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OBJETIVO GENERAL:
Desarrollar y optimizar las condiciones empleadas en los métodos de digestion acida en
horno de microondas para la cuantificacion de Selenio en muestras biologicas de plasma

y leche de ganado vacuno.

OBIJETIVOS PARTICULARES:

e Seleccionar las condiciones optimas de la digestion acida en hormno de microondas
para el tratamiento de plasma y leche liberando el selenio presente en las muestras y

eliminando completamente la materia organica.

e Comprobar el porcentaje de selenio recuperado cuantificado en plasma y leche como
placebos cargados (fortificadas) para la optimizacion de los métodos de digestion

acida en horno de microondas.

¢ Cuantificar selenio en plasma y leche de ganado vacuno tratado (bolo de selenio),

para comprobar la eficiencia de los métodos.

e (Comparar la optimizacion por pasos y mediante disefio experimental a fin de

establecer las ventajas y desventajas de ambos métodos.



OBJETIVO ACADEMICO:

Desarrollar y optimizar la digestion dcida para leche y plasma utilizando el homno de
microondas con la finalidad de establecer las condiciones adecuadas para la preparacion
de muestras biol6gicas con el proposito de proveer informacion a futuro acerca de la

biodisponibilidad del selenio.

OBIJETIVO SOCIAL:

Establecer las condiciones adecuadas de los métodos de digestion acida en hormo de
microondas para tratar las muestras biologicas facilitando la cuantificacion de selenio,
proveer informacion a los médicos veterinarios para detectar la deficiencia de selenio
en los ganados vacuno y ovino evitando y controlando la muerte de crias, mejorar la

reproduccion y evitar la enfermedad del musculo blanco.

HIPOTESIS

Al desarrollar y optimizar los métodos de digestion acida en horno de microondas se
tendran recuperaciones con alta eficiencia que se determinaran cuantificando el selenio

en muestras fortificadas y biolégicas.

II



INTRODUCCION

El selenio forma parte de varios procesos metabélicos y que son indispensables para el
desarrollo normal del cerebro, ademas, es parte importante para prevenir la enfermedad
del musculo blanco, que provoca la muerte en rumiantes, tiene influencia sobre el
aspecto reproductivo y resistencia a enfermedades provocadas por el estrés. La
deficiencia de selenio es un problema que afecta significativamente la produccion
ganadera pero no es ficilmente reconocible y es confundido con enfermedades dejando

muchas veces a un lado el origen del problema. (1-4).

La determinacién del selenio se realiza frecuentemente por Espectrofotometria de
Absorcion Atomica con el sistema de atomizacion Generador de Hidruros (EAA-GH),
ya que es un método muy sensible, en el cual se pueden analizar concentraciones

pequeiias de selenio (1-100 ppb) (5-6).

Sin embargo, las muestras biolégicas (plasma, leche, alimento, etc) necesitan un pre-
tratamiento que asegure la destruccion de la materia organica y la disolucion del selenio
en un medio 4cido. Este tratamiento debe de ser reproducible y eficiente a fin de
asegurar los resultados de la posterior determinacion de selenio por EAA-GH. Dado que
el selenio es un metal volatil, el empleo de sistemas cerrados y horno de microondas,

facilita el lograr estas metas independientemente de la complejidad de la muestra.

Realizar la digestién acida empleando el hormo de microondas no sélo reduce el tiempo
de digestion, sino también tiene otros beneficios tal como: reduccién en la
contaminacion, disminuir el uso de reactivo y muestra, asi como una reducciéon o

eliminacion en la perdida de las especies volatiles (7).

I
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1.1.- Enfermedades comunes por deficiencia de selenio.
Con investigaciones de tipo bioquimico se ha observado que el selenio es uno de los
elementos esenciales para los animales. La deficiencia de selenio es dificil de

diagnosticar por que al parecer interfieren otros factores como vitamina E, hierro.

El selenio es indispensable para el buen funcionamiento de los musculos, del higado,

corazon, rifiones y pancreas. (8).

En la tabla | se muestra varios problemas médicos relacionados con la deficiencia de

selenio.
Tabla 1. Enfermedades relacionadas a la deficiencia de Selenio.
Enfermedades Especies
Necrosis Hepitica Rata, conejo, cerdo, pollo
Distrofia muscular Cerdos, vacas, ovejas
Microangiopatia Cerdos
Diatesis exudativa | Pollos, pavos
Fibrosos pancreatica | Pollos
Retencion placentaria Vacas
Enfermedad de Keshan Hombre
Cancer y enfermedad cardiovascular Hombre
Enfermedades relacionadas con el sistema Todas las especies
inmunolégico.

Con la deficiencia de selenio se ve afectada la reproduccion en todas las especies tanto

en machos como en hembras, por ejemplo:
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» En las aves hay una disminucion en la produccion de huevos e incubar.

» En los cerdos disminuye el porcentaje de concepcion, disminucion de tamaiio de
camadas y aumenta la mortalidad de lechones.

» En los rumiantes incrementa la mortalidad embrionaria y se presenta retencion

de la placenta después del parto. (9).

Otras enfermedades relacionadas con la deficiencia de selenio es la distrofia
muscular estd enfermedad se presenta en zonas en donde el alimento solo
proporciona de 20 a 30 ppb de selenio, la distrofia se puede prevenir administrando
100 ppb de selenio en forma oral o parenteral en las primeras horas de vida de la cria

u ovejas prefiadas.

La enfermedad del misculo blanco se le conoce también como miopatia nutricional
las lesiones que se presentan es la calcificacion, degeneraciéon del musculo
esquelético y del miocardio, el principal signo que se manifiesta es la debilidad
muscular, también se manifiesta en la manera de caminar del animal dando un paso

rigido, tieso o engarrotado, evitan el movimiento, pierden condicién y mueren.

También una enfermedad comiin de las vacas lecheras es placenta retenida: que es la
falla de la placenta fetal para separarse de las cavidades maternales por mas de 12

horas después del parto. (10-12).
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1.2.- Antecedentes.

Existen diferentes métodos analiticos para cuantificar selenio como:
Kjeldahl

Gravimetria

Potenciométrico

. . O

Polarografia
Espectrofotometria de Absorcion Atémica

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Y v Y

Electroforesis Capilar.

El método que se va ha utilizar para cuantificar selenio es por espectrofotometria de
absorcion atomica, ya que es un método muy sensible y especifico para cada elemento
que se desee analizar.

Las muestras biologicas, requieren de un pretratamiento antes de ser sometidas a un

analisis, ya que rara vez se analizan sin un tratamiento previo.

Sin embargo, las técnicas de disolucién convencionales son lentas, laboriosas y algunas
pueden ser peligrosas para el analista. Por ejemplo el calentamiento de muestras en
vasijas o vasos de precipitados abiertos sobre flama o quemadores se viene utilizando

desde la época de los alquimistas.

En 1860 G.L. Carius introdujo el concepto de disolucién de muestras en vasos cerrados,
describiendo la oxidacién en acido nitrico en un vaso de vidrio grueso sellado (tubo de

Carius).

En los ultimos afos y con el desarrollo de la tecnologia, se ha logrado el uso de las

microondas como método auxiliar para la disolucién de muestras. (13-14)

Con el desarrollo del radar durante la segunda guerra mundial se estimulo el crecimiento
de la tecnologia del microondas. Las primeras aplicaciones fueron mostradas en

alimentos.
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La aplicacién de la tecnologia a nivel industrial se dié durante la década de los 40’s
utilizando las microondas en el tratamiento de carbon para eliminar azufre organico y

otros contaminantes potenciales.

El uso de la energia del microondas como una fuente de calor en los procedimientos de
calcinacion fue en 1975; se describia sus aplicaciones usando vasos abiertos o cubiertos
(a una presion atmosférica), para la disolucion acida de huesos, tejidos biologicos,

matrices botanicas, etc.

Se han comparado diferentes técnicas con los procedimientos de digestion, dando
ejemplos exitosos en muestras biologicas compatibles para la absorcion atomica y
espectroscopia de emision de tal manera que se han establecido pardmetros que influyen
en la disolucion acida en el sistema de microondas como son temperatura y presion (13-

14).

