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I. INTRODUCCION

El Selenio es un metaloide de importancia ambiental, industrial,
biologica y toxicolégica; bioquimicamente, es uno de los micronutrientes
esenciales para los animales y para los humanos, ya que esta relacionado
con actividad anti-carcinogénica y preventiva de los efectos toxicos de los
metales pesados. Es un elemento ‘indispensable para el funcionamiento
normal de musculos, corazon, higado, rifiones, pancreas y quizas otros

6rganos "

La deficiencia dietaria de selenio en animales se ha asociado a un
amplio rango de problemas practicos y de costos debido a que afecta la
fertilidad, la resistencia a las enfermedades y el metabolismo relacionado a
la hormona tiroidea. Los problemas mas importantes producido por la
deficiencia de Selenio en el ganado son las enfermedades degenerativas,

que provocan pérdidas en la produccion @,

Se ha investigado la relacién entre el selenio y el cancer en humanos,
algunos estudios mencionan una reduccion significativa del riesgo de cancer
en personas con un consumo de 200 ug de Selenio en forma de levadura

enriquecida .

Dada la importancia que tiene el consumo moderado de Selenio (Se)
tanto para los hombres como para los animales, existen en el mercado
productos que tiene como propésito suministrar este tipo de elemento
esencial, sin que afecten la salud del organismo que los consume. La

levadura enriquecida con Selenio es un ejemplo de estos productos, pero
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requiere la caracterizacion de todos sus componentes y la determinacion de
la cantidad de los selenoaminoacidos presentes, mediante un método

confiable que garantice que su proceso de produccion es eficiente 2.

La Electroforesis Capilar se ha aplicado en la especiacion vy
cuantificacion de compuestos organicos e inorganicos de varios elementos
como Arsénico, Estafio, Cromo, entre otros, ademas del Selenio, tanto en

agua, tierra y suplementos alimenticios .

Las ventajas de esta técnica con respecto a otras, como HPLC,
residen en el corto tiempo de analisis, la pequefia cantidad de muestra que
se consume, la alta eficiencia de separacidon y los bajos costos de
operacion'”’, ademas de la disponibilidad de equipos automatizados

comerciales.

Se han reportado diferentes métodos para la separacion de
compuestos de Selenio mediante Electroforesis Capilar por diferentes
autores como Gilon®, Zheng®, Casiot” y Hagege®, pero con limites de

deteccién muy altos o tiempos de analisis largos.

En este trabajo se pudo desarrollar un método que permite el analisis
de cuatro compuestos de Selenio: Selenato (Se VI) y Selenito (Se V),
Selenocisteina y Selenometionina, obteniendo un tiempo de analisis corto y
_Iim'ites de deteccién mas bajos que los reportados anteriormente.



Il. OBJETIVOS

Desarrollar un método para caracterizar y cuantificar
compuestos organicos e inorganicos de Selenio (Selenito,
Selenato, Selenometionina y Selenocisteina) mediante

electroforesis capilar.

Encontrar un pretratamiento adecuado para una muestra
comercial (levadura enriquecida con selenio) para asegurar la

extraccion total de los cuatro compuestos de selenio.

Caracterizar una levadura enriquecida con selenio, utilizando el
método de Electroforesis Capilar, con el fin de controlar la
calidad de la levadura que sera utilizada en la elaboracion de

bolos de usos veterinario.



lll. ANTECEDENTES

1. Caracteristicas del Selenio

El Selenio (Se) fue descubierto por Berzelius y Ganh en 1817. El
Selenio esta reconocido como un metaloide importante para la industria, el
ambiente, la toxicologia y la biologia®. El elemento existe en forma de
compuestos organicos e inorganicos en diferentes estados de oxidacion,
entre las formas inorganicas esta el Selenio elemental (Se), el Selenato
(SeO47) y el Selenito (SeOs7); las especies organicas son aminoacidos

(Selenometionina y Selenocisteina) y sus derivados .

1.1Actividad Biolégica

El Se tiene actividad biolégica a través de la enzima Glutation
peroxidasa (GSH-Px) la cual en cooperacion con la vitamina E y algunos
otros agentes antioxidantes son capaces de reducir los efectos destructivos

sobre las células vivas de reacciones peroxidativas®’.

Los efectos antioxidantes del Selenio y la vitamina E son diferentes,
pero complementarios. La vitamina E previene la formacién de'p_eréxidos
grasos por secuestro de radicales libres antes de que ellos inicien la
peroxidacién de las grasas. El Selenio como parte esencial de la GSH-Px,
reduce peroxidos ya formados a alcoholes menos reactivos. Hay, sin
embargo, diferentes formas de esta enzima, las cuales funcionan en
diferentes sitios (Citosélica, Plasmatica, Hidroperoxido fosfolipido, intestinal

y pulmonar), cada una quizd con especificidad al sistema antioxidante
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necesitado por este tejido. El hidroperdxido fosfolipido GSH-Px parece estar
envuelto con la actividad antioxidante a nivel de la membrana celular;
mientras la GSH-Px citoplasmatica se asocia con actividad antioxidante
dentro del citoplasma celular. La distribucion de los tipos de GSH-Px difiere
por tejido y por especie, consecuentemente los sintomas clinicos de
deficiencia de las especies animales podrian reflejar diferentes
distribuciones de los sistemas antioxidantes GSH-Px en estas especies .

A continuacion se muestra en la tabia 1 {pag. 9) informacién de las

selenoproteinas conocidas hasta el momento:



Tabla 1. Funcién de algunas selenoproteinas

SELENOPROTEINA

FUNCION

Glutation peroxidasa
(GPx1, GPx2, GPx3,
GPx4)

Enzimas antioxidantes, remueven el peréxido de hidrogeno e
hiperoxidos de lipidos y fosfolipidos. Mantiene la integridad de la

membrana celular.

Selenoproteina de la

capsulas mitocondrial

Forma de la glutation peroxidasa (GPx4), protege a los
espermatozoides en desarrollo del dafo oxidativo y de las

(espermatozoide) polimerasas tardias, forma parte de una proteina estructural

requerida para la estabilidad de los espermatozoides maduros.
lodotironina Produccion y regulacion del nivel de hormona tiroidea activa T3, a
deiodinasa partir de T4.

Tioredoxina reductasa

Reduccion de nucleétidos en |a sintesis de DNA, regeneracion de
sistemas oxidativos, mantenimiento del potencial redox
intracelular, critico en la viabilidad y proliferacion celular,
regulacion de la expresion génica por control redox en la union de

los factores de transcripcion.

Selenofosfato
sintetasa, SPS2

Regquerida en la sintesis de selenofosfato que es precursor de la
selenocisteina que se incorpora a las selenoproteinas

Selenoproteina P

Se encuentra en plasma y asociada a células endoteliales, Parece

que protege a las células endoteliales del dafio por peroxinitrito.

Selenoproteina W

Requerida en el funcionamiento muscular.

Selenoproteina

prostatica epitelial

Parece tener funcion redox, tal vez protegiendo a las células

secretorias contra el desarrolio de carcinoma.

Selenoproteina
espermatica unida a
DNA

Se encuentra en estomago y en el nucleo de los

espermatozoides, puede tener funcién protectora.

Selenoproteina de 18
KDa

Se encuentra en el higado y en otros tejidos, se preserva en

deficiencia de selenio.




1.2 Fuentes de Selenio

En la naturaleza, el Selenio se encuentra en forma de seleniuros de

cobre, hierro, plomo, mercurio y plata, mezclados con lo correspondientes

sulfuros. Es recuperado comercialmente durante la fundicion de esos

minerales en bruto y de los residuos de la refinacion electrolitica del cobre

(@)

Dentro de las fuentes de Selenio utilizadas para la alimentacion de

animales se encuentran:

° Fuentes naturales:

Tabla 2. Fuentes naturales de Selenio .

