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1.1.- Fundamento del empleo de hornoe de mloroondae en

Quimica.

La radiacién de microondas constituye una parte del
espectro electromagnético de longitudes de onda comprendidas
entre lmm y Im, lo que la sitta entre la radiacidén infrarroja

y la de las ondas de radio con una frecuencia de 30000 a 300

megahertzios (figura 1).

Figura 1li Zonae del eepeotro electromagnético.
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1.1.1.- Aplicaciones précticas de las microondas.

Aunque la radiaci6n de microondas ha sido aplicada con
éxito en el andlisis cualitativo y cuantitativo de molé&culas
gaseosas (Ewing 1966), mas que las aplicaciones
espectrosc6picas, han sido las aplicaciones précticas las que
han contribuido a popularizar el empleo de las microondas, y
asi, debe considerarse como punto de arranque del gran
desarrollo que en la actualidad tienen 1los generadores de
microondas el ‘empleo del radar durante la segunda guerra

mundial.

En la tabla 1 se 1indica una pequefia cronologia del

desarrollo de los sistemas de microondas.

Ahora bien, el campo en que las microondas han conocido
un mayor desarrollo ha sido, sin lugar a dudas, su empleo en

las operaciones de secado y calentamiento.

La proximidad del campo de frecuencias de las microondas
al de 1las ondas de radio es 1la raz6n por la que la
Conferencia de Ginebra de 1959 adopt6 la regulacién de cuatro
valores fijos de frecuencias para el uso cilentifico e
industrial de las microondas: 915 * 25, 2450 * 13, 5800 * 75,
22125 * 125 MHz, siendo la frecuencia de 2450 MHz 1la mas

ampliamente utilizada.
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Tabla 1: Cronologia del desarrollo técnico de los generadores
de nicroondas.

1919 Tubo de Barkhausen.

1935 Los hermanos Varian inventan el Klystron.

1940 Randall y Boot desarrollan el magnetron de cavidad
de alta potencia, que hizo posible los sistexas
efectivos de Radar.

1944 Kompfner inventa el <tubo de onda progresiva, que
indujo a una enorme intensificacién de las
comunicaciones por microondas.

Afios 60 Primeros elementos activos semiconductores que
como generadores de sefial débil y media comienzan a
reemplazar a los tubos.

1962 Descubrimiento del diodo Gum.

Posteriormente diferentes diodos que hacen uso
combinado del efecto de ocascada y del tiempo de
vuelo.

Diodo IMPATT (IMpact Avalanche y Transit Time).
Diodo TRAPATT (TRApped Plasma Avalanche Triggerool
Transit),

Afios 70 Sustitucién progresiva de 1los diodos por
transistores bipolares o tipo MESFBT (MEtal
Seniconductor Field Efect Transistor).

En 1952 ya aparece una patente en que se establece el
uso de las microondas para el calentamiento de 1los alimentos
(Spencer 1952) y posteriormente se desarrollaron aplicaciones
industriales que inclufan el tratamiento del carb6n para la
eliminacifén de 1los sulfuros orgénicos (Jacobs y col. 1982;
Rush y Onischak 1983; Bluhm y <col. 1986; Yang y WVu 1987;
Kusakabe y col. 1988); el secado de polimeros (Kumar 1982;
Vasilakos y Magalhaes 1984; Amano y Nakagawa 1987), cerémicas
(Baliut y col. 1987; Oda y col. 1987), y material fotografico
(Ertsgaard 1977; Minoda y Ogawa 1977); el procesamiento de

cerdmicas (Chabinsky y Eves 1985; Tinga 1988; Senise 1989;
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Fukushima y col. 1990), cer&micas superconductoras (Clark y
col. 1989), y materiales de . la 1industria metalGrgica
(Barnstey 1989); el "clinkering” de cemento (Quemeneur y col.
1983>; la manufacturacit6n de vidrio (Komatsu 1985), y geles
aluminosiliceos (Roy y col. 1985); el tinte (Sugimoto y col.

1975) y secado (Bhagwat 1988) de tejidos.

Las microondas se han empleado también en la industria
del petr6leo, en procesos tales como el hidrocraqueo
catalitico (Kirkbride 1981; Van y col. 1984)> y 1la
hidrodesulfurizacitn de alquitranes (Van y Kriz 1985); y en
" la industria maderera, en procesos tales como la eliminaci6n
de resinas (Matsushita 1984a), y de ceras (Matsushita 19840,
deshidrataci6n (Bozek y col. 1988), tratamiento de la corteza
para eliminar los insectos <(Dawson y col. 1990) y en la
utilizacién de materiales adhesivos para la madera (Sakata

1986; Sakukai y col. 1987).

También se han empleado en el tratamiento de residuos
agricolas para la produccifn de etanol (Magara y col. 1989),
- la wvulcanizaci6n del caucho (Le Rossignol 1987; Tedesko

1988) y en el secado de pastas (Smith 1984).

Se han desarrollado, ademis, aplicaciones en diversos
campos; entre los que caben destacar, 1la restauraci6n de
documentos de papel (Brandt y Berteand 1987); la restauracitn

del pavimento de carreteras (Terrel y Al-Ohaly 1987; Nemeth y
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Smith 1990); la destruccibn de residuos pléasticos (Holland
1988); pasteurizacit6n de aceites lubricantes (Elsmore y Hill
1985>; la preparacitn de pastillas para el control microbiano
en piscinas (Shimamura 1985); 1la esterilizacidn de liquidos
(Rosenberg 1977); la esterilizaci6n del aire (Suzuki y col.
1985); la separacif6n de aceites de las emulsiones de aceite
en agua (WVolf 1983; Fang y col. 1989; Hudgins y WVolf 1989);
el tratamiento de 1lodos de depuradora y aguas residuales
(Kreuter 1977; Austin y Abson 1980), la recuperacifn de Hg a

partir de desechos (Fujii 1986).

También se ha utilizado la acci6n de las microondas en
la 1industria de 1los detergentes. La irradiacit6n de los
detergentes se emplea para evitar la aglomeracifn durante su
almacenamiento (Konczak 1974), para eliminar constituyentes
volatiles <(Dugan y Welgemoed 1977), para determinar el
contenido en agua de detergentes s6lidos (Yamaguchi y col.
1977) o para determinar el contenido en sb6lidos de

detergentes liquidos (Benz 1978).

En la actualidad el uso doméstico de los hornos de
microondas se ha popularizado, y se emplean habitualmente
para descongelar (Dall”“Aglio y col. 1976), calentar y cocinar
alimentos (Korschgen y col. 1976; Dehne y col. 1983; Datta

1990; Kobayashi y col. 1990).
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La industria de 1la aliﬁentacién también enplea las
microondas; asi, se han descrito procesos de pasteurizacitn y
esterilizaci6n del aztcar <(Dostal y col. 1986), cazabe
(Cereda 1984), y salsas (Hiraide y col. 1687); en el
procesamiento de alimentos; separacitn de grasas en la
mantequilla (Belg 1981), fabricaci6n del chocolate (Hachiya
1989 y descristalizacit6n de 1la miel (Nikic y col. 1989); y
en la determinaci6n de humedad y de grasa en carne y en aves

de corral (Bostiam y col 1985; Collins y col. 1975, 1984).

1.1.2.- Los hornos de nioroondas como fuentes deo

calentaniento,

Cuando la radiaci6n de microondas atraviesa una muestra,
su energia es absorbida por la muestra con una velocidad que

depende de su factor de disipacibn.

El factor de disipaci6n (tag 6) es el cociente entre el
factor de pérdida dieléctrica de 1la muestra (€°°), y su

~

constante dieléctrica (€7); por lo que

tag 6 = €°7/€7

siendo la constante dieléctrica una medida de la capacidad de
la muestra para obstruir el paso de las microondas y el
factor de pérdida una medida de su capacidad para disipar

dicha energia.
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La disipacitn de 1la energia de las microondas en una
muestra condiciona su penetracitn; dependiendo también este
aspecto de 1la frecuencia de la radiaci6n; de manera que la
penetracién es proporcional a la inversa de la raiz cuadrada

de la frecuencia de las ondas.

La disipacifn de energia en una muestra es la causa de
su calentamiento y ba&sicamente se produce por dos mecanismos,
conduccitn i6nica y rotacién dipolar; que en la mayoria de

los casos tienen lugar conjuntamente.

La conducci6bn 1i6nica es la migraci6n de 1los 1i6nes
disueltos en el campo electromagnético aplicado, y supone una
disipaci6n de energia, en forma de calor, correspondiente a
un valor de i1-RR2, debido a 1la resistencia al flujo de los

iones.

La conduccit6n 16nica depende de la naturaleza y
movilidad de los 1iomnes y de su concentracifn en la
disolucif6n. Ademids, 1la disipacifn de 1la radiaci6én de
microondas, por este mecanismo, aumenta al aumentar la
temperatura, por lo que en la etapa final de calentamiento de
muestras en disoluci6n, &ste es el mecanismo que controla los

procesos de digestifn.
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El otro mecanismo que provoca el calentamiento de las
muestras en un horno de microondas es la rotaciémn dipolar.
Este proceso se debe al alineamiento, debido al campo
eléctrico creado, de 1las moléculas que poseen un momento

dipoclar permanente o inducido.

Al aplicar la radiacitn de microondas a una muestra que
contiene moléculas dipolares, &stas tienden a orientarse en
el campo »electromagnético creado, provocandose una
organizaci6n del sistema que, al aumentar la temperatura, se
desordena regresandc a la situacitn 1inicial y se libera
energia térmica. En la figura 2 se esquematiza este proceso

de orientaci6n-desorden.

Cuando se emplea una radiaci6n de 2450 MHz la
orientaci6én de las moléculas se produce 4,9 10® veces por
segundo y el resultado de este proceso de alineamiento-
desorden es un rdpido calentamiento de la muestra, que no se
transmite desde una fuente externa hasta la muestra, sino que

se genera en ella misma.

La eficacia del mecanismo de rotacit6n dipolar, en cuanto
al calentamiento de las  muestras, depende de las
caracteristicas de las moléculas que la integran; en especial
de su tiempo de relajacitn dielé&ctrica que a su vezAdepende

de la temperatura y la viscosidad.

10
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Figura 2: Comportamiento da laa molécula» da agua franta a 1la
radiacién da mioroondas.

La contribucidén de la rotacidén dipolar al calentamiento
de las muestras puede cuantificarse mediante el tiempo de

relajacidén dieléctrica (r) que es el tiempo gue se necesita

11
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para que las moléculas de la muestra regresen a su estado de
desorden en un 63%, .de manera que la mA&xima conversién de
energia por ciclo de muchos materiales ocurre cuando la
frecuencia angular de la energia de las microondas, expresada
en radianes (w), coincide con 1la 1inversa del tiempo de

relajaciébn; siendo la w = 2n de la radiacién.

En consecuencia, cuando la muestra presenta un valor de
1/ préximo a 2r se produce una elevada disipacién de 1la
energia, y en consecuencia un elevado rendimiento de los
procesos de calentamiento. Por el contrario si 1/7 es muy
distinto de 1la frecuencia angular de las microondas se

producira una baja disipacit6n de la energila.

El wvalor de 1/7 para el agua es mayor que el
correspondiente valor de w para una radiaci6n de 2450MHz y
ademis aumenta al aumentar 1la temperatura, por lo que a
temperaturas del orden de 100=C predominan 1los mecanismos de

conduccif6n i6nica frente a los de rotaci6n dipolar.

Hasta ahora solo hemos bhablado del efecto de 1la
frecuencia de 1las microondas sobre el calentamiento de las
muestras y serd preciso afiadir que para una frecuencia dada
(en general se emplea 2450MHzZ) el calentamiento de las
muestras es proporcional a 1la potencia aplicada, de manera
que el procedimiento habitual para establecer la potencia de

un horno de microondas consiste en determinar el incremento

12
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de temperatura, en grados farenheit, de una pinta de agua

(470 g) calentados durante 1 minuto (Van Zante 1973), ya que
AE = cmAT

siendo AE la energia absorbida, ¢ la capacidad calorifica del
agua, m la masa de agua y AT el incremento de temperatura; de
manera que,

P = AT.18,2

y midiendo AT podemos controlar la potencia de la radiacibn

de microondas aplicada.

Este comportamiento, claramente proporcional entre
calentamiento y potencia aplicada, es caracteristico de
moléculas muy polares, y asi por ejemplo el n-propanol se
comporta de manera anfloga al agua, mientras que el sulfuro
de carbono y el tetracloruro de carbono practicamente no se
calientan, y el palmitato de metilo presenta una curva de
calentamiento en funci6n del tiempo de exposicitn a la

radiaci6n que tiende a saturarse.

Como consecuencia de las consideraciones anteriores se
deduce que, a diferencia de 1lo que ocurre con una estufa
térmica, en que el calentamiento de las muestras se produce
por convecci6n, transmitiéndose la energia térmica desde el

horno hasta 1las paredes del recipiente, y desde alli a las

13
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molé&culas de la muestra, en un horno de microondas el calor
se genera en las moléculas polares que integran la muestra.
La radiaci6n traspasa el recipiente y se disipa térmicamente
en la propia muestra, generando calor en todas las
direcciones, sin que haya disipacifn en el recipiente ni en
los lentos procesos de conveccibn que rigen el calentamiento

desde una fuente externa.

La figura 3 esquematiza este proceso de calentamiento en

una estufa térmica y en un horno de microondas.

Figura 3: Comparacifon del calentamiento en una estufa térnica
y en un horno de microondas.

] |
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Las conclusiones pr&cticas de los procesos inducidos en
la dispersi6én de la energia de 1las microondas en un horno
son: un calentamiento muy ré&pido y un consumo de energia
mucho menor; por lo que es evidente que, por su rapidez y
econonia, los sistemas de microondas est&n destinados a
reémplazar totalmente a los métodos tradicionales: estufas,

placas calefactoras, digestores kjeldahl y muflas.

1.1.3.- Clasificacitn de los materiales sn su interaccida con

las nmicroondas.

En su interaccitn con 1las microondas los materiales se
pueden clasificar en tres tipos seglGn que absorban la
radiaci6n, calentandose, sean transparentes a 1la misma o

reflejen las microondas.

Los metales pertenecen al filtimo tipo de materiales, por
lo que, en general, se desaconseja la utilizaci6n de
recipientes metdlicos en 1los hornos de microodas. Sin
embargo, esta caracteristica de los metales es muy importante
y permite el disefio de los sistemas de guia de ondas y la

proteccitn de los usuarios frente a la radiaciftn.

Los materiales transparentes son aquellos que dejan
pasar las microondas a su través sin que se aprecie absorciéon

alguna. Esta propiedad permite utilizarlos como aislantes,

15
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que evitan la pérdidalde calor de las muestras, y 1los hace
particularmente adecuados para la construccitn de los

digestores.

Los recipientes de vidrio, cerdmica y algunos plasticos
son transparentes. Sin embargo, los recipientes de vidrio
llegan a calentarse cuando se exponen durante tiempos largos
a una elevada potencia. El tefl6n es el material mis adecuado
para construir digestores ya que es totalmente transparente a
la radiaci6én de microondas y tiene wuna gran estabilidad
térmica soportando temperaturas en esu interior de hasta
200=C, a diferencia del poliestireno que solo es estable por
debajo de 70=C. Un material muy utilizado también es el
policarbonato, que resiste muy bien los &cidos y tiene un

punto de fusit6n de 135=C (Walkins 1983; Matthes y col. 1883).

Neas y Collins (1988) han recopilado una serie de datos
de factores de disipacifn de distintos materiales frente a
una radiacitn de 3000MHz y a una temperatura de
aproximadamente 25°C. De dichos datos se deduce que frente a
un valor de tag § para el agua de 157, el cuarzo es el
material mAs transparente (tag 6=0,06), y el tefl6n (tag
6=0,15), polietileno (tag 6=0,31), poliestireno (tag 6=0,33)
y algGn tipo de cerfmica (tag 6§=0,55) pueden considerarse muy
transparentes, nmientras que el vidrio borosilicatado
(tagé=1,06>, wvidrio fosfatado <(tag 6=4,6), el plexiglas

(tagé=5,7>, el cloruro de polivinilo (tag &=5,5) y el nylon

16



Tesis Doctoral 1991 A.E. Morales Rubio

I

(tagé=12,8) se pueden considerar tambié&n como transparentes,
aunque disipen la energia de las microondas en una mayor

extensitn que los anteriores.

Los materiales compuestos por moléculas polares, y en
especial los liquidos, son absorbentes de la radiaci6n de
microondas y pueden calentarse f&cilmente en los hornos,
siendo &sta la base para su empleo en 1la aceleracién de

reacciones en disoluci6n y para la digesti6n de muestras.

En resunen, el diferente comportamiento de 1los
materiales frente a las microondas debe tenerse en cuenta
para la fabricacif6n de los distintos componentes del horno de
microondas y para la seleccibn de los digestores y los &cidos

en la disoluci6tn de las muestras.

1.1,4,.- Componentes de un horno de nmicroondas.

Los principales componentes de un horno de microondas
son el magnetrén, la guia de ondas vy la cavidad de

nicroondas.

El magnetrfn es el generador de las microondas y est&
constituido por un diodo cilindrico provisto de un céatodo y
un &nodo, y de un imsn que genera un campo magnético alineado

con el catodo. Entre el &nodo y el cAatodo se encuentra una
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serie de cavidades resonantes acopladas; que provocan dJque,
cuando se alcanza un potencial de unos miles de voltios en el
diodo, los electrones liberados, resuenen bajo la influencia
del campo magnético y hagan oscilar el magnetrdn, provocando
la emisién en una antena colocada bajo un tubo en el que se

ha hecho el wvacio.

La figura 4 muestra los componentes basicos del
magnetré4n Hitachi 2M170, en el que se pueden apreciar la

disposicién del catodo, el &nodo, la antena y el iman.

Figura 41 Coaponantas dal aagnatrén (Yaaa y Collina 1966).

output , Cathode
antenna

cooling
fins

Magnattc

anode Pk !

magnet stack
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Los magnetrones utilizados en 1los hornos de microondas
suelen tener una frecuencia de salida de 2450 MHz y
proporcionan una energia electromagnética de 600w para una

poténcia eléctrica de entrada de 1200w.

Una vez generada la radiacif6n, esta se focaliza hasta la

cavidad de microondas mediante una guia de ondas.

Las guias de microondas son conducciones metdlicas de
seccitn rectangular que permiten reflejar 1la radiaci6n y

orientarla hacia un objetivo.

