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1. RESUMEN




Resumen

En este trabajo se optimiza un método de separacion cromatografica de especies de
selenio (selenocisteina, selenometeonina, selenometilcisteia, selenito y selenato)
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) y deteccidon mediante
espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS).

En primer lugar, se ajustaron las condiciones instrumentales de operacién del ICP-MS.
Posteriormente, utilizando una columna de intercambio aniénico Hamilton PRP X-100
(250 x 4 mm d.i.), se estudiaron diferentes pardmetros para optimizar la separacion
cromatogréfica: Temperatura de la columna, programa de elucién, concentracién, pH,
porcentaje de metanol y flujo de la fase movil. Tras la seleccién de las condiciones
mas adecuadas, se calcularon los limites de deteccién y cuantificacion y la precision
del método propuesto.

Por dltimo, tras la seleccién de las condiciones de separacibn mas adecuadas, se
ensayo la posibilidad de utilizar diferentes métodos de extraccion que cumpliesen con
los principios de la Quimica Verde. La aplicacion de estos métodos tuvo como finalidad
la extraccion de especies de selenio en un alga verde (Ulva rigida).

Abstract

In this project, a chromatographic separation method for selenium species is optimized
by High-performance liquid chromatography (HPLC) and inductively coupled plasma
mass spectrometry.

First of all, instrumental conditions were adjusted for the ICP-MS operation. Then,
using an anion exchange column Hamilton PRP X-100 (250 x 4 mm i.d.), some
parameters were studied to optimize the chromatographic separation: column
temperature, elution programme, and mobile phase concentration, pH, percentage of
methanol and flow. After the selection of the most suitable conditions, the detection and
guantification limits and precision of the proposed method were calculated.

Finally, after the selection of the most suitable conditions the possibility of using Green
Chemistry extraction methods was tested. The application of these methods was aimed
at extracting selenium species from green algae (Ulva rigida).

Resumo

Neste traballo optimizase un método de separacion cromatografica de especies de
selenio (selenocisteina, selenometeonina, selenometilcisteia, selenito y selenato)
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) e deteccion mediante
espectrometria de masas con plasma acoplado indutivamente (ICP-MS).

En primeiro lugar, as condicions instrumentais de operacion do ICP-MS foron
axustadas. Posteriormente, estuddronse varios parametros para optimizar a



separacion cromatografica: A temperatura da columna, programa de elucion,
concentracion, pH, porcentaje de metanol e o fluxo da fase mébil. Posteriormente
calculanse os limites de deteccidn e cuantificacion e a exactitude do método proposto.

Por ultimo, probase a posibilidade de utilizar diferentes métodos de extraccion de
Quimica Verde. A aplicacién destes métodos pretendia a extraccion das especies de
selenio nunha alga verde (Ulva rigida).



2. INTRODUCCION




2.1. Interés en el anélisis del selenio

El selenio ha sido reconocido ampliamente como un oligoelemento esencial para la
vida humana. Esto es debido a que principalmente la especie selenocisteina es un
componente de ciertas enzimas conocidas como selenoenzimas las cuales juegan un
papel importante en el metabolismo de los mamiferos [1]. Algunos estudios han
mostrado que la ingesta de este elemento podria tener un efecto preventivo frente a
algunos tipos de cancer [4].

La ingestion de diversas sustancias tanto esenciales como toxicas por los seres
humanos, ocurre a través de la alimentacion. Algunos alimentos como los
champifiones, las nueces de Brasil y ciertos vegetales como el brécoli son ricos en
selenio, principalmente en selenometeonina y otros alimentos como las algas son
capaces de bioacumular este elemento [2]. Sin embargo, su contenido en alimentos
esta determinado por el contenido presente en el suelo y en diversas regiones del
mundo dicho contenido es insuficiente para cubrir las necesidades del organismo, lo
que justifica el creciente interés en la produccién de complementos alimenticios
enriguecidos [3]. Por otro lado, el conocimiento del contenido total de dicho elemento u
otras sustancias en los alimentos no proporciona informacion suficiente para evaluar
los efectos beneficiosos o los riesgos dietéticos tras su ingestion. Por lo tanto, el
desarrollo de técnicas analiticas sensibles y precisas dirigidas al analisis de especies
de selenio en alimentos, complementos alimenticios y material biol6gico es necesario
para una mayor comprension del papel que juega en la salud humana [4].

2.2. Técnicas utilizadas para la deteccidon y cuantificacion
de selenio

El método analitico utilizado para la separacién, identificacion y cuantificacion de las
diferentes especies de selenio fue el acoplamiento de una técnica de separacion:
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) (Figura 1) a un espectrémetro de
masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) como detector.
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Figura 1. Esquema de funcionamiento de un HPLC.

La deteccion de especies de selenio se llevo a cabo mediante ICP-MS, que se trata de
una de las técnicas mas importantes para el andlisis elemental, debido a que presenta
bajos limites de deteccion para la mayoria de los elementos, un elevado grado de
selectividad y buena precision y exactitud.

La mayoria de los métodos de separacién cromatograficos de especies de selenio
utilizan columnas de intercambio anionico PRP-X-100 [6], [7], [8], aunque otros autores
utilizan otro tipo de columnas, como columnas de intercambio catiénico [9], [10], [11] o
columnas Xterra MS C18 [12], [13], [14]. Las fases moviles mas utilizadas en la
bibliografia son citrato aménico [6], acetato amodnico [8], [15], [16], TEACI [12], [13],
[14] o formiato de pirimidina [7], [10], [11]. Diferentes condiciones de separacion de
especies de selenio encontradas en la bibliografia se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Técnicas analiticas y condiciones de separacion para especies de selenio [5].