El presente trabajo tiene como finalidad desarrollar y optimizar las condiciones
empleadas en los métodos de digestion acida en horno de microondas asegurando la
destruccion total de la materia orgénica presente en plasma y leche, liberando el selenio

y facilitando su cuantificacién por Espectrofotometria de absorcién atémica

1.3.- Conceptos Tedricos de Microondas

La energia electromagnética estd constituida por un campo magnético y eléctrico
oscilantes que se mueven en direccion perpendicular, la energia electromagnética cubre
un intervalo amplio de longitudes de onda y frecuencia. Debido a esto se clasifica en
diferentes grupos: Rayos X, Ultravioleta, Visible, Infrarrojo, microondas, radioondas
(15). La energia de las microondas es una radiacion no ionizada que causa movimiento
molecular por la migracion de iones y rotacion de dipolos, pero no causa cambios en la
estructura molecular. La energia de microondas tiene un intervalo de frecuencia de 300 a

300, 000 MHz, (figura 1).
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Figura 1. Espectro de la Radiacién Electromagnética

La frecuencia que mas se utiliza en el horno de microondas doméstico es de 2450 Mhz.
El rendimiento de la energia en un sistema de microondas es de 600 — 700 W. En 5
minutos, aproximadamente 43,000 calorias se proporcionan a la cavidad del microondas

para el calentamiento de la muestra.
Pérdida Dieléctrica.

El modelo de un proceso de calentamiento de una muestra sometida a calor con energia
de microondas depende, en parte, al factor de dispersién de la muestra que se denomina
tan 6, donde la proporcion de la pérdida dieléctrica de una muestra se le nombra E”, y a

la constante dieléctrica E'.

tand=E"/E’

La constante dieléctrica es la medida de la habilidad de una muestra para obstruir la
energia de microondas que atraviesa y la perdida factorizada de la energia dispersa. La
palabra “pérdida” se usa para indicar la cantidad de energia de microondas de entrada

que se pierde al dispersarse como calor que puede darse a través de 2 mecanismos:
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Conduccion iénica y rotacion dipolar a continuacion se describen brevemente dichos

mecanismos.

Conduccion Iénica: Es la migracion de iones disueltos en el campo electromagnético
aplicado. Esta migracion ionica es un flujo de corriente que produce la pérdida de calor
debido a la resistencia al flujo del ion. Todos los iones en una solucion contribuyen al

proceso de la conduccion. (Figura 2).

b
Pared del a Pared de recipiente
recipiente (tmns’pmnte ala Mezcla N
Mezcla energia de uestra-dcido
“ruestra-solvente Wicroondas). ] !(mfbedw de
. energia de
anf -, microondas
| :
'\\\ Calentamiento ! )
Calor de pormicoondss "
conduccion Sobrecalentamiento
La teraperatura de la superficie del localizado
recipiente es menor que la
temperatura de ebullicion de la mezcla

Figura 2. a) esquema del calentamiento de una muestra por conduccién,
b) esquema del calentamiento de una muestra con microondas.

Rotacion Dipolar: Es la alineacion de las moléculas debido al campo eléctrico, en donde
las moléculas tienen momentos dipolares permanentes o inducidos. La rotacion dipolar

se ilustra en la figura 3.
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Interaccidén del campo eléctrico de las microondas con la
molécula de agua

¢

Campo
eléctrico

t=0ns

?= Campo eléctrico
H = Campo magnético.
7 =Longitud de onda (12.2 cm para 2450 MHz).

Figura 3. Esquema del momento dipolar del agua cuando se alinea con un campo
eléctrico.

Cuando el campo eléctrico de la energia de microonda incrementa, las moléculas

polarizadas se alinean (figura 4). Cuando decrece el campo eléctrico, el desorden

inducido se restaura (figura 5). Sin embargo, la eficacia de calentar por rotacion dipolar

depende de las caracteristicas de la muestra: tiempo de relajacion dieléctrica,

temperatura y viscosidad.

Interaccién del campo eléctnico de las microondas con la molécula de

agua
’,
+ rl 'A_.
e kY

-' \l

Campo eléctnico ;! "‘
0 ~ -

! f”_.;:‘:x \
,f" - \ t=0.1ns
I'.- ‘\
77 we
? 17

Figura 4. Esquema del momento dipolar donde el agua gira en un intento de
seguir el campo eléctrico.
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Interaccién del campo eléctnco de las microondas con la molécula de
agua

Campo

eléctnico

t=03ns

Figura. 5. Esquema del momento dipolar del agua gira en direccién opuesta
tratando de alinearse con un campo eléctrico.

La contribucion de estos dos mecanismos de calentamiento depende de la movilidad,
concentracion de iones y disminucioén de tiempo de calentamiento de la muestra. Si la
movilidad y la concentracién de iones en la muestra son bajas, el calentamiento de la
muestra sera dominado por la rotacién dipolar. Y si la movilidad y concentracién de
iones son incrementados el calentamiento de la muestra es dominado por la conduccién

10nica.

El tiempo de calentamiento depende del sistema de microondas, del tamafio de la
muestra y no solamente de la absortividad dieléctrica de la muestra como se solia

pensar.

1.4 Descripcion del Equipo de Microondas.

El horno de microondas tipico usado para calentar las muestras analiticas esta formado
por seis componentes: | magnetréon (generador de microondas), 2 guia de onda, 3

cavidad de microonda, 4 agitador, 5 diseminador, 6 plataforma giratoria.

La energia de microonda se produce en el magnetron, la cual se propaga por la guia de
onda, que se inyecta directamente en la cavidad del microonda donde el agitador

distribuye la energia entrante en varias direcciones. (figura 6).
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Figura 6. Esquema de la cavidad del microonda, guia de onda, y magnetrén.

El magnetron esta constituido por un diodo cilindrico con un anodo y catodo.
Sobrepuesto en el diodo esta un campo magnético que es alineado con el catodo Un
anillo de cavidades resonantes que se encuentra en el anodo, el cual posee energia de
varios volts y es alcanzado a través del diodo, los electrones liberados bajo la

influencia del campo magnético resuenan y el magnetron oscila. (figura 7)

Catédo

Figura 7. Esquema del magnetrén “Diodo™

Las oscilaciones se disefian para liberar energia de las microondas a una frecuencia de
rendimiento de 2450 +/- 13 MHz, el magnetrén recibe aproximadamente 1200 W de la
linea de poder eléctrica que se convierte a 600 W de energia electromagnética, la

energia restante se convierte en calor el cual debe ser disipado por un flujo de aire frio
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Guia de onda: Las ondas de microondas producidas por el magnetron se dirigen por la

guia y estas se construyen de materiales reflexivos como metal.

Agitador: Ayuda a distribuir la energia que entra por la guia de onda para que el

calentamiento de la muestra sea mas independiente de la posicion.

Cavidad del hormo de microondas: Es el lugar en donde se reflejan repetidamente las

microondas que entran de pared a pared. (Figura 8)(14).

Plataforma giratoria: Este tipo de sistema se utiliza para poder girar los vasos durante la

digestion, lo que hace que la energia de microondas sea igual para todos los sistemas.

Figura 8. Esquema del Horno de microondas
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1.5 Generalidades de Espectrofotometria de Absorcion Atémica

La Espectrofotometria de Absorcién Atémica (EAA) ha sido el método mas utilizado
durante casi medio siglo para la determinacién de elementos en muestras analiticas. Al
instrumento utilizado para medir la absorbancia de atomos libres se le conoce como
espectrofotometro de absorcion atomica. Este equipo de absorcion atomica consta de las
siguientes unidades fundamentales: Fuente de radiacion, atomizador, monocromador,

detector y registrador. (15)

En la espectroscopia analitica se utilizan dos tipos de fuentes de radiacion: continua y de
linea, por ejemplo fuentes de radiacién continia se pueden mencionar las lamparas de
Tungsteno, Deuterio y el arco de Xenon, y como fuentes de lineas, las lamparas de

catodo hueco, lamparas de descarga sin electrodos, vapor de sodio y laser.

Las lamparas de citodo hueco son mas utilizadas ya que son especificas para cada
elemento, requieren poco mantenimiento, son estables, simples, durables vy

relativamente economicas.

