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RESUMEN

Se desarrollé un método por cromatografia iénica (Cl) para la especiacion de selenio en muestras liquidas de
cerveza, empleando H202 y luz UV como sistema oxidante. Las especies anidnicas de selenio fueron
separadas utilizando una columna aniénica AS4A y un guarda columna AG4 Dionex, la fase mévil empleada
fue de 1,7 mM NaHCO3/1,8 mMNa2COs, para la cuantificacién se empled un detector de conductividad i6nica.
El tiempo de retencién del ién Se(lV) fue de 7,8 min y para Se(VI) de 15,7 min. Los limites de deteccion
obtenidos para Se(IV) y Se(VI) fueron de 0,15y 0,28 mgL?, respectivamente. Se establecieron las condiciones
Optimas de andlisis del proceso de oxidacion de los compuestos puros de selenio: selenito y selenio-DL-
metionina, mediante el estudio de diferentes parametros como cantidad de peréxido adicionado, tiempo de
digestion y pH. La separacion de los iones Se(1V) y Se(VI) en muestras de cerveza se realiz6 empleando una
fase movil de 2,0 mM de carbonato de sodio y 1,0 mM de hidréxido de sodio, ésta mezcla separa los iones
de selenio sin tener problemas de interferencias de nitrato, fosfato y sulfato. Los limites de deteccién
determinados para Se(lV) y Se(VI) fueron 0,08 y 0,07 mgL?, respectivamente. El método desarrollado se
comparé con un método referencial ICP AES, obteniéndose excelentes resultados.
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DEVELOPMENT OF A METHOD FOR THE SPECIATION OF
SELENIO IN BEER SAMPLES

ABSTRACT

A method was developed by ion chromatography (IC) for the speciation of selenium in liquid samples of beer,
using H202 and UV light as an oxidant system. The anionic selenium species were separated using an anionic
column AS4A and a guard column AG4 Dionex, the mobile phase used was 1.7 mM NaHCO3/1.8 mM Na2COs,
for the quantification an ionic conductivity detector was used. The retention time of the Se(IV) ion was 7.8 min
and for Se(VI) was 15.7 min. The detection limits obtained for Se(IV) and Se(VI) were 0.15 and 0.28 mgL™,
respectively. The optimal conditions of oxidation process analysis of the selenium pure compounds: selenite
and selenium-DL-methionine were established, with the study of different parameters such as amount of
peroxide added, time of digestion and pH. The separation of the Se(IV) and Se(VI) ions in beer samples was
carried out using a mobile phase of 2.0 mM sodium carbonate and 1.0 mM sodium hydroxide, this mixture
separates the selenium ions without interference problems of nitrate, phosphate and sulfate. The detection
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limits determined for Se(lV) and Se(VI) were 0.08 and 0.07 mg L™}, respectively. All developed was compared
with a reference method ICP AES, obtaining excellent results.

Key words: Speciation, selenium, beer, ionic chromatograph.

DESENVOLVIMENTO DE UM METODO PARA A ESPECIACAO
DO SELENIO EM AMOSTRAS DE CERVEJA

RESUMO

Um método foi desenvolvido por cromatografia idnica (Cl) para a especiagéo de selénio em amostras liquidas
de cerveja, usando H202 e luz UV como um sistema oxidante. espécies de selénio anidénicos foram separados
utilizando uma coluna aniénica AS4A e pré-coluna Dionex AG4, a fase movel utilizada esteve constituida de
1,7 mM de NaHCOz3/1,8 mM Na.COs enquanto um detector de condutividade i6nica para quantificagao foi
utilizado. O tempo de retencéo do ion Se(IV) foi de 7,8 min e para Se(VI) de 15,7 min. Os limites de detec¢édo
obtidos para Se(lV) e Se(VI) foram de 0,15 e 0,28 mg L%, respectivamente. Foram estabelecidas as condicGes
6timas de analise do processo de oxidagcdo de compostos de selénio puros: selenito e metionina selénio-DL-
, através do estudo de diversos parametros, como a quantidade de peroxido adicionado, e a digestédo pH
tempo. A separagéo dos ionse Se(IV) e Se(VI) nas amostras de cerveja forami realizadas utilizando uma fase
movel de carbonato de sodio 2,0 mM e hidréxido de sédio 1,0 mM, esta mistura separa os ions de selénio
sem problemas de interferéncia de nitrato, fosfato e sulfato. Os limites de deteccdo determinados para Se(IV)
e Se(VI) foram 0,08 e 0,07 mg L, respectivamente. O método desenvolvido foi comparado com um método
de referéncia ICP AES, obtendo excelentes resultados.

Key words: Especiacéo, selénio, cerveja, cromatografia idnica.

1. INTRODUCCION

El selenio es un elemento esencial para el organismo humano, debido a sus funciones
atribuidas en los procesos biolégicos, encontrandose en diversas formas organicas
(Rodriguez, Sanz & Diaz, 2009). En el ambiente, este elemento se encuentra en una
variedad de compuestos inorganicos, existiendo en diferentes estados de oxidacion (-2, 0,
+4, +6). El selenito (Se(lV)) y el selenato (Se(Vl)), dos formas oxidadas del selenio
(oxianiones), presentan una elevada solubilidad en agua y sus compuestos son muy
estables, sin embargo, el Se(IV) es mas toxico que el Se(VI) (Hatfield, Schweizer, Tsuji,
Gladyshev, 2016).

El selenio en forma elemental es insoluble en agua y no es téxico en condiciones normales,
el selenuro de hidrogeno (Hz2Se) es un gas altamente téxico, pero se oxida rapidamente a
selenio elemental en presencia del aire (Townshend, 1995).

La levadura de cervezay el gérmen de trigo son ricas fuentes de selenio y son considerados
“alimentos sanos”. De igual forma este elemento se traslada en las aguas de drenaje
agricola y en aguas naturales, en el régimen de concentraciones de miligramos por litros, y
de alli ingresa a la cadena alimenticia (Zarate, Lundquist, Brent & Bailey, 1998). Entre los

métodos analiticos para la determinacion de selenio total se encuentran: la
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espectrofluorimetria (Caceres & Gardiner, 2000), la espectrometria de absorcion atdbmica
con generacion de hidruros (HG-AAS) (Johansson, Bordin & Rodriguez, 2000; Ipolyi,
Stefanka & Fodor, 2001; Frankenberger, Zhang & Moore, 1999), la espectroscopia de
emision atdmica con plasma inductivamente acoplado (ICP-AES) (Bou, Guardiola, Padro,
Pelfort & Codony, 2004; Machat, Otruba & Kanicky, 2002), los cuales han sido
frecuentemente empleados para su analisis elemental en laboratorios. La espectrometria
de masas con plasma inductivamente acoplado (ICP-MS) (Larsen & Sloth, 2000; Larsen,
Sloth, Bugel & Moesgaard, 2003; Caruso, Ponce de Leon, De Nicola & Montes, 2003), es
una técnica empleada para la cuantificacion de selenio en muestras ambientales,
ofreciendo bajos limites de detecciéon. Sin embargo, debido al alto costo y a la poca
disponibilidad de estos equipos, es necesario la determinacion de éste elemento utilizando
otras técnicas.

