala población sana,los valoreshalladossedistribuyenestadísticamente,en la mayoríade

los casos, dando lugar a lo que en estadísticase denomina “distribución eaussiana’ o

“distribución norma]” (202).

La representacióngráficade estadistribuciónes la denominadacurrva de Gauss,cuya

ecuaciónes:

X 10

«1K
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Debido a] azar,estosvaloresde referenciaseagrupanen torno a la media,y la medida

de la dispersiónviene dadapor la desviaciónestándar(o), de tal forma que se admite que

x + 1 ,96a es el intervalo que englobaal 95 % de todos los valoresde referencia.De forma

aproximada,se admite que en distribuciones“normales” o “gaussianas’,el intervalo está

comprendidoentreel límite inferior ~—2oy el límite superiorx+2u (1,96—2).

En aquelloscasosen quela formade distribuirselos resultadosngesgaussiana,ngpuede

aplicarseesteintervalo de referencia.

Paraestablecercualesson los límites queencierranal 95 % de la poblaciónsanalo que

debehacersees establecerlos fra~llln (fracciónde población)quedejan por debajoal 2,5 96

de la población<fractil~,~) y por encimaotro 2,5 96 (fractil0q75). Paraello, seordenantodoslos

valoresy sedeterminancualesson los queocupanestasposiciones.

-I,96« +I,9d«
4

u

Vaiauu de rsfnnda
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Parasabersi la distribuciónde los valoresde referenciadelasconcentracionesdeselenio

en sangresigueno no unadistribucióngaussianaaplicamosla prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Esta prueba se basa en el estudio de las diferencias existentes entre la distribución de

frecuencias acumulativas observada en la población y la distribución de las frecuencias

acumulativasesperadassi la distribuciónfueragaussiana.Paraello, sebuscacuales la máxima

diferenciaobservada(D~) y se comparacon el valor teórico D~0 dado por la tabla de

Lilliefors (202).

Estatablapermiteelegir entrevariosvaloresD~<; unode ellosesel D0,~ y otrovalor

de la tabla es el D01.

Si el valor de D~ encontradoes mayor que D0~, quiere decir que las diferencias

encontradasson mayoresque las queel azarexplica,y sepuederechazarla hipótesisde curva

gaussianaconunaprobabilidaddeerrormenorde0,05, esdecir, condiferenciaestadísticamente

si2nificativa

.

Si el valor de D~, es mayorque D01, la probabilidadde error al rechazarla hipótesis

de curva gaussianaseríade hasta0,1 lo cual es un error algo elevadoy si se aceptarala

“normalidad” señacon un riesgode error elevado.

Aplicado el test de Kolmogorov-Smirnov a la muestra completa se obtienen los

siguientesresultados:
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Media Desv.Tip. Err.Est. Mínimo Máximo Tamaño

64,2373 19,7232 1,8157 34 116 118

Diferenciasteóricas: D01 = 0,1252 (j,<0,05)

= 0,11231(p<0,1)

Diferenciamáximaobservada:D~ = 0,12236

Comopresentaunadiferenciamáximaobservadamayor quela diferenciateóricaqueel

azarexplica D0(,5, rechazamosla distribuciónnormalde las concentracionesde selenioen la

poblaciónadultasana.Seconsidera“aproximadamentenormal” (p<0,1) dadoqueD~ <

Loselementostrazaquesoncontroladoshomeostáticaniente(203) siguenunadistribución

aproximadamentenormal; en aquelloselementoscuyaconcentracióndependede factorescomo

las diferencias geográficas(25)(204)(205),composiciónde los suelos(4), contenidoen aguasy

alimentos(27)(44)(98),forma mineral (208), contaminantes(206)(207),la distribuciónse aleja

de la curvagaussiana.

Para poder convertir los datos en una distribución “normal” realizamos una

transformaciónlogarítmicamediantela omebade Kolmogorov-Smirnovde bondadde ajustede

la distribuciónde lo~<conc.Se~ a unacurva~aussiana

.

Realizandodicha transformaciónlogarítmica los datos obtenidos se agrupan en las

siguientesclases:

152
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Clase

(

(Iim.inf) (d-x,») ldt/s área esp. esp*

f.~.

obs.