Una guia de microondas de dimensiones a y b, como la que
se indica en la figura 5, en la que la relaci6n a/b es entre
2y 2,5 es capaz de propagar una onda electromagnética de
longitud de onda inferior a 2a. En la figura 5 se indica
también la orientacifn relativa de los campos elé&ctricos y

magnéticos, que constituyen la radiacién en la guia de ondas.

Este modo de propagaci6bn tan solo es posible para ondas
con 2a> X >a; existiendo otros modos de propagacifn mis

complejos para las demAs radiaciones.

En la préactica, la radiacit6n 6ptima para una guia es la
que corresponde a un valor de 1,3a y en general tan solo se
obtiene un buen rendimiento en el transporte de la radiacién

de X comprendida entre 1,1a y 1,7a.
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Figura 51 Esquema da una gula da ondaa Y orlantaoldn da loa
oaapoa aléotriooa Y nagnétiooa ralatlvoa a la radlaoldn an la
misma (Bwlng 1060,

1*0 Vil»

Al

clreme na»
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En un microondas doméstico, la radiacidén del magnetrédn
es enfocada hacia la cavidad y en ella se distribuye creando

caminos preferenciales gque provocan puntos mas callentes.

En los hornos de microondas desarrollados para el
trabajo analitico se han wutilizado dos estrategias; una
semejante a la de los hornos domésticos desarrollada por la
CEM Corporation y otra desarrollada por Prolabo que focaliza
la radiacidén en la muestra y que es la base de los sistemas
de microdigestién. En las figuras 6 vy 7 se pueden ver 1los

esquemas de ambos sistemas.
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Figura 6: Esquama dal horno da microondas da la CBX

Corporation. (Baas Yy Colllns 1966).
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Figura 7. Bsquama dal horno da mioroondas da Frolabo (Orillo

1969).
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La funci6n de la gufa de ondas es conducir la radiacién
desde el magnetrotn hasta 1la cavidad. Sin embargo, cuando se
trabaja durante periodos largos de tiempo a elevada potencia
y con una pequeffa carga de material absorbente, gran parte de
la radiacién que llega a 1la cavidad es reflejada y puede

llegar hasta el magnetr6n provocando su destrucciétnm.

Para evitar la concentraciédn de radiaci6n reflejada, los
hornos de microondas disefiados para la digestib6mn de muestras
suelen llevar un circulador terminal que emplea ferritas y
campos magnéticos estAticos para orientar 1la radiacién

reflejada hacia una cadmara en la que &sta se disipa.

La cavidad de microondas es el compartimento en que se
introducen los recipientes y las muestras, y en el que se
desarrollan los procescos de calentamiento y ataque. Suele ser
una cavidad en forma de prisma de base rectangular con un
volumen de 10 a 23 1litros; excepto en 1los sistemas
microdigestores de Prolabo en 1los que se emplean cavidades
mis pequefias disefifadas al efecto de acoplar en su interior

los digestores.

La distribuci6n de 1las microondas en la cavidad se
realiza siempre de la misma forma, lo que crea puntos de
mayor densidad de irradiaci6n y asi hemos comprobado que las
posiciones pr6ximas al fondo de un horno Balay estan mAs

irradiadas que las zonas cercanas al centro y a la puerta.
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Por ello, tanto en los hornos de cocina como en los disefiados
para la digestitn de muestras se emplean platos giratorios o
agitadores colocados a la salida de la guia de ondas que
permiten promediar 1la exposici6n de 1las muestras a 1la
irradiaci6én y, bien sea modificando 1la situaci6n de las
muestras, 0 alternando 1la orientaci6n de 1las microondas,

permitan un tratamiento uniforme de toda la carga.

Las paredes del horno de microondas son metdlicas y
facilitan 1la reflexién de la radiacién. Cuando é&sta
interacciona con un material absorbente se produce su

disipacitn, provocando el calentamiento del mismo.

En el trabajo de laboratorio, y en especial cuando se
digieren muestras con &cidos, es preciso tomar precauciones
para evitar el ataque de las paredes; para 1lo cual se han
empleado sistemas de extraccidn de bhumos, recipientes
cerrados, Yy una protecci6n especial de las paredes

consistente en un recubrimiento polimérico.

1.2.~ Interés en Quimica Analitica.

La mayor efectividad de 1los hornos de microondas para
producir el calentamiento de las muestras permite: realizar
el secado, favorece 1la digestifm con 4&cidos y acelera
reacciones quimicas que estidn controladas por una etapa

térmica lenta.
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De lo expuesto anteriormente sobre el fundamento de la
interacciftn de la radiacién de microondas con la materia se
desprende que los sistemas quimicos en 1los que el horno de
microondas puede aportar ventajas sustanciales vienen

determinadas por los siguientes aspectos:

X Naturaleza polar de las muestras o del medio de reacci6nm.

¥ Procesos que requieran un calentamiento.

X Procesos en los que 1los productos de reacci6n no se
descompongan con el aumento de temperatura, 1lo que podria
provocar su degradacit6n por falta de un control estricto de
las condiciones de reacci6tn o digesti6n. Esto, sin embargo,
no afecta a aquellos componentes que pueden desprenderse en
forma gaseosa a temperaturas comprendidas entre 100 y 200-=C
pues podrian retenerse en el sistema de reaccibn utilizando

un sistema hermético a presitn.

El secado de los materiales resulta de gran interés para
la preparacitn de muestras, y en este aspecto Hesek y Wilson
(1974) y Beary (1988) ha realizado un estudio sistemitico del

secado de muestras inorgénicas y orgénicas.

Para compuestos inorgénicos, tales como las sales
hidratadas, se obtienen muy buenos resultados para su secado

en horno de microondas y asi, un CuSO, con 5 moléculas de
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agua de hidrataci6n pierde  un 28,75% de peso (el valor
teb6rico seria 28,9%) en 25 minutos al 100% de potencia de un

horno CEM AVC-890.

Por otra parte el Na.HPO. 7Hz0 secado al 100% de
potencia durante 6 minutos pilerde el 47,2% de peso (el

contenido tebrico en agua es del 47%).

Estos resultados muestran dos aspectos del secado en
horno de microondas: por un lado su adecuacitn a este tipo de
muestras; ya que no se producen fenSmenos de descomposicitn o
de degradacitn y al final se cobtienen valores coherentes, y
por otra parte, evidencian que es preciso aplicar a cada tipo
de muestra un tipo diferente de tratamiento para asegurar el
secado completo; lo cual hace que el tiempo que se gana en su
enmpleo en rutina deba invertirse previamente en el estudio de

las condiciones.

En el secado de muestras de referencia de arcillas y
rocas dolomiticas los resultados publicados en la
bibliografia, con hornos de microondas y con estufa térmica,
parecen presentar algunas diferencias, lo que desaconsejaria
el empleo de los hornos de microondas para determinar el

grado de humedad de muestras certificadas (Beary 1988).

No obstante, en la aplicacién de las microondas para el

secado de materiales inorgénicos cabe destacar su utilizacién
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para el tratamiento de materiales radiactivos: secado de
muestras hidratadas de UO, (Haas 1978), conversi6n de los
nitratos de U y Pu en sus correspondientes 6xidos (Matsumaru
y col. 1082), 1incineraci6n de materiales combustibles
radiactivos (Gombert y col. 1982; Takusagawa y Masaki 1983),
concentracitén (Matsumoto 1985) y solidificaci6n (Genthner y

col. 1988) de liquidos radiactivos.

También se han empleado en la deshidrataci6n de zeoclitas
(Roussy y Chenot 1981; Roussy y col. 1983, 1984); en la
conversitn de hidré6xidos de tierras raras en los
correspondientes 6xidos (Matsumoto y c¢ol. 1987); y en el
secado de: arcillas, para su anflisis por difraccit6n de
Rayos-X (McCallister 1986), s6lidos (Collins y Gilman 1988),
carb6n (Jacobs 1084), fertilizantes, para la determinaci6n de
P.Ow (Melton y Hoover 19881), lodos, para la determinacitn de
As (Vangy y col. 19083), muestras biolégicas (Koch 1980) y
muestras vegetales (Stephenson y Gaines 1975) para la
determinaci6én del contenido de elementos met&licos y N;
secado de BaSO, (Tadros y Frazier 19060), de compuestos CaCO,-
Fe>0x (Worner y Standish 1989), y de materiales refractarios
(Routschka y Bauling 1990); y también en la determinaci6n del
contenido de agua en arenas de fundici6n (Komatsu 1983),
lodos (Bidlingmaier 1976), y 1lignito (Veber y Praxmarer
1983>; y del contenido de s6lidos en suspensifn en agua (Vang
y col. 1982) y en 1lodos <(Verink y col. 1981; Campbell y

Crescuolo 1982),
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La comparacitn de los hornos de microondas con las
estufas de vacio para el secado de muestras orgénicas también
proporciona diferencias significativas en muestras de leche
en polvo y en muestras de carbé6n. Los resultados parecen
indicar que en el secado de muestra org&nicas en horno de
microondas puede provocar errores por exceso debido a la

posible descomposicibdn de las mismas (Beary 1988).

A pesar de ello, 1los hornos de microondas se han
empleado en el secado, 1liofilizaci6n y pasteurizaci6n de
productos farmacéuticos (Garbagnati 1985; Cliff 1986) y en la
determinaci6n del contenido de humedad en productos carnicos

(Hult 1981) y en productos lacteos (De Menzzi y Rogate 1981).

En consecuencia, los hornos de microondas pueden
emplearse para realizar un ré&pido secado previo de las
muestras, pero deben utilizarse con prudencia para fines
cuantitativos de determinaci6n del grado de humedad de las

muestras.

Mayores posibilidades analiticas tienen otroé campos que
se tratarén en esta Tesis, tales como: la aceleracif6n de
reacciones en hornos de microondas, la digestitn de muestras
por via hGmeda y la calcinacifn de muestras en un horno-mufla

de microondas.
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El propt6sito de esta Tesis es 1la puesta a punto de
métodos analiticos, basados en el tratamiento de las muestras
en horno de microondas, con el objeto de realizar

aportaciones originales en tres campos:

X La aceleraci6n de reacciones de interé&s analitico, en
horno de microondas, objeto de la Parte I, en la que se
ha estudiado 1l1la hidr6lisis de ©benzodiacepinas para
obtener benzofenonas y la hidr6lisis &cida de albfimina
en sus correspondientes aminoAcidos, determinando el
grado de avance de las reacciones por espectrofotometria

uv.

X La digesti6n de muestras (lodos y catalizadores) por via
hGtmeda, en horno de microondas, y determinacibn de
elementos minerales por espectrometria atbmica, que se

trata en la Parte 1II.

X El disefio y puesta a punto de una mufla de microondas
para la calcinacif6n de muestras, empleada en la
determinacién de una serie de elementos minerales por
espectrometria atSmica en muestras vegetales, constituye

el objeto de la Parte III.
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I1.,0,- Reacciones en hornos de nicroondas.

La principal ventaja del empleo en el laboratorio de los
hornos de microondas es su gran eficlencia térmica, que
permite un rapido calentamiento de las muestras y de las
mezclas de digesti6én y por 1lo tanto, al 1igual que se
favorecen procesos como el secado y 1la disoluci6n de
muestras, podrian acelerarse otros procesos que vinieran
gobernados por una etapa térmica, siempre y cuando tuvieran
lugar en un medio lo suficientemente polar como para que se
produjera 1la absorcitn de 1la radiaci6n de microondas por
alguno de los dos mecanismos b&sicos: 1la rotaci6n dipolar y
la conducci6én 1i6nica. En consecuencia, cualquier reaccitn
_entre dos compuestos que de lugar a un determinado producto;

como por ejemplo:

podria acelerarse y mejorar su rendimiento siempre y cuando
el producto C fuera estable frente a 1la radiacién de
microondas y los compuestos A y B absorbieran la misma con

cierta eficiencia.
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En el fondo, la disolucibn y digestibén de muestras, que
es el aspecto mAs desarrollado en la literatura analitica, es
una reaccitn heterogénea entre un &cido A y una muestra
s6lida B que produce la formacitdn de especies solubles de la
muestra C. Sin embargo, en este tipo de procesos 1lo que
predonina es la descomposicitn de la matriz, su oxidaci6n por
los &cidos y el desplazamiento de las sales met&licas por los
aniones de los &cidos empleados en el ataque, y hasta 1986 no
se ha propuesto el empleo de 1los hornos de microondas para
acelerar reacciones en el laboratorio; esto es , en procesos
de sintesis en los que a partir de una mezcla reaccionante no
solo se destruyan las estructuras, de una forma mAs O menos
controlada, sino que se generen otras formas quimicas

estables.

Hasta el momento se han publicado pocos trabajos en los
que se describe el empleo de 1los hornos de microondas para

acelerar reacciones orgénicas.

Las reacciones que han sido estudiadas, entre otras son:
la hidr6lisis de benzamida a &cido benzoico, la oxidaci6n del
tolueno a ad4cido benzoico, la esterificaci6n del Acido
benzoico con diferentes alcoholes, la reacci6n de sustitucitn
nucleofilica bimolecular entre el 1ion 4-ciano fen6xido y el
cloruro de bencilo (Geyde y col. 1986), la reaccit6n de Diels-
Alder, la reaccitn de Claisen y las de tipo -eno (Giguere y

col. 1986).
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A continuacitn se discutirdn algunas de las ventajas que
ofrecen los hornos de microondas en estos proceso y se
detallardn algunos aspectos particulares de 1los mismos,
presentando especial atencién a las condiciones de reaccitn,
eleccitn de los disolventes y los reactores, potencia de la

radiacifén y tiempo de reacci6n.

1.0.1.- Conmportaniento de los disclventes orgénicos en los

hornos de microondas.

Ya hemos visto que son las moléculas polares 1las que
mejor absorben 1la radiacitdn de microondas y, probablemente,
el hecho de que el agua sea una de las moléculas con mayor
coeficiente de disipacitn de la energia de las microondas ha
desanimado a muchos investigadores para tratar de llevar a

cabo reacciones orgénicas en otros medios.

Sin embargo, algunos disolventes organicos pueden llegar
a alcanzar ripidamente temperaturas muy altas en un horno de
microondas. Gedye y col. (1988) han tratado muestras de 50mL
de distintos disolventes durante 1 minuto en wun horno de
microondas convencional, utilizando una potencia de 560w y
recipientes abiertos, comparando las temperaturas alcanzadas.
Los compuestos menos polares précticamente no se calientan,

los &éteres y las aminas terciarias apenas se calientan. Los
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alcoholes con elevado peso molecular son malos absorbentes.
En general sorprende que los alcoholes ligeros, los ésteres y
algunos derivados halogenados alcancen temperaturas incluso
superiores a las del agua. En particular la DMF, el butanol y
el pentanol serlan excelentes medios de reaccifn en vista a

acelerar las reacciones en un horno de microondas.

Un estudio de 1la regresitn entre el incremento de
temperatura que experimentan en un horno de microondas
pequefios volGmenes de diferentes disolventes y su constante
dieléctrica ha revelado la existencia de un coeficiente de
correlacién 1lineal de 0,92; por lo que la constante
dielé&ctrica de un disolvente puede considerarse un buen
estimador de su capacidad para absorber la radiaci6n de

microondas.

Giguere y col. (1986) han realizado un estudio andlogo
de 1la velocidad de calentamiento de 1 g de diferentes
disolventes (dimetilformamida, n-hexano, dietilenglicol, n-
metilformamina, acetonitrilo, etanol, acetona y p-xileno) en
tubos de vidrio cerrados, 1llegando a la conclusi6n de que
todos estos disolventes alcanzan temperaturas superiores a
los 150"C en menos de 4 minutos. Sin embargo, los recipientes
estd4n rodeados de un aislante de vermiculita (silicato
anhidro de hierro, aluminio y magnesio) que tiene por
finalidad absorber los gases en caso de explosién y los datos

anteriores pueden tomarse solo a titulo indicativo; ya que el
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calentamiento se debe principalmente a la conveccit6n desde 1la
vermiculita hasta el tubo del disclvente. Si se prescinde de
la capa de vermiculita el hexano alcanza, al cabo de 2
minutos, una temperatura estable de tan solo 56-C y el
etilenglicol de 180°C al cabo de 4 minutos; por lo que los
datos de Giguere deben considerarse tan soclo, en la
perspectiva de las ventajas que puede aportar el empleo de
medios fuertemente absorbentes para favorecer por conveccitdn
la aceleracion‘ de reacciones en medios escasamente

absorbentes.

Ademds de 1la polaridad de las moléculas que reaccionan
entre s8I hay que tener en cuenta el medio en que se
encuentran, y asi, disoluciones diluidas de propanol en
octano se calientan muy lentamente ya que el calor generado
por las moléculas de propanol se disipa por conveccifbn en el
disolvente apolar. No obstante, este efecto selectivo del
calentamiento es una faceta muy interesante que atn no ha
sido explicada convenientemente y de 1la que cabe esperar
muchas sorpresas; ya que podria dar 1lugar a reacciones
especificas entre grupos polares o entre moléculas de

polaridad andloga en un medio de reacci6n apolar.
Por otra parte, un aspecto interesante del calentamiento

es que la aceleracitn de reacciones homogéneas y heterogéneas

es practicamente idéntico.
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Respecto a la eleccitn del disolvente, es de destacar
que el grupo de Gedye (1986, 1988) ha encontrado los mayores
aumentos de velocidad en metanol, mientras que las reacciones
en agua Yy en alcoholes de elevado punto de ebullici6n
presentan una menor aceleraci6n. En concreto, en la
esterificaci6n del &cido benzoico con una serie homSloga de
alcoholes se obtuvo una relacitn 1inversa del aumento de

velocidad con la temperatura de ebullicién del alcohol.

1.0,2,~ Variables experimentales en el control de las

reacciones.

Ademids de la eleccitn del disolvente, los pardmetros que
controlan la velocidad de calentamiento de los sistemas en un
horno de microondas son la potencia aplicada, la cantidad de
muestra y el volumen del reactor y son &stas las principales
variables que habrd que controlar para obtener los miAximos

rendimientos de reacci6n en el menor tiempo posible.

La potencia aplicada modifica dristicamente la
temperatura y la presi6n que alcanzan 1los disolventes

orgdnicos en los reactores a presiOn.

Como ejemplo se pueden citar los datos de Geyde y col.
(1988) &sobre 1la preseitn alcanzada por el 1l-propanol en

funcién del nivel de potencia aplicada, a partir de los
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cuales se deduce que cuanto mayor es la potencia empleada,
mayor es la presifén que se alcanza y miAs répidamente se

obtiene.