La determinacion de selenio en muestras ambientales usualmente requiere la digestiéon de
la matriz de la muestra, dado que ocurre la transformacion de todas las especies de selenio
a formas inorganicas, usando un procedimiento de digestién con oxidantes tradicionales,
formandose de esta forma dos oxianiones de selenio (Se(lV) y Se(VI)). Sin embargo,
cuando se requiere cuantificar la cantidad total de este elemento en la muestra, el selenato
puede ser producido al emplear una digestion con oxidantes fuertes, como; ozono (Os),
dicromato de potasio (K2Cr207), peroxodisulfato de potasio (K2S20sg), como también &cido
nitrico (HNOg), la mezcla de H202/H2SO4 o peroxido de hidrogeno (H202), entre otros.
Mientras que el Se(IV) se puede obtener por reduccion con el empleo de un acido (Wang,
Gao & Belzile, 2001).

La levadura de cerveza es un hongo constituido por el género Saccharomyces Cerevisiae,
se consume seca Yy se utiliza como organismo responsable para la fermentacion y es un
valioso alimento para el ser humano. Esta considerada como el cultivo mas antiguo
realizado por el hombre y el comienzo de la biotecnologia (Mejia-Barajas, Montoya-Pérez,
Cortés-Rojo & Saavedra-Molina, 2016). Presenta concentraciones de selenio alrededor de
0,13 ug g (Lobinski, McSheehy, Pannier, Szpunar & Potin-Gautier, 2002). Ademas, cerca
de treinta compuestos diferentes de selenio se encuentran en los extractos acuosos de
levaduras.

La selenometionina es la especie quimica predominante en levaduras. Frecuentemente se
usa como fuente de algunos suplementos nutricionales, éste compuesto muestra menos
toxicidad que las especies inorganicas de selenio, ademas que se encuentra en la mayoria
de las plantas. Por esta razon, se han reportados métodos sensibles y selectivos para la

determinacion de éste compuesto en diferentes matrices (Guyon, Pradeau, Robinet & Do,
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2001; Rosen, Hartman, Ho, Hiserodt & Tsai, 1998; Chatterjee, Shibata & Morita, 2000). La
selenocisteina es otra forma orgénica del selenio de importancia, ya que se encuentra en
las proteinas de los humanos y animales.

Existen diferentes técnicas analiticas para la separacion y determinacion de especies
idbnicas de selenio, pero la cromatografia idnica ha introducido un amplio campo de
aplicacién a muestras con diferentes intervalos de concentraciones (Gammelgaard & Jgns,
2000; Niss, Schabron & Brown, 1993; Tirez, Brusten, Van, De Brucber & Diles, 2000). Este
hecho ha conducido hasta ahora a convenientes avances, tanto en la sensibilidad, asi como
en la selectividad de deteccidn para el andlisis de muestras ambientales. Ademas, que el
empleo de una columna supresora ha sido reconocido para la determinacion de aniones en
aguas naturales (Cole & Evrovski, 1997). El Se(IV) y el Se(VI) son las especies inorganicas
predominantes en aguas naturales y en extractos humedos, presentando una
concentracién que varia entre 0,1 a 400 yg L (Sanz & Conde, 1997; Yan, Lu, Zhang,
Wang, & Liu, 2004)). Sin embargo, recientes estudios han demostrado la existencia de
selenocianato (SeCN-) en aguas residuales industriales (Wallschlager & Bloom, 2001). Sin
embargo, el agua escasa en solidos selenoférricos en areas semiaridas pueden contener a
unos cientos o miles de microgramos disueltos de selenio por litro (Clesceri, Greenberg &
Rhodes, 1989).

Cromatografiaiénica

La cromatografia iénica (Cl) (Sarzanini, Mentasti & Bruzzoniti, 1998) se basa en la
separacion y cuantificacion de iones, por medio de su distribucién de equilibrios entre dos
fases inmiscibles; una fase estacionaria y otra movil. La fase estacionaria contiene grupos
funcionales ionicos y retiene el soluto, de caracteristicas ionicas pero de signo opuesto,
intercambiandolo por un proceso reversible con iones de la fase mdvil. La separacion de
los componentes de la muestra es basada en la carga y tamario de los iones (Skoog, Holler
& Nieman, 2001). La composicion de la fase mavil proporciona una gran flexibilidad para la
manipulacion del analito retenido, ya que se logra una deseada separacion y optimizacion
del andlisis (Janos, 1997).

Colina & Gardiner (1999), estudiaron la oxidacion de azufre, fésforo y nitrégeno usando
microondas para la digestiéon con peroxido de hidrégeno (Wilson, 1994; Craig, 1999),
activado con &acido formico y determinando los iones sulfato, fosfato y nitrato
correspondientes por cromatografia ibnica. La cromatografia i6nica (Goyal, 1997). puede
ser aplicada para muestras de un amplio rango de especies ionicas de interés ambiental y
de elevadas trazas de concentraciones, debido al especial progreso que ha presentado en
las técnicas de deteccion (Buchberger & Haddad, 1997; Woods & Rowland, 1997). Sin
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embargo, el uso de HG-AAS (Camara, Perez & Moreno, 2000) y ICP-MS han sido las
técnicas mas empleadas para el andlisis de muestras liquidas (biol6gicas y ambientales).
En este trabajo, se desarroll6 un método para la determinacién y especiacion de selenio en

muestras de cerveza utilizando cromatografia ibnica y digestion con peréxido de hidrogeno.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Materiales y reactivos

En el desarrollo del método para la especiacion de selenio por cromatografia iénica se
empled peroxido de hidrégeno con luz ultravioleta y se utilizaron los siguientes reactivos:
Estandar certificado de selenio (Aldrich, 980 ug mL™ de Se en 1% de HNO3), Selenito de
sodio (Na:SeOs3) y selenato de sodio (Na2SeOas) (AnalaR BDH), Seleno—DL-Metionina
(CsH1102NSe) (MP Biomedicals), Sulfato de sodio (Merck, 99% de pureza) y sulfito de sodio
(J.T. Baker Analyzed, 99% de pureza), Nitrato de sodio (Merck, 99,9% de pureza) y nitrito
de sodio (J.T. Baker Analyzed, 99% de pureza). Cloruro de sodio (Merck, 99,5% de pureza),
Peroxido de hidrogeno al 30% v/v (Merck), Acido clorhidrico 37% (Fisher Scientific
Company), Acido orto-fosforico 85% (Riedel-deHaén), Hidroxido de sodio (Baker Analyzed,
99% de pureza), Acido nitrico 65% (Riedel-deHaén), Carbonato de sodio (Merck, 99,9% de
pureza) y carbonato acido de sodio (Riedel-deHaén 99,7%), Agua destilada y desionizada,
Material volumétrico de plastico y vidrio, Bombas de alta presion del tipo Parr N °4745 con

envases de politretrafluoruro de etileno (PTFE).
2.2. Equipos

Cromatégrafo idnico marca Dionex; modelo LC20, equipado con una bomba cuaternaria;
modelo GP40, una columna aniénica lon Pac AS4A Dionex (4x250 mm), un guarda columna
anionica lon Pac AG4A Dionex (4x50 mm), con un sistema de supresion Dionex ASRS—
Ultra 11 (4mm) y detector de conductividad modelo CD20. Interfase marca Hewlett Packard,
modelo 35900E para el andlisis de los datos se utilizo el software HP Chem. En la Tabla 1
se muestran las condiciones operacionales empleadas por el cromatografo iénico para la
determinacion de los iones Se(lV) y Se(VI). Espectrofotometro de emision atdbmica con

plasma inductivamente acoplado (ICP-AES) marca Perkin EImer; modelo 6ptima 2000DV.