Las lamparas de cétodo hueco consisten en un &nodo de wolframio y un catodo
cilindrico cerrado herméticamente en un tubo de vidrio lleno con neén o argén a una
presion de 1 a 5 torr. Cuando se aplica un potencial del orden de 300 V entre los
electrodos se produce la ionizacion del gas inerte, lo que da lugar a una corriente de
aproximadamente 5 a 15 mA al tiempo que los iones y electrones migran hacia los

electrodos produciendo la ionizacion del gas. (figura 9)

Las lamparas de metales volatiles tales como el Arsénico, Selenio y Mercurio, envejecen

mas rapidamente y las de metales no volatiles duran un poco mas.(16)
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Figura 9. Lampara de catodo hueco (Selenio)

Monocromador

Esta disefiado para realizar barridos espectrales, proporcionando una mejor separaciéon
de las longitudes de onda para un mismo tamaifio del elemento, también se utiliza para
aislar las lineas deseadas de otras lineas de emisién y reduce notablemente el flujo total

de luz que llega al detector. (16).

Sistemas de atomizacion:

Existen 3 métodos para atomizar la muestra en E.A.A, atomizacion de flama, Horno de

grafito y Vapor frio y/o Generador de hidruros.

Atomizacién de Flama: Se emplean en Espectroscopia de emision, absorcion y
fluorescencia atéomica. El aerosol, formado por el flujo del gas oxidante, se mezcla con
el combustible y pasa a través de una serie de deflectores que eliminan las gotitas de

disolucién que no sean muy finas.
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Pasos en el sistema de atomizacion en flama

e Desolvatacion, se evapora el disolvente hasta producir un aerosol de moléculas de
solido finamente dividido.

e Disociacion de las moléculas produce un gas atomico.

e Los atomos formados se ionizan originando cationes y electrones.

* Los atomos se excitan por el calor de la llama, produciéndose asi espectros de

emision moleculares, atomicos e i6nicos.

Sistema de Atomizacion de Horno de grafito: La ventaja que presenta esté sistema es
el uso de muestras en microlitros la cual se evapora a baja temperatura y luego, se
calcinan a una temperatura més alta en un tubo de grafito, se calienta eléctricamente,
después de la calcinacion, la corriente se incrementa rapidamente a varios, cientos de
amperios, por lo que la temperatura se eleva a unos 2000 o 3000 °C; la atomizacion de
la muestra se produce en un periodo de tiempo de pocos milisegundos a segundos. En
estas condiciones, se mide la absorcién de las particulas atomizadas en la zona situada

inmediatamente por encima de la superficie calentada.

Atomizaciéon en Vapor frio: Es un método de atomizacion aplicable solamente a la
determinacion de Mercurio (Hg), ya que es el tinico elemento metalico que tiene una
presion de vapor apreciable a temperatura ambiente. La determinacion de mercurio en
distintos tipos de muestras. Es de vital importancia actualmente, debido a la toxicidad de
varios compuestos organicos de Hg. El mercurio se reduce a Hg'? con Cloruro Estanoso
(SnCly), el cual es conducido a un tubo de absorcién de camino optico largo,
burbujeando una corriente de gas inerte a través de la mezcla a partir de la cual se forma

el elemento. El analisis se completa midiéndose a una absorbancia a 253,7 nm.

El Generador de Hidruros: Es un sistema para introducir muestras que contienen
arsénico, antimonio, estafio, selenio, bismuto y plomo en forma de gas, este

procedimiento mejora los limites de deteccién de estos elementos de 10 a 100 veces.
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Debido a que varias de estas especies son altamente toxicas y es de gran importancia su
determinacion a concentraciones bajas. Su toxicidad obliga también a que los gases
producidos en la atomizacion deban eliminarse de una manera segura y eficaz. (Figura

10).

Figura 10. Generador de Hidruros VGA 77

Regularmente se pueden generar rapidamente hidruros volatiles adicionando una
disolucién acuosa acidificada de la muestra a un volumen pequenio de una disolucion
acuosa al 1% de borohidruro de sodio (NaBHs), una reaccion caracteristica se puede

representar por la expresion.
3BH4 7+ 3H ) + 4H;As0;7— 3H3BO; +4AsH]T +3H,0

El hidruro volatil en este caso, arsina, es arrastrado a la cama de atomizacion por un gas
inerte (nitrogeno), la cimara de cuarzo es calentada a varios cientos grados centigrados
en flama, donde se descompone el hidruro origindndose los atomos del analito (16). La
concentracion se determina por la medida de la absorcion. (revisar la bibliografia 17 y el

anexo 3).
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Detector: Es un dispositivo mecénico, eléctrico o quimico que identifica, registra o
indica un cambio en alguna de las variables de su entorno, tal como la presion, la
temperatura, la carga eléctrica, la radiacion, electromagnética, radiacion nuclear, las
particulas o las moléculas. Su funcion es convertir la radiacion en una sefial medible.

La senal eléctrica es entonces amplificada y usada para dar una medida cuantitativa de
absorcion.

El detector recibe 3 tipos de sefial luminosa: sefial de la lampara de catodo hueco, de la

flama y obscura. (16).
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2.1.- EQUIPOS Y MATERIAL.
EQUIPOS:
e Homo de Microondas Mars 5 CEM corporation Falcon USA.
¢ Espectrofotémetro de Absorcion Atomica Spectral AA 800 Varian Australia,

¢ Generador de Hidruros VGA 77 Varian Australia.

MATERIAL:

¢ Vasos de teflén para Horno de Microondas HP-500 plus temperatura maxima 210°C
y presion maxima 350 psi. Falcon USA

e Membranas para los vasos HP-500 safety membranas CEM 140 piezas. Use part #

431300 Falcon USA.

¢ Sensor de temperatura de fibra éptica CEM modelo FOT-L-CEM-1, rango -50°C a
250°C.

e Lampara de selenio HC Lamp-Se Varian Australia no. Parte 56-101270-00 no. de
serie 01k0308.

¢ Celda de cuarzo Varian Australia.

¢ Micropipeta Finnpipette Labsystems capacidad de 100-1000 pl.

¢ Micropipeta Finnpipette Labsystems capacidad de 5-50 pl.

* Micropipeta Finnpipette Labsystems capacidad de 1-5 ml.

e Pipeta volumétrica de 5 ml Kimax México

e Pipeta volumétrica de 2 ml Kimax México

e Pipeta volumétrica de 1 ml Kimax México

e Matraz volumétrico de 25 ml. Kimax México. tipo “A”

e Matraz volumétrico de 50 ml Kimax México tipo “A”

¢ Matraz volumétrico de 1000 ml IVA Argentina vidrio borosilicato.

e Probeta de 1000 ml IVA Argentina patente no. 151475 vidrio borosilicato.
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e Probeta de 10 ml Kimax México +0.10 ml. PE 20°C.
REACTIVOS:

Acido Nitrico R.A 65.4 % de pureza Baker de México.

e Acido Clorhidrico R.A 36.5-38 % de pureza Baker de México.

e Peroxido de Hidrogeno en solucion al 30% Baker de México.

¢ Estandar de Selenio High-Purity 1000+3 pg/ml en 2% de dcido nitrico con 99.999
% de pureza.

e Hidréxido de sodio perlas 98.4 % de pureza bajo en carbonatos Baker de México.

e Borohidruro de sodio 98% de pureza Baker USA.

e Agua desionizada

MUESTRAS BIOLOGICAS:

¢ Plasma de vaca Holsteing.

* Leche de vaca Holsteing;

GASES:

s Acetileno AGA de México
e Nitrogeno 99.9 % de pureza AGA de México.

-e  Aire comprimido
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2.2.- Tratamiento de las muestras (Digestion acida en Horno de Microondas).
PLASMA

Debido a que se ha trabajado con sangre completa en las digestiones 4cidas en microondas
reportadas en el manual del equipo MARS 5 CEM, se propuso estudiar 3 métodos para la
digestion acida de plasma para facilitar asi la cuantificacion de selenio por
Espectrofotometria de absorcion atémica con el sistema de atomizacion de generador de
hidruros. Para lo cual se describe el procedimiento para cada uno de los métodos,

disminuyendo tiempos y el nimero de rampas.

Phsma | Plasma 2 Plasma 3

| v .

v

Se peso 1 g de plasma en
cada vaso (14)

l

A 11 vasos se adiciono 375 y
625 mcl respectivamente de
una solucion stock de Selenio
de conc. 2 ppm.

A

Se agrego a todos los vasos
10 ml de agua desionizada y
5 ml de acido nitrico conc.

Y
Se colocan 2 ml de peroxido
de hidrégeno, 30 min. de
reposo y después someter a
digestion.