Técnica analitica Condiciones de separacion
PRP-X-100 (150 * 4.6 mm d.i., 10 um)
Columna de intercambio aniénico
Volumen de inyeccion: 100 uL
HPLC-ICP-MS [6] Flujo de la fase movil: 1.0 mL min*
Composicién de la fase mévil: 10 mM
Citrato amonico (pH 5.0)

Programa de elucion: isocratico
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LC-ESI-MS [12]

HPLC-ICP-MS [7]

HPLC-ICP-MS,
HPLC-ES-MS-MS [40]

HPLC-ICP-ES-MS [9]

HPLC-ICP-MS [10], [11]

Xterra MS C18 (250 * 2.1 mm d.i., 5 um)
Volumen de inyeccion: 10 uL

Flujo de la fase movil: 1.0 mL min™
Composicion de la fase movil: 0.01% (v/v)
TEACI, 2.0% (v/v) MeOH a pH 4.5
Programa de elucion: isocratico
Chrompack lonoSpher 5C (150 * 4.6 mm d.i.,
5 um)

Volumen de inyeccién: 100 pL

Flujo de la fase movil: 0.8 mL min™
Composicién de la fase moévil: 2 mM
pyridinium formate, pH 2.8

Programa de elucién: isocratico

Hamilton PRP X-100 (250 * 4.1 mm d.i., 10
Hm)

Volumen de inyeccién: 100 pL

Flujo de la fase movil: 1.5 mL min™
Composicién de la fase mavil:

Fase movil A: 10 mM NH4H,PO4, 1% (v/Vv)
metanol, pH 5.0

Mobile phase B: 50 mM NH4H2PO4, 1%
(vIv)

metanol, pH 5.0

Programa de gradiente: 100% (v/v) A, 7.0
min

50% A, 7.5 min

0% A, 20.5 min

100% A, 26 min

Xterra MS C18 (250 - 2.1 mm d.i., 5 um)
Volumen de inyeccion: 10 pL

Flujo de la fase mévil: 0.16 mL min™
Composicion de la fase mévil: 0.01% (v/v)
TEACI, 2.0% (v/v)

MeOH at pH 4.5

Programa de elucion: isocratico

Polysphere IC AN-2 (120 * 4.6 mm d.i.)
columna de intercambio cationico

Volumen de inyeccion: 50 pL

Flujo de la fase mévil: 0.75 mL min™
Composicion de la fase movil: 5.0 mM
salicylate (pH 8.5)

Programa de elucién: isocratico

PRP-X-200 (550 - 4.1 mm d.i,, 10 pm)
columna de intercambio catiénico

Volumen de inyeccion: 100 uL

Flujo de la fase movil: 1.0 mL min™
Composicién de la fase movil: 4.0 mM
pyridine formiate, H,O:MeOH (93:3) (pH 2.8—
4.7)

Programa de elucioén: isocratico
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HPLC-ICP-MS,
HPLC-ES-MS [14]

SEC-ICP-MS,
HPLCICP-MS,
ESI-Q-TOF-MS,
MALDI-TOF-MS [8]

HPLC-ICP-MS

HPLC-ICP-MS [15]

Xterra MS C18 (250 - 2.1 mm d.i., 5 Im)
Volumen de inyeccion: 10 pL

Flujo de la fase mévil: 0.16 mL min™
Composicién de la fase movil: 0.01% (v/v)
TEACI, 2.0% (v/v) MeOH at pH 4.5
Programa de elucion: isocratico

Fractionation:

Superdex 200 HR 10/30 SEC (300 * 10 mm
d.i.,

13 um) with a exclusion

limit of 1300 kDa for HMW (10 —600 kDa)
Volumen de inyeccion: 6 * 200 uL

Flujo de la fase mévil: 0.6 mL min™
Composicién de la fase mavil: 10 mM acetato
de amonio (pH 8.5)

Programa de elucion: isocratico
Separacion:

Shidex GS-220 HQ (300 * 7.6 mm d.i.,

6 Im) with exclusion limit of 3 kDa LMW
Volumen de inyeccion: 6 * 200 uL

Flujo de la fase mévil: 0.5 mL min™
Composicién de la fase movil: 20 mM o

50 mM ammonium acetate (pH 7.0)
Programa de elucion: isocratico
Caracterizacion:

Discovery BIO Wide Pore C8 microbore
(150 * 2.1 mm d.i., 3 um)

Flujo de la fase movil: 175 pL min™
Composicion de la fase movil:

Fase A: 0.1% (v/v) HFBA in 5.0% (v/v) MeOH
Fase B: 0.1% (v/v) HFBA in 95% (v/v) MeOH
Programa de gradiente: 5% (v/v) MeOH, 10
min

5-75% MeOH, 45 min

75-90% MeOH, 50 min

90% MeOH, 60 min

Hamilton PRP X-100 (250 - 4.1 mm d.i.,

10 Im)

Volumen de inyeccion: 100 uL

Flujo de la fase mavil: 0.9 mL/min
Composicion de la fase movil:

Fase A: 10 mM NH4H2PO4, 2%

(v/v) MeOH, pH 7.0

Fase B: 100 mM NH4H2PO4,

2% (v/v) MeOH, pH 7.0

Programa de gradiente: 100% A, 3.0 min
0% A, 12 min

0% A, 15 min

Superdex 75 (300 - 10 mm d.i., 10 um)
Volumen de inyeccion: 100 uL

Flujo de la fase mévil: 0.7 mL min™
Composicién de la fase mévil: 100 mM
ammonium acetate, pH = 7.5
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Programa de elucion: isocratico
Superdex 75 (300 - 10 mm d.i., 10 um)
Volumen de inyeccion: 100 uL

Flujo de la fase movil: 0.7 mL min™
Composicién de la fase mévil: 100 mM
acetato de amonio, pH =7.5
Programa de elucion: isocratico

HPLC-ICP-MS [16]

En vista de todas las condiciones revisadas en la bibliografia, para realizar el presente
estudio, se seleccion6 una columna de intercambio aniénico Hamilton PRP X-100 y
citrato amoénico como fase movil.
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2.3 Quimica verde: Métodos de extraccidén en quimica verde

La quimica verde se basa en la utilizacion de un conjunto de principios que reduce o
elimina el uso o generacién de sustancias peligrosas en el disefio, fabricacion y
aplicacion de productos quimicos [17].