Debido a 1l1la mayor eficacia en el calentamiento de la
nezcla de reaccié6n, al aumentar la potencia se cbtiene, en la
mayoria de los casos, una aceleracifn de las reacciones; asi,
la sintesis del n-propilbenzoato transcurre hasta wun 41% con
una velocidad 60 veces mayor en un horno de microondas que a
reflujo, a una potencia de 560w, y con una velocidad 180

veces mayor cuando se aplica una potencia de 630w.

El volumen del reactor donde se lleva a cabo la reaccibn
es otro pardmetro a controlar ya que, para un mismo volumen
de mezcla de reactivos, la presifn que se alcance en el

reactor va a depender de su volumen.

Empleando reactores de 50, 120 y 300mL de capacidad
Geyde y col. (1988) estudiaron la reaccifn entre el i6n 4-
cianofen6xido y el cloruro de bencilo en met;nol; tomando las
mismas concentraciones y voltmenes de reactivos en todos los
casos comprobaron qﬁe mientras en el reactor de 50mL se
obtenfia un 65% de rendimiento de la reaccifn en tan solo 35
segundos, se requerfia 1 minuto y 33 segundos empleando un
volumen de 120mL y un tiempo de 3 minutos cuando se empleaba
un volumen de 300mL; por 1lo que en comparacifmn con la

reacciébn clasica el factor de aceleraciétn en un horno de
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microondas se reducia de 1240 a 240 veces al aumentar el
volumen. Este efecto cabe relacionarlo con el hecho de que la
temperatura de ebullici6n del 1l1liquido es mayor cuanto més

elevada es la presiOn.

Todo ello apuntaria a que el efecto de las microondas es
fundanentalmente térmico y asi, la sintesis de
n-propilbenzoato en horno de microondas y en bafio de aceite a
160=C tiene lugar con un rendimiento del ©94% en solo 4

minutos en ambos casos.

El volumen de la mezcla de reaccitn es otro parametro a
tener en cuenta; ya que del mismo depende, para un volumen

fijo del reactor, la preseibmn que se alcanza en este.

Cuando el volumen de un disolvente, metido en un reactor
de teflén y socmetido a 1la radiaci6n de microondas, es
bequeﬁo, la presi6n aumenta a medida que el volumen aumenta,
alcanzdndose un valor 6ptimo a partir del cual un aumento de

volumen de disolvente no supone un calentamiento m&s répido.

Si tratamos de obtener el m&ximo rendimiento de una
reaccif6n; para unas condiciones fijas de volumen de
reactantes y de reactor, se deber&n incrementar la potencia

aplicada y el tiempo de digestién.
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1.0.3,~ Reaccionss llevadas a cabo en hornoe di aicroondas.

A continuacifn se comentan, brevemente, las principales
reacciones llevadas a cabo en hornos de microondas,
destacando las ventajas obtenidas por comparaci6én con los

sistemas convencionales de calentamiento.

1,0,.3,1,- Reacciones de oxidacifn,

El tolueno se oxida a &cido benzoico por el permanganato
en medio baAsico. La reaccifn se lleva a cabo a reflujo y en
25 minutos se obtiene wun rendimiento del 40%. Geyde y col.
(1988) obtienen el mismo rendimiento utilizando wun horno de

microondas aplicando una potencia de 560w durante 5 minutos.

1.0.3,2,- Reacciones de ssterificacion.

El Acido benzoico reacciona con los alcoholes en medio
H-S0, para dar los correspondientes &steres. Estas reacciomnes
proporcionan rendimientos muy altos, superiores al 75%, para
un tiémpo de reaccifén de varias horas que depende de la
naturaleza del alcohol. Cuando las reacciones de
esterificacitn se llevan a cabo en un horno de microondas,
empleando una potencia de 560w durante 5 a 20 minutos se

obtienen rendimientos del mismo orden (Geyde y col 1988).
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La reacci6n en horno de microondas tiene un rendimiento
miximo del 79% y a una temperatura de 134-137=C que no
depende del alcohol utilizado y sI de la potencia aplicada.
Cuanto mas lentas y mayores eson las limitaciones de
temperatura en la reacci6n a reflujo mayor aceleracifn se
obtiene empleando el horno de microondas; ademis, el estudio
previo de la influencia de las variables experimentales, en
especiﬁl de 1la potencia aplicada, permite acelerar aGn més

las reacciones.

1.0.3.3.- Reacciones S,=z,

El 16n cianofenf6xido reacciona con el cloruro de
bencilo, en medio metanol, mediante un mecanismo de
sustitucién nucleofilica bimolecular para formar el
4-cianofenilbenciléter. Esta reaccitn tiene 1lugar a reflujo
con un rendimiento del 65% en 12 horas y del 89% en 16 horas.
En un horno de microondas el tiempo se reduce a tan solo 35
segundos con un rendimientb del 65% y alcanz&ndose un
rendimiento del 93% en 4 minutos empleando una potencia de

560w (Geyde y col. 1988).
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1.0,3,.4,- Reaccitén de Diels=-Alder.

La reacci6n de Diels—Alder es uno de 1los métodos mis
valiosos para obtener alquenos ciclicos de 6 eslabones. Las
reacciones no siempre son rapidas, y en ocasiones se llevan a
cabo a reflujo requiriendo hasta 72 horas. Takano y col.
(1989 han llevado a cabo la racemizaci6n de
(«)-vincadiformina en DMF; y el grupo de Giguere (1986,
1987) ha estudiado algunas de estas reacciones y ha comparado
los resultados obtenidos a reflujo con los encontrados en
horno de microondas, empleando tubos de reacci6n protegidos
por un revestimiento de vermiculita, que actfia a su vez como
absorbente de 1la radiaci6n de microondas. Los siguientes
ejemplos dan una idea de la aceleracifn de las reacciones que

se pueden obtener.

La reacci6n del antraceno con el anhidrido maléico
transcurre en 10 minutos con un rendimiento del 90% cuando se
emplea p-xileno como disolvente y una temperatura de 138-=C,
En horno de microondas la reacci6n alcanza un rendimiento del

92% en tan solo 3 minutos siendo la temperatura de 160-187-C,

La reaccién

| I MeQ,C

COzMe  meo, aMe
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requiere 72 horas a 101°C en dioxano para obtener el 900% de
rendimiento y en p-xileno se alcanza un 67% calentando
durante 4 horas a 136=C. Por su parte, cuando se emplea un
horno de microondas la reacci6n alcanza un rendimiento del

87% en solo 10 minutos, siendo 1la temperatura alcanzada de

325-361-C cuando se emplea p-xileno como disclvente.

La reaccién

@ Toze‘ - D m
~ < CO,EH
|| -
|

X
CO,Et

2 CO,E! W\

requiere 5 horas de calentamiento a 150°C para cbtener un
rendimiento del 81%, pero en horno de microondas se obtiene

un rendimiento del 55% en tan solo 12 minutos alcanzandose

una temperatura de 325-361-=C,

La reaccién

fost! o

\:O:/ . l“ 7 7 CO,Et
| CO, €t
COgEl

transcurre con un rendimiento del 68% calentando a 100-C

durante 4 horas, mientras que en horno de microondas se

obtiene un 66% en 10 minutos, alcanz&ndose temperaturas entre

325-361~C.
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La reaccién

H

}?‘:) &I*@

requiere 72 horas para alcanzar un rendimiento del 89% a
195=C y se alcanza un rendimiento del 75% en dos horas. En
horno de microondas se 1llega a alcanzar una temperatura de

400-425-C en 15 minutos y el rendimiento es del 25%.

1,0,3,8,= Transposicitn de Claisen.

El é&ter alilfenilico se transpone a o-alilfenol con un
rendimiento del 85% a 220=C para un tiempo de reacci6n de 6
horas; alcanz&ndose un rendimiento del 17% en 6 minutos
cuando la temperatura es de 3202C, En un horno de microondas
(Giguere y col. 1986) la reacci6n transcurre hasta un 21%
cuando se somete al compuesto a una potencia de 600w durante
10 minutos. Utiliz&ndose como disolvente dimetilformamida la

reaccin transcurre hasta el 92% en tan solo 6 minutos.

El empleo de un disolvente adecuado como medio de
reaccifn parece ser un aspecto particularmente importante en

las reacciones de transposicién y no es de extrafiar que el

47



Tesis Doctoral 1991 ' A.E. Yorales Rubio

rendimiento obtenido en DMF sea mejor; ya que este disolvente

se calienta de manera miAs eficaz (Geyde y col. 1988).

Otro ejemplo de reaccitn de transposicibn:

Otde " OMe OMe

que transcurre en estufa térmica con un rendimiento del 71% a
265=C, para un tiempo de calentamiento de 45 minutos, y con
un rendimiento del 92% en 12 minutos cuando la temperatura es
de 320=C puede acelerarse en horno de microondas, habié&ndose
obtenido rendimientos de entre el 71 y el 87% en menos de 10
minutos en distintas condiciones; siendo de destacar que se
alcanza un 87% en tan solo 90 segundos cuando se emplea como
disolvente la n-metilformamida (Giguere y col. 1986). Estos
Gltimos datos parecen indicar que mé&s que la temperatura, es
el disolvente el factor que controla el rendimiento de 1la

reacci6n.

1.0,3.6,.- Reaccionee ~eno.

Otro ejemplo de reaccitn de reagrupamiento

intramolecular es la que se indica a continuaci6n:
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que transcurre a 180°C con un rendimiento del 60% al cabo de
12 horas ¥y que en horno de microondas alcanza rendimientos
del 62% en tan solo 15 minutos de exposicifn a una potencia
de 600w habiéndose medido temperaturas entre 400 y 425<C en

estas condiciones (Giguere y col. 1986).

1.0.3.7.- Reacciones de sintesis de derivados.

En el anélisis cualitativo orgé&nico la caracterizaci6n
de los compuestos se realiza por comparacitn de los productos
de fusi6n de los compuestos de partida y de los derivados
sintetizados a partir de ellos, con los datos tabulados para

cada grupo funcional.

Gedye y col. (1988) han propuesto el empleo de un horno
de microondas para 1la sintesis de 4-nitrobencilésteres a
partir de 4&cidos carboxilicos, 4&cidos ariloxiacéticos a
partir dé los correspondientes fenoles, oximas a partir de
aldehidos y cetonas, y &cidos carboxilicos a partir de

ésteres. En la tabla 1.1 se resumen las ventajas del empleo
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sintesis de estos

de 1los hornos de microondas para la

centra en 1la reduccién en el tiempo de

derivados que se

reaccitn, desde una hora hasta 2 minutos, mantenié&ndose

practicamente constante el rendimiento de las reacciones.

Tabla 1.1:1 Carascteristicas del explec de 1lcs bhorancs de
microondas para la sintesis de derivados.
Conpuesto Derivado Tiempo reaceién R(%)
reflujo ) to) reflujo MO
Acido 4-nitroben-
oinédnico ocilester 1.8h 120e 26 30
2-naftol Acido aril-
oxiacetico l1h 120s 14 13
Benzoato da Acido
metilo oarbvoxilico 1k 180s -1} 84
Benzofenona Oxima 2h 120s -1.] 71

Las reacciones anteriores se realizan en agua y en medio

badsico <(para 1la sintesis de 4-nitrobencilester, el &cido

en medio

ariloxacetico y 1los A4cidos carboxilicos) y

piridina-etanol para las oximas.
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1,0.3,8,- Otras reacoicnes de sintesis,

Es en este tipo de reacciones donde ha habido un salto
importante en la aparici6n de trabajos publicados durante los
Gltimos afios. De todos ellos destacan: la sintesis de
polipéptidos (Harada y col. 1986; Yanagawa y col. 1990),
sintesis de faArmacos (Linders y col. 1988) y radiof&rmacos
(Hwang y col. 1987), sintesis de heterociclos (Bose y col.
1990) y sintesis de compuestos organometi&licos (Alil y col.
1989, Baghurst y col. 1989; Baghurst y Mingos 1990; Baghurst

y col. 1990).

También han aparecido en la bibliografia procedimientos
de sintesis en seco; es decir, se absorben 1los reactivos
sobre un soporte inorgénico y este se irradia con microondas.
As! se han sintetizado indoles (Villemin y col. 1989), se han
llevado a cabo alquilaciones (Bram y col. 1990; Villemin y

Allounm 1990) e isomerizaciones ( Ben-Alloum y col. 1989).

Las Gltimas tendencias se centran en 1la realizaci6n de
reacciones de sintesis en hornos de microondas mediante
inyeccibn en flujo continuoc. Chen y col. (1990) han propuesto
la sintesis, a escala preparativa, mediante <c¢inco tipos de
reacciones diferentes: esterificacitn del dcido
P-hidroxibenzoico con metanol y l-butanol, racemizaci6n de
aninodcidos Gpticamente puros en A&cido acético, hidr6lisis

dcida de sucrosa en glucosa y fructosa, reaccifn Sy del
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fen6xido con cloruro de bencilo vy, la ciclaci6n del

1,4-butanodiol y del dietilenglicol.

1.0,.3.9,- Reacciones de hidrélisis,

La benzamida se hidroliza a &cido benzoico en medio
sulfGrico con un rendimiento del 90% tras 1 hora de
calentamiento a reflujo, mientras que en horno de microondas
se alcanza el 99% en tan solo 10 minutos utilizando una

potencia de 560w (Geyde y col. 1986,1988).

En un trabajo previo de nuestro grupo de trabajo, se
llevs a cabo la hidré6lisis de diacepan a
l-metilaminoclorobenzofenona <(de 1la Guardia y col. 1989c),
consiguiéndose, en tan so0lo 5 minutos y empleando una
potencia de 560w, que 1la reacci6n fuera completa, con la
consiguiente mejora respecto a otros métodos en reactores
abiertos (Lafargue y col. 1971) o a presi6n (de la Guardia y

col. 1989ba>d.

En 1los <dGltimos afios también se han empleado las
microondas en 1la preparacitn de muestras para el anilisis
aminodcidos. A este respecto se ha realizado la hidré6lisis de
polipéptidos y de proteinas (Chen y col. 1987; Yu y col.
1988; Chiou y Vang 1989; Pecavar y col. 1990; Voodward y col.

1990).
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Otros procesos de hidr6lisis 1llevados a cabo en hornos
de microondas para el andlisis de metabolitos primarios
incluyen el tratamiento de +triglicéridos (Lie y col. 1988),
de almid6n (Straathot y col. 1988), de resinas (Yu y col.
1988), racemizaci6n de aminodcidos (Chen y col. 1989), y la
hidr6lisis de nucle6tidos (Sun y col. 1988; Jahngen vy col.

1991).

En general, se puede concluir que el empleo de los
hornos de microondas para la aceleracifn de reacciones es un
tema relativamente reciente, cuyo interés va en aumento y en
el que todavia son necesarios muchos estudios para establecer
con claridad 1la influencia de las condiciones experimentales
sobre 1los procesos de reacciotn y desarrollar nuevas

aplicaciones.
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1,1,1,=- Objetive,

En esta parte de 1la tesis se ha desarrollado un método
para realizar la hidr6lisis de una serie de benzodiacepinas a
sus correspondientes benzofenonas, de una forma répida y

cuantitativa.

Se ha escogido esta reaccién porque es de gran interés
en el andlisis farmacé&utico y clinico, especialmente por su
utilizacién como etapa previa en la derivatizaci6n de estos

farmacos para su anadlisis cromatografico.

El procedimiento wutilizado para el seguimiento de la
reacci6tn ha sido la determinacién del porcentaje de
benzofenona formada mediante espectrofotometria uv,
utilizando el método isodiferencial para conseguir eliminar

la interferencia de la benzodiacepina no hidrolizada.

1.1,2,- Introduceiodn

Las benzodiacepinas son suétancias sintéticas obtenidas
a partir de las correspondientes benzofenonas por reaccifn
con aminas o hidroxilaminas. Se caracterizan por presentar un
anillo bencénico unido a un heterociclo de siete miembros con

dos &tomos de nitr6geno. La posicifn relativa de estos dos

57



Tesis Doctoral 19591 A.E. Morales Rubio

&tomos de nitr6geno en el seno del heterociclo, asi como la
posicifn del ntGcleo bencénico en relaci6n a é&ste, permite
distinguir varias familias, de entre las cuales las

l,4-benzodiacepinas son las mAs utilizadas.

Las benzodiacepinas .son uno de los grupos de farmacos
maé extensamente utilizados en 1la actualidad. El interés
terapéutico de estos compuestos Justifica 1las numerosas
investigaciones que se llevan a cabo para establecer mé&todos
analiticos, tanto para el control de 1la pureza de los
preparados farmacéuticos como de 1los procesos de absorcitn-

eliminacién en el organismo humano.

La hidr6lisis en medio &cido de las benzodiacepinas para
formar sus correspondientes benzofenonas se ha venido
utilizando como paéo previo a la determinacit6n cromatogréafica
de estos sicofarmacos en matrices biolégicas (Lafargue y col.

1971; Schutz 1982).

La hidr6lisis de las benzodiacepinas puede llevarse a
cabo con &cido clorhidrico 6M a temperaturas elevadas. Se ha
propuesto un procedimiento sencillo para obtener 5-cloro-2-
metilamino benzofenona, que implica el tratamiento del
diazepam en tubos sellados con HCl 6M durante 1 hora a 100=C

en un bafio de agua (de Silva y col. 1964).
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En un estudio previo habiamos utilizado wun bhorno de
nicroondas doméstico para acelerar la hidr6lisis &cida del
diacepan (de la Guardia y col. 1989¢c>, lo que ha servido como

base para el desarrollo del presente estudio.

La espectrofotometria de absorci6n molecular en la zona
UV/V ha sido durante muchos afios 1la té&cnica mAs ampliamente
utilizada en el andlisis de compuestos de naturaleza orgénica
e inorgénica. El1 enfrentamiento con nuevos problemas mAs
complejos, como el andlisis multicomponente ha estimulado la
introducci6én de las derivadas que suponen una ampliaci6n de
su eficacia tanto en 1la resoluci6n de mezclas como en la

eliminaci6tn de interferencias de matriz.