Alimento Contenido de Se (mg/kg)

Alfalfa
Avena
Gluten
Soya
Maiz
Pescado

Sorgo

0.32-0.37
0.17-0.26
1154
0.11
0.08
1.4-2.4
0.21
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« Selenito de sodio (Na,Se0;). El Selenito de Sodio es uno de
los componentes principales con un gran aporte de Selenio, y
su uso esta relacionado como mineral esencial en cantidades
reducidas para todas las especies animales, principalmente en:
aves, cerdos, rumiantes y cerdos en una dosis de 450 a
1300mg./ton. de alimento!"?.

e Levadura suplementada con Selenio (Saccharomyces
cerevisiae con Se). Las formas organicas de Se halladas en la
selenio - levadura son, la Selenometionina {42 + 4 %) y la
Selenocisteina (35 + 9 %), estos compuestos son mas
disponibles biolégicamente y tiene niveles mas altos de
bioactividad que los componentes inorganicos de Selenio 7).

1.3 Metabolismo de las formas organicas e inorganicas del

selenio.

La absorcion del selenio se realiza en el intestino delgado. El selenio
inorganico es absorbido de forma pasiva, mientras que las selenoproteinas
se absorben por mecanismos de transporte especificos de aminoacidos.
Una vez absorbido, el Selenio inorganico es reducida a la forma de Selénido
(Se?), util para el organismo, la cual se une a proteinas plasmaticas y es
transportado al higado para formar parte de las proteinas que ahi se
sintetizan .. La Selenometionina viaja en la sangre y puede ser
transportada al higado para incorporarse directamente a las proteinas o ir a

otros tejidos e incorporarse a proteinas tisulares "%
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2. Caracteristicas de la levadura

Es un microorganismo unicelular Gram positivo, se ubica dentro de la
clasificacion de los hongos y cuyo nombre cientifico es Saccharomyces
cerevisiae; para visualizarla debe aumentarse su tamano unas 600 veces a

través del microscopio optico "

2.1 Composicion y Algunas Propiedades Biofuncionales

¢ Proteinas: El contenido de proteinas en la ievadura es el elemento
nutricional mas importante y se les han llamado proteinas
unicelulares. Al ingerirse las proteinas de la levadura se liberan a
nivel intestinal las envolturas celulares por acciéon de las enzimas
digestivas, siendo hidrolizadas a aminoacidos, que luego son
reconstituidos para formar enzimas y otros compuestos nitrogenados

necesarios para la vida """

Se observa que las levaduras contienen todos los aminoacidos
considerados esenciales por la OMS y la FAO (Informe 522 de 1973).

¢ Vitaminas : Las levaduras contienen importante cantidad de
vitaminas hidrosolubles del complejo B, fuente indispensable para el -
hombre pues muchas veces deben ser incorporadas para lograr el
normal desarrollo de las funciones celulares durante el crecimiento y
la reproduccién. Pero no aportan suficiente cantidad de vitaminas C,
A E, Dy K",

12



Minerales y Oligoelementos: Predominan en la levadura de cerveza
los Fosfatos y el Potasio, que cubren una importante parte de los
requerimientos en el hombre, 34% y 21% respectivamente con la
ingesta de 20g. de levadura. El contenido en elementos
bioquimicamente importantes como azufre, magnesio y calcio es
relativamente alto. Por su bajo contenido en sodio, el extracto de

levadura de cerveza, puede ser utilizado en hipertensos "

Lipidos: El contenido en lipidos de las levaduras puede variar entre
4% y 7 % en base seca segun las condiciones de propagacién
impuestas y las especies o cepas utilizadas. La especie
Saccharomyces cerevisiae empleada en la produccion de levadura
alimenticia contiene una cantidad considerable de &acidos grasos
insaturados que ayudan a controlar el colesterol (por disminuir el LDL-
colesterol conocido como colesterol malo). El contenido en acidos
oleico y linoleico es importante desde el punto de vista nutricional
porque son muy importantes para el buen estado de las arterias. La
levadura contiene ademas esteroles de distintos tipos moleculares y

compuestos como la lecitina''".

Carbohidratos: La cantidad total de carbohidratos esta en el orden
del 30% a 35 % de sustancia seca. Son principalmente carbohidratos
de reserva tales como glucégeno y trealosa; el material estructural de
la pared celular son polimeros de glucosa y manosa (glucanos y

mananos) muy poco asimilables por el hombre.

Fibras: La levadura de cerveza es rica en fibra siendo su valor de
alrededor del 18% de la materia seca. Hoy sabemos de la importancia

del aporte de fibras en la dieta del ser humano "
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Bajo condiciones apropiadas, las levaduras (Saccharomyces
cerevisiae) son capaces de acumular grandes cantidades de trazas de
elementos, como el Selenio e incorporarlos a compuestos organicos. Se
ha encontrado que la introduccion de sales de Selenio hidrosolubles al
medio de cultivo para levaduras resulta en la absorciéon del elementos

por el microorganismo 2.
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3. Generalidades de Electroforesis Capilar

La Electroforesis Capilar (EC) es una técnica analitica de separacion
que se utiliza también para identificacion y cuantificacion. Ha sido
recientemente introducida a México y actualmente crece el numero de
aplicaciones debido al interés de investigadores y la Industria de todo el
mundo, ademas de su inclusién en la USP 26 como método general de

analisis.

La versatilidad de esta técnica reside en los elementos del equipo que
se pueden controlar como: la polaridad de los electrodos, el diametro interno
y la longitud del capilar, el tipo de introduccién de la muestra, el uso de
diferentes detectores, la variedad de electroiitos soporte, asi como el uso de
aditivos que permiten un amplio rango de aplicaciones que van desde

pequefos iones hasta macromoléculas.

En la actualidad existen equipos comerciales de Electroforesis
Capilar, todos ellos cuentan con los mismos componentes basicos '

(Figura 1, pagina 16):

» Capilar (comunmente de silice fundida con recubrimiento de
poliimida)

» Electrodos (Catodo y anodo)

» Fuente de poder

» Depésito de buffer o electrolito soporte

Sistema de introduccion de muestra

v

» Sistema de enfriamiento

15



» Detector

» Computadora

Sistema de
enfriamiento Detector: J |
' PR
Capilar Sistema de
[~ 7 SR recoleccion
r de datos
_ CJ Viales L +

|
|
i
: Inlet Outlet
|
|
|

L] qung;?ﬁ'; |

L

Figura 1. Componentes basicos del equipo de Electroforesis Capilar

3.1. Fundamentos de la separacién

Al igual que la Electroforesis Clasica en Gel, la Electroforesis Capilar
se basa en la diferencia de velocidades.de migracion de especies cargadas

en solucién cuando se aplica un campo eléctrico .

La migracién
diferencial dentro de zonas discretas es debido a diferencias en las
movilidades electroforéticas, las cuales a su vez son resultado de la relacion
masa/carga y de la conformacion estructural de los analitos. La diferencia
reside en el nombre, la Electroforesis Capilar (EC) se realiza en un capilar

de silice fundida de unas cuantas micras de diametro '?.
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A diferencia de la Electroforesis Clasica, el uso de procesadores de
datos en linea con el equipo permiten la obtencidon de datos mediante
diferentes detectores que se traducen en el electroferograma (Figura 2). El
electroferograma es una grafica de tiempo contra la senal obtenida
(ejemplo, absorbancia) en la que los analitos se observan como picos

gaussianos.
1
W = ancho de pico
t = tiempo de migracion
Area
|
| linea base f
[ I = M '
t W '
Tiempo (min.)

Figura 2. Ejemplo de electroferograma
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3.2 Conceptos importantes en Electroforesis Capilar

Movilidad electroforética: El movimiento de las especies cargadas
bajo la influencia de un campo eléctrico es caracteristico de su movilidad
eletroforética (1), la cual depende del tamafio y de la densidad de la carga
del soluto, la temperatura, la constante dieléctrica y la viscosidad del

electrolito soporte '?.

La movilidad electroforética se puede representar de la siguiente

manera:

_ _ 9
s 6rrn

(Ec. 1)

donde g es la carga, r es radio de la molécula y 7 es la viscosidad del
buffer.

La movilidad electroforética de un analito pude determinarse

experimentalmente a partir de la siguiente ecuacién:

p(em¥Vmin)=LyxL,. (Ec.2)
Vit

donde L, es la longitud total del capilar, L, es la longitud efectiva o la
longitud al detector, V es el voltaje aplicado y t es el tiempo de migracion del

analito obtenido del electroferograma.
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Flujo electroosmético: Es el flujo que se origina en presencia del
campo eléctrico en una solucion iénica cuando entra en contacto con una
superficie solida cargada, en el caso de capilares de silice fundida dicha

superficie contiene grupos silanol '*.