Algunos métodos de extraccién orientados hacia la quimica verde y que seran
estudiados en esta memoria se describen a continuacion.

2.3.1. Dispersion de la matriz en fase sélida

La dispersion de la matriz en fase sélida, desarrollada por Barker y Long en 1989 [18],
es una técnica de extraccion que puede utilizarse como alternativa rapida y eficaz a los
métodos tradicionales de extraccion de compuestos organicos en matrices sélidas,
semisolidas o muestras bioldgicas [19]. Esta técnica permite la extraccidbn en muestras
dispersadas de forma homogénea en un soporte sélido que generalmente es un
adsorbente. La matriz homogeneizada se introduce en una columna, se compacta y a
continuacién los analitos son aislados de la matriz por eluciéon con disolventes
organicos por gravedad, aplicacién de vacio o presion. La principal ventaja de esta
técnica es que permite llevar a cabo varios pasos en la preparacion de la muestra de
manera simultanea, reduciendo de esta manera el tiempo de analisis y disminuyendo
el consumo de disolventes, ya que la extraccién y purificacion de la muestra se
realizan en un anico paso [20].

2.3.2. Métodos de hidroélisis enzimatica

Estos métodos consisten en hidrolizar biomoléculas mediante la rotura de
determinados enlaces, permitiendo asi la liberacién de los analitos de interés de la
muestra. Las enzimas hidrolizan macromoléculas contenidas en muestras biolégicas
bajo condiciones suaves de pH y temperatura y en ausencia de contaminantes o
reactivos toxicos. Por lo tanto, estos procedimientos se consideran métodos
respetuosos con el medio ambiente. Ademas, debido a las condiciones suaves de pH
y temperatura, la degradacion o interconversion del analito es minima, lo que resulta
muy adecuado en estudios de especiacion. [21]

2.3.3. Extraccién con liquidos presurizados

Este método consiste en la utilizacibn de disolventes a elevada presion y/o
temperatura sin llegar a alcanzar el punto critico, es decir, utilizando el disolvente en
fase liquida para la extraccion de los analitos. Bajo estas condiciones, las propiedades
del disolvente cambian drasticamente; se produce una disminucion en la constante
dieléctrica, densidad, viscosidad y tension superficial del disolvente. Todo esto permite
una mejor penetracion del disolvente en la muestra, facilitando asi el contacto entre
muestra y disolvente. La elevada temperatura alcanzada en las celdas de extraccion
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facilita la rotura de los enlaces entre el analito y la matriz en la que esta contenido,
permitiendo asi una rapida desorcién del analito, un aumento en su solubilidad y, por
tanto, una transferencia de masa eficiente de las particulas solidas hacia el disolvente
de extraccion.

Las principales ventajas de este método se basan en el corto tiempo de extraccion y
bajos volimenes de disolventes requeridos. Ademas, la técnica presenta un elevado
nivel de automatizacion y la posibilidad de realizar en la celda las etapas de limpieza
[21].
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3. OBJETIVOS
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El primer objetivo del presente trabajo es la puesta a punto de un método de
separacion y determinaciéon de diferentes especies de selenio: Selenocisteina,
selenometeonina, selenometilcisteia, selenito y selenato. Para ello se utilizara la
técnica analitica de deteccion ICP-MS previa separacién cromatografica mediante
HPLC.

El segundo objetivo se centra en la evaluacién de las caracteristicas analiticas de
dicho método: Sensibilidad y precision.

Por ultimo, se aplicard este método tras la realizacion de diferentes procesos de
extraccion de Quimica Verde, para la determinacibn de selenocisteina,
selenometilcisteina, selenometeonina, selenito y selenato en un alga verde (Ulva
rigida).

17



4. MATERIALES, METODOS Y PROCEDIMIENTOS
EXPERIMENTALES
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4.1. Aparatos

» Dionex HPLC UltiMateO 3000 LC de Dionex, (Sunnyvale, CA, USA) equipado
con una bomba de gradiente GP50 (Dionex), un compartimento termal AS50
(Dionex) y un automuestreador AS50 (Dionex).

» Columna de intercambio anionico (250 mm x 4.1 mm d.i.) (Hamilton PRP X-
100) acoplada a una precolumna (25 mm, 2.3 mm d.i.) (Hamilton, Reno, NV,
USA).

» El sistema cromatografico fue acoplado con un ICP-MS cuadrupolar Thermo
Finnigan X Series (Thermo Fisher Scientific INC., Whaltman, MA, USA).

» ASE-200, Accelerated Solvent Extractor. (Dionex). Equipado con celdas de
extraccion de 11 mL.

> Sistema de depuracion de agua Mili-Q de 18 Q cm™ de resistencia especifica.
Milipore (Bedford, USA).

» Rotavapor Biichi R-200 equipado con un bafio calefactor Bichi B-490 y una
bomba de vacio Biichi (Flawil, Switzerland).

» Molino de bolas, Fritsch Planetary-Micro Mill-Pulverisette 7, Fritsch Industriest
(Indar-Oberstein, Germany) equipado con cilindros y bolas de zirconio.

» Bafio de ultrasonidos SELECTA Modelo 513, J.P. Selecta S.A. (Barcelona,
Espafia).