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

Ex = 214,54

Ex2 = 385,49

= ~ 1 n = 9,24/118= 0,078

Diferenciamáximateórica: D
0,01 = 0,09(p<0,01)
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Comola D~ es menorque D0,01 aceptamosla distribuciónnormalde la transformación

logarítmica,con unaprobabilidadde error menorde 0,01.

Dado que el estudiode los datosestadísticosrealizadocon el seleniocomovariable

dependientepresentauna distribución no gaussianapara las concentracionesoriginales, los

análisisestadísticosrealizadossobrela muestra,sehanhechoaplicandométodosno paramétricos

en lugar de usarla transformaciónlogarítmicapara simplificar los resultadospresentados,a

pesarde sí serunadistribuciónnormaldicha transformación.

Distribución de las conc.de Se en suero
Frecuencias absolutas

30

26

20

16

lo

5

o
15 25 35 46 56 66 75 85 95 105 115 125 135

Conc.Se ug/I
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V.3.- PARTICION EN SUBCLASES SEGUN EL SEXO

.

Paracomprobarsi existendiferenciassignificativas entrelos resultadosprocedentesde

la población masculinay los de la femeninahemosaplicadoel testde Kruskall-WaWs(202),

dado que hemosconsideradolos resultadoscomo no paramétricos.Los resultadosobtenidos

fueron:

Sexo E Rango Tamaño

3105 48

9 3916 71

El test se basaen ordenarcrecientementetodos los datos, despuéssumar los rangos

correspondientesa las mujeres(SR2=3916)y a los hombres(SR6=3105),calcularsusmedias

medianteslas fórmulas ~~2 = SR2 — SR6y R6 = ~hs.bres calculándoseademásla media total de los

— N~+1
rangosR=

2

A partir de estos datos,secalculael valor de H quevienedadopor:

— — — 2 —

H.....L Sn1(R1-R)
2 _ í n

2(R2-R) .en6(R6-R

)
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Como hayempates,esdecir a veceshay dos concentracionesde selenioigualesqueal

ordenarlascrecientementetendríanel mismo númerode rango, secalcula el valor de

mediantela fórmula H~,«,~=H/Factorde Corrección.

a

Factorde Corrección= 1 -

LT
ti

a a a

(Sn.—1)Sn(Sn.+1)
1 1 1

donde 7) = ti - siendot~ el númerode empatesencadagrupo.

Efectuadosestoscálculosseobtiene:

H = 1,8608

= 2,6249

Factorcorrección= 0,70891

N0 de muestras= 2 Tamañoglobal = 118

Esta HC.,.,fl,d. se comparacon un test x2 paraver su significación.

Probabilidad= 0,10521 > 0,05

Gradosde libertad = 1

Las diferenciasrespectoal sexono son significativas,puesla probabilidaddeerror al

rechazarla hipótesisde queson dos gruposigualeses0,10521 > 0,05.

En los datosprocedentesde NuevaZelanda(6)(23)(27)(209),Grecia(205) y Dinamarca

(210)(211)(212)(213),tampocose observandiferenciassignificativasentrelos dos grupos; sin
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embargoen Polonia(39) los hombrestienen mayoresconcentracionesde selenioen sangreque

las mujeres.

V.4.- INTERVALO DE REFERENCIA

.

El intervalo de referencialo definimosmediantela fracciónquecontieneel 0,95 central

(ó el 95 por ciento) de la distribuciónde referencia.

Los límites de referenciaestimadosson el fractil 0,025 y el 0,975.Estoslímites separan

una fracciónde 0,025 (2,5 %) de los valoresen cadacola de la distribuciónde referencia:

Fractil 0,025 = 38 Mg’1

Fractil 0,975 = 111 ~g/l

La medianade la distribución (fractil ) es 60 Mg’1.

Asumiendoque el intervalo está halladoen unosvaloresde referenciaobtenidosen un

simplemuestreoaleatorio,debemosacompañarestosfractilesdeun intervalode confianza(0,95

= 95%).