En la Tabla 2 se muestran los parametros operacionales usados en ICP-AES para la
determinacién de selenio total. Una lampara de vapor de mercurio a baja presion con una

potencia de 400 watts, marca UVP modelo TMW-20 Transiluminador UV-VIS para la

Instituto de Ciencias Basicas. Universidad Técnica de Manabi. Portoviejo-Ecuador 5



MSc. Jenifer Smith et al.

digestién via UV. Potenciometro marca WPA CD500 para medicion de pH. Sonicador marca

Branson modelo 2210 para la homogenizacion de la muestra.

Tabla 1. Condiciones operacionales empleadas en Tabla 2. Parametros operacionales usados en

Cromatografia I6nica (CI) para la determinacién de los  espectrometria de emision atémica con plasma

iones Se(1V) y Se(VI). inductivamente acoplado (ICP-AES) para la
determinacion de selenio.

Condiciones Datos Parametros Datos
Fase Movil 1,8 mM Na2C0O3/1,7 mM A 196,06nm — 203,985 nm
NaHCO3
Velocidad de flujo 1 mL min™ Gas Argon
Sensibilidad del 50 uS Flujo de plasma 15 mL min?
detector
Volumen de muestra 50 pL Flujo de gas de 0,2 mL min™
arrastre
Solucién regenerante Agua desionizada Flujo del 0,8 mL min~!
nebulizador
Réplicas 2

2.3. Procedimiento experimental

2.3.1. Preparacion de las soluciones de selenio

Los compuestos puros de selenio empleados para establecer las condiciones
experimentales Optimas para el proceso de digestion, selenito y selenato de sodio se
calentaron en una estufa durante 4 horas a 110 °C y luego fueron colocados en un
desecador por 48 horas para eliminar la posible humedad existente, y posteriormente fueron
pesados. Se prepararon soluciones de trabajo de 1000 mg L™ (332,978 mg) de selenio a
partir de selenito de sodio y 25 mg L™ (6,2056 mg) de solucién de selenio a partir de seleno—
DL-metionina. La solucién de selenito de sodio se prepar6 diariamente para evitar que el
contenido de selenito presente se oxidara a selenato, mientras que la solucion concentrada

de seleno—DL-metionina fue guardada en envase plastico y refrigeradas a 4°C.
2.3.2. Optimizacién de las condiciones cromatogréficas

La fase movil empleada consiste en una mezcla buffer de carbonato de sodio y bicarbonato
de sodio 1,8 mMy 1,7 mM respectivamente, en agua desionizada. La fase mévil fue filtrada
a través de filtros de éster de celulosa por un tiempo de 15 min antes de ser utilizados para
el andlisis cromatogréfico. Se utiliz6 un flujo de 1 mL min=t en todos los andlisis

cromatograficos, el cual proporciond una buena selectividad y resolucion en la separacion
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cromatografica. Todas las soluciones de trabajo fueron filtradas a través de un filtro de
jeringa de 0,2 uM de PTFE antes de la inyeccion en el cromatografo idnico.

2.3.3. Sistema de calibracién

Se prepararon soluciones estandares de 0,1;0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 7,5y 10,0 mg L™ de Se(IV)
y Se(VI), respectivamente; a partir de una solucién de trabajo de 1000 mg L. Cada
solucion estandar se evalud por triplicado y el tiempo de analisis empleado para el i6n
Se(lV) fue de 9 min y para el Se(VI) fue de 17,0 min. El sistema de calibracion se realizo
diariamente con soluciones estandares preparadas (0,5; 1,0 y 3,0 mg L™ de Se(Vl)), para

asegurar parametros instrumentales constantes.
2.3.4. Procedimientos de digestién

Se establecieron las condiciones Optimas del andlisis para la digestion de los compuestos
puros de selenio empleando, como sistema oxidante, perdxido de hidrégeno y luz
ultravioleta; se variaron diversos parametros como: cantidad de peréxido de hidrogeno
adicionado, tiempo de digestion y pH. De cada una de las soluciones de trabajo de selenito
de sodio y seleno—DL-metionina, se prepararon soluciones de trabajo de 5 mg L de las
cuales se tomaron 5 mL de cada solucién para el estudio de las condiciones experimentales
del método propuesto. Se adicionaron diferentes cantidades de peréxido de hidrégeno para
llevar a cabo la oxidacion completa de los compuestos puros de selenio a selenato. El

volumen se varié desde 100 pL hasta 3000 pL.

2.4. Aplicaciéon del método

2.4.1. Validacion del método para la determinacién de selenio total en muestras
de cerveza

Tratamiento analitico de muestras de cerveza: Las muestras de cerveza fueron obtenidas
de una empresa cervecera de la localidad. Estas muestras se desgasificaron por un tiempo
de 2 horas eliminando de esta forma todo el diéxido de carbono y luego fueron filtradas,
para posteriormete guardarse en envases plasticos a una temperatura de 4°C para su

posterior analisis (Clesceri, Greenberg & Rhodes, 1989).

2.4.2. Optimizacion de las condiciones cromatograficas para el andlisis de muestras

de cerveza

Se establecieron las condiciones cromatograficas optimas del andlisis de la muestra de
cerveza, variando las concentraciones de la fase movil (Na2CO3/NaHCOs3) para separar los
iones Se(IV) y Se(VI) en presencia de otros iones (NO2-, NO3~, PO43> y SO4%). Al emplear

el eluente 1,7/1,8 mM de NaHCO3/Na:CO3 en muestras de cerveza, fueron encontrados
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interferencias de nitrato, fosfato y sulfato. Para eliminar tales interferencias se vario la
concentracion de la mezcla de carbonato de sodio/carbonato acido de sodio en diversas
proporciones y se empled hidroxido de sodio/carbonato de sodio. Las concentraciones de

las mezclas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Variaciones de la fase movil para la optimizacién la separacion cromatogréfica de Se(1V) y Se(VI)

Mezclas Concentraciones
Na.CO3/NaHCO3 1,3 mM/1,4mM
Na>CO3z/NaHCO3 2,0 mM/2,0 mM
Na2CO3/NaHCOs 0,75 mM/1,8 mM
Na2CO3/NaHCO3 0,75 mM/2,7 mM

NaOH/Na2COs 1,0 mM/2,0 mM

De igual forma se empleé un flujo de 1 mL min~! en todos los andlisis cromatograficos y se

utilizé agua desionizada como solucién regenerante de la columna supresora.

2.4.3. Procedimiento de digestion de muestras de cerveza para la validacion del

método propuesto.