» Medidor de pH GLP21 Crison (Barcelona, Espafia).

4.2. Material

» Viales &mbar de vidrio con tapdn de rosca y septos de teflén/silicona adheridos
para el almacenamiento de las muestras y patrones de Waters (Milford, MA,
USA).

> Mortero de Agata con mano de 10 cm de diametro exterior.

» Filtros de celulosa de 19.8 mm de didmetro (Dionex).

» Omnifix jeringas de plastico de 25 mL Braun (Melsungen, Germany).

19



4.3. Reactivos

» Metanol, Merck (Poole, UK).

» AnalaR 4cido nitrico 69%, Panreac (Barcelona, Spain).

» Amoniaco 25% (m/v) Panreac.

> Acido citrico 99% (m/m), Panreac.

» Arena de mar (lavada), Panreac.

» Tierra de diatomeas 95% SiO,, Sigma Aldrich (Milwaukee, W1, USA).
» Superclean LC-8 (SUPELCO), Sigma Aldrich.

» Superclean ENVI-18 (SUPELCO), Sigma Aldrich.

» Silicato de magnesio activo (Florisil), Sigma Aldrich.

» Carbdn activo, Sigma Aldrich.

> Disolucion estandar de selenito (Se(lV)) (1000 mg L™), Panreac.

> Disolucion estandar de selenato (Se(VI)) (1000 g L ™) preparadas disolviendo la
cantidad apropiada de selenato de sodio (Na,SeOQ,), Sigma Aldrich.

> Disolucion estandar de SeCys, (1000 g L ™) preparadas disolviendo la cantidad
apropiada de SeCys, (seleno-L-cystine 95%), Sigma Aldrich.

> Disolucion estandar de SeMe-Cys (1000 g L ) preparadas disolviendo la
cantidad apropiada de SeMeCys (Se-(Methyl)selenocysteine hydrochloride
959%), Sigma Aldrich.

> Disolucion estandar de SeMet (1000 g L ™) preparadas disolviendo la cantidad
apropiada de SeMet (seleno-D,L-methionine 99%), Sigma Aldrich.

» DL-Dithiothreitol 95.5%, Sigma Aldrich.

» Enzimas digestivas (pepsina porcina, p-7000, pancreatina porcina, P-1750),
Sigma Aldrich.

» Proteasa de Streptomyces griseus, Sigma Aldrich.
» Enzimas celulasay lipasa de Candida rugosa, Sigma Aldrich.

» Tris-hydroxymethyl-aminomethane (Tris), Sigma Aldrich.
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» Acido clorhidrico 37%, Panreac.

21



4.4. Procedimiento experimental

4.4.1. Preparacion de patrones de las diferentes especies de
selenio

Las disoluciones madres de las diferentes especies de selenio: selenometeonina
(SeMet), selenocisteina (SeCys), selenometilcisteina (SeMeCys), selenito (Se(lV)) y
selenato (Se(VI)) con concentraciones de 1000 mg L™* fueron preparadas a partir de
los compuestos sélidos y posteriormente almacenadas en el congelador hasta la
preparacion de los diferentes patrones de trabajo.

En primer lugar, fue necesario preparar disoluciones intermedias de 1.0 mg L™ para
cada una de las especies.

Para preparar los diferentes patrones de trabajo se afiadié el correspondiente volumen
de disoluciones madres para obtener la concentracion deseada (entre 0y 50 ug L™)
en matraces de 5 mL y se enras6 con agua Mili-Q.

4.4.2. Determinacion de especies de selenio mediante HPLC-ICP-
MS

La determinacion de las especies de selenio se realizé mediante ICP-MS cuadrupolar
previa separacion por HPLC. Para minimizar la interferencia debida al Argén se utiliza
una celda de reaccion / colisién (CCT). Como gas de reaccion / colision se utiliza una
mezcla de hidrégeno y helio. Las condiciones experimentales de medida se indican en
las Tablas 2y 3.
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Tabla 2. Condiciones de operacién del ICP-MS

Potencia de radiofrecuencia / W 1400
Velocidad de la bomba peristaltica / o5
rpm
Tipo de nebulizador Bola de impacto
Flujo de Gas / L min Plasma 14,0
Auxiliar 0.8
Nebulizador 0.85
Alineacion de la antorcha / mm Horizontal 117
Vertical 317
Profundidad de muestreo 210
Optica / V Extraccion -102
Lente 1 -1150
Lente 2 -62
Focus -7,8
D1 -65.7
D2 -140
Pole bias -15
Hexapole bias -18
CCT-KED / mL min* H,/He 4.5
Relacién masa/carga Se 78

Ge (patron interno). Post column

addition at 5.0 ug L™ vz

Tabla 3. Condiciones de operacién del HPLC seleccionadas tras el estudio de los
diferentes parametros.

Hamilton PRP X-100 (250 x 4 mm d.i.) columna de

intercambio anioénico

Volumen de inyeccion
Temperatura de la columna / °C 25
Programa de elucién t=0 min; 100%A, 0%B

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

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

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

Composicion de la Fase Movil Re=SERANELIERYIIEO))

Fase B (citrato amonico): 25 mM Acido citrico (pH 5.0 ajustado
con amoniaco), 2.0%(v/v) MeOH

Flujo de la Fase Movil 0.9 mL min™
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
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5.1. Optimizacion del método de separacion para HPLC

Para llevar a cabo la optimizacion de la separacion de las diferentes especies de
Selenio: SeCys, SeMet, SeMeCys, Se(lV) y Se(VI) mediante un método de separacion
cromatografica, se utilizé una muestra patrén con una concentracion de 50 pg L'para
cada una de las especies y un volumen de inyeccién de 25pL.