» Nota el procedimiento se siguid para cada uno de los métodos de plasma
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Condiciones propuestas para la digestion de plasma

Meétodo: Plasma |

Potencia W | % potencia | Tiempo de | Temperatura Presion Tiempo de
alcance min. °C psi mantenimiento
min.
1200 100 5 120 350 2
1200 100 2 150 350 2
1200 100 2 170 350 5

Método: Plasma 2

Potencia W | % potencia | Tiempo de | Temperatura Presién Tiempo de
alcance min. °C psi mantenimiento
min.
1200 100 5 120 350 2
1200 100 5 170 350 5

Meétodo: Plasma 3

Potencia W | % potencia | Tiempo de | Temperatura Presion Tiempo de
alcance min. e B psi mantenimiento
min.
1200 100 15 170 350 5
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temp eratura
ambiente

Rampa de temperatura que se sigue durante la digestion, temperatura ambiente, en 5
minutos se llega a la temperatura de 120°C y se mantiene 2 minutos, en 2 minutos
alcanza la temperatura de 150°C manteniéndose 2 minutos y en 2 minutos llega a

170°C manteniéndose 5 minutos, prosiguiendo la etapa de enfriamiento.
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LECHE

Se decidio trabajar con leche para observar cuanto selenio esta eliminando la vaca por

esta via, y cuanto le esta aportando a los becerros.

I Leche | I | Leche 2 | | Leche 3 | | Leche 4 \ ‘ Leche § l I Leche 6 l ‘ Leche 7 ] ‘ Leche 8 |

Y

Y

h 4

A4 Y

h

r

h 4

A

y

Leche 9

.

Se peso 0.5 g de leche en
cada vaso (5 vasos).

l

A 3 vasos se les adiciono 375
mel de una solucién stock de
Selenio de 2 ppm.

l

A todos los vasos se les
agrego 3 ml de agua
desionizada, 5 ml de acido
nitrico conc. y 1 ml de
peroxido de hidrogeno.

l

Se dejo reposar por 30
minutos y se sometio a un
programa de digestion
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Condiciones propuestas para la digestion de leche

Método Potencia % potencia Min. Temp. Presion Min.
(W) Rampa °C) (psi) Mantenimi
ento
1200 100 5 100 350 2
1 1200 100 5 140 350 7
1200 100 7 100 350 2
2 1200 100 3 140 350 7
1200 100 8 100 350 6
3 1200 100 3 140 350 7
1200 100 7 100 350 6
4 1200 100 5 140 350 7
1200 100 5 100 350 2
5 1200 100 3 140 350 5
1200 100 7 100 350 2
6 1200 100 5 140 350 5
1200 100 7 100 350 6
7 1200 100 3 140 350 5
1200 100 6 100 350 4
8 1200 100 4 140 350 6
1200 100 5 100 350 6
9 1200 100 5 140 350 5

Nota: Estas condiciones se obtuvieron del disefio experimental que se observa en la tabla
15, basandose de las condiciones que se encuentran en el anexo 2.
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e Al término de la digestion se dejo enfriar a temperatura ambiente.

e El contenido de los vasos se colocd en matraces volumétricos de 50 ml
(enjuagandose 3 veces cada vaso con HCI 7 M) y llevar a volumen de aforo HCL
™.

e De los matraces volumétricos las muestras fueron transferidas a recipientes de

polietileno y se etiquetaron para su posterior analisis.

Para realizar el analisis de las muestras se preparo una curva de calibracion de 5, 10,15, 20,

y 25 ppb de selenio.

2.3.- Método de Cuantificacion

En la cuantificacion se utilizo el espectrofotémetro de absorcién atémica con el sistema de
atomizaciéon generador de hidruros debido que este equipo detecta concentraciones

pequeiias (1-100ppb).

Para iniciar se necesito abrir los tanques de gas nitrogeno y acetileno, verificando que la
compresora estuviera encendida, observando que la presion de los gases fuera la indicada
para el equipo (nitrogeno 50 psi, acetileno 20 psi), se encendi6 el equipo y la
computadora, una vez que acceso al programa spectral AA se edito el método, e indicando
el sistema de atomizacion que se va a utilizar, el elemento que se va ha analizar, asi como
sefialar el nimero de muestras que se van ha leer, se alineé el quemador, posteriormente se
monto la unidad generadora (VGA 77) conectando la celda de cuarzo y colocarla sobre el

quemador.

El modulo el cual consta de tubos capilares que absorben la soluciones requeridas por
medio de una bomba peristaltica hacia una manguera de aproximadamente 50 cm de
longitud donde se mezclan todas las soluciones y se lleva acabo la formacién del hidruro.

En el modulo se indica el tipo de solucion que debera ser aspirada por cada uno de los
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capilares (acido, reductor y muestra). La preparacion de dichas muestras dependera del
elemento a analizar (Se).

Los flujos que se requieren para la muestra es de 8 ml por minuto y de 1 ml por minuto para
el acido y el reductor. Es importante optimizar los flujos de los reactivos para poder tener

una buena sensibilidad del elemento a analizar.

Posteriormente se optimizo la lampara de catodo hueco y se calibré a cero el equipo

conectando los reactivos en las mangueras correspondientes.

Una vez ya calibrado el equipo se procedié a la cuantificacion, colocando cada estandar en
el capilar respectivo, después de correr la curva de calibracion se leyeron las absorbancias
de las muestras y se interpolaron en ella para obtener asi las concentraciones de cada una de

ellas.
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3.1.- Resultados Experimentales de Plasma

Las condiciones de digestion para plasma se basaron en el programa del manual de CEM
para sangre completa, solo se disminuyo la temperatura porque en plasma no tiene la misma
cantidad de materia organica que la sangre. Los resultados de los tres métodos estudiados se
presentan en las siguientes tablas: 2, 3, y 4 en donde se tienen la concentracion del plasma

sin cargar ( 15- 25 ppb), y la concentracion esperada de los sistemas.

Tabla 2 Resultados de la digestion con el método plasma 1

Sistema | Concen. Cantidad % de Se |
esperada | determinada | recuperado
1% 0 3.44
4 28.44 21.17 74 .41 1
5 2844 2293 8060 |
6 28.44 23.61 82.99
7 28.44 24.46 85.98
8 28.44 22.7 79.79
9 28.44 23.93 8412
10 28.44 24.05 84.54
11 28.44 22.7 79.79
12 28.44 24.06 84.57 |
13 28.44 24.06 85.98
14 28.44 24.34 85.56

* Cantidad promedio de los sistemas 1-3 determinada en el plasma utilizado: 3.4466 ppb

28



Resultados y Analisis

Tabla 3 Resultados de la digestién con el método plasma 2

Sistema | Concen. Cantidad % de Se
esperada | determinada | recuperado

I* 0 1.405 -

3 16.40 15.1 92.04
4 16.40 14.39 87.71
5 16.40 14.25 86.86
0 26.40 23.92 90.58
7 26.40 22.32 84.52
8 26.40 21.92 83.01
9 16.40 13.92 84.85
10 16.40 15.96 97.28
11 16.40 154 96.92
12 26.40 22.84 86.49
13 26.40 24.32 92.10
14 26.40 24.61 93.20

* Cantidad promedio de los sistemas 1-2 determinada en el plasma utilizado: 1.405 ppb
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Tabla 4 Resultados de la digestion con el método plasma

Sistema Concen. Cantidad % de Se
esperada | determinada | recuperado
LB | 1.535
3 16.535 13.3 81.07
4 16.535 13.33 81.25
5 16.535 12.93 78.81
6 26.535 23.59 89.33
7 26.535 22.62 85.66
8 26.535 20.00 75.74
9 16.535 15.42 93.99
10 16.535 15.12 92.16 |
11 16.535 15.29 93.20
12 26.535 24.61 93.20
13 26.535 21.75 82.37
14 26.535 20.12 76.19

* Cantidad promedio determinada del sistema 1-2 1.535 ppb.
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Los resultados obtenidos, se sometieron a un analisis estadistico con el programa
statgraphics version 4.0

Se recuperado = Variable de respuesta
Método = Factor controlado o variable independiente
Numero de observaciones: 43

Numero de niveles: 3

En la figura 10 y en la tabla 5 se puede observar que el método 2 permite obtener los
mayores porcentajes promedios 90.27% de selenio (este porcentaje se obtiene de todos los
resultados experimentales del método 2) y con menor dispersién con un coeficiente de

variacion de 4.22.
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recuperado 86 |
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METODO

Figura 10. Grifica de dispersién de los datos por método

TABLA 5. Resumen estadistico para el % recuperado de selenio en plasma.