La idea de diferenciar las curvas experimentales
mediante el empleo de derivadas fue sugerida por Lord
Rutherford <(Dymond 1923) en 1los afios 20 para detectar
discontinuidades en los potenciales de excitacitn de gases en
espectroscopia de masas . Su aplicacif6n a otras técnicas como
la polarograffa (Peronne Yy Mueller 1965), andlisis térmico
(Erdey y col. 1956), espectroscopfia infrarroja <(Collier y
Singleton 1956), raman (Hammond y Price 1953), y ultravioleta
visible (Morrison 1953; Giesey y French 1955) no se di6 hasta
los afios 50 cuando se incorporaron 1la diferenciacién
electrénica y 1los microcomputadores a 1la instrumentacitdn
analitica. Desde entonces han sido numerosos los articulos y

revisiones que han aparecido en la 1literatura especializada
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sobre 1los aspectos tefricos relacionados con su empleo en
diversas técnicas (Fell 1980; Levillain y Pompeydie 1986;
Sanchez-Rojas y <col. 1988) y sobre el disefio de instrumenta-

ci6én para la obtencitn de las derivadas (Overend 1967).

Un espectro de absorcifn en el UV/V resulta del
solapamiento de numerosas bandas 1ligadas a las transiciones
de energia electr6nica, vibracional y rotacional, dando lugar
a una banda ancha. La ecuacif6n que define a esta curva es muy
compleja, resultando dificil calcular sus derivadas. Por ello
los estudios para determinar 1las propiedades de estos
espectros se realizan sobre curvas tefricas gausianas o

lorencianas (Fell 1980; Morrey 1968).

En la figura I.1 est&n representadas las cuatro primeras

derivadas de una curva gausiana.

La primera derivada representa la pendiente de la recta
tangente al espectro de orden cero, se anula en el mi&ximo, es
positiva en el intervalo donde 1la absorbancia crece y

negativa en el intervalo en que decrece.

El espectro de segundo orden representa la pendiente de
la tangente a la curva diferencial de primer orden. Se
caracteriza por sus dos puntos de anulacifn, correspondientes
al miximo y minimo de 1la curva precedente, que estan

separados por un minimo.
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Figura 1.11 Bapaotroa da darivadaa da una banda da abaoroién
gausiana.
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De manera anéloga, por recurrencia, se pueden estudiar

las derivadas sucesivas constatando que:

- La curva diferencial de orden n se anula n veces,
delinmitando n+l bandas alternativamente positivas y

negativas.

- El mAximo del espectro de orden cero se correspondé
con un punto de anulacif6n en 1los espectros de derivadas de
orden impar y con un valor extremo (mAximo o minimo) en los

espectros de derivadas de orden par.

La espectrofotometria ultravioleta de derivadas se ha
utilizado para 1la eliminaci6n de interferencias de matriz
(Fell y col. 1981; Salvador y col. 1990) y tambi&én para la
resoluci6én de mezclas de sustancias con espectros anchos y
préximos entre si (Levillain y Pompeydie 1986; Sanchez-Rojas
y col. 1988)., y se ha propuesto en la bibliografia para el
andlisis de benzodiacepinas por nuestro grupo de trabajo
(Randez-Gil y col. en premnsa), y por otros autores (Martinez

y Gimenez 1981; Duhau y col. 1989).

El tratamiento isodiferencial, basado en la
cuantificaci6n de uno de los componentes de una mezcla en el
punto de anulacién, en primera o segunda derivada, del otro
componente, es la aproximacidn mis prometedora para analizar

un compuesto en presencia de una concentraci6n desconocida de
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otro, que posee un espectro de absorci6n similar (Garcia-
Sanchez y col. 1987; de la Guardia y col. 1989b), también
denominado "zero crossing” (Mariaud y col. 1988; Morelli
1988>, el cual consiste en obtener el espectro de derivadas
de los patrones de los dos compuestos estudiados y determinar
el punto isodiferencial, en el que dA/dX de un compuesto (A)
es 1gual a cero independientemente de su concentraci6n. A
esta longitud de onda se establece 1la ecuaci6n de calibrado
para el segundo compuesto (B), determin&ndose los valores de
dA/7dA de 1las muestras e interpol&ndose en 1la recta de
calibrado. Andlogamente se procede para la determinacifn del

otro compuesto (A).

En esta parte de la Tesis, se ha empleado 1la
espectrometria isodiferencial de derivadas para el andlisis
de benzofenonas en presencia de benzodiacepinas con el fin de
determinar el rendimiento deila hidr6lisis de benzodiacepinas

en un horno de microondas.

1,1,3,= Parte experinental,

1.1,3,1,- Aparatos y reactivos.

Para llevar a cabo la hidr6lisis de las benzodiacepinas
se ha empleado un horno de microondas doméstico Balay, modelo
BHM-100, con una frecuencia de magnetr6n de 2450 MHz y una
potencia mAxima de 650V, y reactores de tefl6n cerrados

herméticamente, con un volumen de 100 mL.
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Figura X.2i Raactor da tafldn utlllsado «n al

A.E.

Morales Rublo

tratanla&to da

muestras «n horno da mloroondaa dlaafiado an nuaatro
dapartaaanto.

Debido a que Ila distribucion de potencia dentro de la
cavidad del horno de microondas no eB homogénea, es necesario
controlar la posicion en que se colocan los reactores para
posibilitar un estudio sistematico de los factores que
influyen en la hidrolisis de la proteina, por lo que se ha

estudiado previamente I a distribucion de

microondas en la cavidad del horno.
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Para ello, el procedimiento seguido fué: introducir
simultaneamente 64 frascos de plastico de 100 nL de capacidad
conteniendo 25 g de agua cada uno, de manera que ocupen toda
la cavidad del horno en una distribucién de 8x8. Calentar
durante 10 minutos al 100% de potencia y determinar la
pérdida de peso en cada posici6én, normalizando este dato
respecto a la méxima pérdida de agua. Esta experiencia se
llev6 a cabo tres veces y el valor medio obtenido es el que

se representa en la figura I.3.

Para determinar la concentracifn de las benzofenonas por
espectrometria de derivadas se ha enmpleado un
espectrofotbmetro ultraviocleta visible de red de
fotodiodiodos Hewlett-Packard 8452A, equipado con celdas de
cuarzo de 1 cm de paso de 1luz y acoplado a un ordenador
Hewlett Packard Vectra ES/12 para el almacenamiento y
tratamiento de datos, con en el que se bhan obtenido los
espectros de absorci6n vy, matemAticamente, su primera

derivada.

Para la digestitn &cida de las muestras se ha empleado

&cido clorhidrico (Panreac 37,5%, d=1.19g/mL).

Las benzodiacepinas utilizadas, oxacepan (Madaus
Carafarm),y clonacepan, loracepan, nitracepan, pracepan y
cloracepato dipotdsico (suministradas por el Departamento de
Bromatologia de la Universidad de Valencia) fueron empleadas

sin ningGn tratamiento previo de purificaci6n.
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Figura I.31 Diairibuoidn da potanola aa al horéo da

microondas,
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Se prepararon disoluciones "stock” en HCl ©6M para cada
una de las benzodiacepinas consideradas con una concentracidn
del orden de 107“M, y a partir de ellas se prepararon series
de varias disoluciones patr6n, en un intervalo de
concentraciones de 0.9 10 M a 6 10~= M, en HC1 6M. En todos
los casos, las disoluciones de benzodiacepinas se prepararon

diariamente para evitar su posible descomposicién.

Las disoluciones patr6n de las benzofenonas se
obtuvieron por hidré6lisis térmica de 1las respectivas
benzodiacepinas en tubos de vidrio pyrex con tapones
herméticamente cerrados siguiendo el procedimiento

recomendado por de Silva y col. (1964).

1,1,3,2,- Procediniento general.

1,1,3,3,1,- Betudio de la bhidrélisis en horno de amicroondas,
Se introducen 4 mL de la disolucifn de benzodiacepina en
HC1l 6M en un reactor de teflén de 100 mL con rosca hermética.
Se cierra el reactor y se introduce dentro del bhorno de
microondas empleando distintos valores de potencia y tiempo.
Se deja enfriar, se abre el reactor y se diluye el producto

de hidré6lisis a 25 mlL con agua destilada.
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1,1,3,3,2, - Daterninacifn espectrofotonmétrica de denscfencnas

en presencia de benzodiacepinas.

Para cada benzodiacepina, se registran los espectros de
absorcifn de las disoluciones patr6n y de los patrones de su
correspondiente benzofenona en el intervalo desde 210 a 290
nm y se establecen 1las longitudes de onda en las que las
sefiales de la primera derivada sean cero para cada
benzodiacepina. En estos valores de 1longitud de onda se
establece la ecuaci6n de calibrado para 1las benzofenonas y
también en dichos valores de A se miden las sefiales de las
muestras, interpolandolas en los calibrados para obtener la

concentraci6tn de benzofenona en cada caso.

1.1.4,- Resultados y discusifn,

I1.1.4.1,- Uso de las derivadas en 1la deterainacion de

benzofenonas en presencia de bensodiacepinas,

Como puede verse en las figura I[.4 (A-E), todas las
benzodiacepinas estudiadas y sus respectivas benzofenonas
proporcionan espectros con bandas de absorci6n muy pr6ximas y
por ello es dificil determinar 1la concentracif6n de
benzofenona en presencia de benzodiacepina, situacifn que se

presenta en los casos de hidr6lisis parcial.
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Figura I*4i Bapeotroa da abaoreidn ultravioleta da dietiatae

benzodiaceplnas <----) y sus respectivas benzofenonas <— >.
Al0
260 230
A 10 A 10
0 2600 20 20
10
20 20 .ot

BAs Oxaocapan y 2-aaino-B-oloroben*ofanona.

Bs Clonaocapan y 2-aaino-S-nitro-2"-olorobenzofenona,

Ct Loraocepan y 2-aaino-B,2'-dioloroben*oienona,

Dt Vltraoapan y 2-aaino-B-nitrobensofenona,

Bs Pracepan y 2-ciclopropil-aetilaaino-B-clorobenzofanona.
BEs Clorazepato poté&sloo y 2-aaino-B-olorobenzofanona.
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La derivada de primer orden de 1los espectros de las
benzodiacepinas presenta varias longitudes de onda en la que
dA/d)\ se anula, lo cual corresponde a una absorbancia mixima
o minima en el espectro de orden cero. A estas longitudes de
onda puede determinarse la concentraci@n de benzofenona
independientemente de la concentracitn de benzodiacepina

presente.

Las figuras 1.5 (A-E) permiten 1localizar los puntos
isodiferenciales para c¢ada uno de los sistemas considerados,
y la tabla 1.2 resume las condiciones experimentales en las
que las benzodiacepinas y las benzofenonas pueden
determinarse sin interferencias mutuas utilizando este

tratamiento.
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Tabla [.2: Condiciones experinmentales para sl andlisise de
benzodiacepinas y benzofencnas en mezclas de ambos
compuestos.

Benzodiacepina A /anm Benzofenona A /nn
Oxacepan 238, 2%5¢ 2-anino=-8- 221, 233%
- clorobenzofenona. 263, 266
Clonacepan 226, 234 2-amino-S-nitro- 238, 276
: 224 2°-clorobenzofencna.
Loracepan 236, 2s%¢ 2-anine~-5,2"°~- ' 220, 240
204, 288 diclorobenzofenona.
Nitracepan 220, 2334 2-anino=-5- 240, 280
nitrobenzofenona.
Pracepan 239, 260 a=-ciclopropil- 223, 241
264, 287 metilanino=-85- -
clorobenzofenona.
Clorazepato 238, 260 2-amino-S- 222, 240
potésico clorobenzofenona 263, 286

I.1.4.2,- Pardmetros analiticos de 1la deteraminacién de

benzofenonas,

Las rectas de calibrado tipicas, obtenidas en los puntos
isodiferenciales para cada una de las benzofenonas
consideradas, se 1indican en 1la tabla 1.3 asi como los
correspondientes coeficientes de regresit6n vy los valores de
sensibilidad y limites de deteccit6n. A partir de estos datos
se puede concluir que las benzofenonas se pueden determinar
en presencia de benzodiacepinas a un nivel de concentracit6n

del orden de 10—=XM,
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Tabla 1.3: Parédmetros analfticos de la determinacitn de benzofenonas por espectrofotometrfa ultravioleta en derivadas.

1661 191039040 STso1

Benzofenona A /nm Recta de calibrado r Sensibilidad= LOD=
2-amino-5-clorobenzofenona. 221 -1140.62C+7,61 10— -0,996 1,21 10—=> 4,66
2-amino-5-nitro-2°-clorobenzofenona. 276 -239,83C+9,14 10—+ -0,995 1,76 10—+ 2,19
2-amino-5,2 -diclorobenzofenona. 226 -16696,60C+1,20 10—= -0,9997 4,40 10—+ 0,79
2-amino-5-nitrobenzofenona. 280 -290,02C+2,15 10—+ -0,999 1,80 10—= 1,86
2—c1clopropil—mat1lamino—s—qlorobenzofenéna. 223 -812,37C+1,81 10—= -0,99092 1,26 10-= 4,66
2-anino-S-clorobenzofenona. 222 -911,05C+3,61 10— -0,0007 6,26 10—~ 2,06

a: uv.a. M2,
b: 10-=X

‘g°'v
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1.1,4,3,- B2ecto de los parsimetros de digestién

Para establecer las condiciones experimentales
apropiadas para la hidr6lisis de las benzodiacepinas se ha

enpleado clorazepato dipotésico como molécula testigo.

En todos 1los casos se ha introducido junto con los
reactores de tefl6n un volumen adicional de 200 mL de agua en
el horno de microondas para asegurar una carga suficiente,
incluso si debido a alguna fuga 1la muestra 1llegara a
sequedad, y asi evitar qué la potencia reflejada aumente y
pueda dafiarse el magnetr6n (Andrews y Atkinson 1984; RNeas y
Collins 1988). Se ha evaluado el efecto del tiempo de
digesti6n y de la potencia suministrada sobre el rendimiento

de la hidrdlisis.

1,1,4,83,1,= Tienpo de digestitn,

Se ha introducido en el horno de microondas un volumen
de 4mL de una disolucifn 2,16 10-4M de cloracepato dipotésico
en HC1l ©6M irradi&ndose al 80% de potencia durante distintos
periodos de tiempo. Los resultados obtenidos se resumen en la
figura [.6. Se observa que tiempos de digesti6n de 6 minutos

son suficientes para obtener una hidr6lisis cuantitativa.
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Figura I1.0i Bfaoto dal tlampo da digaatldn aobra al
randlalanto da hidrfllieis dal oloraoapato dlpotdsloo an un

horno da mlcroondaa, wutilizando al 60% da potanoia maxinma,

’
I3

| 0é)

yield
100

time (min)
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I.1.4.3.2.- Potencia,

El horno de microondas empleado permite la seleccit6n del

‘20,40, 60, 80 y 100% de la potencia total que es 650V.

Para un tiempo de digestitn de 8 minutos, se han tratado
disoluciones de cloracepato dipota&sico utilizando distintos
valores de potencia. Los resultados se muestran en la figura
I.7. Se observa que se requiere una potencia del 80% (520W)

para obtener la hidr6lisis completa.

A partir de los estudios llevados a cabo se propone el
siguiente procedimiento para 1la hidr6lisis de todas las

benzodiacepinas ensayadas:

Se toman 4 nlL de una disolucit6n de benzodiacepiné 10—4y
en HC1l 6M y se introducen en un reactor de tefl6n de 100mL de
capacidad. Se cierra herméticamente y se introduce junto con
una carga adicional de 200mlL de agua en el horno de
microondas durante &8 minutos al 80% de potencia (520w). Se

deja enfriar y el contenido se lleva a un volumen de 25mL.
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Figura X.7i Bilacto da la potanola dal horno da aloroondaa
vobra al randlaianto da hidrolisla dal oloraoapato

dipoté&slco.

power |%)
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1.1,4,4,- Hidrélisis de bensodiacepinas.

En 1las condiciones experimentales empleadas para la
hidr6lisis del cloracepato dipotésico en horno de microondas
se han llevado a cabo las digestiones de oxacepan,
clonacepan, loracepan, nitracepan y pracepan. Se han
determinado los correspondientes rendimientos de hidrélisis a
partir del anflisis de las benzofenonas por espectrometria
isodiferencial de derivadas, wutilizando 1las 1longitudes de
onda indicadas en la tabla I.2. En la tabla I.4 se muestran
los resultados obtenidos para 1las longitudes de onda de

trabajo.

Tabla .41 rendiniento de hidrdlisis obdbtenido en un horno de
mioroondas para un tiempo da digestitn de 8 minutos.

Benzodiacepina A 7nn rendiniento(%):8
Oxacepan 221 103 = 26
Clonacepan aré 117 £ 8
Loracepan 220 o8 = 1
Nitracepan 280 118 £ 3
Pracepan 223 o7 = 7
Clorazepato dipotésico 222 7 = 1

78



Tesis Doctoral 1991 A.E. Morales Rubio

I1.1,.5,- Conclusiones.

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir
que, dentro del nivel de confianza de 1los datos
experimentales, la hidr6lisis en bornos de microondas de las
benzodiacepinas estudiadas tiene lugar cuantitativamente en
solo 8 minutos, independientemente de la estructura de los
compuestos considerados, 1o que supone una clara ventaja

frente a los tiempos largos de la hidr6lisis convencional.
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I.2.1.- Objetivo.

Se ha tratado de desarrollar un método de hidr6lisis de
proteinas que tenga lugar de una forma r&pida y cuantitativa,

y 8in que se modifique la naturaleza de los aminoAcidos.

Se ha escogido este tipo de reacci6n por su gran interés
en el andlisis bioquimico, seleccionando como proteina tipo

la albfimina.

El procedimiento wutilizado para el seguimiento de 1la
reacci6tn ha sido 1la determinacitn del porcentaje de
aminodcidos formados mediante espectrofotometria uv,

empleando el m&todo de la ninhidrina.

También se ha realizado un anédlisis cromatogr&fico de
los productos obtenidos por hidr6lisis de la albGmina en
horno de microondas compardndolos con 1los encontrados por
hidré6lisis convencional, para ver en qué forma los

aminodcidos son afectados por el proceso de digestiGn.