Se realizaron experimentos en los que diferentes parametros fueron variandose con el
fin de encontrar las condiciones mas adecuadas para la separacion y determinacién de
las diferentes especies de selenio.

Los diferentes parametros estudiados fueron los siguientes:

> pH

Se estudio el efecto del pH variando entre 3 y 7. Las demas condiciones de medida
fueron las siguientes: 20 mM de acido citrico, 2% (v/v) MeOH, caudal de la fase movil:
1 mL min™, gradiente 5 (t=0 min 100%A, 0%B; t=5 min 0%A, 100%B; t=9 min 100%A,
0%B; t=13 min 100%A, 0%B) y T 25°C. Tras la medida de la muestra patrén se
obtuvieron los resultados representados en el Grafico 2.
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Grafico 2. Efecto del pH de la fase movil en la separacién de las diferentes
especies de selenio: SeCys (1), SeMeCys (2), Se(lV) (3),SeMet (4), Se(VI) (5).



Observamos que para ciertos valores de pH bajos (pH=3; o0 altos (pH>6) no tiene lugar
una buena separacion de los compuestos; los picos se solapan y la resolucién es
mala. La elucién de la SeCys y la SeMecys es independiente del pH de la fase movil.
Finalmente a pH bajos se retrasa la elucion de la SeMet y las formas inorganicas de
selenio incrementandose el tiempo de separacion. ElI pH méas adecuado para la
separacion de las especies es pH 5.

> Gradiente

Se utilizaron diferentes programas de gradiente de la fase mévil como se muestra en
la Tabla 4. Para ello se utilizaron dos fases, la fase A, que corresponde a agua Mili-Q
y la fase B, que corresponde a 20 mM de &cido citrico (pH 5) y 2% (v/v) MeOH.

Tabla 4. Diferentes programas de gradiente utilizados.

Gradiente Tiempo (min) Fase A Fase B
0 100% 0%
2 0% 100%
’ 9 100% 0%
13 100% 0%
0 100% 0%
3 0% 100%
’ 9 100% 0%
13 100% 0%
0 100% 0%
4 0% 100%
) 9 100% 0%
13 100% 0%
0 100% 0%
5 0% 100%
’ 9 100% 0%
13 100% 0%
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0 100% 0%
6 0% 100%
) 9 100% 0%
13 100% 0%
0 100% 0%
7 0% 100%
’ 9 100% 0%
13 100% 0%
0 100% 0%
8 0% 100%
° 9 100% 0%
13 100% 0%

Las demas condiciones de medida fueron las siguientes: pH=5, 2% (v/v) MeOH,
20 mM de &cido citrico, caudal de la fase mévil: 1 mL min™ y T2 25°C. Tras la medida
de la muestra patrén se obtuvieron los resultados representados en el Gréafico 3.

28



M Gradiente 2
A T et 1
5

C 10 15
li'\ h i\ Gradiente 3
] 5 10 15
‘l’l {i ﬁ Gradiente 4
T 1
0] 5 10 15

—M Gradiente 5
T 4 il 1

0] 5 10 15
Gradiente 6
8] 5 10 15
Gradiente 7
0 5 10 15
Gradiente 8
0 5 10 15

Tiempo (min)

Grafico 3. Diferentes gradientes utilizados para la separacion de las diferentes especies
de selenio: SeCys (1), SeMeCys (2), Se(lV) (3),SeMet (4), Se(VI) (5).

29



Al incrementar mas lentamente la proporcion de fase B (del Grad 2 a Grad 8) se
produce una mejor separacion de las especies SeMet, Se(lV) y Se(VI), a la vez que se
incrementa el tiempo de elucion. Para los gradientes 2 y 3 empeora
considerablemente la resolucion de las especies SeMet y Se(IV). Al igual que con los
parametros anteriormente comentados, los tiempos de retencion de la SeCys y la
SeMeCys son independientes de los cambios de gradiente de la fase movil. Por todo
lo comentado anteriormente, seleccionamos el 4 como el mas adecuado.

> Caudal de la fase movil

El flujo de la fase movil se vari6 desde 0.7 a 1.2 mL min™. Las demas condiciones de
medida fueron las siguientes: 20 mM de &cido citrico, 2% (v/v) MeOH, gradiente 5 (t=0
min 100%A, 0%B; t=5 min 0%A, 100%B; t=9 min 100%A, 0%B; t=13 min 100%A,
0%B) y T& 25°C. Tras la medida de la muestra patrén se obtuvieron los resultados
representados en el Gréfico 4.
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Gréafico 4. Diferentes caudales expresados en mL min™ utilizados para la fase mévil en la
separacion de las diferentes especies de selenio: SeCys (1), SeMeCys (2), Se(lV)
(3),SeMet (4), Se(VI) (5).
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Podemos observar que para flujos bajos (< 0.7 mL min?) no se produce una
separacion de las especies SeMet y Se(lV) y se incrementa considerablemente el
tiempo de separacion. Flujos altos (>1.0 mL min™) tampoco son adecuados para la
separacion de las especies SeMet y Se(lV), puesto que estos picos se solapan.
Seleccionamos por tanto el flujo de 0,9 mL min™ debido a la buena resolucién
proporcionada para todas las especies y debido a que el tiempo de elucién total no es
demasiado elevado.

> Concentracion de metanol en la fase movil.