Las muestras de cerveza fueron digeridas de acuerdo a las condiciones de analisis
establecidas. Para ello, se tomé 0,5 mL de muestra donde se le adicioné 1 mL de H20: al
30% v/v y colocadas en la luz UV durante 30 min. Pasado este tiempo, y esperado a que
las muestras estuvieran a temperatura ambiente, se llevaron a un volumen final de 5 mL
para luego ser cuantificadas en el cromatdgrafo ibnico. Cada muestra de cerveza fue

digerida por triplicado junto con un blanco y se leyeron por triplicado.

2.4.4. Determinacion de selenito y selenato en muestras de cerveza sin la aplicacion
del sistema oxidante (H2.02/UV)

Para la determinacién de las concentraciones de los iones selenito y selenato en muestras
de cerveza, se tomaron 3 mL de muestra de cervezay se llevd a un volumen fijo de 10 mL,

para luego ser cuantificadas por el cromatégrafo i6nico, donde se leyeron por triplicado.

2.4.5. Determinacion de selenio total en muestras de cerveza por medio de latécnica
ICP-AES

Para evaluar la eficiencia del método propuesto, se determiné el contenido de selenio total
presente en las muestras de cerveza mediante ICP-AES. Para ello, se tomaron 3 mL de
muestra y se le adicion6é 1 mL de HNOs directamente dentro de los envases de PTFE de
las bombas de alta presion, cada una de las muestras fueron digeridas por un tiempo de 4
horas a una temperatura de 110°C. Cada muestra se analiz6 por triplicado junto con su
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blanco. Los resultados obtenidos fueron comparados mediante pruebas estadisticas de
significancia con los resultados en la determinacién de selenio total empleando perdxido de

hidrogeno y luz ultravioleta.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Identificacion y cuantificacion

En las Figuras 1y 2 se muestran los cromatogramas correspondientes a los iones Se(lV)
y Se(VI) a diferentes concentraciones, obtenidos a partir de soluciones de trabajo. Como
se puede observar tanto el ion Se(lV) como el i6n Se(VI) presentan un rango de respuesta
lineal lo suficientemente amplio para una buena cuantificacion, asi como también una alta
simetria en las sefiales cromatograficas, lo que refleja una buena selectividad del sistema
cromatografico (Miller & Miller, 2001).

Se(lv)
8,45
f‘/E-DW;L' 680+

I
680 ] [ omge
| | 660

640

Conductividad (uS)

620

Conductividad (1LS)
@

600 -

1 2 3 3 5 & H 5 5 10
2 a 3 8 10 12 1% 16

Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencién (min)

Figura 1. Cromatograma Cl de i6n Se(lV) a Figura2.Cromatograma Cl de ién Se(VI) a diferentes
diferentes concentraciones (0.5; 1.0; 3.0 y 5.0 mg concentraciones (0.5; 1.0; 3.0 y 50 mg L™).
L™Y). Condiciones experimentales: columna de Condiciones experimentales: columna de aniones
aniones AS4A, precolumnaAG4A; Eluentel,8 mM AS4A, precolumna AG4A; Eluente1,8 mM Na2COa/1,7
Na-COs/1,7 mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL  mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL min-1, detector
min~!, detector de conductividad con una de conductividad con una sensibilidad de 50 uS.
sensibilidad de 50 pS.

Como se puede apreciar en las figuras el i6n Se(lV) presenta un menor tiempo de retencion
con respecto al ion Se(VI). Esto es debido a la afinidad que presenta la fase estacionaria
con los distintos iones, ya que la fase estacionaria es capaz de aumentar la retencion de
los iones a medida que se incrementa la relacion carga/masa de éstos; por tanto, disminuye
el radio de hidratacion y aumenta la polarizabilidad induciendo un dipolo y la atraccion sobre
la resina.

Las curvas de calibracion para Se (1V) fueron: y=263,099x — 30,028, r’= 0,9993, LD= 0,15
mg L™ y y= 402,735x — 34,154 r>= 0,9998 LD= 0,28 mg L™ para Se (VI) respectivamente.
El andlisis de estas figuras permite demostrar la proporcionalidad que existe entre las areas

de picos con respecto a las concentraciones de cada uno de estos iones, reflejAndose estas
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proporcionalidades en los coeficientes de correlacion (r). Los limites de deteccion obtenidos
fueron de 0,15 y 0,28 mgL™' para Se(lV) y Se(VIl), respectivamente, se calcularon
empleando el método de regresion lineal, (y — ys= 2Ss). En la Figura 3 se aprecia

claramente que no existe solapamiento cromatografico de los iones Se(lV) y Se(VI).

se(IV) Se(vl)

677
B.63F

355

3.040

350
545

340

2278
27017

Conductividad (nS)

335

3304

T T T
5] 10 12 14 16

Tiempo de retencién (min)

]
b
om

Figura 3. Cromatograma IC de iones Se(lV) y Se(Vl) con concentracion 1 mg L. Condiciones
experimentales: columna de aniones AS4A, precolumna AG4A; Eluente1,8 mM Na2COa3/1,7 mM NaHCOs;
velocidad de flujo 1 mL min~!, detector de conductividad con una sensibilidad de 50 pS.

3.2. Desarrollo del método

3.2.1. Estudio de las condiciones experimentales para la digestién de compuestos

de selenio

En el proceso de digestion de compuestos de selenio empleando peréxido de hidrégeno y
luz ultravioleta como medio oxidante, se estudiaron diferentes mecanismos para llevar a
cabo la oxidacion completa tanto del compuesto inorganico (selenito de sodio) como del
compuesto organico (selenometionina), variando el volumen de perdxido de hidrogeno

adicionado, el tiempo de reaccion y el pH.

3.2.1.1. Condiciones experimentales para la digestion del compuesto inorganico

3.2.1.1.1. Variacion de la cantidad de perdxido de hidrégeno (H202) adicionado

Como el selenito de sodio presenta una alta reactividad al oxidarse completamente a
Se(VI), aplicando como medio oxidante peroxido de hidrégeno y luz ultravioleta, fue el
primer compuesto de selenio estudiado. En la Figura 4 se puede observar que existe un
aumento continuo del porcentaje de recuperaciéon de selenio (71,03+3,18 hasta 103 + 2,01),
cuya oxidacién a iones Se(VI) se realizé en un tiempo de 30 minutos; esto se debe que a
medida que se aumenta la concentracién de oxidante (H202), aumenta la formacion del

radical hidroxilo (°OH) (Jackson & Hewitt, 1999). y por consiguiente aumenta el poder
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oxidativo. Sin embargo, cuando se adicionan volimenes de 1000 a 3000 uyL de oxidante,
no se observan diferencias significativas (103 + 2,01 a 103,51 + 4,87), ya que se alcanza el

equilibrio o limite maximo de oxidacion de los iones Se(lV) a Se(VI).

105 |

& a0

S 75 4

©

S 60

545 1

3 30 4

2 15 1

X g : ; : . ; : .