METODO No. de Promedio Coeficiente de
observaciones variacion
1 11 82.58 4.34%
2 20 90.27 4.22%
3 12 85.25 8.08%
Total 43 86.90 6.62%

En la figura 11. Se observan los intervalos de confianza de la media de cada método de los
% recuperados de selenio, observando claramente que el mejor método para digerir es el

método 2.
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Figura 11. Media del intervalo de confianza del 95.0%, Tukey HSD

En la tabla 6 se muestra el analisis de varianza que permite comparar los tres métodos

digestion de la muestra, observa que el nivel de significancia de los datos es de 0.0003, esto

implica que hay una diferencia significativa de al menos un par de medias como se ve en la

figura 11, que en el método 2 es estadisticamente diferente su media respecto al método 1 y

método 3, entre el método 1 y el 3 no hay diferencia significativa porque sus intervalos de

confianza se traslapan, esto se observa en la tabla 7 en donde se hacen los contrastes de

todos los intervalos de confianza de las medias.

Tabla 6. Analisis de varianza del Método para % recuperado de Se

Origen Suma de gl Media de F-Calculada P-Value
Cuadrados cuadrado Nivel de
Significancia.
Entre los 465.123 2 232.561 10.03 0.0003
£rupos
Dentro de los 927.503 40 23.1876
grupos
Total 1392.63 42

n
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En la figura 12 se muestra los valores minimos y maximos, la media, los cuadrados y la
media para cada uno de los métodos pudiéndose observar que el método 2 permite observar
que presenta la menor dispersion y el mayor porcentaje recuperado de selenio en plasma de

bovino.
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Figura 12. Grafica que presenta los valores minimos, maximos y la media de cada
método

Tabla 7. Tabla de medias para selenio recuperado por método con 95% de confianza
y los intervalos de diferencia significativa de Tukey

Método N Media S Limite inf. | Limite sup.
1 11 82.58 1.45 80.08 85.08
2 20 90.27 1.07 88.41 92.12
3 12 85.25 1.39 82.85 87.64
Total 43 86.90

En la figura 13 se observa que el método 2 los residuales son menores que los del método 3

y se observa también que hay un comportamiento aleatorio.
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Residual

Método

Figura 13. Grafica de residuales de Selenio recuperado

En la tabla 8 Pruebas de rango miiltiples para el Selenio recuperado por método en donde

los contrastes rebasan los valores de limite del intervalo de Tukey son los que presentan

diferencia significativa. La columna de grupos homogéneos cuando se muestra la X

alineada en la misma columna significa que no hay diferencia significativa entre esos

grupos y cuando la X no se encuentra alineada hay una diferencia significativa entre los

Zrupos.

Tabla 8. Método con el 95% de confianza en base a la prueba de Tukey (anexo 4).

Meétodo N Media Grupos Homogéneos
1 11 82.5819
3 12 85.2525 X
2 20 90.2723 X
Contraste Diferencia +/- Limite de Tukey
1-2 *-7.69038 4.40017
1-3 -2.67057 4.89302
2-3 *5.01981 4.28025

* DENOTA UNA DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA.
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Después de realizar el analisis estadistico del plasma usando como variable los métodos, se
quiso comprobar que las diferentes concentraciones utilizadas no afecta el porcentaje de

selenio recuperado en los métodos.

Variable dependiente o variable de respuesta: Se recuperado
Factores = variables independientes o factores controlados
X1 = pipeta
X2 = concentracion de la solucion estandar

Numero de casos completos: 43

El analisis de varianza (tabla 9) muestra que la pipeta con la que se toma el estandar tiene un
efecto significativo sobre los porcentajes recuperados de selenio, por lo que se prefiere
utilizar micropipeta, y el analisis de varianza indica que la concentracion presenta una
influencia significativa sobre los porcentajes recuperados ya que presentan un nivel de
significancia superior al 0.05, por lo tanto es independiente que en el analisis se pueda
preparar a 25 o 15 ppb ya que en estos dos niveles de concentracion no afectan la respuesta

analitica.

Tabla 9. Analisis de varianza para Se_ recuperado - Tipo III Suma de cuadrados

Fuente de Suma de g.l. | Cuadrado F- P-value nivel de
variacién cuadrados medio calculada significancia
(efectos
principales)
A:X1 217.178 1 217.178 7.81 0.0079
B:X2 4.06322 1 4.06322 0.15 0.7043
RESIDUAL 1112.43 40 27.8107
TOTAL 1392.63 42
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En la figura 14 se presenta las graficas de los intervalos de confianza al 95% de las medias
de cada nivel para el factor X1(grafica 3.5A tipo de pipeta), en la cual se observa que el
porcentaje de selenio recuperado si se ve afectado si se utiliza micropipeta o pipeta
volumétrica, por lo que se observa se va a trabajar con micropipetas, y el factor X2 (grafica
3.5 B concentracion de la solucion estandar), en la cual nos indica que no afecta la

concentracion con el % recuperado de selenio (estas concentraciones se trabajaron con

micropipeta),
A B
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Figura 14. Graficas de intervalo de confianza al 95% de las medias de cada nivel para
el factor X1 (tipo de pipetas) y X2 (concentracién del estandar).

Tabla 10. Medias y sus intervalos de confianza al 95% para el factor X1 (tipo de
pipeta) y X2 (concentracion de la solucién estindar).

Nivel de cada factor N Media Error Limite Limite
estandar inferior | superior
Media global X1 43 85.71
Micropipeta 32 88.48 0.96 86.53 90.42
Pipeta vol. X2 11 82.94 1.85 79.19 86.70
15 12 86.08 181 | 8241 89.75
25 31 85.34 0.98 83.34 87.34

La tabla 10 muestra el valor de la media global de todas las observaciones y las medias para
cada nivel de el factor X1 y X2 asi como también muestra ¢l limite inferior y el superior
para el intervalo de confianza para cada una de las medias. los intervalos de confianza para
cada uno de los factores se calcularon en base a la prueba de Tukey .
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En la tabla 11 se muestran en la columna de grupos homogéneos cuando coinciden
verticalmente las “X" esto indica que no hay diferencia significativa entre los niveles del
factor en cuestion e indica lo contrario cuando estin desfasadas las “X” por lo tanto se
concluye que hay diferencia significativa entre pipeta y micropipeta, y que la micropipeta

permite mejorar el % de selenio recuperado.

En la tabla 12. se observa que no hay diferencia significativa entre los dos niveles de
concentracion utilizados para la preparacion del estandar de selenio y por lo tanto es
indistinto que el estandar varia entre esos dos niveles de concentracion ya que no afecta los

% recuperados de selenio.

Tabla 11. Prueba de rangos para comparar el Se recuperado (%) en funciéon de la
pipeta utilizada para la solucién estindar de selenio.

X1 N Media Grupos Homegéneos
Pipeta vol. 11 82.94 X
micropipeta 32 88.48 X
Contrast Diferencia entre las medias | +/- Limites
Micropipeta — pipeta vol. *5.53194 3.712522 |

Tabla 12. Prueba de rangos para comparar el Se recuperado en funcién de la
concentracion utilizada en la solucion estandar de selenio.

X2(pbb) N Media Grupos Homogéneos
25 31 85.34 X
15 12 86.08 X
Contrast Diferencia entre las medias +/- Limite
15-25 0.736045 3.6237

* indica una diferencia estadistica significativa

Como se puede observa en los resultados estadisticos que el mejor método de digestion
acida es plasma 2, y que no influye la concentracion, pero si influye el uso de pipeta
volumétrica por lo que se decidié utilizar la micropipeta, y el método seleccionado se
realizo por triplicado la digestion para optimizar el método obteniendo los siguientes
resultados.
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Tabla 13. Resultados de optimizacion de la digestion por triplicado

Sistema Concen. Cantidad % Se
adicionada | determinada | recuperado

1
3 25.91 23.41 90.35
4 2591 23.9 92.24
5 2591 23.81 91.89
1 26.38 23.9 90.58
2 26.38 23.68 89.74
3 26.38 23.77 90.08
1 26.71 24.35 91.14
2 26.71 25.05 93.76
3 26.71 24.09 90.17

Como se observa en los resultados en la tabla 13 de la digestion por triplicado se tiene que
el método si es confiable ya que este es reproducible, teniendo un porcentaje de selenio
recuperado promedio de las tres digestiones es de 91.1% y un coeficiente de variacion de
1.19% por lo que el método se puede aplicar a muestras problemas reales, llevandose acabo
la realizacion de la digestion de plasma de animales tratados con bolo de selenio esperando

que la concentracion aumente y disminuya con el tiempo.