Los cationes en solucién en el electrélito soporte son atraidos hacia
los grupos silanol (a pH mayor de 7) y se forma una doble capa idnica
como se muestra en la Figura 3, una capa esta unida fuertemente debido
fuerzas electrostaticas (capa compacta: grupos silanol - cationes) y, la otra
capa esta unida mas débilmente (capa difusa: resto de la solucién). Cuando
se aplica una diferencia de potencial, la capa difusa se rompe y se mueve
hacia el catodo, arrastrando consigo la solucién del electrolito ',

. T T T T T T.T T T T T
Pared del capilar * 30 S0 S0 S0 S0 Si0 S0 S0 S0 S0 Si0 SIO
Cabpacompacta —> (O O O > o

Mavyor parte de la solucién
Flujo electroosmaotico O

anodo catodo

Figura 3. Doble capa eléctrica

De tal manera que los cationes pasan primero por el detector (que se
encuentra casi al final de capilar), seguido de los compuestos neutros que
migran junto con el flujo electroosmético, y finalmente los aniones, que en
algunas ocasiones no son detectados.
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Platos tedricos: Son una medida de la eficiencia de la separacion,
que se pueden determinar del electroferograma a partir de la siguiente

ecuacion:
N = 5.54 (tw,)? (Ec. 3)

donde N es el numero de platos tecricos, t es el tiempo de migracion y
wy; es el ancho del pico a la mitad de la altura, esta ecuacién sélo es valida
para picos Gaussianos "*. Mientras mayor sea el nimero de platos tedricos

el proceso de separacién se considera mas eficiente.

Resoluciéon: Es la medida cuantitativa de la capacidad para separar
dos analitos. Una resoluciéon de 1.5 indica una separacion esencialmente

completa '),

En EC la Resolucién es funcién de tres parametros: selectividad,
eficiencia dei capilar y tiempo de migracion. Cada parametro es influenciado
por diversos factores como voltaje aplicado, pH del buffer, fuerza iénica y el
comportamiento de la pared interna del capilar '?. La Resolucion (R,) puede

calcular se la siguiente forma:

Rs = 2(t2— t‘)‘} = fg — t]‘ (EC 4)

wy + Ws 40

donde t es el tiempo de migracion, w es en ancho del pico , y ces la

desviacién estandar temporal.
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3.3. Modos de separacion

La versatilidad de la técnica ha permitido la existencia de diferentes
modalidades de trabajo como: la Electroforesis Capilar de Zona (ECZ),
Cromatografia Capilar Electrocinética Micelar (CCEM), Enfoque Isoeléctrico
Cepilar (EIC), Isotacoforesis Capilar (inglés ITPC), Electroforesis Capilar en
Gel (ECG) y Electrocromatografia Capilar (ECC) .

La Electroforesis Capilar de Zona es la forma mas simple de EC
porque el capilar es llenado solo con un electrélito soporte y la migracion de
los analitos se da en zonas discretas y a diferentes velocidades. La
separacion de mezclas de analitos idnicos es posible debido a la influencia
del flujo electroosmético (FEO). Esta modalidad se utiliza para separar
compuestos de bajo peso molecular, que tengan carga y que no sufran

adsorcion en la superficie del capilar '®

En este trabajo se utilizé el modo de Electroforesis Capilar de Zona
con el uso de un surfactante, el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), para

revertir el sentido del flujo electroosmotico y poder realizar la separaciéon.
Normalmente el flujo electroosmético se mueve de anodo a catodo.

Para revertirlo (y se dirija de catodo a anodo) es necesario que la carga de

la pared sea positiva, esto se logra adicionando un surfactante catiénico.
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A cierta concentracion el surfactante cationico modifica la pared del
capilar debido a que se adsorbe como una doble capa con una carga global
positiva, de esta manera el flujo electroosmotico viaja en la misma direccion

que los aniones (Figura 4) ©.

Figura 4. Efecto del CTAB sobre el FEO.

Cabe mencionar que la concentracién empleada de surfactante es
siempre menor a la Concentraciéon Micelar Critica®, a fin de evitar la
formacion de micelas.

* La Concentracion Micelar Critica es el valor que se tiene que alcanzar para que un
tensoactivo (compuesto de cadena hidrocarbonada largo y un grupo iénico) comience a

formar micelas en solucion acuosa.
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4.0 Caracteristicas de la muestra

La muestra que se propone como problema a resolver en este trabajo
es un suplemento alimenticio veterinario en polvo, obtenido del crecimiento
de levaduras (Saccharomyces cerevisiae) en un medio rico en Selenio. De
acuerdo a la informacién de la compaiiia Alltech, que lo fabrica, el 99% del
contenido total de Selenio es de forma organica, principalmente

selenoaminoacidos 2.

Con base a la cuantificacion por cromatografia de gases, el contenido
de Selenometionina en Selplex es de 1013 ppm, equivalente a 407.83 ppm
de Selenio en su presentacion de 1000 ppm . En este trabajo se realizo el
analisis de la presentacion de 2000 ppm, de la cual no hay informacion,
para conocer si realmente cumple con el contenido de selenio organico.
Este trabajo forma parte de un proyecto en el que el suplemento se utiliza
para en la fabricacion de bolos de uso veterinario que son usados en

rumiantes.
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5.0 Aplicaciones de Electroforesis Capilar al analisis de Selenio

Como se mencion6é en la introduccion (pag. 5), varios autores han

reportado sus trabajos sobre el Selenio en Electroforesis Capilar.

Zheng y colaboradores® trabajaron con ECZ y CCEM para la
especiacion de 6 compuestos organicos e inorganicos de Selenio para

aplicarlo en el control de calidad de un suplemento alimenticio.

Mediante Electroforesis Capilar de Zona Gilon y su grupo® pudieron
cuantificar Selenio en agua natural, mientras que Casiot” reporté la
especiacion de compuestos de Arsénico, Selenio, Telurio y Estafio para el

analisis de muestras ambientales.

El trabajo de Hagege® en ECZ consisti6 en la optimizacion de las
condiciones de analisis para mejorar los limites de deteccion, logrando
medir 200 ppm de Seienito, Selenato y Selenometionina, mientras que para

la Selenocisteina sélo 500 ppm como minimo.
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IV. HIPOTESIS DE TRABAJO

Al realizar un pretratamiento adecuado a la levadura enriquecida con
Selenio (Selplex de Alltech) se podra realizar la separacién y cuantificacién
de todos los selenocomponentes presentes en la-muestra por un método
desarrollado por Electroforesis Capilar, asegurando que cumple con lo
especificado por el contenido de Selenio y ser de utilidad en la fabricacion

de bolos de uso veterinario.
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V. MATERIALES Y METODOS

2 vasos de precipitado de 25mL.
2 vasos de precipitado de 50mL
5 vasos de precipitado de 10mL
1 Embudo de vidrio

1 Espatula.

Filtros de 0.45um

Papel filtro

1 micropipeta 100-1000 pl.

1 micropipeta 20-200 pl.

1 micropipeta 5-50 pl.

Puntas para micropipeta

Piseta

EQUIPO

Balanza analitica Sartorius

Agitador magnético Cimarec®2

Equipo de Electroforesis Capilar (Beckman-Coulter PACE-MDQ )
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REACTIVOS

Na,B,0;-10 H,O (J.T. Baker)

NaH,PO,-H,0 (J.T. Baker)

Na,HPO4-12H,0 (J.T. Baker)

TTAB (bromuro de trimetiltetradecilamonio) (Sigma-Aldrich)

CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) (Sigma-Aldrich)

HCI 0.1 M

NaOH 0.1 M

Agua Desionizada

Estandares:
Selenito de Sodio (Sigma-Aldrich) Pureza: 98% P.M. = 172.9
Selenato de Sodio Anhidro(Sigma-Aldrich) P.M. = 188.9
Seleno-DL-metionina Anhidro (Sigma-Aldrich) P.M. = 196.1
Seleno-DL-cisteina Anhidro (Sigma-Aldrich) P.M. = 334.1

Los estandares se prepararon disolviendo cada uno en agua
desionizada, sélo a la Selenocisteina se le agregaba HCI 0.1 M para lograr
la disolucion total. Todas las soluciones se guardaban en frascos ambar

cerrados y se filtraban con acrodiscos de 0.45 um antes de ser analizadas.
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VI. METODOLOGIA

Recopilar = Determinar Determinar
informacion comportamiento | .....p movilidad
de los analitos electroforética

Caracterizacion

-Tiempo de introduccién

3 -pH del buffer
Optimizar la separacion [ > -voltaje
-concentracion buffer

-concentracion surfactante

;--",'l"“'. ,----l"“. Identificar

: Estandares 1 1 Muestra || compuestos
] ' !