I.2,.2,- Iatroducoidn,

La importancia de la determinaci6n de 1la cantidad de
amino&cidos en 1las proteinas se ve reflejada en el gran

nGmero de trabajos publicados.
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El reactivo empleado en la hidr6lisis de proteinas debe
romper todos los enlaces peptidicos presentes en los
productos naturales. AdemAs, el enlace peptidico debe ser
accesible al agente hidrolitico; sin  embargo, dos
caracteristicas de la estructura de las proteinas dificultan
dicha accesibilidad. Por un 1lado el efecto estérico, debido
al tamafio de 1las cadenas laterales de 1los amino&cidos
alifaticos, y por otro 1lado 1la estructura propia de cada
proteina (estructura secundaria y terciaria). Una
consecuencia de que el reactivo hidrolitico pueda reaccionar
mAs ficilmente con una parte de la molécula que con otra es

el gran nGmero de mé&todos distintos de hidr6lisis publicados.

En 1820 Braconnot utilizé &cido sulfGrico para Ila
hidr6lisis de proteinas. No fue hasta 1849 cuando se utilizéo
el &cido clorhidrico <(Bopp), con el que la velocidad de
hidr6lisis del enlace peptidico es mayor a igualdad de

concentracién.

Mcpherson en 1946 puso a punto un método para cantidades
grandes de proteina (>0.2 g), en el cual se afiadfan 20 mL de
&cido clorhidrico por gramo de proteina y se diluia con agua
bidestilada para obtener una concentracit6n del HCl del 20%
w/’w, dejando la disoluciétn a reflujo durante 24 horas. El
exceso de HCl se eliminaba a vacio parcial y la muestra se

diluia a un volumen adecuado con HC1l 0.1 M,
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Spies y Chambers en 1949 desarrollaron un método de
hidr6lisis alcalina que protege al tript6fano de 1la
destrucci6n a temperaturas superiores a 185 29C sin adici6n de

antioxidantes en la disoluci@n.

Moore y Stein en 1963 concluyeron que el m&todo més
apropiado de hidr6Glisis de proteinas puede 1llevarse a cabo
por reacci6én con HCl 6M durante 24 horas a 110 9C bajo
condiciones rigurosamente excluyentes de oxigeno, mediante
congelacitn de la muestra y sellado bajo vacio, evitando
tanbién las sustancias no proteicas y metales. Este método es
el preferido actualmente para 1la hidr6lisis de las muestraé
de proteinas <(método convencional). Si bien este método
proporciona rendimientos de recuperaci6én superiores al 95%
para el Acido glutédmico, prolina, glicina, alanina,
metionina, leucina, tirosina, fenilalanina, lisina, histidina
y arginina, se obtienen pérdidas del 5-15% para la treonina y
serina, en concordancia con los estudios realizados por Rees
en 1946 con HCl en los que constataba una recuperacitn de
estos dos aminodcidos de aproximadamente el 90%, y que el

tript6fano se destruye totalmente por la hidr6lisis &cida.

Spies en 1967 describiéb dos métodos para la
determinaci6én de tript6fano en proteinas: en uno las
proteinas se hidrolizan con NaOH en atmSsfera 1libre de

oxigeno y acetato de plomo e histidina para evitar la
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oxidaci6n del tript6fano por parte de 1la serina y de la

cisteina; y en otro se lleva a cabo una hidr6lisis enzimAtica.

empleando la pronasa.

Roach y Gehrke en 1970 compararon el método convencional
de hidr6lisis &cida (HC1l 6M, 110 2C, 24h) con una hidré6lisis
dcida mAs rapida (HCl1l 6M, 145 2C, 4h) obteniendo rendimientos

similares para ambos métodos.

Mondino y 'Bongiovanni, en el mismo afio, realizaron un
estudio de 1la degradacién de los amino&cidos en condiciones
clorhidricas exentas de oxigeno. Para 1la mayoria de los
aminodcidos se obtuvieron recuperaciones préximas al 100%, a
excepcitn de la serina y treonina que eran un poco
degradados, y del tript6fano y cistina que eran destruidos.
Por otra parte el aumento de la recuperaciftmn para la prolina
ocurre cuando el analisis se 1lleva a cabo en condiciones
que no permiten la separaci6n de 1la cisteina de 1los

aminoAcidos.

Oelshlegel y col. en 1970 realizaron una hidré6lisis
basica con NaOH 6M y tiodiglicol, como agente protector,
burbujeando nitr6geno durante 4 minutos para eliminar el
oxigeno disuelto y realizando 1la reacci6ém en tubos de
plastico a 120 oC durante 20 horas, obteniendo una

recuperacifn para el tript6fano de 94.8 * 5.4%.
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En el mismo afio, Maravalhas propuso un método de
hidr6lisis utilizando &cido ox&lico cristalizado y HC1l en un
tubo sellado, siendo este proceso mis eficiente que la

hidr6lisis cléisica en la que solo se utiliza el HC1.

Liu y Chang en 1971 propusieron la utilizacitn de &cido
p-toluensulfSnico para 1la hidr6lisis de proteinas a 110 2eC
durante 22 horas en tubos de ensayo, en los que se hizo
vacio. Los resultados obtenidos son comparables a los que se
consiguen con la hidr6lisis convencional, con las ventajas de
que el tript6fanc no se destruye y que la disoluci6n se puede
introducir en 1la columna de intercambio i6nico sin eliminar

el disolvente.

Savoy y col. en 1975 realizaron una revisitn de los
par&metros de hidr6lisis mAs utilizados, concluyendo que las
condiciones 6ptimas para la recuperacitn de los aminoAcidos a
partir de 1las proteinas son: una raz6n mg proteina/mL HCl 6X
de 10:1, 110 ©oC y un tiempo de digesti6tn de 22 horas,
utilizando una corriente de nitr6geno para eliminar el
oxigeno, congelaci6n de la muestra y sellado de 1los tubos de

reacciétn al vacio.

Tsugita y Scheffler en 1982 propusieron la utilizacitn
de una mezcla de HC1l y CFaCOOH (2:1). La presencia del Acido

orgénico proporciona wuna hidr6lisis eficiente de los enlaces

peptidicos mAs hidr6fobos, obteniéndose para una temperatura
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de 166 2C y un tiempo de 25 minutos, aproximadamente, los
mismos resultados que con el método convencional. En este

método también se destruye por completo el tript6fanoc.

Si bien a lo largo de 1los afios se ha ido mejorando el
nétodo convencional de hidr6lisis de proteinas en cuanto a la
reduccibén del tiempo de digestitn, sigue siendo una

metodologia larga y tediosa.

Durante el desarrollo de nuestras investigaciones, han
aparecido en 1la bibliografia algunos trabajos en los que se
propone la utilizacién de 1los hornos de microondas para la

hidr6lisis de algunas proteinas y péptidos.

En 1987 Chen y col. introdujeron 1la posibilidad de
hidrolizar protefinas y péptidos en un horno de microondas,
estudiando en concreto la hidr6liseis de la ribonucleasa A y
de la insulina B. Para ello emplearon reactores de tefl6n de
2 nmL de capacidad. Varios de estos reactores se cerraban a su
vez dentro de uno més grande como medida de precaucifn para
que no hubiera emisi6n de gases en el horno de microondas.
Las hidr6lisis se realizaron con HCl 6M y con una mezcla 1:1
de &cido propibnico-HCl 12M. Las muestras eran desoxigenadas
mediante una corriente de nitrégeno antes de proceder al
clerre de 1los reactores y la digesti6n se llev6 a cabo con
una potencia correspondiente al 80% de 1la proporcionada por

el aparato, variando el tiempo de reacci6n de 1 a 7 minutos.
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Las muestras se hidrolizaron también por el método
convencional y los resultados de ambos procedimientos fueron
comparables. Las desviaciones tipicas encontradas en el
andlisis de 1los aminodcidos fueron del 5% aproximadamente
para el &cido cistéico, treonina, serina, prolina, metionina
y tirosina, siendo de 2% para el resto de los aminoAcidos.
Los resultados obtenidos empleando 1la mezcla propié6nico/HCl
son mejores para la treonina y para la serina que el

procedimiento convencional tras 24 horas a 110 =(C,

En 1989, Chiou, y Chiou y Vang propusieron cambios en el
disefio de 1los reactores para la hidr6lisis de las proteinas,
empleando unos tubos de tefl6n-pyrex con cierre de tefldn
disefiados para pasar una corriente de nitrégeno. Estudiaron
la hidrélisis de la ribonucleasa A oxidasa y 1la lisozima. El
estudio de 1la estabilidad de 1los aminodcidos frente a la
digesti6n en horno de microondas empleando wuna potencia de
960w evidencit tan solo wuna pérdida pequefia de algunos
amiﬂo&cidos labiles como la serina, treonina, metionina,
tirosina e histidina, que es algo normal en la hidrélisis
convencional. La hidrélisis de 1la ribonucleasa oxidasa se
realiz6 con HCl 6M en 5 minutos de tratamiento en horno de
microondas. Para la hidr6lisis de la 1lisozima se propuso el
empleo de 4&Acido metanosulfénico como agente de hidr6lisis,
con lo que no se destruye el tript6fano. La hidrélisis
completa se alcanz6 para un tiempo de 4 minutos, siendo la

temperatura del orden de 180 * 5-=cC,
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Otros autores han hidrolizado proteinas en horno de
microondas, como Mannenberg y Lahm, que en 1989 hidrolizaron
melitina, insulina B bovina e interfer6n humano recombinante.
Las condiciones G6ptimas de ‘hidrdlisis fueron 4 minutos con
una potencia de 900w con HC1l 6M, 1las mismas que sl se
empleaba &cido metanosulfénico. Los rendimientos obtenidos
para la hidr6lisis en horno de microondas fueron similares o

superiores a los obtenidos por el procedimiento clésico.

Pecavar y col. (1990) han utilizado &cido
P-toluensulfSnico 3M o HCl 6M para la hidr6lisis de proteinas
en horno de microondas empleando tiempos de irradiacitn de 15

minutos.

Los Gltimos trabajos publicados hacen referencia a la
hidr6lisis en fase vapor wutilizando 1la técnica de 1las
microondas (Mannenberg y Lahm 1989; Gilman y Woodward 1989;

Du 1989; Voodward y col. 1990).

1,2,3,= Parte experimental.

1,8,3.1,= Aparatos y reactivos,

Para la digestitn de muestras se ha utilizado un horno
de microondas BALAY, modelo Bahm-100, con una frecuencia de

2450 MHz y una potencia de salida mAxima de 650w, y para
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contrastar 1los resultados se ha utilizado una estufa

convencional Kowell D2-1.

Se han utilizado reactores de tefl6n de 115 nmL de
volumen internc con 1 cm de espesor de pared y tap6n de rosca
disefiados en nuestro departamento y tubos pyrex de 25 mL con

Junta de tefl6n y tapones resistentes a alta temperatura.

Como método de andlisis se ha utilizado la evaluacitn
del contenido total de amino&cidos por espectrofotometria UV,
previa reacci6n con ninhidrina wusando un espectrofotbmetro
UV/V de fila de diodos Hewlett-Packard HP 8452A equipado comn

celda de cuarzo de 1 cm de paso de luz.

Asi mismo se ha realizado un estudio cromatografico de
los aminodcidos obtenidos por hidr6lisis convencional y por
"hidr6lisis en horno de microondas, utilizando wun analizador
de aminodcidos LKB-4151 Alpha Plus, modelo 63, provisto de

una columna con resina de sodio.

Las experiencias de hidr6lisis se han hecho con albGmina
bovina FLUCKA. Para 1la digesti6tn de la proteina se utiliz6
HC1 (<(377%> PANREAC. Para eliminar el oxigeno de los reactores

se pas6 una corriente de nitrégeno C-50.

Se ha wutilizado un tamp6n de acetato de litio preparado

a partir de 16,8 g de LiOH-H-O MERCK (98%) disueltos en &cido
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acético glacial PROBUS que se afiadi6 lentamente hasta un

volumen de 29,3 mL para conseguir un pH de 5,2.

Para el an&lisis de los amino&cidos se ha utilizado una
disolucién de ninhidrina preparada a partir de 0,4 g de
ninhidrina MERCK a los que se afiadieron 0,008 g de SnCl.

PROBUS y 2,5 nL del tamp6n de acetato de litio, llevando a un
volumen de 10 mlL con dimetilsulféxido PANREAC. Esta

disoluci6n se mantuvo al abrigo de la luz.

Se ha utilizado una disclucitn 1:1 de etanol PROBUS en

agua en la preparaci6én de las muestras y de los patrones.

Para la preparacitn de los patrones se ha utilizado DL-

fenilalanina SCHARLAU,

1.2.3.2,- Procedinmiento general.

1.2.3,2.1.- Hidrfélisis en horno de nicroondas.

Se prepara la disolucit6n "stock” de la proteina pesando
una cantidad de albGmina bovina del orden de 0,2 g,
disolviéndola en agua destilada, y diluyendo hasta un volumen

de 100 mL.
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Esta disolucién se utiliza para la hidr6lisis en horno
de microondas y estudio de los paré&metros de interé&s tales
como: volumen de reacci6n, concentracitn de &cido, potencia
del horno y tiempo de digestit6n, que se varian hasta lograr

el mejor grado de hidré6lisis.

Para ello se introducen en el reactor de tefl6n
distintas cantidades de la disolucién "stock” de proteina y a
la que se afiaden distintas cantidades y concentraciones de
HCl, se pasa una corriente de 'nitrégeno durante un minuto y

se clerra el reactor.

Se sitGa el reactor en el punto correspondiente a la
mayor absorcién de potencia dentro del horno, segin se indicéH
en la figura I.3. Dentro del horno se sitGa un recipiente con
50 nmlL de agua para asegurar una carga suficiente, que como ya

se ha dicho evite posibles dafios en el magnetroén.
Se realiza 1la hidr6lisis en el horno de microondas

variando la potencia y el tiempo.

1,.2.3,2.2.- Método de hidrélisis convencional,

Se han empleado dos variantes del método convencional

propuesto por Moore y Stein en 1963.
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La primera de ellas, y mfs sencilla, consiste en
introducir volGmenes iguales de disoluci6n "stock” de
proteina y de HCl 12M en un tuboc de 25 mL de capacidad, y
tras el paso de una corriente de nitré6geno durante 1 minuto
cerrar herméticamente y mantener en una estufa convencional

durante 24 horas a 110 ~=C,

El segundo método consiste en introducir cantidades
iguales de disoluci6n de proteina y de HCl 12M en una ampolla
de vidrio, congelar la muestra y conectar a una bomba de
vacio. Una vez realizado el vacio, sellar la ampolla en la
llama, e introducir tambi&én en un horno convencional durante

24 horas a 110 ~=C,

1.2.3.2.3.- Deterainacién espectrofotomtrica.

Después de 1la digesti6n en el horno de microondas se
deja enfriar el reactor y se trasvasa el hidrolizado de
albGmina obtenido a un matraz aforado de 25 mL, enrasando con

agua destilada.

Se toman 0,4 nlL de esta disolucién y se vierten en un
tubo pyrex de 25 mlL de capacidad, se afiaden otros 0,4 mL del
reactivo de ninhidrina y se cierra el tubo. Se deja en unv
bafio de agua a 100 =C durante 15 minutos. Una vez se ha
enfriado se abre y se afiaden 10 mlL de disoluci6én de etanol

(1:1).
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Los patrones se preparan de igual forma partiendo de 0,4
nl. de disoluciones de DL-fenilalanina de diferentes
concentraciones, y ee mide la absorbancia de muestras y
patrones a 570 nm, determinando el porcentaje de recuperacién
o grado de hidr6lisis de la albfimina para formar aminodcidos
mediante comparacifn de los resultados cobtenidos en horno de
microondas con los encontrados, en la misma sesifn de
trabajo, mediante el procedimiento de hidr6lisis A&Acida

convencional.

1.2,3.2,4,- Bestudio de 1la recuperaciftn de los diferentes

aninofcidos ¢tras la hidrélisis en horno de nioroondas.

Se realizo un anilisis cromatografico de las
disoluciones procedentes de 1la digesti6én en horno de
microondas y de los procedéntes de 1la digestién convencional
empleando un analizador de amino&cidos con columna de resina

de sodio y empleando un tamp6n de acetato de litio.

Este estudio fue realizado en el Dpto. de Fisiologia de

la Facultad de Medicina de Valencia.
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1,8, 4, Resultades y discueion,
1.2,4,1,- Bfecto de los pardimetros de digestion,

Se ha estudiado 1la influencia de 1los par&metros de
digesti6n tales como el volumen total de muestra y reactivos
en el reactor, la concentraci6n de 4&cido empleada en el
proceso de digestitn, la potencia del bhorno utilizada y el

tiempo de hidré6lisis.
1.2,4,1.1.- Volunmen de reacecion.

En la figura [.8 se muestra 1la influencia del volumen
total de reacci6tn sobre el grado de hidrGlisis. Para ello se
tomaron volGmenes crecientes de 1la disoluci6n "stock” de
proteina a los que se afiade HCl 12M en relaci6mn 1:1, de tal
manera que la concentraci6n de proteina y de HC1l(6M)

permanece constante.

Se observa que el rendimiento de la reacci6n se
incrementa con el volumen total de reaccifn, lo que puede
Justificarse en base a que la presi6n y 1la temperatura
alcanzados son mayores. Sin embargo, un volumen de 5 mlL
provoca fugas en los reactores, por 1lo que se escoglf el

volumen de 4 nl. como como volumen de trabajo.

Con concentraciones fijas de HCl 7,5M se observS un

comportamiento andlogo y mejores rendimientos de hidrélisis.
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Figura 1.8: Efecto de la variacitn del volumen de reaccifn
sobre el grado de hidrélisis para diferentes concentraciones
de &cido.
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1.2,4,1.2.- Concentracitin de #ocide.

Se ha estudiado el efecto de 1la concentracién de HC1
sobre el grado de hidr6lisis, manteniendo constantes el resto
de los pardmetros de digestitn. Los resultados se muestran en

la figura I.9.

El aumento de 1la concentraci6én de HCl aumenta el
rendimiento de la reacciotnm. Sin embargo, para una
concentracitn de HC1 9M no se produce un aumento sensible.
Teniendo en cuenta, como contrapartida, las fugas que se
producen en las digestiones, como consecuencia de 1la
sobrepresitn, se ha preferido emplear una concentracién de

HC1l 7,5M para realizar las digestiones.

Esta observaci6én contradice 1lo previsto por la teoria
del calentamiento en el horno de microondas. Las disoluciones
de HC1l menos concentradas se calientan mis rapidaﬁente. al
absorber el agua mAs radiacifn que el A&cido. La explicacitn
de esta diferencia puede basarse en la cinética de la
reacci6n, ya que la velocidad de 1la reacci6n depende de 1la
concentracifén de los reactivos, y este efecto parece.
predominar en nuestro caso frente a la diferente absorcit6n de

las microondas por las disoluciones diluidas y concentradas.