De estaforma el intervalo de referenciade la concentraciónde selenioen sueroen la

poblaciónadultaespañolaesde 38 (3&42> ~g”1a 111 (¡07-112) Mg’1.
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V.5.- VARIACION DE LA CONCENTRACION DE SELENIO EN SUERO CON

LA EDAD

.

Los análisisde selenioefectuadosalos 118 individuossanossehanagrupadoen 6 series,

segúnla edad.

Los resultadosencontradosse muestranen la siguientegráfica, en la cual se incluye el

95% de confianza.

CONCENTRACIONES DE SELENIO POR EDADES

10 20 30 40 60 60 70
Años

Cono, media 3

Conc.de selenio (pg/¡>
120

100

80

60

40

20

o

-—.1
4

• 0
a
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Hemoscomparadolas concentracionesde seleniohalladasen los distintos grupos de

edadescon el fin de establecersi el factor edadestablecediferenciassignificativas entre los

individuosde referencia.Paraello hemosaplicadoel testde Kruskall-Wallis. Los resultados

obtenidos fueron:

Edad SRango Tamaño

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

Estapruebautiliza como parámetroslos siguientesvalorescalculados:

H = 23,3679

Heorregido = 32,9633

Probabilidad= 3,82-10~

La probabilidadencontradaesde3,8 UY6, muy significativa,por lo quepodemosdeducir

que la edadprovocaunas diferencias significativas (p< 0,001) entre las concentracionesde

seleniode la población sana.

159
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Seobservaun aumentoprogresivodelcontenidodeselenioen suerohastalos 30-40años,

edadapartir de la cualcomienzaun descenso.Estosresultadosconcuerdancon los alcanzados

por otros autores(214ft215ft216)(217).

Con el númerode individuos estudiadosen nuestro trabajo no es posible establecer

valores de referenciapara cadagrupo de edadcomo seríaaconsejableen este caso, ya que

algunosgrupos,especialmentelos másextremostienentan solo5 y 7 individuos,por lo queson

claramenteinsuficientes.
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a• Sehapuestoapuntoun métodode análisismedianteespectrofotometríadeabsorción

atómicacon horno de grafito, quepermitedeterminarselenioen suero humanoeliminandolas

interferenciasproducidaspor otros elementos,principalmentefósforo, presentesen el suero

humano (absorciónde fondo del suero), y evitandolas elevadaspérdidas que se originan

frecuentementepor la inestabilidadtérmicadel selenio.

Con objeto de disminuir la elevadavolatilidad del selenio, y evitar las pérdidasen

el análisis, sehaempleadounasolucióndenitratode níquel.Calcinandoa 1100 0C, temperatura

idóneaa partir de la cual la pérdidade analitoesconsiderable,y atomizandoa 2700 0C se

obtienenresultadossatisfactoriospero la elevadaseñalde fondo no quedaanuladay dificulta la

determinación.

Se ha sustituidoel nitrato de níquel comomodificadorde la matriz por cloruro de

paladio. Los resultadosobtenidoscalcinandoa 120<) 0C, manteniendodicha temperatura35

segundos,y atomizandoa 2700 oc muestranuna señal de fondo apta para el análisis pero

igualmenteindican quese puedenoriginarpérdidasdeseleniosi ésteseencuentraen diferentes

estadosde oxidación [Se(IV)y Se(IIfl.
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Paraevitar las pérdidasdebidasa los diferentesestadosde oxidación quepuede

presentarel selenioen el suero se ha utilizado comoreductoryoduropotásicoqueno origina

precipitaciónde las proteinasséricas.La presenciade Kl produceno sólo la reduccióndel

seleniosino que tambiénreduceal modificadorde paladiooriginandoun seleniuroestable.

5a.- Empleando Tritón X100 como diluyente del suero y Antifoam B como

antiespumante,necesariopor la presenciadel Tritón, seproduceun aumentoconsiderablede la

señal de fondo que dificulta la medida,por lo quehemosrechazadosu uso. La dilución del

suero se realizadirectamentecon la solución reductorade Kl en unaproporción 1:3. De esta

forma seprecisatan sólo 100 M1 de suero,por lo que el métodode análisis esperfectamente

adaptablea la poblaciónpediátricao a los enfermosde cuidadosintensivos.