------------- —l- I presentes

Realizar las curvas de calibracion Optimizar

tratamiento

;

Cuantificacion

Antes de empezar a trabajar, cada dia, se lava el capilar
introduciendo agua desionizada 3 min. a 20 psi, seguido de NaOH 0.1 M por
3 min. a 20 psi, enjuagando con agua desionizada 3 min. 20 psi VY,
finalmente, equilibrando el capilar con buffer de lavado (el mismo con el que

se realiza la separacién) por 8 min. a 20 psi.
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Para determinar el comportamiento de los analitos se prueban buffer
con diferentes valores de pH, se determina el tiempo de migracion y con
ello la movilidad electroforética de los analitos. Al determinar el tiempo de
migracion con los estandares ya se podra determinar la presencia de los

analitos en la muestra.

Al desarrollar un método se deben considerar las caracteristicas de
los analitos: estructura, peso molecular, pK,, solubilidad. De esta manera se
pueden determinar una condiciones iniciales de analisis, que se van

modificando hasta conseguir los resultados deseados en la separacion.

En la optimizacién del método se modifican diversos factores como: el
tiempo y el tipo de introduccién de la muestra, el pH y la composicién del
buffer, la concentracion del surfactante, el voltaje aplicado y el cuidado que

debe tenerse con las muestras.

Con el uso de estandares se realizan curvas de calibracién que
permiten obtener datos importantes como reproducibilidad y linealidad,

aparte de permitir la cuantificacion de la muestra.

Para encontrar el mejor tratamiento de la muestra se busca la mejor
manera de tener disueltos los analitos que se encuentran en la mezcla, para
esto se prueban diferentes disolventes como: agua, buffer diluido, CTAB 1.0

mM, acetonitrilo y metanol.
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Las estructuras quimicas de los estandares utilizados son:

ONa PNa
O=#e—ONa l.‘ISe~ONa
0 0
Selenato de Sodio Selenito de Sodio
NH- NH, NH;
CH3-Se-(CH2)2-dH-COOH HOOC—J:H-CH;-Se-Se-CHz-dH-COOH
Selenometionina Selenocisteina

Con base a la revision hemerografica®, el comportamiento de los
cuatro compuestos de interés para este trabajo a diferentes valores de pH

es el siguiente:

Se (IV} H;Se0; | HSeO5 | SEO;n s PH
| | g
2.46 7.3
Se(VI) HS(-}O.{1 SeQ,4 pH
1 >
1.92
SeMet R—NH;[ HOOC-R-NH; [ R-COO . pH
| | =
219 9.05
SeCys
Sacya”[ﬁg;:vﬂ‘ Secys Isecys” | Secys ~ 5 pH
| | | i
168 215 8.07 8.94

Figura 5. Escalas de zonas de predominio de los compuestos de Selenio
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De acuerdo a las escalas de zonas de predominio y a los pK,'s
reportados, la separacion puede realizarse a pH mayor de 8, ya que cada
compuesto tiene una carga y un peso molecular diferente que ayudaria a la

separacion.

A pH mayor de 8 el Selenato, el Selenito y la Selenocisteina son
aniones divalentes, y la diferencia de peso molecular permite que migren a
diferente velocidad y lograr la separacion; mientras que la Selenometionina
es un anion monovalente que tiene una velocidad de migracion mas lenta
que los otros tres analitos. No conviene hacer la separaciéon a pH menor a 8

porque los dos selenoaminoacidos no tiene carga y no se podrian separar.

Tedéricamente el orden de migracion seria Selenato, Selenito,

Selenocisteina y Selenometionina.
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VII. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

A. Determinacion del comportamiento experimental de los analitos

Se determind experimentalmente el comportamiento de los cuatro
compuestos a diferentes valores de pH con el proposito de verificar si los
resultados teodricos corresponden con los experimentales. Se usaron las

siguientes condiciones iniciales de analisis:

» Capilar de 75 pm de diametro interno (d.i.), 62 cm de longitud total
(Ly), 52 cm de longitud efectiva (L) o longitud al detector.

Buffer Boratos 20 mM pH 8.2, 9.0y 10.2

Buffer Fosfatos 20 mM pH 3.08, 4.0y 5.12

Lavado del capilar con buffer por 2 min. a 20 psi

V. ¥V VYV Y

Voltaje de separacion 30 kV polaridad normal

v

Temperatura del capilar: 25°C
» Marcador neutro: Oxido de Mesitilo

De este analisis se obtuvo una serie de electroferogramas, con un
tiempo de andlisis de 10 minutos, de los que se calculd la movilidad
electroforética de los analitos, los resultados se pueden observar en la

Figura 6 (pag: 33).

Bajo estas condiciones los compuestos inorganicos: Selenito y Selenato
no pudieron ser detectados debido a que su comportamiento es aniénico en
todos los valores de pH analizados experimentalmente (pH 3.08, 4.0, 5.2,
8.2, 9.0 y 10.2); debido a que las condiciones establecidas de flujo
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electroosmético (FEO) y polaridad normales no hacen posible la deteccion
de dichos compuestos inorganicos debido a su carga y a su bajo peso
molecular que les permite migrar mas rapido que el FEO migrando hacia el

anodo y no pasar por el detector (Ver pag. 19).

0,035 A

003  ®secys - ‘..‘ se-met ~—A="FEO -

0,025 i
._.

0,02

cm/V min

0,015

0,01
5 6 7 8 9

pH

Figura 6. Movilidad efectiva en funcion del pH

A pH 5.2 los dos selenoaminoacidos no tienen carga, lo que
corresponde a sus valores de pK,'s, y al ser neutros tienen una movilidad

cercana al FEO, como se muestra en la Figura 6.

Resulta de interés destacar que a pH menor de 5 no se logra detectar
a los selenoaminoacidos bajo las condiciones utilizadas porque el FEO es

muy lento y no permite que los compuestos neutros pasen por el detector.

Como se observa en la Figura 6, s6lo a pH mayor de 9 los
selenoaminoacidos se comportan como aniones y su movilidad difiere del
FEO por lo que aparecen después de éste, obteniendo una buena

separacion a pH de 10.2.
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También se observa que la movilidad de los selenoaminoacidos
disminuye en funcién del pH, debido a que su carga neta efectiva negativa
aumenta con el pH; debido a su comportamiento aniénico son atraidos mas
fuertemente al anodo y su direccion de migracion es en sentido contrario al

FEO, sin embargo son arrastrados al detector por el flujo electrosmético.

Estos resultados obligaron a cambiar las condiciones usando voltaje
de polaridad invertida (-30 kV) y buffer de Boratos 20 mM pH 10.2 con
adicion de un surfactante catiénico, el Bromuro de Cetiltrimetilamonio
(CTAB, por si siglas en inglés) con una concentracion de 0.5 mM, con el fin
de invertir el FEO y obtener la separacion de los cuatro compuestos
analizados: Selenito, Selenato, Selenocisteina y Selenometionina en su

forma anidnica; como se observa en la Figura 7.

Name | 8603

0.006 Se-Cys | !
! il
I | l
0004 i
pm
<
0002
0000 - SeQ.
0002 ; < e )
0.0 0.5 1.0 15 20 25 30
Minutes

Figura 7. Separacion de los compuestos en forma aniénica usando
Boratos 20 mM CTAB 0.5 mM pH 10.5.
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Con el proposito de detectar los compuestos inorganicos y lograr la
separacion de los organicos se invirtié el FEO vy la carga de los electrodos
para que el FEO, el anodo y el detector estuvieran en la misma direccion
(Figura 8), y asi obtener la sefial de los aniones cuando pasen por el

detector.