98



Tesis Doctoral 1991 A.E. Moralee Rubio

Figura 1.91 Bfecto de 1la concentracion de Acido sodre el
grado de hidr6lisis.
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1,2,4,1.3,- Potencia del horno,

El modelo de horno de microondas empleado permite la
selecci6bn del 20, 40, 60, 80 y 100 % de la potencia total que

es 650V.

Los ensayos se han realizado a distintos tiempos; 4,8 y
12 minutos respectivamente. Para tiempos de 8 y 12 minutos se
han empleado etapas de 4 minutos de calentamiento, seguidas

de enfriamiento antes de iniciar otra etapa de calentamiento.

En la figura 1.10 se indican los resultados encontrados.
Los datos para una potencia del 20% no se indican, ya que
para tiempos cortos no se detectaron productos de hidré6lisis;
ni tampoco para una potencia del 100% ya que se producian
fugas en los reactores; 1llegando a provocarse en algunos

casos la rotura de la rosca del cierre.

Como se observa, para una potencia del 40% los tiempos
empleados no son suficientes para producir la hidr6lisis
completa de la albGmina. Como es 16gico, el aumento del
tiempo de exposiciSn a la radiaci6n conlleva un aumento de la

concentraci6n de aminoAdcidos encontrados en el hidrolizado.
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Si se eleva la potencia del horno al 60% se observa un
aumento visible del grado de hidr6lisis, obtenié&ndose un
grado de hidr6lisis mAximo. Andlogamente sucede para una
potencia del 80%. Debido a que la diferencia en el grado de
hidr6lisis a las potencias del 60 y 80% no es muy elevada, se
escogit la potencia minima para evitar asi las posibles fugas
que ocurrian, ocasionalmente, cuando se trabajaba al 80 % de

potencia.

1.2/ 4.1, 4,~ Ti.lpo de hidrélieis.

El tiempo de hidr6lisis es el parédmetro mAs
importante, por 1lo que se deben condicionar el resto de los
pardmetros a la obtenci6n de un tiempo minimo que conlleve
una mayor rapidez del anAlisis. Como se vi6 en la figura I1.10
un mayor tiempo de exposici6tn a 1las microondas supone un

mayor grado de hidré6lisis.

Se ha estudiado 1la influencia del tiempo de
hidrélisis utilizando distintas periodos de calentamiento: 4,
S y 6 minutos, alternados con periodos de enfriamiento. Los

resultados se representan en la figura I.11.

Comc ya se ha comentado, un aumento del tiempo de
hidr6lisis conlleva un avance en la reaccién hasta alcanzar

el mAximo grado de hidr6lisis. No existe diferencia
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apreciable entre el empleo de etapas de calentamiento de 4 6
5 minutos, en cambio cuando se prolonga el ataque durante 6
minutos se obtiene una concentraci6n de aminodcidos bastante
mAs elevada, lleg&ndose a un grado de hidr6lisis del orden

del 97% en solo dos etapas de 6 minutos de calentamiento.

Probablemente ﬁn calentamiento continuo sin etapa
de enfriamiento intermedio, ademis de disminuir
apreciablemente el tiempo del andlisis, podria facilitar la
hidr6lisis de 1los enlaces peptidicos, si bien en estos
momentos no existen en el mercado reactores, utilizables en
horno de microondas, resistentes a la presi6n que se alcanza

en las condiciones de reaccifn.

Del estudio del efecto de los par&metros experimentales
sobre la bhidr6lisis de 1la albimina bovina en horno de

microondas se deduce el siguiente procedimiento recomendado:

Se toman 1,5 ml. de una disoluci6n de proteina 0,2
g7100mL, y se le afiaden 2,5 mL de HCl 6M. Se introducen en un
reactor hermético, se clerra el reactor y se coloca en el
horno de microondas. Se irradia durante 6 minutos al 60% de
potencia (390w), se deja enfriar y se vuelve a irradiar 6

minutos a 390w.
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Figura 1I.1Ly Bfecto de la variacifta del perfode de
calentamineto sobre el grado de hidrélisis.
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1.2,4.2,- Anflisis cromatogréfico de los aminoécidos.

Podria ocurrir que las microondas no solo actuasen sobre
los enlaces peptidicos, produciendo 1la hidr6lisis, sino
también sobre los propilos aminodcidos destruyéndolos y dando
lugar a una disminuci6n en la concentracién de alguno o de
todos los amino&cidos. Por este motivo se llev6é a cabo un
estudio cromatografico de la recuperacitn de cada aminodcido
de la albGmina dependiendo del método de hidr6lisis, con el
fin de comprobar si 1la hidr6lisis en horno de microondas
altera la naturaleza de los amino&cidos de la proteina. En la
tabla I.5 se indican los coeficientes de recuperacitn de los
aminodcidos de la albGmina por el método convencional y por
digestitn en horno de microondas, y a 1la vista de los
cromatogramas (figuras 1I.12 a 1.15 y puesto que no
desaparece ningGn amino&cido en la digestifn con microondas,
se puede concluir que la exposici6n a las microondas de la
albGmina bovina no afecta a la naturaleza de los aminodcidos

que la componen.

En lineas generales se obéerva que la hidr6lisis en
horno de microondas existe una dependencia entre la
recuperacitn de los distintos amino&cidos y el tiempo de
digestién. Comparando 1los datos para los dos tiempos de
calentamiento en el horno de microondas se producen
recuperaciones menores al aumentar el tienpo de

calentanmiento, mientras que para algunos amino&cidos
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aumentan. Sin embargo estos datos tan solo deben tomarse como
indicativos ya que no pudieron obtenerse en las mejores
condiciones de hidr6lisis, establecidas en el horno de

microondas mediante el empleo de la reaccif6n con ninhidrina.

Tabla I.85: Recuperacién de lcs aminodecidos da la alblaina,

Anincacido Hidrélisis Hidrélisis

convencional microondas
A, aspértico o1 103
Treonina 89 90
Serina 95 121
A. Glutémico 108 o7
Prolina 106 83
Glicina 104 105
Valina 102 71
Cisteina 104 87
Isoleucina 93 60
Leucina o4 84
Tirosina o7 o7
Fenilalanina 95 82
Lisina o4 87
Histidina 92 84
Arginina 98 90
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Figura 1.12) Croaatograaa da 1la hidrélisis convancional an
aapolla da vidrio aallada al vaolo.

Figura Z.131 Croaatograaa da 1la hidrélisis oonvanoional an
tubo pyrax y atadafara da nitrégano.

107



Tesis Doctoral 1991 A.E. Morales Rubio

Figura 2'l4i Croaatograaa da 1la hidrélisis an horno da
aloroondaa duranta doa pariodos da oalantaaianto da 6 alantes

al 60%.

Figura Z.101 Croaatograaa da 1la hidrdélisis an horno da
aloroondaa duranta tras periodos da 0 alnutos al 60%.
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1.2.4,3,- Comparacifn de la hidrolisis de albGmina con la de
otras proteinas en horno de microondas.

Ya se coment6 al principio que durante el desarrollo de
los estudios de hidr6lisis &cida de albtimina, en horno de
microondas, han aparecido en la bibliografia varios trabajos
en los qﬁe se pfdpbne este sistema para digerir otras

proteinas.

La disparidad de condiciones empleadas en 1la digestitn
&4cida de proteinas en horno de microondas hace dificil la
comparacifn de las mismas, si blen se puede concluir que en
todos 1los casos se han empleédo valores de potencia
inferiores al 100%; lo que corrobora nuestra experiencia, en
el sentido de que las presiones alcanzadas en los procesos
anteriores puedan provocar problemas con los reactores. En
todos 1los casos se emple6 HCl 6M, probablemente mAs por
mantener las condiciones de acidez de la digestitn
convencional que porque se hubiera estudiado la influencia de
este parametro y, respecto al tiempo de hidrb6lisis este va
de 3-5 minutos para proteinas como la insulina B (Chen y col.
1987> hasta 8 minutos para la lisozima (Chiou y Wang 1989),
12 minutos para 1los péptidos sintéticos (Woodward y col.
1990> y hasta 30 minutos para el interfer6n «a-humano
recombinante (Mannenberg y Lahm 1989); con lo cual se puede
concluir que, hasta el momento, no se ha podido desarrollar

un proceso de hidr6lisis &cida en horno de microondas que
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pueda ser aplicable a cualquier proteina y todavia se
requiere un esfuerzo grande de investigacifn para desarrollar
un tipo de reactores que resistan altas presiones y en las

que se puedan efectuar las hidr6lisis con total seguridad.

1.2,8,- Conclusiones.

De 1los resultados expuestos se puede concluir que es
posible realizar la hidr6lisis de 16 albGmina en horno de
microondas  por tratamiento con HCl en solo dos etapas de 6
minutos de calentamiento sin que se degrade la naturaleza de
los amino&cidos formados, presentando por tanto la ventaja de

la rapidez frente a los métodos convencionales (24h).
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11.0.1,= Digestitn de muestras en hornos de nicroondas.

A continuacifn se exponen algunos aspectos bAsicos de la
digestitn de muestras en hornos de microondas a través de la

revisi6n de la bibliografia publicada sobre el tema.

I11.0.1.1.- Bases para el ataque de muestras sSlidas en hornos

de nmicroondas.

Como hemos visto, la radiacidn de microondas consiste en
campos magnéticos y eléctricos alternantes cuya frecuencia,
del orden de los gigahercios, es generada en el magnetrtn del
horno de microondas y guiada bhacia la cavidad del horno,
lugar donde 1la absorben las moléculas de la muestra y del

disolvente.

Unicamente las moléculas polares absorben la energia de
las microondas (Van Zante, 1973; Hill y col. 1969). El
momento dipolar de las moléculas polares permanece alineado
con el campo eléctrico generado por 1la radiacif6n y debido a
los rédpidos cambios de direcci6n producidos en el campo
eléctrico (2.45 10® veces por segundo), las moléculas polares
se alinean y realinean cuando 1las microondas pasan a su
través. De este modo la muestra se calienta por efecto de la
friccién de sus moléculas. En consecuencia, la polaridad

tiene un papel importante en la temperatura alcanzada por una
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sustancia en el horno de microondas y por ejemplo, se ha
observado (Watkins, 1983) que la temperatura de 100 mL de
agua aumenta 70°C en 80 segundos, mientras que la temperatura
de 100 mL de CCla. s6lo se incrementa 27C en 140 segundos.
Para un nmismo volumen de palmitato de metilo se obtiene un

aumento de 30-C en 140 segundos.

El calentamiento de la muestra en el horno de microondas
se 1incrementa con 1la potencia suministrada y el tiempo de
irradiacién y decrece con 1la masa de la muestra y, en
general, con 1la carga del horno <(Koh 1980; Hesek y Wilson

1974).

Debido a 1la influencia del carécter dipolar de las
moléculas en 1la absorci6n de las microondas se necesita
llevar a cabo la digesti6n de las muestras en presencia de un
&cido o una mezcla de 4&cidos. Los liquidos dieléctricos
calentados en contacto con las particulas dieléctricas
generarén el calentamiento de las moléculas de la superficie
de 1la muestra. Esto puede crear grandes corrientes de
convecci6n térmica que agiten y rompan 1las capas de la
superficie, exponi&ndose una nueva superficie a la disolucidn
&cida y proporcionandoc una disoluci6n de 1la muestra muy

eficiente.

El calentamiento y ataque de la muestra no ‘ee produce

por efecto de una fuente externa de calor, sino que se genera
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en la interaccif6n de la propia mezcla de reacci6n con la
radiaci6én de microondas, de modo que la mezcla de los &cidos
con las muestras acta como un excelente absorbente de la
radiaci6n. Ahora bien, es preciso tener en cuenta que solo el
cardcter polar de los constituyentes de esta mezcla permite
su calentamiento, siendo el agua la especie miAs absorbente;
por lo que, en general, serd necesaria su presencia para

asegurar un réapido calentamiento de las muestras.

En un trabajo de Kihgston y Jassie (1988) se estudia la
potencia absorbida por 50Oml de disoluciones de distintos
4cidos , encontrandose que el agua es el mejor absorbente,
por lo que cuanto mAs diluido es el &cido mA&s energia absorbe
y mis se calienta. AdemdAs, comparando los &cidos concentrados
se aprecia que el H.SO, es mejor absorbente que el HNO, y

este lo es m&s que el HF y el HCI.

11.0.1,8,= Modificacitn de los hornos da nicroondas para su

empleo en el laboratorio.

Los hornos de microondas han encontrado un amplio uso en
cocina. Estos hornos pueden descongelar, calentar y cocinar
alimentos muy rdpidamente y, si son manejados con cuidado, no

presentan ninglGn peligro para las personas que los utilizan.
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Sin embargo cuando los hornos disponibles comercialmente
se quieren utilizar en el laboratorio es necesario considerar
algunos puntos para evitar el deterioro del magnetr6n y el

potencial riesgo de la operacibn.

Es 1importante observar que, cuando 1las mnuestras se
tratan en el horno, 1la carga de este disminuye a medida que
la muestra va sec&ndose y cuando el bhorno pierde toda su
carga, la energia, que todavia est& siendo aplicada, no es
absorbida y el magnetr6n tiende a <c¢rear un arco eléctrico y

destruirse a si mismo (Andrews y Atkinson, 1984).

La figura 1I.1 muestra el sistema de compensacifn de
carga propuesto por Andrews y Atkinson (1984) para modificar
un horno de microondas para su empleo en el laboratorio
evitando el problema mencionado. Se trata simplemente de una
botella de propileno adherida a la pared del horno y en la

que se asegura un volumen constante renovado de agua.

Este sistema es seguro, pero habria que reprocharle que
reduce dré&sticamente 1la potencia disponible; por lo que para
prevenir que el magnetr6n trabaje en seco es preferible
simplemente introducir en el horno un recipiente estanco con
la menor cantidad posible de agua que, como se ha comentado
en la Parte I, evita que 1la carga del horno disminuya

excesivamente.
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Figura II.lt Sistema propuesto por Andrsws y Atkinson (1964)

para aantanar oonatanta la ocarga da un horno da aloroondaa.

12 cm

Otro peligro es el riesgo potencial de explosion cuando
se calientan compuestos organicos y se producen vapores

alrededor del equipo eléctrico (Vatkins, 1983).

Por otro lado materiales altamente é&dcidos no deberian
secarse en un horno de microondas, sin tomar precauciones,
puesto que los vapores acidos podrian atacar las paredes de
la cavidad (Hesek y Vilson, 1974). Asi, para [levar a cabo

digestiones dacidas en un horno de microondas, es importante
disponer de wun sistema convenientemente seguro que evite la

permanencia del acido o de los vapores del disolvente en |la

cavidad.
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Sin embargo, y a pesar de que este inconveniente puede
hacer pensar en la necesidad de utilizar una instrumentacién
especifica para el tratamiento de las muestras, la mayoria de
los trabajos publicados hasta 1la fecha sobre digestitn en

horno de microondas se han realizado con hornos domésticos.

Para llevar a cabo la evacuacién de los vapores acidos
formados durante 1la digestitn, el procedimiento m&s general
propuesto en 1la bibliografia consiste en 1introducir las
muestras dentro de un recipiente cerrado que esta conectado

con el exterior del horno.

Abu Samra y col. (1975a) utilizaron cajas de plexiglas,
Barrett y col. (1978) recipientes cromatograficos
rectangulares de vidrio pyrex y Tsukada y col. (1985) vasos
de vidrio resistentes al calor con una boca de 1 cm. de
didmetro. Estos recipientes protegen el interior de 1la
cavidad del horno y permiten ajustar un sistema de extraccién
que puede conectarse a una trompa de vacio o un extractor de

gases.

Pougnet y VWandt (1986) proponen el uso de un recipiente
de digesti6n formado por un desecador (en el que se depositan
los erlenmeyer conteniendo 1las muestras y 1los A&cidos)
conectado a un erlenmeyer con KOH (donde se neutralizan loe

humos 4&cidos) y un vaso de precipitados con agua. Este
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conjunto se introduce dentro del horno. La presencia del agua
evita el exceso de potencia reflejada y la destruccion del
magnetron y el empleo de un sistema cerrado protege las

paredes del horno del ataque de los dacidos.

Como se puede observar en la figura |1.2 este montaje no

exige modificar los hornos disponibles comercialmente para su

empleo en el laboratorio.

Figura XI.21 Slstaaas para la dlgaatlé4n da nuaatraa propuaato
por Pougnat y Vandt <1266).
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En la mayoria de los trabajos se extraen 1los vapores
dcidos, sin embargo, Lamothe y col. (1986) recomiendan la
purga del horno con una corriente de aire comprimido durante
el calentamiento de 1las muestras en recipientes a presitn
introducidos en un contenedor tipo "tupperware”. La purga se
asegura por diferentes tubos de plastico insertados a través
de los orificios de ventilaci6n de wuna cara del horno, y

tiene por objeto prevenir fugas en los digestores.

Cuando 1la digesti6n de 1la muestra se lleva a cabo a
presitn en recipientes cerrados, parece que una precaucitn
suficiente serfia encerrar estos en un recipiente de mayores
dimensiones para evitar el deterioro del horno en caso de
roturas o fugas (Nadkarni 1984). En éste caso, los frascos a
presif6n permiten alcanzar temperaturas mis altas de la
muestra-disoluci6én, sin embargo, los vapores #&cidos son
transparentes a las microondas y solo la fase 1liquida

continGa absorbiendo la energia.

Burguera y col. (1988) han utilizado un sistema de tubos
pyrex colocados debajo de una campana de vidrio que conecta
con el exterior, para digerir las muestras con acidos y
extraer continuamente los gases. Este sistema, que se puede
apreciar en la figura I1.3, puede adaptarse para la digestitn
en linea de las muestras, utilizando una valvula de

aspiracitdn para extraer las muestras de los tubos de
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digestion e introducirlos en un sistema de flujo continuo (de
la Guardia y col. 1988).

Figura II,3s Slatana para 1la sxtraocoidén da gaaaa an la

digestidédn da muestras en horno de microondas

(Burguera y ool.

Como ya hemos sefialado, en el mercado existen diferentes
tipos de hornos de microondas adaptados especialmente para el
trabajo en el laboratorio.

Los equipos de la CEM Corporation mantienen la
estructura basica de los hornos de cocina pero, incorporan wun
sistema de evacuacion de humos y un circulador para evitar |la
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radiaci6én reflejada y ademfs emplean digestores con un

minucioso control de 1la presitn y temperatura durante el

proceso de digestibn.