Como se muestra en la tabla 14 y en la figura 15 los resultados de la concentracion de
selenio son confiables, por que como se observa la concentracion en el dia cero antes de
administrar el bolo en comparacion con el del dia 15 en donde ya se administro el bolo de
selenio casi se duplica la concentracion, por lo que en la grafica se observa un pico y se
demuestra que ambos animales muestran la misma tendencia, se recomienda para estudios
similares realizar el muestreo cada 8 dias para observar mejor la tendencia de cémo se va

elevando la concentracion.
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Tabla 14 Resultados de la digestion de las muestras problemas

#de Raza Diade |Pesodela| Conc. | Absorbancia Conc.(ppb_}-

vaca muestreo | muestra (ppb) Real en la
- muestra

140 | Holsteing 0 1.0125 1.46 0.0301 65.4345

140 | Holsteing 15 1.0313 1.90 0.0323 92.1167

140 | Holsteing 30 1.0094 1.64 0.0224 81.2363

141 | Holsteing 0 1.0295 1.79 0.0378 86.9354

141 | Holsteing 15 1.0088 3.29 0.0564 163.065

141 | Holsteing 30 1.0322 1.61 10.0286 77.9887

Concentracion de Se en plasma
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Figura 15 grafica de concentracién real de selenio en plasma contra dia de muestreo
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3.2 Resultados Experimentales de Leche

Las condiciones para tratar la muestra de leche se obtuvo o se baso en las condiciones que
se encontraron en un articulo (ver nexo 6.1.2).

Para la optimizacion del método para digerir la muestra de leche con el fin de cuantificar
selenio se hizo un disefio experimental fraccionado 2*' con un punto central para estudiar el
efecto de cuatro factores (rampa 1, mantenimiento 1, rampa 2, mantenimiento 2). en 9
experimentos. El disefo se corrio en un solo bloque y se aleatorizaron los experimentos.

Plan de diseno en la tabla 15

Tabla 15 Diseiio Experimental (statgraphics version 4.0).

Corrida rampal  mant ] rampa 2 mant. 2 % Se recuperado
| 1.0 1.0 -1.0 -1.0
2 -1.0 1.0 1.0 =1..0
3 1.0 -1.0 1.0 -1.0
4 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0
5 1.0 1.0 1.0 1.0
6 -1.0 1.0 -1.0 1.0
7 -1.0 -1.0 1.0 1.0
8 0.0 0.0 0.0 0.0
9 1.0 -1.0 -1.0 1.0

(Plan experimental, disefio factorial 2*''con un punto central.)

Tabla 16 Factores de Estudio o variables independientes para optimizar el método
para digerir muestras de leche de vaca.

Factor (unidades) Nivel
-1 0 1
X1l= rampa 1 (°C/min.) 14.29 17.14 20.00
X2= mantenimiento 1(min. Mant.) 2.00 4.00 6.00
X3= rampa 2 (°C/min.) 28.00 37.33 46.66
X4= mantenimiento 2(min. Mant) 5 6 7 |

La respuesta o variable dependiente a optimizar es el porcentaje de selenio recuperado.
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Tabla 17. Resultados del plan experimental.

Run rampa 1 mant | rampa 2 mant. 2 % Se recuperado
1 1.0 1.0 -1.0 -1.0 75.78
2 -1.0 1.0 1.0 -1.0 74.56
3 1.8 -1.0 1.0 -1.0 70.48
s -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 68.23
5 1.0 1.0 1.0 1.0 72.27
6 -1.0 1.0 -1.0 1.0 78.92
7 -1.0 -1.0 10 1.0 90.38
8 0.0 .0 0.0 0.0 102.02
9 1.0 -1.0 -1.0 1.0 102.46

El anilisis de resultados se realizo con la ayuda del software Statgraphics Plus version 4 con

el modulo General Linear Models. Obteniendo la siguiente grafica (Figura 16), en la cual se

puede observar un area verde en donde se seleccionaron las condiciones de la digestion de

la muestra de leche, que se muestran en la tabla 17.
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Figura 16. Grafica de contorno de superficie de respuesta estimada con el modelo
determinado en funcién de min. Mantenimiento 1 y min. Mantenimiento 2.

En la tabla 18 se observan las condiciones adecuadas para la digestion de la muestra de

leche, para optimizar estas condiciones se tuvo que realizar la digestion por triplicado

obteniendo los siguientes resultados que se muestran en la tabla 19.
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Tabla 18 Condiciones adecuadas para la digestion de leche

Potencia % Tiempo de| Temp. Presion | Tiempo de .;.I
potencia | alcance °C psi. |mantenimient
1200 w 100 6.24 100 350 5.12
1200 w 100 4.15 140 350 6.12

Tabla 19. Factores codificados de las condiciones de la digestion acida y % de selenio

recuperado.
% de Se
rampa 1 | min mantl | rampa2 | min mant2 | recuperado

1.0000 -1.0000 | -1.0000 1.0000 75.78
-1.0000 -1.0000 0.9993 1.0000 74.56
1.0000 1.0000 0.9993 1.0000 70.48
-1.0000 1.0000 -1.0000 1.0000 68.23
1.0000 -1.0000 0.9993 -1.0000 72.27
-1.0000 -1.0000 | -1.0000 -1.0000 78.92
-1.0000 1.0000 1.0000 -1.0000 90.38
-0.1667 0.0000 -0.2500 0.0000 102.02
1.0000 1.0000 -1.0000 -1.0000 102.46
-0.3910 0.5600 -0.3855 0.1200 90.55
-0.3910 0.5600 -0.3855 0.1200 90.80
-0.3910 0.5600 -0.3855 0.1200 93.06

Los resultados obtenidos en la tabla anterior se les realizo el analisis estadistico en

Statgraphics Version 4.0 con el modulo General Linear Models.

El modelo que se determino fue el siguiente: Ecuacion 1(X1,X2,X3,X4 son los factores de

las condiciones que se usaron en la digestion ).

%Se _recuperado =Y = 102.00 + 6.85X4 + 61.72X1X2 + 64.21X3X4 +
6.65X4X2 +22.87X4X4
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El modelo anterior permite predecir el % recuperado de selenio (Y) en muestras de leche en
donde el 87.07 % de la variabilidad observada en dicha respuesta esta explicada por el
modelo de la ecuacion 1; en la tabla 20 se muestra el analisis de varianza de dicho modelo
su nivel de significancia es de cero traduciendo esto como que el modelo tiene una
probabilidad de 1.

Tabla 20 Analisis de varianza para Selenio recuperado (%)

Fuente Suma de el Cuadrado F-calculada P- value
cuadrado medio (nivel de
significancia)
Model | 3998.34 5 799.667 32.32 0.0000
Residual | 593.872 24 24.7447
Total | 459221 29

Los niveles de significancia de los coeficientes del modelo determinado todos fueron
inferiores a 0.05 lo que implica que tienen una probabilidad superior a 0.95 (tabla 21). El
factor que tiene mayor influencia sobre la respuesta estudiada es la interaccion entre la
rampa 2 y mantenimiento 2. El valor de los coeficientes indicados en la tabla 19 nos permite
jerarquizar el orden de importancia de los factores implicados en la optimizacion de la
digestion de muestras de leche, por lo tanto se deduce que el orden de importancia del

efecto de los factores sobre la respuesta es:

= rampa2*minmant 2 > coeficiente 64.21.
* rampa |*minmant]l - coeficiente 61.72
= minmant_2*min mant = coeficiente 22.87
e minmant_2 - coeficiente 06.85

e min mant_2*min mantl = coeficiente 06.65

Este analisis permite deducir que el proceso de la digestion es critico para la cuantificacion

de selenio en leche.
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Tabla 21 Suma de Cuadrados tipo 111

Fuente Sumade | gl. | Cuadrado F- P-value
cuadrados medio Calculada (nivel de
signif.)
X4= min mant_2 1128.14 1 1128.14 45.59 0.0000
X1*X2=rampa 1*min mant! 172.717 1 172.717 6.98 0.0143
X3*X4= rampa 2*min mant 2 186.271 1 186.271 1.53 0.0113
X4*X2=min mant_2*min 1062.55 1 1062.55 42.94 0.0000
mantl
X4*X4= min mant_2*min 1393.21 1 1393.21 56.30
mant_2
Residua 593.872 | 24 | 24.7447 0.0000
Total 459221 29

R-cuadrada = 87.0678 %

R-cuadrada (ajustada por gl) = 84.3736 %

Error estandar of Est. = 4.9744
Error absoluto media = 3.66703

Cuando el mantenimiento 2 se tiene en el nivel bajo (-1= 5 min.) el porcentaje de selenio es

menor que cuando se mantiene en el nivel central (0=6 min.) de dicho factor observandose

que con este nivel se puede maximizar el porcentaje de selenio recuperado.