Figura 8. Condiciones dentro del capilar al invertir el

Flujo electroosmético y la carga de los electrodos

Si no se revirtiera el flujo electroosmético y sélo se cambiara la carga
de los electrodos, los aniones migrarian en sentido contrario a éste y el

tiempo de analisis seria muy largo.
Se realizaron tres analisis continuos con una mezcla de Selenito,

Selenometionina y Selenocisteina con concentracion de 20 ppm cada uno,

obteniéndose los siguientes resultados:
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Tabla 3. Datos obtenidos de la repeticion del analisis con las condiciones

iniciales.
Selenometionina Selenocisteina Selenito

TIEMPO AREA TIEMPO AREA | TIEMPO | AREA

2.096 8751 1.358 2994 1.604 | 6983

2:133 9534 1.354 4328 1.625 7265

2.163 9901 1.363 4142 1.642 7074
Promedio 2.131 9395.3 1.358 3821.3 | 1.625 |7107.3
D.E. 0.033 587.4 0.004 721.8 0.619 143.9

C.V. (%) 1.575 6.25 0.332 18.9 1.01 2.02

Como se observa en la tabla 3, los tiempos de migracién son

reproducibles (C.V. menor a 1.5), mientras que los valores de las areas de

los selenoaminodacidos no se consideran asi.

Con el fin de obtener mejores resultados se cambi6 de capilar y se

fijaron las siguientes condiciones:

Y

VvV ¥V V V¥

Y ¥V ¥V

Capilar de 50 um de diametro interno (d.i.), 60.5 cm de longitud total
(Ly), 52 cm de longitud efectiva (L.).

Buffer Boratos 10 mM CTAB 0.5 mM pH 10.0

Lavado del capilar con buffer por 2 min. a 20 psi

Introduccion hidrodinamica de la muestra a 0.5 psi, 20 s

Voltaje de separacién 30 kV polaridad invertida o negativa
Temperatura del capilar: 25°C

Deteccion a 210 nm

Mezcla de los estandares con concentracion final de 40 ppm para

cada analito
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Se realiz6 una prueba usando buffer de Boratos a diferentes valores de
pH entre 9 y 11. Los resultados de movilidad electroforética se muestran en
la figura 9, donde se observa que la movilidad de la Selenocisteina tiene un
cambio drastico a pH mayor de 9.5 con las condiciones utilizadas, este

comportamiento se observa también en el capilar de 75 pum de diametro

interno.
= * - secys
e T - N —& - selenat
- " x Selenito |
it . . ¥ie "’lﬁ\\\ = % = selenito
- " - - 3 - Y 'I " \\\‘ —X—Se-mEt .
& - r s |
2 RV Ny
: - ] R\,
S 004 - = » L4 & A
= - ISy — (9 r /
.- :-- -:-_---:" -a_ —*- — ‘,’/ \
x
0,02
7 8 9 10 pH
Figura 9. Movilidades en funcion del pH

No se observa una gran diferencia entre el comportamiento de los
analitos a pH 10 y a 10.5, y debido al orden en el que se desarroll6 el
trabajo experimental, para el capilar de 75 um de diametro interno se utilizé

pH 10 y en el de 50 um de diametro interno pH 10.5.
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B. Determinacion de las condiciones 6ptimas de separacion.

Al establecer que la separacién de los compuestos debia realizarse
en su forma anionica con el flujo electroosmético y la polaridad invertida, se
debian de determinar cada uno de los factores que intervienen el la

separacion para obtener los resultados mas favorables.

Los parametros que consideraron para seleccionar las condiciones
optimas de analisis fueron los platos teoricos debido a que son una medida
de la eficiencia del sistema de separacidon. Se tomaron en cueiita
principalmente los resultados de Selenocisteina y Selenometionina, que son
los compuestos de mayor interés en este trabajo (Seccidon 4.0 en

Generalidades, pag 23).

B.1. Optimizacion del tiempo de introduccién de la muestra

Se realizaron pruebas de introducciéon de la muestra para obtener el
tiempo 6ptimo y poder detectar la menor cantidad posible, se siguieron las

condiciones utilizadas anteriormente:

Capilar de 75 um de diametro interno (d.i.), 62 cm de longitud total

‘7

(L), 52 cm de longitud efectiva (Le) o longitud al detector.
» Buffer Boratos 10 mM CTAB 0.5 mM pH 10.0
» Lavado del capilar con buffer por 2 min. a 20 psi
» Voltaje de separacion 30 kV polaridad invertida

Temperatura del capilar: 25°C

Y
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El equipo Beckman-Coulter utilizado en este trabajo cuenta con dos tipo
de introduccién de la muestra: la hidrodinamica que se realiza mediante
diferencia de presion y la electrocinética que se realiza mediante la
electromigracién de los iones presentes en la muestra al aplicarse un campo

eléctrico

Se introdujo una mezcla de los analitos de concentracion de 20 ppm. La
introduccion hidrodinamica por 25 segundos a 0.5 psi es la 6ptima para la
Selenometionina, como se observa en la Figura 10, mientras que para los
otros compuestos es de 20 segundos, finalmente se decidié usar la
introduccion por 25 segundos porque permite introducir una mayor cantidad
de muestra. Un tiempo mayor a éste provocaba una caida de corriente.

——se-cys —u&- selenato
- 4 - selenito —®—se-met
42000
32000
N
22000
-
12000 B == = — = R e g —— T
B g 7= = == === ---.q..-"-'.::‘-u—.:-_" -
T ey W o - —l “
2000 A seg.
5 10 15 20 25
Figura 10. Platos tedricos en funcion del tiempo
de introduccién hidrodinamica (0.5 psi)
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Al comenzar las pruebas de introduccion electrocinética ocurrié una
caida de corriente, por lo que las muestras se prepararon con 10% de buffer
para solucionar el problema. La mayor eficiencia que se obtuvo fue
aplicando una diferencia de potencial de -5 kV por 20 segundos (Figura 11).

41000
e -4 --se-Cys — @ — gelenato
31000 "y - 4 - gelenito —*—se-met -
N A ,,—"'—'
21000 . . -

1000 g
5 7 9 11 13 15 17 19 Se€g

Figura 11. Platos tedricos en funcion del tiempo de
introduccion electrocinética (-5 kV)

De ambos tipos de introduccién se seleccioné la hidredinamica
porque ofrece platos tedricos mayores y permite introducir mayor cantidad

de Selenometionina.

Cabe aclarar que al introducir la muestra de levadura a las
condiciones seleccionadas para la introduccién electrocinética (-5 KV, 20 s),
se observa un pico muy grande (Figura 12, pag. 40). Este pico puede ser el

Selenato que se introduce en mayor cantidad que la Selenocisteina, debido
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a que su bajo peso molecular le permite viajar mas rapido hacia el anodo;
finalmente se observa un solo pico que puede ser la union de los dos

compuestos (Selenato y Selenocisteina, no se observa Selenometionina).

006

004
Se-cys

0021 h

o ~ AWES
000 J—"2 Se04 | VPR, G S

00 02 04 0B O0& 10 12 14 1B 18 20 22 24
Minutes

Figura 12. Comparacién del a introduccién hidrodinamica (linea punteada)

con la introduccion electrocinética (linea continua) de la muestra de Selplex

El método utilizado desde este momento, en el capilar de 75 pm de
diametro interno, con 48.5 cm de longitud efectiva y 59 cm de longitud total,
incluia un lavado con buffer por 2 minutos a 20 psi, la introduccion de la
muestra hidrodinamicamente a 0.5 psi por 25 segundos, separacién a 25°C
aplicando —30 kV, recolectando los datos a 214 nm.