La concentracidon de metanol en la fase maovil se varié desde 0 a 3 % (v/v). Las demas
condiciones de medida fueron las siguientes: 20 mM de &cido citrico, pH 5, gradiente 5
(t=0 min 100%A, 0%B; t=5 min 0%A, 100%B; t=9 min 100%A, 0%B; t=13 min 100%A,
0%B), caudal de la fase movil: 1 mL min™ y T2: 25°C. Tras la medida de la muestra
patrén se obtuvieron los resultados representados en el Gréafico 5.
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Grafico 5. Diferentes concentraciones de metanol presentes en la fase movil para la
separacion de las diferentes especies de selenio: SeCys (1), SeMeCys (2), Se(lV)

(3),SeMet (4), Se(VI) (5).
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Podemos observar que, al aumentar el porcentaje de metanol en la fase mévil, no
mejora apreciablemente la resolucion de los compuestos. Sin embargo, la adicién de
metanol es necesaria para mejorar la dispersibn de las bandas. Por ello,
seleccionamos un 2% (v/v) de metanol.

» Composicién de la fase movil

Como fase movil se utilizé una disolucién de acido citrico y metanol. El pH fue ajustado
con una disolucién de amoniaco. Para un porcentaje de metanol del 2%, se vario la
concentracion de acido citrico de 10 a 30 mM. Las demas condiciones de medida
fueron las siguientes: pH=5, 2% (v/v) MeOH, caudal de la fase mévil: 1 mL min™,
gradiente 5 (t=0 min 100%A, 0%B; t=5 min 0%A, 100%B; t=9 min 100%A, 0%B; t=13
min 100%A, 0%B) y T2 25°C. Tras la medida de la muestra patrén se obtuvieron los
resultados representados en el Gréfico 1.
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Grafico 1. Diferentes concentraciones de &cido citrico en la fase movil utilizadas para la
separacion de las diferentes especies de selenio: SeCys (1), SeMeCys (2), Se(lV) (3),
SeMet (4), Se(VI) (5).
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Podemos observar que, al aumentar la concentracion de 4cido citrico en la fase movil,
mejora la separacién de las especies SeMet y Se(lV). Sin embargo los tiempos de
retencion para la SeCys y la SeMecys permanecen inalterados. Por ultimo, el
incremento de la concentracion de &cido citrico reduce el tiempo de retencion del
Se(VI), acortandose asi el tiempo total de separacion. La concentracion mas adecuada
seria 25 mM de acido citrico ya que presenta una mejor resolucion y una mejor
separacion de las diferentes especies de selenio.

» Temperatura de la columna.

Se realiz6 una variacion en la temperatura de la columna de 10 a 30 °C. Las demas
condiciones de medida fueron las siguientes: 25 mM de &cido citrico, 2% (v/v) MeOH,
pH 5, gradiente 4 (t=0 min 100%A, 0%B; t=4 min 0%A, 100%B; t=9 min 100%A, 0%B,;
t=13 min 100%A, 0%B) y caudal de la fase mévil: 0,9 mL min™. Tras la medida de la
muestra patron se obtuvieron los resultados representados en el Grafico 6.
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Gréfico 6. Efecto de la temperatura de la columna en la separacion de las diferentes
especies de selenio: SeCys (1), SeMeCys (2), Se(lV) (3),SeMet (4), Se(VI) (5).

Observando los cromatogramas, podemos concluir que la temperatura no afecta en la
separacion de los compuestos. Por ello, seleccionamos una temperatura de 25°C.
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Tras la realizacidbn de los experimentos, se seleccionaron las condiciones mas
adecuadas para la separacién y determinacién de las diferentes especies de selenio.
Las condiciones seleccionadas se muestran en la Tabla 5. En el Grafico 7 se muestra
un cromatograma de la separacion de las cinco especies de selenio utilizando las
condiciones 6ptimas mostradas en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores 6ptimos de los pardmetros estudiados.

Parametros V(S

Concentracion de acido citrico en la
fase movil
Gradiente
pH
Caudal de la fase movil 0.9 mL/min
% Metanol 2% (vIv)
Temperatura 25°C (No influye)

Tiempo / min Pico
300 cromatografico
2.07 SeCys
250 2.70 SeMeCys |
4.08 Se (IV)
5.01 SeMet |
® 200 7.19 Se (VI)
=
(]
3
S 150
o
@
E
3 100
50
.
0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (min)

Gréfico 7. Cromatograma de un patrén de 50 pg L™ de SeCys, SeMeCys, SeMet, Se (IV) y Se (VI)
utilizando las condiciones de separacién indicadas en la Tabla 4.
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5.2.1. Rectas de calibrado.

Para poder obtener un valor de concentracion de las diferentes especies de selenio a
partir de una sefial analitica, es necesario disponer de una recta de calibrado que
permita convertir los valores de la sefial analitica en concentracion. Con este objetivo
se realizan rectas de calibrado (Graficos 8-12) preparando seis patrones acuosos que
contienen una cantidad variable de las distintas especies de selenio entre 0y 40 pgL™.

450
400
350
300
250
200
150
100

50

Sefial Analitica

Recta de calibrado para SeCys

y =10,337x - 0,2875
R? =0,9988

10 15 20 25 30 35 40 45
[SeCys] pg/L

Gréfico 8. Recta de calibrado para SeCys: Sefal analitica = (10.337+1.16)[SeCys]-

0.2875+13.31.
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Recta de calibrado SeMet
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Gréafico 9. Recta de calibrado para SeMet: Sefial analitica =
2.2258+17.95.

(12.776+2.32)[SeMet]-
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600
500
(0]
2 400
z
Z 300
©
'§ 200 y = 12,891x + 5,5825
R2=0,999
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Gréfico 10. Recta de calibrado para  SeMeCys: Sefial analitica =

(12.891+0.87)[SeMeCys]+5.5825+5.43.
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Grafico 11. Recta de calibrado
(15.527+3.03)[Se(IV)]+27.147+32.09.
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Grafico 12. Recta de calibrado
(26.632+2.18)[Se(VI)]+11.387+16.15.