Los equipos de Prolabo son a simple vista muy diferentes
de los hornos de microondas convencionales; ya que la cavidad
del microondas esta disefiada especialmente para alojar los
reactores que reciben toda la potencia del magnetrén a través
de la guia de ondas. El sistema trabaja a presit6n atmosférica
y permite programar todas las etapas desde la adicibn de

dcidos y reactivos hasta los tiempos y potencia de trabajo.

Otro problema que hay que tener en cuenta, comentado en
la introducci6én, es 1la elecci6bn, tanto de los recipientes

como de los reactores de digestifOnm.

Los mnmateriales metdlicos son impermeables a las
microondas y a causa de ello no se pueden utilizar. Sin
embargo el teflén, el vidrio pyrex y algunos plasticos como
el policarbonato y el polietileno son adecuados como
recipientes para el ataque de las muestras. Ademfs, el tefl6n
y el vidrio pyrex se pueden utilizar en el tratamiento de
muestras bajo presion. No obstante, los recipientes de vidrio
pyrex acumulan calor ré&pidamente y por este motivo se

utilizan con mayor frecuencia los frascos de tefl6n.
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Se podria recomendar la utilizaci6n de materiales
plasticos como recipientes de digestitn en el horno de
microondas, sin embargo el poliestireno comienza a ser

inestable por encima de los 70°C y no se puede utilizar.

Matthes y col. (1983> y Lamothe y col. (1986)
recomiendan la utilizaci6n de frascos a presit6n de
policarbonato, ya que el policarbonato es +transparente a las
microondas y es un pladstico con una elevada resistencia a la
traccitn, resistente a los &cidos y con un punto de fusitn de
135=C, Fo obstante, cuando se utiliza una mezcla de fcidos
minerales fuertes para disolver muestras en un horno de
microondas, es normal que el plastico se torne después de
cuatro usos de un tono amarillento y se produzca un gradual

deslustramiento de las paredes del bote.

1I1,0,1,3,- Digestitn hGmeda en horno de nicroondas.

Cuando se secan las muestras biolégicas dentro de un
horno de microondas, la temperatura mAxima que alcanzan,
trabajando a potencia minima durante 15 minutos, es de 95-
100=C. Sin embargo, se alcanza una temperatura de 120°C en 5
minutos al wutilizar HNO, y H:SO. en las digestiones (Tsukada
y col. 1985). Por este motivo 1los hornos de microondas son

adecuados tanto para secar como para digerir muestras.
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Desde la publicaci6n en 1975 del trabajo de Abu Samra y
col., varios autores han aplicado esta té&cnica de digestitn
4cida de 1las muestras. La tabla Il.1 resume los trabajos
publicados hasta la fecha. En ella se indican tipo de matriz,
elementos determinados, técnica empleada, asi como las

condiciones de digestifOn.

Puede observarse que en la mayoria de 1los casos los
trabajos atienden al andlisis por espectrometria de absorcitn
atémica y emisi6n en plasma, determinféndose todo tipo de
elementos: metales de transici6n, alcalinos, alcalinotérreos,
elementos volAtiles y otros de escasa solubilidad, fésforo y

azufre.

La mayor parte de 1las muestras son tejidos biol6gicos
(Abu-Samra y col. 1975a; Pougnet y Wandt 1986; Nadkarni 1984;
Blust y col. 1985; Schnitzer y col. 1988, 1989; ...),
alimentos (Tsukada y col. 1985; Demura y col. 1985; Puscher
1686; ...) y plantas (Vhite y Douthit 1985; VWang y col. 1990;
.++), sin embargo, tanmbién se han digerido muestras de
carb6n, minerales, rocas y sedimentos (Nadkarni 1984; Uchida
y col. 1986; Mahan y col. 1987; ...). En la mayoria de los
trabajos publicados se bhan utilizado hornos domésticos con
una potencia del orden de 650 w.

El peso de muestra utilizado varia desde 1 mg hasta 10
8, siendo entre 100 y 1000 mg la cantidad empleada con mayor

frecuencia.
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El tiempo de digestiétn es generalmente de pocos minutos,
pero algunos autores reconiendan tratamientos de 30 minutos e
incluso tiempos mayores. No obstante, parece que tiempos de
digesti6én reducidos son suficientes para asegurar la

recuperacifn completa de los elementos que se determinan.

Generalmente no se producen pérdidas de elementos
durante el proceso de digesti6n (Demura y col. 1985).
Empleando discluciones patrén se puede comprobar que la mayor
parte de los elementos no se volatilizan durante su digestifn
(Nadkarni 1984; Blust y col. 1985; Wandt y Pougnet 1986).
S6lo se encontraron pérdidas de hasta un 26% de Cr y hasta un
20% de Pb cuando se tratan las disoluciones patr6n con 10 nL
de agua regia y 5 ml de HF durante S minutos a 625 w

(Nadkarni 1984).

Sin embargo, 1los elementos met&licos en las muestras
reales no esté&n presentes en una forma i6nica pura, sino que
se encuentran formando diferentes tipoé de compuestos y por
ello es m&s dificil que en estos casos ocurran pérdidas
durante el proceso de digestitn. En el anédlisis de muestras
certificadas se ha éomprobado que no existen pérdidas de
elementos relativamente vol&tiles como As, Se, Cr y Hg,
durante la digesti6n con microondas de materiales biol6gicos

(Abu-Samra y col. 1975; Barrett y col. 1978).
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Tabla II.1l: Digesti6n en horno de microondas.

MATRIZ ELEMENTOS TECKICA REACTORES DIGESTION
Biol6gica As Co Cu Cr AALL, AR Frascos erlenmeyer
Ki Pb Se 2Zn 125 mlL
Biol6gica Cd Cu Fe Mn Pb ICP Frascos cOnicos
Zn abiertos
Biol6gica Cd Cu Fe ETAA Copas de polietileno

o polipropileno

Biolégica Metales - Frascos erlenmeyer

Biolégica Cd Zn FIA-AA Tubos de ensayo de
vidrio

Biolégica Hg CVAA Frascos borosilicato

Biolégica As HAA -

Sangre Fe AALL, UV, Frascos erlenmeyer

AX 250 mL

Sangre Zn AN Frascos erlenmeyer
125 nlL
Sangre Pb P, VA Tubos de vidrio
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CONDICIORES DE DIGESTION

REFERENCIA

0,5 g con 10 mlL HNO./HC1O. <3 minutos>
1-5 mg con 100ML HNO, y 100pML HzOs
(15 minutos)

150 mg con S mlL HNO; y 1 mL HC1lO,

con 100 pL HNOs» (5 minutos a 700w)

(pulsos de 10 s cada 3 minutos
durante 19 minutos a 70w)

con HNO., (8 minutos a 200w)

1g con 3,5 mL HRKOL 6 2mL HNO»+ 1,5mL
H-SO0, 6 2mL HNO~ + 1,5mL H-S0. + H:0:
(10 minutos)

0,25-1 g con SmL HNO, (5 min 50%)+ 2mL
Ho.SO. <10 min 60% + 10 min 70%)>+ O,5mL
H-O

g

con 200 6 400 pL de HNOL/HClO.

1-5 mlL con 20mL HNO. y 3mL H:O:

-

HNO»-HC104.-H=S0. (24:24:1)

(5 min S50%>+ 0,5mL H:O: (5 min 50%>

- Carni y col.

Abu-Samra y col.
1875a, 1975b

De Boer y Maessen

1083

Blust y col. 19865,
1088

Aysola y col. 1988

Burguera y col. 1988

Schnitzer y col.
1288, 1989

Schnitzer y col.
1890

1880

Janghorbani y col.
1981

Matsumara y col. 1982
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Tabla II.1: (cont.)
MATRIZ ELEMENTOS TECNICA REACTORES DIGESTION
Sangre Cu Fe Zn FIA-AA Sistema FIA abierto
Pelo Pb FIA-AA Tubos de ensayo
abiertos
Huesos Si AALL Frascos c6nicos 25 mL
Calculos Al Ca Cu Fe K ICP Frascos erlenmeyer
urinarios Li Mg Mn Mo KNa 50mL
P Pb S Sr 2n

Pescado Hg CVAA Tubos de ensayo pyrex
Alinmentos Cu Zn AALL,ETAA Tubos de vidrio
Alimentos Frascos borosilicato
Alimentos Cd Cu Mn Pb Zn AALL Frascos erlenmeyer
Alimentos As ETAA Frascos erlenmeyer
Alimentos Cu 2Z2n AALL, ETAA -

Alimentos y Pb AALL Frascos erlenmeyer
huesos 125mL
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CONDICIONES DE DIGESTION

REFERENCIA

60-100 ML de HCl1 0,3M / HNO, 0,4M

100mg com 2mlL HNOL/HC1O0. <1:1)

200mg con 3mL HKNO; y 3mL HC1lO,

250mg con 1lmL HClO. y 2mL HNO.

(3 min a 650w)

6 5-10 g con 20 mL HNO»/H=S0as (10 min)
500mg con 20 mL HNO, y 10 mL HC1lO.

5g con HNO»/HC104 5:1, 6 HNO»/Hz:O: 1:1

20mg-1g con 15-75mlL HNO. y 0,1-0,5mL
H-S0, ¢10-30 min 1000w>

0,1-2g con 4mL Fi(s), 15-100mL HKO, y
0,5mlL HaSO. (10-30 min)

0,5g con 10-40mlL HNO., 5-15mL HC1l0.

HRO,

Burguera y col. 1986

Burguera JL y col.
1887, Burguera y
Rond6n 1987

Brown y Keyzer 1887
Vandt y Pougnet 1886
Barret y col. 1878

Andoh y col. 1982
Ishii 1984

Demura y col. 1685
Tesukada y col. 19885

Puscher 1986

Denton y col. 1980
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Tabla II.1: (cont.)

MATRIZ

ELEMENTOS T

ECNICA

REACTORES DIGESTION

Biol6gicas y
sedimentos

Biolé6gicas y

minerales

Biol6gicas y
vegetales

Alimentos

Plantas
acuidticas

Vegetal

Bot&nica

Alimentos

Vegetal

Plantas

Vegetal

Al As Ba Be Ca
Co Cr Cu Fe K Li
Mg Mn Na N1 P S
Si Sr T1 V 2n

36 elementos

Al Ca Cu Fe K
Mg Mn Na P Sr Zn

Cu Fe

Cu Pb Zn

Se

Cu Z2n

Ba Ca K Mg Mn
Na P S Zn

ICP

ICP

ICP

FIA-AA

ETAA

AN

ETAA

ICP

Recipientes de tefl6n
© policarbonato

Recipientes pyrex de
100 mL 6 recipientes
tefl6n S500mL

Frascos erlenmeyer
50 mL

Viales de 50 mL

Frascos erlenmeyer
125 mL

Frascos erlenmeyer de
125nL. o frascos

borosilicato

Frascos erlenmeyer de
125 mL

Frascos Kohlraush
100 mL
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CONDICIONES DE DIGESTION

REFERENCIA

50-100mg con 10mL HNOL/HClO0. (5:4),
6 HNO,/HC104 <1:1> 6 3mL HNO»

200mg con 5 mL HNO5/HC1 y 2mL HF
(3 min 625w); adicionando H.BOa

250mg con 1mL HClO, y 2mL HNO,
(3 min 650w

3mlL de leche + 1mL HNO, (5 min 700w)

500 mg con 8mlL HC1lO0, y 2mL HNO.,
HRO>/H=S0. (2: 1>

lg con 25mL HNO> y 10mL HNO./HClO.
4:1)

0,5-1g con HNO,
0,58 con 10mL HNO, (30 min 540w), ©

con 10mL HRO» y 1mL Hz:O: (30min 540w)

mezcla de &cidos

Que-Hee y Boyle 1988

Nadkarni 1984

Pougnet y Vandt 1886

Burguera M ycol. 1987

Cooley y col. 1077

Krasowsky y Copeland
1979

Morris y col. 1880

Nichols y Voodriff
1980

Vhite y Douthit 1985

Wang y col. 1990
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Tabla II.1: (cont.)

Sedimentos Ca Cr Fe Mn PDb AALL
Zn

MATRIZ ELEMENTOS TECNICA REACTORES DIGESTION
Plantas y Cd Pb ETAA -

suelos

Rocas Fe (II-IIID gv Recipientes tefl6n

abiertos

Tubos de centrifuga
de policarbonato 5OmL
o de polipropileno
250mL

AALL: Absorcitn atSmica con llama.
HAA: Generacit6n hidruros-AA.

ETAA: CAmara de grafito.

CVAA: Vapor frio-AA.

EA: Espectrometria de emisifn at6mica.
FIA-AA: FIA-AA

ICP: Espectrometria de emisit6n at6mica de plasma de induccit6n

acoplada.

132




Tesis Doctoral 1991 A.E. Morales Rubio

CONDICIONES DE DIGESTION REFERENCIA

%
HNO./H-S0. (1:1) Walsh y col. 1979
25mg con 0,25mL HF, 0,5mL H.SO. (M) Uchida y col. 1086
0,1-200mg con 20mL MgCl.. y HNO,/HC1 Mahan y col. 1987

(4:1) y mezcla de HCl1lO,/HF/HC1

ICP-MS: ICP-Espectroscopia de masas.

DCP: Plasma de corriente continua.

UV: Ultravioleta-visible.

FA: Espectrometria de fluorescencia atb6mica.
P: Polarografia.

VA: Voltametria an6dica.

DI: Diluci6n isot6pica.

AN: AnAlisis activaci6n neutro6nica.
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Se obtienen valores de recuperacién bajos en la
determinacién del Fe en plantas y sin embargo para el higado
bovino se consiguen resultados muy buenos (Pougnet y Wandt
1086>. Este hecho se interpreta en base a la formacifbn de un
producto de reaccif6n vol&til entre este elemento y otros
componentes de las muestras digeridas, o de su retencitn
sobre un pequefio residuo obtenido cuando se lleva a cabo la
digestitn en el horno de microondas; aunque en la mayoria de
los casos se debe a la existencia de compuestos muy dificiles

de atacar.

Los valores de recuperacitén obtenidos para Cd, Cu, Mn,
Pb y Z2n en andlisis de alimentos cuando las muestras se
digieren en un horno de microondas con HNO, y H:SO. durante
10 a 30 minutos varian desde el 84,3% hasta el 113% con

coeficientes de variaci6n del 0.1 al 6% (Demura y col. 1985).

La determinacifén de elementos mAs volAtiles, como Pb y
Hg en muestras de pescado (Barrett y col. 1978) y As en
alimentos (Tsukada y col. 1985) podria 1llevarse a cabo
mediante una digesti6n previa con &cidos minerales a un nivel
de potencia alto durante 10 a 30 minutos. En estos casos se
observ6 una disminuci6bn significativa en el valor del blanco
de reactivos para el Pb debido a un tiempo de exposicitn
menor de la muestra al ambiente y no se encontr6 ninguna
pérdida ni de Pb ni de Hg durante la digesti6n con

microondas. Los resultados alcanzados en la determinaci6n del
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As en el tratamiento de diferentes compuestos de As(III) y
As(V) durante 30 minutos en el horno de microondas revelan
que el As no tiene pérdidas en ningGn tipo de disoluci6n
patrén. Sin embargo, en la digesti6tn de muestras reales se
recomienda 1la adici6n de 400 ‘mg de Ni para prevenir la

formaci6n de compuestos volatiles.

El tratamiento de las muestras minerales no es tan
sencillo como en el caso de las muestras biolégicas o de

alimentos.

En la determinaci6n de elementos metélicos en muestras
de carb6én se obtienen resultados bajos para el Ba, Cr y Ti
debido a la presencia de sales muy insolubles de Cr y Ti en

las muestras.

El anadlisis de muestras geolf6gicas es particularmente
dificil y una mezcla de agua regia con HF (Nadkarni 1984) no
bastan para extraer cuantitativamente el Cr, igualmente se
obtienen resultados bajos en la determinacién de Mg y Ti en

. el anidlisis de muestras certificadas.

Otra aplicacién de la digesti6n de las microondas es la
eliminaci6én del azufre del carb6n y fueles y la extraccitn
del azufre de 1la pirita. Sin émbargo, los compuestos
orgédnicos, como el bencil disulfuro, no son afectados por el

calentamiento de las microondas (Lamothe y col. 1886).

135



Tesis Doctoral 1991 A.E. Morales Rubio

Los sistemas de microondas diseflados especialmente para
su empleo en el laboratorio suelen proporcionar informaciones
técnicas sobre 1las condiciones de digestif6n de distintos
tipos de muestras. En la tabla 1II.2 se indican los del
sistema MICRODIGEST A300 de Prolabo, que emplea en general
digestiones a presién atmosférica en matraces ablertos a los
que se adapta un sistema de reflujo.

v

tabla I1.2: Datos sobre el sistema mnicrodigest A300 de
Prolabo.

Yiestra Slementos/nétsde ReaztLives Tiazo'ylin

L)

fradustos Samgre. pelc. estractos Sn. Ca. P, Cu. Fe, metales H 35 . RHEC 7y H O LS

e , . 4 ] 23

bicligizss  biolégizos para cosmé- pesadcs ‘ “f
ticos v dientes

Alizentos  harina. pescados, leche N. As, Se. Bb. Hg, Ca, Mn. Ha304+catalizadcr. LIRS IR A
en pclve. espinacas... Cu. 2n y otros metales pe- °

sados
Netales NBS36a. KBS36d. NBSYH... ICP sto‘, HNOJ. acl. 53904. KClc4 7-40
agua
Preductos  destilades. combustible metales pesados y P sto4, KNO3 v 8202 13-38
getrdle pesado v aceites
Farma- PVP. venicilina... N. ¥a. Ca Hﬁso4+catalizador v 5,02 15-17
celticos ¢ ¢
Plantas SRN1572. alfalfa... K. Cu, Niy metales B,50 +catalizador. m3 VR0, 440
pesados ¢ $e
?Plisticos  PVC. colipropileno... ¢. sn. $b. g, AL, P, H2304 Y 5‘02 §-40
7 netales pesados ¢
Aqua Sedimentos v lodos netales pesados HNO3 10-1%
QOtros silicatos, vidrio... petales HIOJ, 5280‘. BCl. EF. H°°2 20-60
)
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Los tiempos de digestitn varian de 4 a 60 minutos,
empledndose en general HNO, o mezclas de HNOs/H:O., H-SO. o
mezclas de HxSO./HFO». Para los materiales pl&sticos se
utilizan simulténeamente H.SO. y Hz0: y para los metales agua
regia y mezclas de HaSO., H-PO. y HClO.. En el anAlisis de
6xidos y silicatos parece. preferible el empleo de HF,

especialmente para atacar los silicatos.