Se cambié a un de capilar 50 pm de diametro interno, 60.5 cm de
longitud total, 50 cm de longitud efectiva y se fijaron las siguientes

condiciones:
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» Buffer Boratos 10 mM, CTAB 0.5 mM
Lavado del capilar con buffer por 3 min. a 20 psi

Y

Voltaje de separacion 30 kV polaridad invertida
Temperatura del capilar: 25°C

Deteccion a 210 nm

Y Y VvV Y

cada analito y buffer diluido 1:10

Mezcla de los estandares con concentracion final de 30 ppm para

Al igual que con el capilar mas ancho se obtiene que la introduccion

hidrodinamica es mas efectiva usando una presién de 0.5 psi por un tiempo

de 25 segundos, mientras que para la introduccion electrocinética se

deberia usar -5 kV por 15 segundos (Figuras 13 y 14, pag 43).

100000 *~se-cys —®= selenato
- %" selento - ®-semet L% """ "C ®
80000 s P )
L4
60000 o
N "
40000 P
L4 “.
® - . ... ’ -
20000 " T % g =T
—— _ - .
g =
S 10 15 20 55

Figura 13. Platos tedricos en funcién del tiempo de
introduccion hidrodinamica (0.5 psi)

seq.
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80000 —*—se-cys —®= selenato

—&— selenito = ® - se-met
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N 40000 . ° I —— —— — — 1
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-H.
Dﬁ_..__./ -——. -

5 10 15 20 25

Figura 14. Platos teédricos en funcién del tiempo de nen

introduccion electrocinética 5 kV poiaridad invertida

También se comparo la sefial obtenida de los analitos que es el area
bajo la curva para determinar cual modo permite introducir una mayor
cantidad de muestra.

Tabla 4. Comparacién de las areas bajo la curva de los analitos con el tipo de
introduccidén de la muestra.

Analito Introduccion  Introduccién

electrocinética hidrodinamica

‘Selenocisteina 11359 6152
Selenato 32351 17789
Selenito 29301 18287
Selenometionina 7590 11903
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Con base a estos resultados se selecciono la introduccion
hidrodinamica porque nos permite obtener la mayor cantidad de

Selenometionina.

Para determinar con cual de los dos capilares utilizados se obtenian
mejores resultados, se compararon los platos tedricos obtenidos hasta
ahora con la optimizacion del tiempo de introduccion (Figura 15) y se
encontré que la separacién era mas eficiente en el capilar de 50 pm de

diametro interno, sobre todo para la Selenometionina.

selenito

O capilar 75 micras

selenato @ capilar 50 micras

se-cys
N

0 20000 40000 60000 80000 100000 120000

Figura 15. Platos tedricos en funcion de la introduccion
hidrodinamica a 0.5 psi 25 segundos.

Con estos resultados se decide seguir la optimizacion sélo con el

capilar de 50 um de diametro interno y 50 cm de longitud efectiva.
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B.2. Optimizacion del pH del buffer
Para optimizar el pH del buffer se prepararon las siguientes soluciones:
. Na,B,0; 10 mM CTABO.5mMpH 7
« Na;B;0; 10 mM CTAB 0.5 mM pH 8
« Na;B;0; 10 mM CTAB 0.5 mM pH 9
. Nay;B;0; 10 mM CTAB 0.5 mM pH 10
. Na,B;0; 5 mM Na,HPO4 5 mM CTAB 0.5 mM pH 10.5

Se realizo el analisis con las siguientes condiciones:

Lavado del capilar con buffer por 2 min. a 20 psi

v v

Introduccién hidrodinamica de la muestra a 0.5 psi, 25 s
Voltaje de separacion 30 kV polaridad invertida

v

Temperatura del capilar: 25°C

Y

» Deteccion a 210 nm
» Mezcla de los estandares con concentracion final de 40 ppm para

cada analito
El pH seleccionado para la separacion fue el de 10.5 debido a que es

el optimo para todos los compuestos, ademas de ofrecer los mejores
resultados para la separacion, como se aprecia en la Figura 16 (pag. 46).
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Figura 16. Platos teéricos en funcién del pH

B.3. Optimizacion del voltaje aplicado

Para determinar el voltaje 6ptimo de separacion se eligieron las

siguientes condiciones:

» Buffer Na,B4,O; 5 mM Na,HPO, 5 mM CTAB 0.5 mM pH 10.5

Mezcla de los estandares con concentracién final de 50 ppm para

4

cada analito

Introduccion hidrodinamica de la muestra a 0.5 psi, 25 s

v ¥

Temperatura dei capilar: 25°C
Deteccion UV a 210 nm

A 74

Lavado del capilar con buffer por 2 min. a 20 psi después de cada

Y

corrida.
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Figura 17. Platos tedricos en funcién del voltaje

El voltaje seleccionado fue de —25 kV (recordar la polaridad invertida

de los electrodos) por el efecto observado en la Selenometionina.
B. 4. Optimizacion de la concentracion del buffer

La optimizacion de la concentracién del buffer se realizd a las

condiciones establecidas anteriormente:

Lavado del capilar con cada buffer por 5 min. a 20 psi

Introduccién hidrodinamica de la muestra a 0.5 psi, 25 s

Voltaje de separacién 25 kV polaridad invertida

Temperatura del capilar: 25°C

Deteccién a 210 nm

Mezcla de los estandares con concentracion final de 40 ppm para

Y V V ¥V ¥V V¥V

cada analito
> Para cada buffer preparado se mantuvo constante la concentracion

de Boratos y CTAB, sélo se vari6 la de Fosfatos.
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Los resultados indican que se obtiene un mayor numero de platos

teoricos para la Selenocisteina vy

concentracion de 10 mM de Fosfatos.

la Selenometionina

con

la

50000 —¢ —se-cys —#& - selenato
—&—selenio - @ - se-met
40000 P o
/ b ~
30000 / P
N . — E it e . _— NS~
000 o TN s N7 ™
Y 3 ~
10000 " S R a e
Conc. Foffatos (mM)
0
5 10 15 20 25
Figura 18. Platos tedricos en funcion de la concentracion del
buffer. Boratos 5§ mM CTAB 0.5 mM pH 10.5 Fosfatos: 1) 5 mM, 2)
10 mM, 3) 15 mM, 4) 20 mm, 5) 25 mM

Sin embargo, se observo que el ancho de pico de la Selenometionina

aumenta proporcionalmente a la concentracién del buffer, como se observa

en la figura 19 (pag. 49) y en la tabla 5, por lo que se decidi6 usar el buffer

de concentracion 5 mM de Boratos y 5 mM de Fosfatos. Ademas con el

buffer de Boratos 5 mM Fosfatos 10 mM el tiempo de andlisis aumenta casi

1 minuto y se pierde simetria en el pico de Selenato, como se observa en la

Figura 19 (pag. 49).
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Tabla 5. Relacién del ancho de pico de la Selenometionina con la

concentracion del buffer.

CONC. |ANCHO
BUFFER |DE PICO
5-5 0.12
5-10 0.13
5-15 0.28
5-20 0.22
10-10 0.31
1 04 s -
Se-c\{;s i Se0, Se-met
0.04 10-10 i il
5-20 i ~
5 1 -
z A
:Iig-,l'1 L W P - — -
5-10 ki l" A
|r et L B ST LI LY PEErs .
0.00 5.5 _ilgii - Slmet
1 2 3 4 5
Minutes

Figura 19. Separacion de la mezcla de estandares usando Boratos - Fosfatos
CTAB 0.5 mM pH 10.5.
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B.5. Optimizacion de la concentracion de surfactante

Hasta ahora con la adicion de CTAB se habian obtenido buenos

resultados, de todas formas se decidio probar el bromuro de
trimetiltetradecilamonio (TTAB) y trabajando en las mismas condiciones
usadas anteriormente se obtuvieron los resultados mostrados en el

siguiente electroferograma:

= Se04
SeMet
0001 4
1 Se-cys
1 SeQ3
)
T oo
-0.001 4
05 10 15 20 25 30 35
Minutes

Figura 20. Separacion de la mezcla de estandares con Boratos 10 mM TTAB
0.5 mM pH 10.0.