41

400
R? =0,9983
200
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
[Se (VI)] pg/L
para Se(VD): Sefial analitica =




5.2.2. Sensibilidad

La sensibilidad de un método analitico se define como la capacidad de diferenciar
pequefias variaciones de concentracion de un analito [22].

Para expresar la sensibilidad de un método analitico, se emplean los limites de
deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ).

El limite de deteccidén se define como la concentracion minima de analito que puede
ser detectada y diferenciada de un blanco para un determinado nivel de confianza. El
limite de deteccion puede calcularse a partir de la Ecuacion 1.

x+kSD

e LOD = Ecuacion 1

Donde SD es la desviaciéon estandar de las medidas del blanco, S es la pendiente de
la recta de calibrado, x es el valor medio de la sefial del blanco y k es un factor
estadistico elegido de acuerdo al nivel de confianza deseado. Para un 99.7 % de
confianza, k toma un valor de 3.

El limite de cuantificacién se define como la concentracion minima de analito que
puede ser determinada de forma cuantitativa. Puede obtenerse a partir de la Ecuacién
1 teniendo en cuenta que, en este caso, k toma un valor de 10 para un 99.7% de
confianza.

Para el calculo de los limites de deteccion y cuantificacion, se midio 6 veces el blanco
preparado en las mismas condiciones que los patrones. Los limites de deteccion y
cuantificacién obtenidos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 6. Limites de deteccion y cuantificacion calculados para cada una de las especies
de selenio.

SeCys SeMeCys Se (IV) SeMet Se (VI)
LOD (ug L™ 1,39 2,47 7,99 3,30 1,64
LOQ (ug L™) 2,97 6,70 19,19 7,62 3,91

Lo limites de deteccién y cuantificacién son adecuados, ya que son lo suficientemente
bajos como para que los resultados y conclusiones de las pruebas posteriores de
precision y aplicacién a muestras reales sean validos.
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5.2.3. Precisioén

La IUPAC define la precision de un método analitico como el grado de concordancia
de una serie de medidas entre si con un determinado nivel de confianza. La
evaluacion de la precision se mide mediante la desviacion estandar relativa, que se
indica en la Ecuacion 2.

e RSD = %’100 Ecuacion 2

Donde RSD es la desviacion estandar relativa, SD es la desviacion estandar de las
medidas de los patrones de las diferentes especies de selenio y X es el valor medio de
las mismas.

Los resultados obtenidos expresados como RSD (N=5) se muestran en la Tabla 9.

Tabla 7. Precisién del método expresado como RSD.

RSD / %

Patrén SeCys SeMeCys Se(lV) SeMet Se(VI)
0 24,99 8 16,21 22,88 6,93

5 5,09 9,03 17,57 19,93 20,06
10 14,70 16,23 14,20 13,26 11,95
20 14,48 10,64 23,92 21,26 8,81
30 6,77 12,37 7,47 16,00 6,55
40 14,19 14,17 25,82 12,58 10,97

Como podemos observar, los RSD son inferiores al 25% para todos los niveles de
concentracion estudiados lo que indica que la precision del método es adecuada.
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5.3. Aplicaciones

En este apartado aplicaremos el método, anteriormente desarrollado, a la
determinacion de especies de selenio presentes en algas comestibles atlanticas
(lechuga de mar, Ulva rigida). Previamente se estudiara la posibilidad de emplear
diferentes métodos de extraccion de Quimica Verde (dispersién de la matriz en fase
sélida (MSPD) con o sin hidrélisis enzimatica (EH); extraccion enzimatica asistida por
energia de ultrasonidos (EH-UAE) y extraccion con fluidos presurizados (PLE)) para la
extraccion de las especies de selenio presente en la muestra de lechuga de mar.

5.3.1. Extraccién de especies de selenio en alga verde (Ulva rigida)
mediante dispersion de la matriz en fase sdélida (MSPD).

Las muestras de alga que se emplearon para las diferentes aplicaciones fueron
adquiridas en un supermercado. El Unico tratamiento previo que se les realizé fue
triturarlas mediante la utilizacion de un molino de bolas.

La muestra de alga triturada (0.25 g) se colocé en un mortero de agata junto con el
adsorbente (1.75 g) sé6lido en una proporcién 1:7 y se molturé durante un tiempo de 5
minutos hasta conseguir la completa dispersion / abrasion de la muestra en el
adsorbente. Este sistema actlia como un disolvente abrasivo y lipofilico que ayuda a la
destruccién y ruptura de las membranas celulares de forma que la muestra se rompe
en partes mas pequefias y sus componentes se distribuyen en el adsorbente
quedando dispersados en la superficie de dicha fase, de acuerdo con sus polaridades
relativas. Posteriormente, la muestra y el adsorbente se humectaron con agua
ultrapura (1.5 mL) para evitar la formacién de canales preferentes. La mezcla de
muestra y adsorbente fue transferida a una columna (jeringuilla de plastico) que
contenia un filtro de celulosa en la parte inferior. Una vez compactada la mezcla (con
ayuda del émbolo de la jeringuilla), se afiadi6 el eluyente y se dejé percolar por
gravedad.

Para extraer los compuestos de selenio se realizaron 3 eluciones sucesivas utilizando
5 mL de metanol y agua ultrapura en una proporcion 1:1.

El procedimiento se repitié utilizando diferentes agentes dispersantes con diferentes
polaridades: tierra de diatomeas, C18, C8, florisil y arena.

Los resultados obtenidos no fueron satisfactorios ya que se encontraron por debajo de
los limites de deteccién. Esto puede ser debido a dos motivos: en primer lugar la
utilizacion de condiciones de extraccion no optimizadas y en segundo lugar a la
eleccion de adsorbentes y / o eluyentes no adecuados.
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5.3.2. Extraccién de especies de selenio en alga verde (Ulva rigida)
mediante dispersion de la matriz en fase so6lida (MSPD) e hidrolisis
enzimatica.