Empleandoel métodode las adicionesde estándarsehan determinadolos rangos

de linealidadde la técnicade análisis.Los resultadosobtenidosmuestranquehasta110 ~g/l de

seleniola técnicaes lineal si el ensayose realizasobredisolucionesacuosasy hasta90 ~g/l si

seefectúasobrela matriz sérica.

7a .- La sensibilidaddel método, utilizandouna intensidadde corrientede 7 mA para la

lámpara,esde 8,57pg. El límite de deteccióno cantidadmínimade selenioqueel métodode

análisispuededetectares 19 ~g/l.

La imprecisiónentreensayosrealizadosen el mismodía“intraensayos”esde0,866

~g/l y entreensayosrealizadosen díasdiferentes“interensayos”esde 0,913¡¿gIl. La inexactitud
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del método,deducidamediantela recuperacióndecantidadesconocidasdeselenio,oscilaentre

un 2 y un 5 %.

9a~ Con objeto depoderdar un uso clínico a las concentracioneshalladasde selenioen

suerohumanohemosestablecidolos valoresde referencia,que son aquellosque corresponden

al conjuntode la poblaciónsupuestamentesana.La muestrapresentaun total de 118 individuos

comprendidosentre 15 y 65 años,49 varonesy 71 hembras.

El estudio de los datos estadísticos,realizadocon el selenio como variable

dependientemedianteel test de Kolmogorov-Smirnov,presentaunadistribuciónno gaussiana

para las concentracionesoriginales puesla diferenciamáximaobservadaDmáx = 0,12236 es

mayor que la diferenciateóricaqueel azarexplica D()()j = 0,11231.

11?.- Realizadauna transformaciónlogarítmica mediantela pruebade Kolmogorov-

Smirnov de bondadde ajuste de la distribuciónde log(conc. Se) a unacurvagaussiana,con

objeto de poder convertir los datos de las concentracionesde selenio en una distribución

“normal”, se ha encontradoque la D~ = 0,078 es menor que D001 = 0,09. Por tanto,

aceptamosla distribuciónnormalde la transformaciónlogarítmica,conunaprobabilidadde error

menorde 0,01.

12a~~ Los análisis estadísticosrealizadossobre la muestra, se han hecho aplicando

métodos no paramétricosen lugar de usar la transformaciónlogarítmicapara simplificar los

resultadospresentados,a pesarde sí ser una distribución normal dicha transformación.
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Aplicado el test de Kruskall-Wallis, dado que se han considerado los resultados

comono paramétricos,paracomprobarsi existendiferenciassignificativasentrelos resultados

procedentesde la poblaciónmasculinay los de la femenina,sehanobtenidounosresultadosque

nos indican que las diferenciasrespectoal sexo no son significativas,puesla probabilidadde

error al rechazarla hipótesisdeque son dosgruposigualeses0,10521 > 0,05.

14a~~ El intervalo de referenciade la concentraciónde selenioen sueroen la población

adultaespañolaes de 38 (3642> ¡¿gIl a 111 (1~l¡2) ¡¿gil, considerandocomolímites de referencia

el fractil 0,025 y el 0,975,queseparanuna fracción de 0,025 de los valoresen cadacolade la

distribuciónde referenciay acompañandoa estosfractilesde un intervalodeconfianzadel 95%.

1?.- Comparadaslas concentracionesde seleniohalladasen los distintos grupos de

edadesy aplicandoel test de Kruskall-Wallis, se encuentraunaprobabilidadde 3,8-lOt muy

significativa, por lo quees posiblededucirque la edadprovocaunasdiferenciassignificativas

(p<0,001)entre las concentracionesde seleniode la población sana. Se observaun aumento

progresivodel contenidode selenioen suerohastalos 30-40 años,edada partir de la cual

comienzaun descenso.

16~.-No ha sidoposibleestablecervaloresde referenciaparacadagrupode edadcomo

señaaconsejable,puesel númerodeindividuosestudiadosen nuestrotrabajono lo hapermitido

ya quealgunosgrupos,especialmentelos másextremostienentan solo5 y 7 individuos, por lo

que son claramenteinsuficientes.
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