Tabla 6. Datos obtenidos con el uso de TTAB como surfactante

Analito Tiempo de Area bajo Ancho
migracion lacurva  de pico
Selenocisteina 2.142 1532 0.06
Selenato 2.208 2471 0.06
Selenito 2.521 520 0.06
Selenometionina 3112 2466 0.06
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La resolucion obtenida con CTAB es de 6.7 (Selenocisteina t = 1.358
w = 0.03 y Selenato t = 1.625 w = 0.05 segun Figura 7, pag. 34) y la
resolucion obtenida con TTAB es sélo de 1.1 (Segun tabla 6 y ecuacion 4,
pag. 20), por lo que se decidio seguir usando CTAB como surfactante.

Las concentraciones de CTAB que se probaron fueron 0.25, 0.5. 0.75
y 1.0 (Figura 21), no se prob¢ una mayor concentracion para no rebasar la
concentracion micelar critica (CMC=1.3 mM) y -seguir en Electroforesis
Capilar de Zona. La concentracién éptima es de 1.0 mM.

HR —¢—se-Cys —=u- selenato

—&— selenito - @ - gse-met -

0.25 0.5 0.75 1
Conc. CTAB (mM)

Figura 21. Platos tedricos en funcién de la concentracion de CTAB
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C. Pruebas con diferentes tipos de buffer

El buffer usado de Boratos-Fosfatos pH 10.5 tuvo que ser preparado
diariamente, ya que el pH al siguiente dia de preparacion era ligeramente

menor a 10.5.

Se decidi6 probar si otros buffer con pK,’s mayores amortiguaban
mejor. Primero se probd con NH,OH 10 mM CTAB 0.5 mM pH 10.5, pero el
amonio absorbe mas que los analitos a 210 nm, y no se logré detectar

ninguno de los cuatro analitos.

Después se utilizé K,CO3 10 mM CTAB 0.5 mM pH 10.5 en el que se
observo que el orden de migracion de los analitos cambia con esta solucion
amortiguadora (Figura 22), aunque el pH es el mismo usado anteriormente,
los datos obtenidos para una mezcla de estandares de 40 ppm se observan

en la tabla 7 (pag. 53).

Se0,
0.004
Se0. Se-met

0.002
5 Se-cys
<

0.000

-0.002 _
0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 40
Minutes

Figura 22. Separacion de la mezcla de estandares usando K;CO; 10 mM
CTAB 0.5 mM pH 10.5.
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Tabla 7. Datos obtenidos con K;CO; 10 mM CTAB 0.5 mM pH 10.5
Analito Tiempo de Area bajo Ancho Platos

migracion lacurva de pico tedricos

Selenato 2.071 4286 0.07 19397
Selenito 2.233 5525 0.05 44198
Selenocisteina 317 1776 0.08 38096
Selenometionina 3.783 2996 0.09 39152

Se observa que el comportamiento es muy diferente al usar como
buffer Boratos (Figura 7, pag. 34), Fosfatos o Boratos-Fosfatos en
comparacion con el de Carbonatos (Figura 22), ya que la Selenocisteina
migra mas rapido que los otros tres compuestos, que siguen el orden de
prediccion (pag. 31) . En base a la figura 9 (pag. 37) de movilidades en
funcion del pH, podemos decir que el cambio de comportamiento se

presenta a pH mayor de 9.5.

Se decidié no usar el buffer de Carbonatos porque la linea base es
irregular y se pierde simetria en los picos de Selenometionina vy
Selenocisteina (Figura 22, pag. 52), afectando la integracion de los datos.

Se probaron ademas dos buffer organicos: Glicina 5 mM CTAB 1.0
mM pH 10.5 y 4-metilbencilamina 5 mM CTAB 1.0 mM pH 10.5. Con la 4-
metilencilamina se observo que la absorbancia del buffer es mayor a la de

los analitos y no se logré detectar ninguno de los cuatro analitos.
Con el buffer de Glicina la Selenocisteina no pudo ser analizada, ya
que aparece como varios picos mal definidos sin poder determinarse su

tiempo de migracién.
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D. Determinacion de otros factores que afectan el analisis

Al usar concentraciones bajas de los estandares se observaba la
aparicion de otros compuestos que aumentaban de area con el tiempo y el
aumento de temperatura. Estos factores retrasaron el trabajo, ya que las

muestras deben ser de reciente preparacion o estar refrigeradas.

Antes de seguir experimentando se decidié obtener los espectros de
absorcion de los estandares en un espectrofotometro (Figuras 23-27)
porque en los electroferogramas se observada la presencia de otros
compuestos en pequefia cantidad, sobre todo de Selenato al analizar cada

una de las soluciones stock.

T

260 220 240 260 280 300
Wavelength (nm)

sraph 6 - semet X, Y

Figura 23. Espectro de absorcion Selenometionina 200 ppm. Blanco: agua
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Graph 7 - secis X, Y

Figura 24. Espectro de absorcion Selenocisteina 200 ppm. Blanco: agua
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T 1
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Graph 8-Se03 X, Y

Figura 25. Espectro de absorcion Selenito 200 ppm. Blanco: agua
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Figura 26. Espectro de absorcion Selenato 200 ppm. Blanco: agua
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Figura 27. Espectro de absorcion Seleniometionina 200 ppm. Blanco:

Selenato 200 ppm

En el espectro de absorcion de la Selenometionina usando como
blanco agua (Figura 23, pag. 54) se observa una doble curva, mientras que
en el espectro de absorcion obtenido usando como blanco selenato (Figura
27) se observa so6lo un maximo. Esto es indicativo de una cantidad de
Selenato en la solucion stock de Selenometionina, recordando que esta se
prepara del reactivo puro por lo que el Selenato puede estarse formando de

la descomposicion de la Selenometionina.

Se puede suponer que este efectos ocurre de mismo modo en la
muestra de levadura analizada, por lo que si hay presencia de Selenato es
debido a la descomposicion de los selenoaminoacidos y no asi de su

comgposicicn original.

Con base a los resultados obtenidos de los electroferogramas y los
espectros de absorcion se decidié refrigerar las soluciones de estandares y
las muestras, ademas se tomé la cantidad necesaria de muestra una por

una para introducir al equipo antes de comenzar la separacion. Para seguir
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experimentando se cuido la temperatura y el tiempo de exposicion de los

estandares y de la muestra a las condiciones ambientales.

E. Preparacion de la muestra

Después de seleccionar las condiciones apropiadas de introduccién
de la muestra (Seccion B.1, pag. 38), se realizaron diferentes pruebas para

la preparacion de la muestra.

Primero se pesaron 3 muestras de 0.08 g y luego se disolvieron en
10 mL de los siguientes liquidos: agua, buffer diluido 1:10 y CTAB 0.5 mM;
todas las muestras se disolvieron por agitaciéon suave durante 3 minutos y
se filtraron al vacio en papel Whatman de 70um y luego se filtraron con

acrodiscos de 45 um para ser introducidas y analizadas (Figura 28 pag 58)

Las areas obtenidas para la Selenometionina eran mas pequefas a
las de la curva de calibracion (tabla 10, pag. 62) por lo que las muestras
tenian menos de 25 ppm de Selenometionina. Sin embargo, estas pruebas

permitieron obtener datos importantes.
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Figura 28. Separacion de la muestra de Selplex. Boratos 10 mM CTAB

Se-met

1.8 20 22

0.5 mM pH 10.0 Introduccion hidrodinamica 0.5 psi, 25 segundos.

Con base a las areas obtenidas (tabla 8) de Selenocisteina (6172),
Selenato (2928) y Selenometionina (1063) se pudo determinar la forma de

preparar la muestra (no se encontré Selenito en la muestra), considerando

que el CTAB es el mejor disolvente, ya que con los otros disolventes no es

apreciable la cantidad de Selenocisteina.

Tabla 6. Comparacién de las areas bajo la curva de los analitos en la

preparacion de la muestra con diferentes disolventes.

DISOLVENTE | Selenocisteina | Selenato | Selenometionina
AGUA 207 9400 922
BUfFER 1:10 605 2850 625
CTAB 0.5mM 6172 2928 1063
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Se realizaron las mismas pruebas, pero ahora disolviendo la muestra
con metanol, acetonitrilo, acetonitrilo-agua 1:1, metanol-agua 1:1 (Figura
29), obteniendo los mismos resultados con las mezclas que con los
disolventes sin agua (metanol igual a metanol-agua y acetonitrilo igual a
acetonitrilo-agua). Ademas con el uso de acetonitrilo se observa pérdida de
simetria en el pico de Selenometionina.