0 100 250 500 750 1000 2000 3000
Volumen de peroxido de hidrégeno adicionado
(HL)

Figura 4. Porcentaje de recuperacion de selenio obtenido a partir de selenito de sodio, digerido con

diferentes voliumenes de H20:2 al 30% “/v durante 30 min con luz UV.
También se puede apreciar en esta figura que cuando la solucion de selenito de sodio se
expone alaluz UV por un tiempo de 30 min, sin agregar volumen de peroxido de hidrégeno,
no se produce oxidacion, indicando que la irradiacion con luz UV es insuficiente para
originar la oxidacion de los iones Se(lV) a Se(VI). En la Figura 5, se muestra el
cromatograma correspondiente a estos analisis, donde los dos picos que aparecen a
tiempos de 2,0 y 2,9 min probablemente pertenezcan al radical hidroxilo formado por la
exposicion del peroxido de hidrégeno a la radiacién UV, los picos que aparecena 6,3y 12,5
min corresponde al ion nitrato y sulfato respectivamente; la presencia de estos dos ultimos
iones en el cromatograma se debe a las impurezas que se encuentran presente en el
peroxido de hidrogeno, mientras que el pico asignado al ion Se(VI) aparece a un tiempo de
retencion de 16,4 minutos.

NO; SO

Se(VI)

S0~

Conductividad (pu3)

2042

Conductividad (uS)
g

T = - T T T T
- ' 4 [ 8 10 12 " 1%
Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencwcr; (min)

Figura 5. Cromatograma Cl de iones Se(VI) Figura 6. Cromatograma Cl obtenido a partir de

obtenido a partir de selenito de sodio digerido con
diferentes volumenes de H20: al 30% v/v durante 30
min con luz UV. Condiciones experimentales:
columna de aniones AS4A, precolumna AGA4A,;
Eluentel,8 mM Na2CO3/1,7 mM NaHCOs; velocidad
de flujo 1 mL min~%, detector de conductividad con
una sensibilidad de 50 pS.

agua desionizada digerido con 1000 pL de H20: al
30% v/v durante 30 min con luz UV. Condiciones
experimentales: columna de aniones AS4A,
precolumna AG4A, Eluentel,8 mM Na2COs/1,7 mM
NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL min~2, detector de
conductividad con una sensibilidad de 50 pS.
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En este cromatograma, se puede apreciar un incremento continuo del pico del i6bn Se(VI)
cuando se varia la concentracion de (0,12%; 0,3%; 0,6%; 1,2%), es decir, al aumentar la
cantidad de perdéxido de hidrégeno adicionado (100, 250, 500, 750 y 1000 uL). Sin embargo,
al agregar volimenes mayores de 1000 pL la altura del pico se mantiene constante. Cabe
destacar en la Figura 5 que la presencia del ion Se(VI) en este cromatograma es
Unicamente proveniente del selenito de sodio digerido con peréxido de hidréogeno, ya que
el peroxido de hidrogeno no genera sefial cromatografica en los tiempos de retencion del
Se(lV) y Se(VI), es decir no causa interferencia, esto se puede observar en la Figura 6 que
muestra el cromatograma correspondiente al agua desionizada con 1000 uL de peréxido

de hidrogeno (blanco), donde se observa la presencia de los iones nitrato y sulfato.
3.2.1.1.2. Variacién del tiempo de exposicién con UV

Cuando la solucion de selenito de sodio se digiere empleando un volumen de 1000 uL de
peréxido de hidrogeno, se obtienen porcentajes de recuperacion de 103,00 = 2,01,
considerando que este volumen es el necesario para garantizar la oxidacién completa de
los iones Se(1V) a Se(VI). No obstante, a pesar de los 6ptimos resultados obtenidos en un
tiempo de digestion de 30 minutos, se procedio a disminuir el tiempo de exposicién con luz
UV, encontrandose resultados similares. En la Figura 7, se muestran los porcentajes de
recuperacion obtenidos a partir de la digestion de la solucion de selenito de sodio con 1000
uL de H20:2, a diferentes tiempos de exposicion a luz UV.

103

|

(=]
wonaucuviaaa (ud)

— ) I @
(= c

=
<

T T T T )

5 10 15 20 30 -
Tiempo de digestién [ITIII) Tiempo de retencion (min)

Recuperacion (%)

Flgur_a 7 P_orcentaje. de recuperacion C!e Figura 8. Cromatograma CI de iones Se(VI) obtenido a
selenio obtenido a partir de selenito de sodio

S v partir de selenito de sodio digerido con 1000 uL de H20:2

g:fgeerzcrjﬁesc?igmlp?c?socgrl;lgze U|_\|/202 al 30% * a al 30% /v durante 15 min con luz UV. Condiciones

' experimentales: columna de aniones AS4A, precolumna

AG4A; Eluente 1,8 mM Na2CO3/1,7 mM NaHCOsg;

velocidad de flujo 1 mL min~2, detector de conductividad
con una sensibilidad de 50 uS.

Como se puede apreciar en la Figura 7, a un tiempo de 15 min de exposicion con radiacion
UV empleando 1000 uL de peroxido de hidrégeno se obtienen porcentajes de recuperacion

de 99,03 + 1,35, representando este tiempo el 6ptimo para la oxidacion de los iones Se(lV)
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a Se(VI). A tiempos mayores de 15 min de digestion se obtuvieron recuperaciones de
selenio mayores al 99%. Cabe destacar que la optimizaciéon de un método analitico consiste
en el empleo de la menor cantidad de reactivo en el menor tiempo posible. La Figura 8
muestra el cromatograma de la oxidacion del selenito de sodio a iones Se(VI) empleando
estos parametros.

El i6bn Se(VI) aparece a un tiempo de retencién de 15,9 min. Este cambio del tiempo de
elucioén del ion Se(VI) se debe a cambios en la columna, debido a la limpieza de la misma
o la elucién de otro tipo de solvente. Por esta razon diariamente fue evaluado el sistema de
calibracion para los iones en estudio, asegurando de esta forma que los resultados

obtenidos sean los mas reproducibles.

Establecidas las condiciones experimentales para la digestién del selenito de sodio, el
proceso quimico que ocurre en dicha oxidacion empleando peréxido de hidrégeno y luz

ultravioleta puede describirse mediante la siguiente ecuacion (Liao, C. & Gurol, M., 1995):

Se03? + H202 + hv—— Se04? + H20 [8]
En la Tabla 4 se resumen las condiciones experimentales obtenidas en el estudio de

optimizacion de la digestion de la solucion de iones Se(lV).

Tabla 4. Condiciones experimentales obtenidas en el proceso de digestion de iones Se(IV) a Se(VI)

Cantidad de H,O; al 30% (uL) | Tiempo de exposicion UV (min) pH del medio
1000 15 acido

3.2.1.2. Condiciones experimentales para la digestion del compuesto organico

El estudio del compuesto organico (seleno-DL-metionina) se analizé6 empleando las mismas
condiciones experimentales obtenidas en el proceso de digestion del selenito de sodio
(Figura 9).

Se
HO ——
NH.,

Figura 9. Estructura quimica del compuesto organico seleno-DL-metionina.