Figura 17 Comportamiento del porcentaje recuperado de Selenio en funcion de los niveles

del mantenimiento 2

Figura 17 Grafica de Dispersion de Selenio recuperado (%)
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Tabla 22. Anilisis de significancia de los coeficientes del modelo determinado para el

porcentaje de selenio recuperado.
"~ Pametro | Coeficiente | Ermor | Limite | Limite | V.LF
del modelo | estandar inf. sup.
estimado )
CONSTANT 102.00 2.87 96.07 | 107.92
min mant_2 6.85 1.01 4.75 8.95 1.00
rampa 1*min mant! 61.724 23.36 13.50 | 109.94 | 532.2
rampa 2*min mant_2 -64.21 23.40 -112.51 | -15.90 | 531.0
min mant 2*min mantl -6.65 1.01 -8.74 -4.55 1.00
min mant_2*min mant -22.86 3.047 -29.15 | -16.57 | 1.77
Superficie de respuesta Estimada
:\T{‘
ol0s
g
5 95
S 8s
&
2175
8 1 03
v mun mant 1
105 o0 g5 -1
min mant_2

Figura 18. Superficie de respuesta estimada para predecir el comportamiento de
selenio recuperado en funcién del tiempo de mantenimiento después de larampa 1y

rampa 2 para la digestion de las muestras de leche.

En la Figura 19 Se muestra que se puede tener diferentes combinaciones entre los tiempos

de mantenimiento de las temperaturas después de la rampa 1 y de la rampa 2 para

maximizar el porcentaje de selenio recuperado en el proceso de digestion de la muestras de

leche. Es importante remarcar que es mds critico el tiempo de mantenimiento después de la

rampa 2 que el tiempo de mantenimiento de la rampa 1 ya que el intervalo que permite

optimizar el porcentaje recuperado de selenio es mas limitado.
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Contorno de la superficie de respuesta estimada

IF " s 7 Porc_Se_recuperado
b B 65.0-70.0
B2 70.0-75.0
- 75.0-80.0
80.0-85.0
85.0-90.0
. 90.0-95.0
95.0-100.0
B 100.0-105.0

0.6
02+

02

min mant |

.6

-l B h ro ro rh
-1 0.6 0.2 0.2 0.6 1
min mant |

Figura 19. Grafica de Contorno de la superficie de respuesta estimada con el modelo

determinado en funcion de min. Mantenimiento 1 y min. Mantenimiento
2

La figura 20. Permite estimar la linealidad del método. Como algunos valores
experimentales se alejan de la recta esto indica que puede haber factores no considerados en
el estudio y que estan afectando el comportamiento del selenio recuperado, es por ello que
la r cuadrada del modelo es de 87.06% por lo tanto se puede estimar que el error de

estimacion esta aproximadamente de 13%.

Selenio recuperado (%)

Valor experimental (%)

63 3 83 93 103 113
Valor estimado con el moedelo (%)

Figura 20. Correlacién entre los valores experimentales de selenio recuperado y los
valores predichos por el modelo determinado para dicha respuesta.
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El resultado promedio de selenio recuperado (%) para la muestra de leche es de 91.53%

obteniendo un coeficiente de variacion de 2.26, por lo que el método si es confiable y se

puede utilizar para muestras problemas. Las muestras de leche de las vacas tratadas con

bolo de selenio se sometieron a digestion obteniendo los resultados que se expresan en la

tabla 23 v en la figura 21 siendo los resultados que se esperaban, por lo que si es confiable

el método de digestion de las muestras de leche.

Tabla 23 Resultados de la digestion de las muestras problemas

#de raza Dia de Peso de la Conc. Absorbancia | Conc.(ppb)
vaca muestreo muestra (ppb) Real en la
muestra

140 | Holsteing 0 0.4955 4.12 0.0647 206.0
140 | Holsteing 15 0.5117 3.00 0.0473 150.0
140 | Holsteing 30 0.5059 2.93 0.0461 146.5
140 | Holsteing 45 0.5089 233 0.0367 116.5

| 140 | Holsteing 60 0.5092 2.78 0.0437 139.0
140 | Holsteing 75 0.5092 3.59 0.0564 179.4
141 | Holsteing 0 0.4987 243 0.0383 121.5
141 | Holsteing 15 0.5032 2.50 0.0395 125.0
141 | Holsteing 30 0.5013 2.63 0.0414 181.5
141 | Holsteing 45 0.5191 3.59 0.0564 179.5
141 | Holsteing 60 0.4953 242 0.0383 121.0
141 | Holsteing 75 0.5162 2.68 0.0423 134.0
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Concentracion de Se en Leche
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Figura 21. Grafica de concentracion de selenio en leche.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Se determinaron las condiciones optimas para la Digestion Acida en Homo de

Microondas de plasma bovino, con un 91% de recuperacion de Selenio.
Mediante un disefio experimental se seleccionaron las condiciones optimas de la
digestién 4cida en horno de microondas para leche obteniéndose un 91% de

recuperacion.

La eficiencia de la Digestion Acida en Homo de Microondas usando muestras

biologicas problemas es adecuada, ya que se obtuvieron los resultados esperados.

Es conveniente el uso de un disefio experimental, por que este facilita el trabajo

experimental, disminuyendo tiempos de trabajo, gasto de reactivos y de muestras.

Es importante siempre utilizar el mismo material durante todo trabajo para obtener

resultados confiables.

El equipo utilizado debe manejarse con mucho cuidado, mantenerse en buen estado

ya que este si influye en los resultados.
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Anexos

Condiciones de digestion acida de plasmay leche.

Anexo 1

Las condiciones en que se baso la digestion acida para plasma se uso el del programa

MARS 5 del CEM para sangre completa, este programa utiliza los vasos XP-1500, las

condiciones son las siguientes.
Se adiciona 5 ml de acido nitrico concentrado, 2 ml de Peroxido de hidrogeno y 2 gramos

de muestra, se utilizaron 3 rampas de temperatura y tiempo.

Tabla 23 Condiciones del Programa de Digestion del CEM (sangre completa)(18)

mantenimiento

Condiciones Rampa 1 Rampa 2 Rampa 3
Potencia (W) 1200 1200 1200
% de potencia 100 100 100
Rampa tiempo 4 2 2
Presion (bar) Max. Max. Max.
Temperatura (C) 140 180 200
Tiempo de 2 2 5]
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Condiciones para la digestion de leche que se obtuvieron del articulo: “Manganese and
Zinc Analysis in Milk by Microwave Oven Digestion and Platform Graphite Furnace
Atomic Absorption Spectrometry”, Miguel Angel de la Fuente, Gonzalo Guerrero, and

Manuela Juarez. JOURNAL OF AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY, 1995,43.

Tabla.- 24 Condiciones del Programa de Digestion de Leche (19).

Condiciones Rampa 1
Potencia (W) 583
Temperatura de la
primera rampa 100
¢C)
Rampa tiempo de 5
la primera rampa
Presién (psi) 66.
Temperatura de la
segunda rampa 140
¢C)
Tiempo de la 10

segunda rampa

Nota: En el articulo no indica tiempo de mantenimiento de las dos rampas
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Anexo 2

Resultados de las primeras digestiones de plasma bajo las siguientes

condiciones.