0.0100
Se-cvs | SeO.
0.0075 il o
_, 00050 CTAB .
< ) A
o I
1y I !
00025  MET-AGUA L
i
ACE-AGUA i
0.0000 | IO
0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35
Minutes

Figura 29 Separacion de la muestra de Selplex. Boratos 10 mM CTAB
0.5 mM pH 10.0. Introduccién hidrodinamica 0.5 psi 25 segundos.

Tabla 9. Comparacion de la areas bajo la curva de los analitos en la
preparacion de la muestra con disolventes organicos y CTAB.

DISOLVENTE Selenocisteina | Selenato | Selenometionina
CTAB 8093 3516 861
METANOL- 2311 13009 1968
AGUA 1:1

ACETONITRILO- 1452 2273 934
AGUA 1:1
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Como se observa en la Figura 29 (pag. 59) el area de Selenato
(13009) y de Selenometionina (1968) aumentan en gran proporcion con el
uso de metanol como disolvente en comparacion a las otras muestras. Se
supone una descomposicion de los selenoaminoacidos al ser disueltos en
metanol, debido a la elevada cantidad de selenato encontrada en la

muestra sélo al ser empleado dicho disolvente.
Para la preparacion de la muestra se determind que la disolucion en

CTAB proporciona la mayor cantidad de Selenocisteina soluble como en

observa en las Figuras 28y 29 (pag. 58-59).
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F. Método optimo

Con los resultados obtenidos del andlisis de los estandares y de la
muestra (mostrados en las secciones anteriores) se establecieron las
siguientes condiciones como Optimas parar la separacion de los

compuestos de Selenio contenidos en la muestra de levadura:

> Capilar de 50 um de diametro interno, 59 cm de longitud total,
48.5 cm de longitud efectiva.

» Buffer Na,B40; 5§ mM Na,HPO, 5 mM CTAB 1.0 mM pH 10.5

> Introduccién hidrodinamica 0.5 psi 25 segundos

» Voltaje de separacion 25 kV polaridad invertida o negativa

» Lavado del capilar con buffer por 1 min. a 20 psi después de
cada separacion

> Temperatura del capilar: 25°C

> Deteccion a 210 nm

» Las soluciones de estandares y la muestra se mantienen en

refrigeracion y deben prepararse antes de ser introducidas.
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G. Curvas de Calibracion

Con el capilar de 75 um d.i., 62 cm L;, 52 cm L, solo se realizo una
curva de calibracion de Selenometionina usando buffer de boratos 10 mM
CTAB 0.5 mM pH 10.2, introduciendo la muestra de manera hidrodinamica

por 5 s a 0.5 psi, usando un voltaje de separacion de —30 kV.

20000
A
15000 °
L ]
10000
5000
L Ppm

0

0 20 40 60 80 100 120 140

Figura 30. Curva de calibracion de selenometionina

Tabla 10. Datos de la curva de calibracion de Selenometionina

Se-met ppm Tiempo - Area -

25 2.237 2911

50 2237 6708
75 2.250 9547
100 2258 13218
125 2267 14605
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Se obtuvo un correlacion de 0.9818 y tiempos de migracién con un
coeficiente de variacion de 0.5841. El limite de deteccidn para este estudio

fue de 5 ppm.

Se realizaron varias curvas de calibracion con el método optimizado
para los 4 analitos. Sin embargo, no se pudo obtener una curva de
calibracion lineal para Selenato debido a que hay variaciones en el area del
pico, que no se pueden controlar manteniendo la temperatura constante ni

disminuyendo la exposicion de las scluciones stock a la luz y al aire.

Como se observa en los datos de las figuras 31, 32 y 33 todas las
curvas tienen una buena correlaciéon y hay una relacion lineal entre las

areas bajo la curva y la concentracion de los analitos.
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Figura 31. Curva de calibracion de Selenito
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Figura 33. Curva de calibraciéon de Selenometionina

Para la curva de calibracion se Selenato se us6 un reactivo estandar que se
obtiene a partir de Selenio metdlico que es oxidado y disuelto en HNO; al
5% (Figura 34, pag. 65) en la que se observa una relacién lineal entre la

concentracién y el area bajo la curva obtenida de los electroferogramas.
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Figura 34. Curva de calibracion de Selenato
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Se probd el uso de Selenito, Cloro en forma de LiCl y éxido de

mesitilo como estandar interno con el propésito de mejorar los coeficientes

de variaciéon (C.V.) de las areas. Aunque si se obtuvieron C.V. menores,

como se observa con el cloro (Tabla 11), se pierde la linealidad de las

curvas. Finalmente se decidié no usar ninguno de éstos compuestos como

estandar interno.

Tabla 11. Resultados de la correccion del area bajo ia curva de los

analitos en base al area bajo la curva del cloro

Area bajo Corregido

Analito la curva con cloro
Prom.| D.E. | C.V. |Prom.| D.E. |C.V.
Cloro 20476 (1304 | 6.37 -- --
Selenocisteina [19122[1177| 6.16 | 0.937 [1x107]0.14
Selenato 3099 | 936 | 30.2 [ 0.144 [1x10°[1.06
Selenito 3317 | 194 | 5.84 | 0.167 [1x107| 4.7
Selenometionina | 3886 | 445 |11.46( 0.197 [1x107| 4.0
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H. Analisis de la muestra de levadura

Se prepararon muestras de Selplex (2000 ppm de Se) el mismo dia
que las curvas de calibracién, pesando 0.033 g de la muestra de levadura y
disolviendo en 4 mL de CTAB 0.1 mM, filtrando una vez en acrodiscos de
0.45 mM. Se tomaron 2 mL del filtrado y se le agregaron 0.5 mL de SeO; de
200 ppm aforando a 5 mL, de esta solucion se tomaron 0.4 mL para
introducir al equipo y analizarla con el método optimizado, En la figura 35 se

muestran los resultados obtenidos.

0.003
Se-cys ! Se-met
0.002 ™M 50, w
- 0001
<
0.000 r
-0.001 SeOs

0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0
Minutes

Figura 35. Separacion de la muestra de Selplex preparado en CTAB 1.0 mM
usando Boratos 5 mM Fosfatos 5 mM CTAB 1.0 mM pH 10.5
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Tabla 12. Datos obtenidos de la muestra de Selplex de 2000 ppm de Selenio.
PDA - 210nm
Pico# Tiempo Area Altura Ancho
Selenocisteina 1.617 5587 2993 0.09
Selenato 1738 536 459 0.04
Selenito  1.883 2005 1636 0.06
Selenometionina  2.796 1168 695 0.07

Cuantificando con base a las curvas de calibraciéon se obtienen 2424
ppm de Selenocisteina (1139 ppm de Se) y 2918 ppm de Selenometionina
(1176 ppm de Se), lo cual concuerda con el contenido indicado para el
Selplex. La cantidad de Selenato es despreciable, Selenito no se encontro
en la muestra y el que se observa en el electroferograma fue el que se

adicion6 a la muestra.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se logré el desarrollo de un método de identificacion y cuantificacion
de cuatro compuestos de Selenio: Selenito, Selenato, Selenocisteina vy
Selenometionina, mediante Electroforesis Capilar; mejorando el tiempo de
analisis (3 min.) y los limites de deteccién (5 ppm) reportados en otros

trabajos.

El uso de CTAB 1 mM para la disolucién de la muestra (Sel-plex)
permitié extraer la mayor cantidad de analitos de la levadura enriquecida,

siendo éste el mejor pretratamiento.

El método desarrollado permitié la caracterizacion de una levadura
enriquecida con Selenio de uso veterinario, determinando que el contenido
de Selenoaminoacidos corresponde con el indicado por el fabricante. El
contenido de Selenio inorganico en la muestra es despreciable. Estos
resultados indican que los bolos fabricados a partir de el Sel-plex si

contienen Selenio organico.

La busqueda de las condiciones 6ptimas de analisis de los
selenocompuestos permiti6 conocer mas sobre su comportamiento en
diferentes sistemas de separacion, lo cual puede ser atil para futuros

trabajos relacionados con estos analitos.
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