Como prueba preliminar, la solucién de seleno-DL-metionina fue digerida con 1000 pL de
H20:2 al 30% v/v y expuesta a la luz ultravioleta durante 15 min, en la cual no se obtuvo un
Optimo porcentaje de recuperacion, ya que solo el 37,51 + 2,79 es recuperado. La Figura
10 muestra el cromatograma correspondiente a este analisis.

Tomando en cuenta la poca recuperacion de selenio como Se(VI), a partir de seleno-DL-
metionina, se realizaron variaciones en el volumen de peréxido de hidrégeno adicionado y

el tiempo de exposicion a la luz UV, como se muestra en la Figura 11. Como se puede
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observar en esta figura, no se obtuvieron buenos porcentajes de recuperacion con la
variacion del tiempo de exposicion a la luz UV ni con el aumento de perdxido de hidrégeno
adicionado, ya que la maxima recuperacion obtenida fue de 77,02 + 2,28. Una de las
posibles causas de que no ocurra una completa oxidacion es la compleja estructura del
seleno-DL-metionina, pues el selenio se encuentra muy impedido para un ataque directo
del radical hidroxilo.

Con la finalidad de mejorar el proceso de digestién para éste compuesto organico, se realizé
un cambio de pH en el medio de reaccion. Para ello, se estudio el comportamiento de la
seleno-DL-metionina en medio acido y basico, empleando acido clorhidrico e hidréxido de

sodio, respectivamente. La Figura 12, muestra los resultados obtenidos.
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Figura 10. Cromatograma ClI de iones Se(VI) obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerido con 1000 uL
de H202 al 30% Y/v durante 15 min con luz UV. Condiciones experimentales: columna de aniones AS4A,
precolumna AG4A; Eluentel,8 mM Na2CO3/1,7 mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL min?, detector de
conductividad con una sensibilidad de 50 pS.
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Figura 11. Porcentaje de recuperacion de selenio Figura 12. Porcentaje de recuperacion de selenio
obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerida obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerida
con diferentes volimenes de H202 al 30% Y/v a con 3000 uL de H20: al 30% Y/v a 45 min con luz UV
diferentes tiempos con luz UV. y a diferentes valores de pH.
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La seleno-DL-metionina presenta un pH de 5,3, por lo tanto, al agregar 3000 puL de peroxido
de hidrégeno, el pH del medio disminuye a 3,4 y con la adicién de 50 uL de HCI 0,1 M, el
pH varia a 2,7. Al agregar 100; 500 y 3500 uL de hidréxido de sodio 0,1 M a la solucion de
seleno-DL-metionina, el pH aumenta a 8; 9y 10, respectivamente.

En la Figura 12 se puede observar que a pH acidos existen mayores porcentajes de
recuperacion que a pH basico, aunque los resultados obtenidos en el proceso de digestion
del seleno-DL-metionina no son optimos debido a que la maxima recuperaciéon de selenio
fue de 77,02% =+ 2,28. Por otra parte, se puede apreciar que a medida que aumenta el pH
existe una disminucion continua del porcentaje de recuperacion.

Las Figuras 13 y 14 muestran los cromatogramas correspondientes a la oxidacion de
seleno-DL-metionina a Se(VI) bajo condiciones acidas y basicas. El pico que aparece a
2,703 min corresponde al i6n CI- mientras que el ién Se(VI) aparece a un tiempo de
retencién de 11,207 min (Figura 13).

Cl-

S0~ Se(V)
g NO=+ S0~ Se(V)
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Figura 13. Cromatograma CIl de iones Se(VI)
obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerida
con 3000 puL de H202 al 30% Y/v y 100 yLde &cido
clorhidrico 0,1M (pH=2,7) durante 45 min con luz
UV. Condiciones experimentales: columna de
aniones AS4A, precolumna AG4A; Eluentel,8 mM
Na2COs/1,7mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL
min~!, detector de conductividad con una
sensibilidad de 50 uS.

Figura 14. Cromatograma Cl de iones Se (VI)
obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerido
con 3000 pL de H202 al 30% Y/vy 3,5 mLde hidréxido
de sodio 0,1M (pH=10) durante 45 min con luz UV.
Condiciones experimentales: columna de aniones
AS4A, precolumna AG4A; Eluentel,8 mM
Na2COs/1,7 mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL
min~!, detector de conductividad con una
sensibilidad de 50 uS.

En el cromatograma de la Figura 14, el pico que aparece a un tiempo de retencién de
11,070 min se le asigna al iobn Se(VI). En la Figura 14 se puede apreciar una pequefia area
del pico para el Se(VI) cuando el medio de reaccion es llevado a un pH bésico.

Después de realizar pruebas preliminares a la seleno-DL-metionina variando los
parametros obtenidos en la oxidacion del selenio inorgénico, no se encontr6 un medio de
reaccion con resultados lo suficientemente buenos para comenzar una optimizacion de las
condiciones, por lo que se tuvo que realizar la variacién de un cuarto parametro, como lo
era la cantidad de analito presente en la solucion de trabajo. A partir de los resultados

mostrados en la Figura 15, se encontrd un buen porcentaje de recuperacion del contenido
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de selenio como Se(VI) a partir del seleno-DL-metionina (98,61% =+ 1,13) al utilizarse una

cantidad de muestra de 0,5 mL.
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Figura 15. Porcentaje de recuperacion de selenio
obtenido a partir de diferentes cantidades de seleno-
DL-metionina digerida con 1000 pL de H202 al 30%
V/v a 45min con luz UV.

Figura 16. Porcentaje de recuperacion de selenio
obtenido a partir de seleno-DL-metionina digerida
con 1000 pL de H20:2 al 30% Y/ a diferentes tiempos
con luz UV.

Luego de haber encontrado un medio de reaccion donde la oxidacion es completa, se
procedio a optimizar las condiciones experimentales de oxidacion del selenio organico a
iones Se(VI).

3.2.1.2.1. Variacién del tiempo de exposicion con UV

Cuando la solucién de seleno-DL-metioninase digiere empleando un volumen de 1000 pL
de perdxido de hidrégeno a un tiempo de exposicién con luz UV de 45 min, se obtienen
porcentajes de recuperacion de 98,61 + 1,13. No obstante, debido al largo tiempo de
analisis se procedié a disminuir el tiempo de exposicion con luz UV, encontrandose
resultados similares a un tiempo de 30 min. En la Figura 16, se muestran los porcentajes
de recuperacion obtenidos a partir de la digestion de la solucién de seleno-DL-metioninacon
1000 uLde perodxido de hidrogeno, a diferentes tiempos de exposicién a la luz UV. Como se
puede apreciar en esta figura, a un tiempo de 30 min de exposicion con radiacion UV se
obtienen buenos porcentajes de recuperacion (101,17 + 1,94), representando este tiempo
el optimo para la oxidacion de seleno-DLmetioninaa iones Se(VI). La Figura 17 muestra el

cromatograma correspondiente a este estudio.
3.2.1.2.2. Variacion de la cantidad de perdxido de hidrégeno (H20?) adicionado