Tabla 25 Condiciones del Programa de Digestion Plasma 1

Condiciones Rampa 1 Rampa 2 Rampa 3
Potencia (W) 1200 1200 1200
% de potencia 100 100 100
Rampa tiempo 5 2 2
Presion (350 psi) Max Max. Max.
Temperatura (C) 120 150 170
Tiempo de ? 2 5

mantenimiento

Durante las primeras digestiones que se realizaron se presentaron varios problemas como

fuga de selenio de los vasos que no se encontraban bien sellados, las primeras muestras que

se sometieron a digestion sin peroxido presentaban diferente tonalidades de amarillo desde

claro o mas oscuro y el porcentaje de recuperacion de selenio de esas muestras variaba

dando coeficientes de variacion de 26 Obteniendo los siguientes resultados que se expresan

en la tabla 26
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Tabla 26 de resultados de la primera digestion de plasma

Sistemas Conc. Ml de stock | Cantidad Cantidad % de Se
adicionada | determinada | recuperado
1 0 0 5.54
2 0 0 219
3 0 0 4.62
4 12 1 17.09 3.52 20.59
5 12 1 17.09 3.64 21.29
6 12 1 17.09 3.06 17.90
7 24 2 29.09 5.42 18.62
8 24 2 29.09 5.48 18.83
9 24 2 29.09 5.73 19.69
10 36 3 41.09 11.7 28.47
11 36 3 41.09 11.89 28.93
12 36 3 41.09 10.43 25.38
13 48 4 53.09 18.13 34.14
14 48 4 53.09 18.89 35.57
Promedio: 24.49
Dev. Est: 6.40
Cc.v: 26.16

* Cantidad promedio del plasma utilizado 5.09 ppb

Estos resultados que se obtuvieron fue por que se presento fuga en los vasos, por lo que se
recomienda cerrar bien los vasos apretando los tornillo bien manualmente y posteriormente
con una llave dando una media vuelta mas, con esto se disminuyo la perdida de selenio por
fuga, para solucionar el problema de la coloracién de las muestras se siguieron los pasos de
preparacion de las muestras de sangre completa del manual del CEM que adicionan 2ml de
peroxido de hidrogeno y 5 ml de acido nitrico, pero lo que se cambio fue la cantidad de
muestra disminuyendo la cantidad de 2 gramos a 1 gramo, adicionando diez ml de agua
desionizada para diluir mas la muestra y asi poder destruir toda la materia organica que se
encuentra presente en la muestra , asi se fue mejorando los resultados hasta obtener el 91%

de selenio recuperado.
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Anexos

Anexos 3

Cuidados de la lampara de Selenio y el Generador de Hidruros.

Durante el trabajo experimental se presentaron problemas con la lampara de Se y el

generador de Hidruros.

El principal problema que se presento con la lampara fue de que la sefal quedaba ya era
muy pequefia y a veces hasta negativa, al abrir el area en donde se colocan las lamparas en
el equipo de EAA se observo que la lampara de selenio parpadeaba mucho y en el software
se vio que el voltaje no bajaba de 600, lo cual nos indica que habia llegado a su tiempo de

vida (5,000 mAmperes/Hora), por lo que se compro una lampara nueva.

Los cuidados que se deben que tener con la lampara de Selenio (y cualquiera de la lampara

que se encuentran en la Seccion de Quimica Analitica):

1.- Elaborar una biticora para la lampara Se: En donde se debe especificar el dia en que se

usa, el tiempo de uso y los mAmperes que se gastaron como se observa en la tabla 27.

Tabla 27 Contenido que debe tener la biticora de la lampara.

Fecha Horas mAmperes usados | Volts de la lampara

15/09/02 11:00-13:00 | 10 mA *2=20 mA 417

Cada lampara especifica a que mAmperes trabaja ( selenio trabaja con 10 mAmperes), el
numero de horas que se trabajan se marca como 1 o 2 dependiendo el tiempo que se haya
trabajado, como en el ejemplo se trabajaron 2 horas se indica como 2 y este se multiplica
por los mAmperes que trabaja la lampara que en este caso son 10 y esto nos indica que en

las 2 horas de trabajo se gastaron 20 mAmperes, se le da un seguimiento al voltaje para ver
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como se va incrementando con el tiempo, ya que si este sube a mas de 500 volts, la sefial va

a disminuir.

2.- La lampara al colocarse o retirarse del equipo de EAA, se debe tener cuidado de no

golpearse por que se puede fracturar y dejar escapar el gas y ya no se puede utilizar asi.

3.- No se debe tocar la punta de la lampara, por que interfiere con la seifial de esta.

4.- Se debe guardar en su caja correspondiente.
*Es importante cuidar la lampara y llevar bien la biticora para poder dar un seguimiento a

su vida de estas.

Cuidado del Generador de Hidruros.

Siempre que se va ha trabajar con este equipo se debe que verificar que la presion del gas

nitrégeno sea de 50 psi y no mayor o menor a esta.

1.- Montar con cuidado el Generador de Hidruros en el EAA.

2.- Conectar la trampa en el separador gas-liquido y en la celda de cuarzo que se coloca en
el quemador. (la trampa se debe lavar cada 2 o 3 semanas dejando remojar en mezcla
cromica por 8 a 12 hrs. y lavar bien con dextran, enjuagar con abundante agua de la llave y
luego enjuagar con agua desionizada, secar la trampa a vacio y al conectarla de nuevo en el

equipo se deja estabilizar por 15 a 20 minutos (Figura23).

El separador de gas-liquido (Figura 24) se debe lavar cada 2 meses o si se observa que en la
parie superior esta muy sucio, se deja en mezcla cromica, se lava con dextran y se enjuaga
con agua de la llave y posteriormente se enjuaga con agua desionizada, se seca y se coloca

en el equipo).
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3.- Colocar las mangueras para la muestra, acido y el reactivo (las mangueras deben que ser

para cada analito que se vaya a analizar y no usar las mismas para diferentes).

4.- Encender el equipo del Generador de Hidruros.

5.- Medir el flujo de la manguera de la muestra (7-8 ml por minuto).

6.- Medir los flujos de las mangueras del acido y reductor (1 ml por minuto).

7.- Al verificar los flujos se coloca los capilares en las soluciones correspondientes, solo el

de la muestra se coloca en agua hasta estabilizar al equipo.

8.- Al optimizar la sefial se coloca la concentracion mas alta de la curva de calibracion y si

da la absorbancia que se espera, se prosigue a la lectura.

9.- El tiempo que transcurre en para que aparezca la primera lectura es de 45 segundos, y se
saca el capilar de la muestra y se coloca en agua. ( esto se hace para enjuagar el capilar, ya
que durante los 45 segundo en que tarda para aparecer la primera lectura el sistema se
satura y da las siguiente 2 lectura, por que este software la da por triplicado cada estandar y

muestra ).

10.- Al termino de las lecturas se deja enjuagando el equipo con agua por 5 minutos, luego
se deja enjuagando con acido clorhidrico por 5 minuto y al final con agua desionizada.
(cada 4 o 5 meses se lava el equipo con dextran al 20% y se enjuaga bien con agua

desionizada).

11.- Se saca el agua que queda en las mangueras y capilares, se desconecta y se desmonta el

equipo.
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12.- Se cierra el programa SpectraAA, se apaga la computadora y el EAA.

13.- Se cierran las llaves de paso de las lineas de los gases (aire, acetileno, nitrégeno) y los

tanques.

El principal problema que se presento durante el trabajo experimental con el generador de
hidruros fue la fuga del gas nitrégeno de las mangueras que impulsan a la bomba
peristaltica del equipo, obteniendo resultados muy pequefios y hasta se caian las lecturas de

las curvas de calibracion que se habian leido y daban lineales.

Este problema se soluciono al cambiar las mangueras del gas nitrogeno que alimentan a la

bomba peristaltica.(Figura 25).

Figura 23. Esquema de la Trampa (que se localiza del lado izquierdo) y Celda de
cuarzo (lado derecho).
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Figura 24. Esquema del Separador Gas-Liquido.

angueras del
acido y reductor

anguera de
la muestra

Figura 25. Esquema del Generador de Hidruros modelo VGA 77.
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Anexo 4

Prueba de Tukey: Tukey (1953) propuso un procedimiento de comparacion multiple que
también esta basado en los intervalos. Su procedimiento requiere el uso de q  (a, f) para
determinar el valor critico de todas las comparaciones por pares, independientemente de
cuantas medidas estén en un grupo, Asi, la prueba de Tukey declara dos medias

significativamente diferentes si el valor absoluto de sus diferencias maestrales excede

Ta :qu(aa nSYi
La prueba de Tukey tiene un nivel de error tipo 1 de « para todas las comparaciones por

pares con base en cada experimento. (20-21)
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