En este estudio, se realiz6 el mismo procedimiento descrito anteriormente: La muestra
de alga triturada (0.5 g) se coloc6é en un mortero de 4gata junto con el adsorbente
sélido (3 g) en una proporcién 1:6 y se molturé durante 5 minutos hasta conseguir la
completa dispersion de la muestra en el adsorbente. Posteriormente, la muestra y el
adsorbente se humectaron con 1.5 mL de agua ultrapura para evitar la formacion de
canales preferentes en la columna. La mezcla de muestra y adsorbente fue transferida
a una jeringuilla de plastico que contenia un filtro de celulosa en la parte inferior. Una
vez compactada la mezcla, se afadieron 10 mL del eluyente (tampdn conteniendo
diferentes enzimas hidroliticas: pepsina, pancreasa, lipasa, proteasa y celulasa) y se
dejo percolar por gravedad.

Los tampones y las concentraciones de las enzimas fueron: 200 mg de pepsina en 10
mL de agua ultrapura a pH=3, 200 mg de pancreatina en 10 mL de NaDHP/DNaHP
(0.30M/0.30M) a pH=7.5, 200 mg de proteasa en 10 mL de Tris/CIH a pH=7.5, 200 mg
de lipasa en Tris/CIH a un pH=7.5 y 200 mg de celulasa en NaDHP/DNaHP
(0.30M/0.30M) a un pH=5.

El procedimiento se repiti6 una vez mas utilizando 10 mL de Tris/CIH a pH=7.5
conteniendo proteasa (200 mg) y 100 mg de DL-Dithiothreitol (DTT).

Al igual que en el caso anterior no se obtuvieron resultados satisfactorios ya que se
encontraron por debajo de los limites de deteccion. Esto puede ser debido a dos
motivos: en primer lugar la utilizacion de condiciones de extraccion no optimizadas y
en segundo lugar a la eleccién de adsorbentes y / o eluyentes no adecuados.
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5.3.3. Extraccién de especies de selenio mediante liquidos
presurizados (PLE).

La muestra de alga triturada (0.5 g) se colocd en un mortero de agata junto con el
adsorbente sdlido (3 g) C18 en una proporcién 1:6 y se dispersé hasta conseguir una
mezcla homogénea. Posteriormente, la mezcla de muestra y adsorbente fue
transferida a una de las celdas de extraccion cubriendo las fritas con filtros de
celulosa. A continuacion, la celda se carga en el equipo.

El proceso de extraccién se realiz6 utilizando un ciclo de extraccién de 10 minutos con
metanol como disolvente a 150°C y 1500 psi. Tras la extraccién, el extracto se
transfiere automéaticamente a un vial colector. Finalmente, todo el sistema se purga
con nitrégeno.

Los extractos obtenidos fueron llevados a un rotavapor hasta sequedad y se
redisolvieron con 5 mL de agua ultrapura.

Al igual que en los casos anteriores, no se obtuvieron resultados adecuados por los
motivos comentados anteriormente.
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5.3.4. Extraccion de especies de selenio en alga verde (Ulva rigida)
mediante hidrdlisis enzimética asistida por energia de ultrasonidos.

En este estudio, a la muestra de alga triturada (0.5 g) se le afiadieron 0,1 gramos de
proteasa y 10 mL de Tris/HCl a un pH de 7.5. Finalmente, la mezcla se introdujo en un
bafio termostatizado a 37°C y 35 khz durante 30 minutos. El extracto obtenido se filtra
y se enrrasa a 25 mL con agua Milli-Q.

En estas condiciones se consigue la extraccion de SeMet (Gréafico 13). La
concentracion de SeMet obtenida fue de 0.51ug g—. De este puede deducirse que la
extraccidbn de especies de selenio en alga requiere tratamientos relativamente
agresivos (como la utilizacién de energia de ultrasonidos) para conseguir extracciones
adecuadas.
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Grafico 13. Cromatograma obtenido tras el analisis de muestras de alga verde sometidas
a hidrélisis enzimatica acelerada con ultrasonidos.
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6. CONCLUSIONES

48



A lo largo de este trabajo se ha desarrollado un método de separacion
cromatogréfica de especies de selenio mediante HPLC-ICP-MS.

Se ajustaron las condiciones instrumentales de operacion para obtener la
méaxima resolucion y sensibilidad.

Se estudiaron diferentes parametros para optimizar la separacion
cromatogréfica obteniendo las siguientes condiciones:

e Temperatura de la columna: 25°C

e Caracteristicas de la fase movil: programa de elucion: gradiente 4;
concentracion de acido citrico: 25 mM; pH=5.0; porcentaje de metanol:
2% (vIv) y flujo: 0.9 mL min™.

Se evaluaron las caracteristicas analiticas del método propuesto, calculando
los limites de deteccion y cuantificacion y la precision.

El método desarrollado se aplicd a la determinacion de especies de selenio
presentes en algas comestible atlanticas (lechuga de mar, Ulva rigida) tras
haber realizado diferentes procedimientos de extraccion de Quimica Verde.

A pesar de no haber obtenido resultados satisfactorios en estos estudios
preliminares de los procedimientos de extraccion de Quimica Verde, seria
conveniente continuar con su estudio, debido a las ventajas que presentan
sobre los procedimientos de extraccién convencionales, como un menor
volumen de disolvente requerido, rapidez, selectividad y la posibilidad de
realizar la extracciéon y etapa de limpieza en un Unico paso.

Se puede concluir que la extraccion de selenio en algas requiere tratamientos
agresivos, dado que las Unicas condiciones que permitieron la extraccion de las
especies fue el uso de hidrélisis enzimatica asistida por energia de
ultrasonidos.
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