En la Figura 18 se puede observar que, al emplear volumenes de 500 a 1000 uL de
peroxido de hidrégeno, existe un aumento del porcentaje de recuperacion de selenio
(56,16% + 3,64 a 101,17% +1,94), cuya oxidacion a iones Se(VI) se realizd en un tiempo
de 30 minutos. Sin embargo, al incrementar el volumen de peroxido de hidrégeno
adicionado (1000 a 3000 pL), es decir, al aumentar la concentracién de 3% a 9%, se

observa que el porcentaje de recuperacion se mantiene constante.
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En esta Figura 18 se puede apreciar también que cuando la solucion de seleno-DL-
metionina se expone a la luz UV por un tiempo 30 min, sin agregar volumen de peroxido de

hidrogeno, no se observa oxidacion alguna a iones Se(VI).
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Figura 17. Cromatograma Cl| de iones Se (VI) Figura 18. Porcentaje de recuperacion de selenio
obtenido a partir de 0,5 mL de seleno-DL-metionina obtenido a partir de 0,5 mL de seleno-DL-
digerida con 1000 pL de H20- al 30% Y/v durante 30 metionina digerido con diferentes volimenes de
min con luz UV. Condiciones experimentales: H202 al 30% /v durante 30 min con luz UV.
columna de aniones AS4A, precolumna AG4A;

Eluentel,8 mM Na2COs/ 1,7 mM NaHCOs; velocidad

de flujo 1 mL min™, detector de conductividad con una

sensibilidad de 50 uS.

La Figura 19 muestra el cromatograma obtenido a partir de la digestién del selenio
organico, empleando 0,5 mL de muestra con 3000 pL de peréxido de hidrégeno durante 30
min de exposicién a la luz UV, este cromatograma muestra que el pico que aparece a un

tiempo de retencion de 11,071 min es el i6n selenato.
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Figura 19. Cromatograma CI de iones Se(VI) obtenido a partir de 0,5 mL de seleno-DL-metionina digerida
con 3000 uL de H202 al 30% Y/v durante 30 min con luz UV. Condiciones experimentales: columna de aniones
AS4A, precolumna AG4A; Eluente1,8 mM Na2COz/1,7 mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL min?, detector
de conductividad con una sensibilidad de 50 pS.

Las condiciones experimentales obtenidas en el proceso de digestion del seleno-DL-

metionina a iones Se(VI) fueron las siguientes:
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Cantidad de Cantidad de H,0; al 30% | Tiempo de exposicién UV pH del
muestra (uL) (uL) (min) medio
500 1000 30 acido

De esta manera, el método desarrollado para la determinacion de selenio total en muestras
de selenio orgénico por cromatografia ibnica mediante el empleo de perdxido de hidrogeno
y luz ultravioleta consiste en la digestién de 0,5 mL de muestra, en el cual se adicion6 1000
uL de H202 al 30% v/v en un tiempo de exposicién a la luz ultravioleta de 30 min

3.3. Estudio de interferencia

Dado que el Se(lV) y el Se(VI) no presentan problemas de interferencias entre si en la
separacion cromatografica por Cl empleando como fase maévil 1,8 mM Na2COz/1,7 mM
NaHCOs, se garantizan los satisfactorios resultados obtenidos en la optimizacion del
método. Sin embargo, para la aplicacion del método a una muestra tan compleja como es
la cerveza, se estudi6 la separacion de los iones Se(lV) y el Se(VI) en presencia de otros
iones (NO2~, NOs~, HPO4?~ y SO4%).

En la Figura 20 se muestra el cromatograma obtenido a partir de una solucion de Se(IV) y
Se(VI) contaminada con diversos iones (NO2z-, NOs~, HPO4?~ y SO4?7) a concentraciones de
1,5 mg L, empleando las condiciones cromatogréaficas establecidas. Estos iones tienen

tiempo de retencion cercanos a los iones de selenio investigados.
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Figura 20. Cromatograma Cl de mezcla de iones Figura 21. Cromatogramas CI| obtenido a partir de
a concentraciones de 1,5 mg L. Condiciones soluciones de selenito de sodio (linea continua) y
experimentales: columna de aniones AS4A, Aacido fosférico (linea discontinua) 1 mgL™.
precolumna AG4A; Eluentel,8 mM Na2COs3/1,7 Condiciones experimentales: columna de aniones
mM NaHCOs; velocidad de flup 1 mL min™, AS4A, precolumna AG4A; Eluente1,8 mM Na>COs/1,7
detector de conductividad con una sensibilidad de mM NaHCOs; velocidad de flujo 1 mL min-, detector
50 uS. de conductividad con una sensibilidad de 50 pS.

Al analizar esta figura se puede observar que el pico que aparece a un tiempo de retencion
de 7,49 min es asignado al iébn Se(IV). No obstante, este pico aparece solapado con el i6n
HPO4%>~ (previamente estandarizado), causando de esta forma interferencia en la
separacién y cuantificacion del iobn Se(lV). Debido a este inconveniente se realizo el estudio
de la minima concentracién de HPO4?~ capaz de interferir en la resolucién y cuantificacion

del ibnSe(1V). En la Figura 21 se aprecia tal analisis.
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El pico que aparece a un tiempo de retencién de 7,776 min se le asigna al ion Se(1V),
mientras que el pico asignado al ibn HPO4?~ aparece a un tiempo de retencién de 7,531
min. Por medio de este analisis se obtuvo que a partir de concentraciones mayores de 0,05
mg L™! la sefial cromatogréfica del ion Se(IV) es afectada por el ion HPO4?~. Para garantizar
la separacion cromatografica de los iones Se(IV) y Se(VI) en presencia de otros iones, se
vario la concentracién de la mezcla del eluente carbonato de sodio y bicarbonato de sodio
(Na2CO3/NaHCO3) en diversas proporciones.

La mejor separacion cromatografica encontrada de los iones Se(lV) y Se(VI) en presencia
de otros iones, se logré empleando la mezcla de 1,0 mM NaOH/2,0 mM Na2COs (Niss et al.
1993). En la Figura 22 se puede observar el cromatograma correspondiente a este estudio.
La separacion cromatografica dada en este cromatograma proporciona una buena
separacion de los iones en estudio, debido a que se obtiene una buena resolucién en los
picos cromatograficos. El empleo del eluente de carbonato de sodio/hidroxido de sodio
elimina la interferencia del ion Se(IV) con el PO4%-, debido a que el pH del eluente es mayor
(pH=10) al formado por la mezcla de carbonato de sodio/carbonato &cido de sodio (pH=9),
originando que el fosfato presente en la mezcla se encuentra en la forma PO4%,
aumentando de esta manera el tiempo de retencion y efectivamente la separacion con el
ion Se(lV) (Niss et al. 1993). En la Figura 23 se muestran los sistemas de calibracion de
los iones Se(1V) y Se(VI), donde a partir de éstas se pudo cuantificar la concentracién de

estos iones en la muestra de cerveza.
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Figura 22. Cromatograma Cl de mezcla de iones a
concentraciones de 1,5 mg L Condiciones
experimentales: columna de aniones AS4A,
precolumna AG4A; Eluente: 1,0 mM NaOH/2,0 mM
Na.COs; velocidad de flujp 1 mL min~t, detector de
conductividad con una sensibilidad de 50 pS.

Figura 23. Curva de calibracidon para determinar
niveles de concentracion de iones Se(lV) y Se(VI).
Condiciones experimentales: columna de aniones
AS4A, precolumna AG4A; Eluentel,0 mM
NaOH/2,0 mM Na2COs; velocidad de flujo 1 mL
min~t, detector de conductividad con una

sensibilidad de 50 pS.

Los limites de deteccion obtenidos empleando esta nueva condicion cromatografica fue de
0,08 mg L para Se(IV) y 0,07 mg L para Se(VI). Al comparar estos limites de deteccion
con los obtenidos en la literatura (Niss et al. 1993) que fueron de 0,05 mg L™ para los dos
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iones, respectivamente; se puede apreciar que existen pequefas diferencias entre los
valores obtenidos y los citados en la literatura, indicando que esta nueva fase movil permite

una mejor cuantificacion, ademas de una buena separacion de los iones en estudio
3.4. Aplicacién del método

3.4.1. Validacion del método para la determinacion de selenio total en muestras de

cerveza

La metodologia establecida se aplicé a tres muestras de cerveza para determinar el
contenido de selenio total. Previo a éste analisis, las muestras se analizaron en el Cl para
cuantificar la cantidad de Se(1V) y Se(VI) presente, y de ésta manera determinar la cantidad
de selenio oxidado cuando se aplica el sistema H202/UV. Cabe destacar que la muestra de
cerveza presenta un pH 4,3, lo cual puede considerarse como medianamente acido. Por lo
tanto, el pH del medio de reaccion varid a 3,4 al agregar 1000 uL de perdxido de hidrogeno.
La Figura 24 muestra el cromatograma de la muestra de cerveza sin aplicar el sistema
H202/UV, empleando las condiciones cromatograficas establecidas para la separacion de
los iones en estudio de los problemas de interferencias de nitrato, fosfato y sulfato.

Como se puede observar en esta figura que el idn Se(lV) se encuentra separado de los
iones nitrato, fosfato y sulfato. En este cromatograma no se aprecia la elucién del ion Se(V1)
gue aparece a un tiempo de retencion aproximadamente de 9 min, pudiéndose explicar
debido a que la concentracion de este i6n se encuentre por debajo de los limites de

deteccioén del CI.
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Figura 24. Cromatograma Cl obtenido a partir de 3 Figura 25. Cromatograma CIl obtenido a partir de

mL de muestra de cerveza sin digestion. Condiciones 0,5 mL de muestra de cerveza digerida con 1000

experimentales: columna de aniones AS4A, ulL de H20O: al 30% “/v durante 30 min con luz UV.

precolumna AG4A; Eluente 1,0 mM NaOH/2,0 mM Condiciones experimentales: columna de aniones

Na2COs; velocidad de flujp 1 mL min™, detector de AS4A, precolumna AG4A; Eluente 1,0 mM

conductividad con una sensibilidad de 50 uS. NaOH/2,0 mM Na2COg; velocidad de flujo 1 mL
min~%, detector de conductividad con una
sensibilidad de 50 pS.

En la Figura 25 se aprecia el cromatograma correspondiente al emplear el sistema oxidante

a la muestra de cerveza, para evaluar de esta forma la eficiencia del método propuesto. Al
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estudiar esta figura se puede apreciar que el empleo del sistema oxidante H202/UV
proporciona buenos resultados para la determinacién de selenio, ya que las diferentes
especies de selenio fueron oxidadas a iones Se(VI) como producto final; esto se puede
confirmar en el cromatograma que aparece la elucion del ion Se(VI) a un tiempo de
retencion de 9,542 min. Para evaluar la eficiencia del método propuesto, se determiné en
estas mismas muestras la cantidad de selenio total mediante la técnica ICP-AES. Los
resultados obtenidos por las dos metodologias fueron comparados mediante un tratamiento
estadistico de pruebas de significancia, en el cual se aplico la prueba t de comparacion de
las medias de dos muestras y la prueba F para la comparacién de las desviaciones estandar
(Miller & Miller, 2001).

En la Tabla 5 se muestran las concentraciones obtenidas de las diferentes formas del
selenio encontradas en la muestra de cerveza y las concentraciones de selenio total

obtenidos por las dos técnicas (Cl y ICP-AES).

Tabla 5. Resultados de la especiacion de selenio en muestras de cerveza (mg L™?)

H,0,/UV® ICP-AES® Se(-IN®@ Se(Iv)® Se(V)®
Se total Se total Selenio organico selenito selenato

0,7838+0,04 0,7801+0,03 0,5795+0,02 0,1977+0,03 <LD
LD=0,07

(@) La cantidad de selenio total reportada esta contenida en 0,005 L de solucion (n=3).
(b) La cantidad de selenio total reportada esta contenida en 0,01 L de solucion (n=3).

Los resultados obtenidos en el estudio estadistico, tanto para la prueba t de comparacion
de las medias de dos muestras como para la prueba F son menores que el valor critico
establecido para dos grados de libertad y un nivel de confianza de 90% (0,10). Esto significa
gue la metodologia desarrollada para la determinacién de selenio total mediante el empleo
de peréxido de hidrégeno y luz ultravioleta proporciona resultados tan precisos y exactos
como los obtenidos mediante la técnica ICP-AES. Las especies encontradas en las
muestras de cerveza son las esperadas, debido a que la levadura es unos de los
componentes de la cerveza, la cual contiene selenio organico y que al oxidarse predominara
el Se(VI). El selenio presente en las muestras de cerveza se encuentra en un nivel promedio
de 0,7819 mg L™, lo cual excede el limite de concentraciéon permisible establecido en la
Norma Venezolana COVENIN sobre la Clasificacion de las aguas envasadas, siendo el
nivel de concentracion referencial de 0,01 mg L= de selenio (Norma Venezolana,
COVENIN. No. 1431, 1982). En este sentido, el selenio presente en la cerveza puede
causar dafnos para la salud, por lo tanto, se deben tomar medidas preventivas para mejorar

el control de calidad.
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4. CONCLUSIONES

La oxidacion completa de los iones Se(IV) a Se(VI) se llevé a cabo satisfactoriamente con
5 mL de la solucion de trabajo, empleando 1000 pL de peroxido de hidrogeno al 30% Y/v en
un tiempo de exposicion a la luz ultravioleta de 15 min. Bajo éstas condiciones

experimentales se obtuvo un porcentaje de recuperacion de 99,03%+1,35.
El medio 6ptimo de reaccion para la oxidacion de los iones Se(IV) a Se(VI) fue a pH &cido.

La oxidacion completa del contenido de selenio presente en el compuesto organico seleno-
DL-metionina a iones Se(VI) se llevd a cabo tomando 0,5 mL de muestra, empleando 1000
uL de peroxido de hidrégeno al 30% VY/v en un tiempo de exposicion a la luz ultravioleta de
30 min.

El medio de reaccién optimo para la oxidacion de la seleno-DL-metionina a Se(VI) se llevo

a cabo en medio &cido.

El método propuesto se aplico a muestras de cerveza con el resultado de selenio total de
0,7838 mg L1. El método propuesto se validé mediante la determinacién de selenio total a

muestras de cervezas por ICP-AES.
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