11.0.1.4,- Comportanientc de 1los 4&cidos <frente a las

microondas.

Kingston y Jassie (1986) han realizado un estudio
sistemitico del comportamiento de los &cidos minerales frente
a la radiacitn de las microondas, empleando el sistema de la
CEM Corporation y digestores herméticamente cerrados
provistos de sensores de presitn y temperatura. Los datos de
este trabajo son muy interesantes a la hora de estudiar las
condiciones de digesti6n de los numerosos tipos de muestras y
pueden orientar hacia la elecci6n del &cido, o mezcla de

dcidos mAs adecuada.

El hecho de que en 1la mayoria de los trabajos
recientemente publicados se haya optado por 1la digesti6n a
presibn en matraces cerrados proporciona una utilidad todavia

mayor a estos resultados.
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El HNO, es el &cido mAs utilizado para la digesti6n de
muestras debido a su caracter de 4&cido fuerte oxidante y al
hecho de que los nitratos sean sales muy solubles; por lo que
resulta Gtil para la posterior disoluci6én de los residuos.
Sin embargo, tiene wuna temperatura de ebullici6n muy baja
(120=C) 1o que 1limita su empleo en sistemas térmicos
abiertos. En un horno de microondas 5SmlL de HNOs, sometidos a
una potencia . de 144w llegan a alcanzar temperaturas de 176=C
al cabo de 8 minutos, obteniéndose una presi6n de 5 atm en
recipientes de un volumen aproximado de 100mL. Aumentando la
potencié a 258w, 3mL de HNO; alcanzan en 2,5 minutos una
temperatura de 175=C y una presi6n de 4,5 atmb6sferas. Esta
temperatura, aproximadamente 50°C superior a la temperatura
de ebullicién del &cido, exalta su poder oxidante y favorece

la digestiftn de las muestras.

El &acido clorhidrico es también un &cido fuerte vy,
aunque no es oxidante, tiene un gran poder complejante; por
lo que resulta de gran utilidad en la digestit6n de metales
proporcionando cloruros f&cilmente solubles. 7,3 g de HCl1
expuestos a una potencia de 430w alcanzan, en menos de 2
minutos, una temperatura de 175<C y presiones del orden de 7
atm6sferas. Estas elevadas presiones que puede llegar a pro-
porcionar el ataque con HCl1l pueden ser un inconveniente para
su empleo en recipientes cerrados para la digesti6n en hornos
de microondas; por 1lo que se deberidn extremar las pre-

cauciones para evitar pérdidas o roturas de los digestores.
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De las mezclas de HC1l y HNQO,, el agua regia ¢(3:1<C(v/v))
es la nAs conocida y utiiizada para la disoluci6n de
muestras. Esta mezcla tiene un gran poder oxidante, debido a
la produccién de cloruro de nitrosilo (NOC1). Al calentar el
agua regia se produce - la disociaci6tn del NOCl1 en Cl., que
continia atacando las muestras. En un recipiente hermético, 8
nlL de agua regia sometidos a una potencia de radiacibn de
316w alcanzan una temperatura de 180=C y una presi6tn de 7atm

al cabo de 16 minutos.

El comportamiento del HF frente a las microondas es
andlogo al del HNO>; sin embargo, su baja temperatura de
ebullici6bn (106=C) y su elevada presi6n de vapor es la causa
de que se obtengan presiones del orden de 8 atm cuando se
calienta a 180°C, En consecuencia el HF deber& manejarse con
las mismas precauciones antes indicadas para el HC1,
debiéndose tener en cuenta que este &cido es muy agresivo con
la silice, generando SiF,, por lo que no se podrad utilizar
este material en las digestiones. Adem&s el HF ataca la
dermis y sus vapores pueden dafiar la visi6n por lo que habré
que extremar las precauciones en su manejo, utilizando
guantes, Jerihgas de pléstico y recipientes de tefl6n, asi
como gafas de seguridad y una campana de extraccifén con buen

tiro.
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La utilidad del HF en la digesti6n de las muestras es
mixima en el ataque de silicatos y muestras de vidrio; aunque
en ocasiones, cuando 1la silice puede constituir una sgria
interferencia en 1la determinaci6n de 1los elementos de
interés, probablemente es preferible evitar su empleo para no

favorecer la disolucién del Si0.,

Cuando se utilizan mezclas de HNO, y HF se obtienen
temperaturas y presiones comparables a las encontradas para
los dos &cidos por separado. No e obtienen productos de
descomposici6én que aumenten el poder corrosivo de estos
&cidos y su empleo conjunto solo ’se justifica por la accibn
conjunta de wun &cido fuerte complejante y el poder oxidante

del otro.

El &cido fosf6rico es un &cido oxidante con un gran
poder complejante que, debido a su elevada temperatura de
ebulliciébn, puede alcanzar temperaturas muy altas en un horno
de microondas con valores bajos de presi6n. 5Snl de HaPO.
sometidos a una potencia de 212w alcanzan una temperatura de
198*C en 4 minutos, proporcionandoc una presi6n de 2,5 atm, y
pueden llegar a 240~”C en 8 minutos con una presi6n de 3 atm.
Estas temperaturas tan altas pueden dafifar 1los digestores y
nosotros hemos observado que el H,PO., 1llega a fundir el
tefl6n, por 1o que se desaconseja la utilizaci6n del HaPO.
concentrado para la digesti6n directa de 1las muestras. Sin

embargo, cuando la muestra se trata previamente con HNO,, el
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posterior tratamiento con fosférico no dafia los reactores y
favorece 1la recuperacitn de 1los metales en muestras de

dificil disolucibtn.

Por otra parte, las mezclas de HNO, y H,PO. en
proporcifén 3:1 alcanzan en 1los reactores herméticos valores
de temperatura del orden de 180°C a una presitn menor de 4
atm, alcanz&ndose estas condiciones en 3 minutos y con una

potencia de 258w.

El- H>-SO. concentradoc es un disolvente muy efectivo,
especialmente por su accifén carbonizante sobre 1los tejidos y
muestras orgéAnicas. La elevada temperatura de ebullicifn del
H.S0., (339°C> exige controlar su empleo en hornos de
microondas cuando se utilizan digestores de tefl6n, ya que
puede llegar a fundirlos. Sin embargo, utilizando reactores
de pyrex o de cuarzo, se pueden alcanzar condiciones de
digesti6n muy enérgicas. Utilizando una potencia de 574w, SmL
de HxSO, 1llegan a alcanzar temperaturas de 300°C en 3
minutos, lo que acelera enormemente las digestiones de
muestras orgénicas, incluso en recipientes abiertos. AdemAs,
en la digesti6n en horno de microondas al igual que en la
digesti6én Kjeldahl, 1la adicién de sales y catalizadores

permite optimizar las digestiones.

El Acildo perclérico concentrado es un poderoso oxidante

Y su empleo permite el ataque de muestras que no se
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descomponen con otros 4&cidos. Sin embargo, hay que tener
presente'que el empleo del &cido concentrado y en frio no
requiere precauciones especiales de manejo, al igual que el
&cido diluido y en caliente, pero la utilizacién de
disoluciones concentradas de HClO, a elevadas temperaturas
puede provocar explosiones, especialmente si1 existen restos

de materia orgénica.

Cuando se calienta HClO, en recipientes herméticos en un
horno de microondas , alcanza répidamente temperaturas
superiores a los 200°C incluso para potencias bajas, del
orden de 200w y asi, Kingston y Jassie (1986) han comprobado
que SmL de HC1lO, calentados con una potencia de 212w alcanzan
en 2 minutos una temperatura de 200=C y una presi6n de una
atm, para aumentar su presi6n a 7 atm téas otros 2 minutos de
calentamiento, manteniéndose la temperatura en el recipiente
pr&cticamente constante sobre los 245~C, Ademés, la presi6n
se mantiene constante aunque se enfrie el digestor, 1lo que

evidencia una descomposici6n del &cido.

En consecuencia hay que ser prudentes en el empleo del
HC1l0, para las digestiones en horno de microondas , evitar su
empleo en presencia de muestras organicas, controlar la
presiftn durante la digestifm y wuna vez terminada esta, y
controlar 1la temperatura para evitar el deterioro de los

reactores.
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En 1la bibliografia también se han propuesto otros
&cidos, como el tetrafluorbérico para 1la digesti6én de
muestras geolbgicas, y mezclas de &cidos con agua oxigenada
para aumentar el poder oxidante, en especial para la
digestitn de muestras orgénicas, alimentos, productos

farmac&uticos, productos petroliferos y plésticos.

11.0.1.5.~ Digestiones a presifn en horno de microondas,

De todo lo dicho anteriormente, se deduce que tanto para
la mayor seguridad del operador y mejor conservacitn de los
hornos de microondas como para acelerar 1los procesos de
digestit6n, es preferible realizar los ataques en reactores a
presi6n. Ademis, la wutilizaci6én de digestores herméticos
i evita las pérdidas de 1los elementos volAtiles durante la

digestitn.

En la tabla 1I1.3 se resumen algunas de las aplicaciones
analiticas desarroclladas para la determinaci6n de diferentes
elementos en distintos tipos de matrices previa digestitn a

presifn en hornos de microondas.
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Tabla II.3: Digestitn bajo presifn en horno de microondas.

MATRIZ ELEMENTOS TECNICA REACTORES DIGESTION
Biolégica aninocécidos - Reactores teflén PFA
60mL
Biol6gica Fe Mn Se AALL,HAA Reactores tefl6n PTFE
FA 30mL
Biol6gica Ca Cu Fe K AALL Reactores tefl6n PFA
Mg Mn Zn 7al |
Biolégica Cu Zn VA Reactores teflSn PFA
' 60mL
Biol6gica Fe AALL Reactores teflSn PFA
60mL
Biol6gica y Al Ba Ca Co Cr ICP Reactores tefl6n PTFE
geolGgica Cu Fe K Mg Mn 120mL
Na Ni Sc Si Ti
V Zn Zr
Biol6gica As Cd Co Cr AALL, ICP Reactores tefl6n PFA
Cu Fe Mn Ki ETAA 120mL, reactores
- Pb Se Sr Zn tefl6n Parr 23ml y
reactores tefl6n
Berghoff 100mL
Biolégica Cd Cu Fe Pb Zn AALL Reactores tefl6n
Biol6gica = Hg CVAA Reactores tefl6n PFA
60mL
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CONDICIONES DE DIGESTION REFERENCIA
250-300mg con 5-10mL HNO, ' Kingston y Jassie
1986
250mg con 2mL HNO. y 1mlL HzOz Xu y col.
| 1987, 1988
|
100-500mg con 2mL HKO., 0, 3mL Kojima y col. 1988

HC10,., 0,15mL HC1l y 0, 15mL HF

250mg con 7,2g HNO; (130 =C, toda Pratt y col. 1988
la noche)+(Smin 172w)+(5Smin 207w)
+(3min 230w)

25-250mg con 1lmlL HNO; y 1mL H:Ox Vanwyck y col. 1988
(15 min 25%)

0,25-0,5g con 20ml agua regia Bettinelli y col.
1089

50-250mg con HNO,/H-O-. variable Matusiewicz y col.
1989

HNO> (menos de 1lmin) Stripp y Bogen 1089

100mg con 1mL HNOs> (8min 20%> + Vermeir y col. 1989

(8min 40%) + (4min 60%)

|
\
145



Tesis Doctoral 1591

A.E. Morales Rubio

Tabla II.3: (continuacién).
MATRIZ ELEMENTOS TECNICA REACTORES DIGESTION
Biol6gica Al As Ba Ca Cd ICP-MS Reactores tefl6n PFA
Ce Cr Cs Cu Fe
La Li Mg Mn Mo
Ni Rb Sb Se Sr
T1 V Y 2Zn
Biolé6gica As Ca C4 Cu AALL, HAA Reactores tefl6n 23mL
K Fe Mg Mn Na ETAA,EA
P Pb Zn ICP
Hueso Al ETAA Reactores tefl6n PFA
Biol6gica y ICP-MS Reactores tefl6n PTFE
geolégica
Zumos B Ba Ca Cu Fe ICP Reactores tefl6n 60mL
K Li Mg Mn Na
P Rb Sn Sr Zn
Alimentos Nitr6geno orgé&nico UV Tubos ensayo pyrex

Alimentos y

heces

Alimentos

Ca Cu Fe K Mg
Mn P Zn
Si T4 V Zn Zr

Ca Cu Fe Mg
Mn Zn

ICP

ICP

200mL

Reactores tefl6n PFA

120mL

Reactores tefl6n PTFE
44mlL
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CONDICIONES DE DIGESTION REFERENCIA

E 100mg con 2mL HKO. (75s 350w) Friel y col. 1990
;
|
100 mg con 1mL HNO, (30 min 665w Lachica 1990
200-800mg (1h a 200=C) + 3ml HNO, Skelly y DiSteffano
(6min) 1088
- Noeltner y col. 1990

25g con S5mlL agua regia Nikdel y Temelli 1987
50-60mg con 2mlL H.S0., 0,48 K=SO0a, Alvarado y col. 1988b
2,5mlL HgO

500-1000mg con SmL HNO, y 2mL HCl 6M Schelkoph y Milne

(30 min). 1988
200-300mg con 2mL HNO, y 1mL H:O- Xu y Shen 1088,
(3min S500w) 1089
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Tabla I1.3: (continuacitn).
MATRIZ ELEMENRTOS TECKNICA REACTORES DIGESTION
Biol6gica y Ca Cd Cr Cu . AALL Reactores tefl6n 60mL
vegetal Fe Ni Pb Zn
Vegetal Al Ca Fe K Mg ICP -
Mn Na P S
Vegetal Ca Fe Mg Mn Zn AALL Reactores tefl6n
Cd Cu Pb K Na ETAA,EA PTFE 120mL
Vegetal S ICP Reactores tefl6n
Vegetal Al Ca Cd Co ICP-NMS Reactores de tefl6n
Cu Fe Mg Mo
Ni Pb
Sulfuros Cu Ni AALL Reactores de tefl6n
minerales 150mL
Muestras Pb U DI Reactores tefl6n 60mL
geol6gicas dentro de otro
reactor de 300mL
Muestras Ag Al As Au B ICP Reactores de
geol6gicas Ba Be Bi Ca Cd policarbonato 250mL
Ce Co Cr Cu Fe
Ga Ge In K La Li
Mg Mn Mo Na Kb Ni
P Pb Sb Sc S1 Sn
Sr T1 TL VVWVYYDb
Zn Zr
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CONDICIONES DE DIGESTION

REFERENCIA

250mg con 1,5mL H-SO, y 1,5 mL
HNO: (1 min 700w>

500mg con 10 mL HNO. (30 min 90%)
+ 1mlL H-Oz (15 min ©90%> + 2mL HC1
(10 min 30%>

500mg con 8 mL HNO, + 2mlL HC1,
(15 min 300w) + (20 min 510w)

0,58 con HNO}/H:O;_- (2-25 min)

1g con HNOa/HCl 7:14 (v:v) (5 min
420w)+ (10min 480w) + (15min 540w

0,5-1g con 10mL HNO,, SmL HF y 1,5g
KC10.

500mg con 1mlL HNO,, 3mlL HF, 0,5nL
HC10, y 2mL de disoluci6bn isot6pica
(Smin 15%)+ (1Smin 23%) + 4mL HF +
(1-5h 23%>

0,18 con 2mL HNO, y SmlL HCl:HF (7:3)
(2,5min 650w) + H,aBO~ 4+ (10min 650w)

Aysola y col. 1987

Kalra y col. 1989

Nisuwenhuize y
Poley-Vos 1989

Finch y col. 19890

Imbert 1090

Smith y col. 1685a

Fischer 1986

Lamothe y col. 1986
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Tabla II.3: (continuacitn).
MATRIZ ELEMENTOS TECNICA REACTORES DIGESTION
Minerales Al Ca Fe K Mg AALL Reactores teflén
Mn Na Si Ti PFA 60mL
Sedimentos Al Ba Ca Co Cr ICP Reactores teflé6n PTFE

marinos y
rocas
basdlticas

Minerales

sulfurosos

residuales

Suelos

Sedimentos

marinos

Suelos

Suelos y
sedimentos

marinos

Fe K Mg Mn
Na Ni Sc S1 Ti
V Z2n Zr

Al Ba Ca Co Cr ICP
Cu Fe K Mn Mg Na
Ni SS1i T1i V Zn

Lodos y aguas - -

As HAA
As Cd Co Cr AALL
Cu Fe Mn Ni ETAA
Pb Se Zn ICP
Hg AN

Al B Ba Ca Co ICP
Cr Fe K Li Mg

Mn Na Ni Pb Ti

V Zn

120mL

Reactores tefl6n PFA
150mL

Reactores de tefl6n

Reactores de teflén
PFA 150 mnL.

Reactores de tefl6n
120 nL

Reactores tefl6n
120 mL

Reactores de tefl6n
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]

CONDICIONES DE DIGESTIOKR

REFERENCIA

100-250mg con 2mL H-O-, 20mL HC1,
2ml. HNO,, 2Z2mL HF

100-200mg con SmlL HF y 15mL agua

regia

500mg con 6mlL HNO, y 2mL HC1

1g de lodo 6 100mlL de agua con HNO.,
HNO5-HC10. (600w).

0,1-0,5g con HRO; (®@min 720w)>+
3,5mL HNO,, 1,5mlL HClO., 1,5mlL H-=SO.
(3 intervalos 2,5min 720w).

200-600mg con 6mL HRO,+ 0,51ml HC10,,

6 3mlL HNO, + 3mL HF + 1mL HClO.

500mg con 10 mL H.QO, 6 mL HC1,
2 mL HRNO,

- 0,5-1g con diferentes mezclas de

HNO,, HCl1l, H:0: (diferentes tiempos
y potencias).

Vestbrook y Jefferson
1986

Bettinelli y col.
1987

Bouvier y Hall 1687

Bofelli 1088

Huang y col. 1988

Nakashima y col.
1088

Van Delft y Vos 1688

Kammin y Brandt 1989
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Tabla II.3: (continuacién).
MATRIZ ELEMENTOS TECNICA REACTORES DIGESTION
Suelos Cu Z2n AALL Reactores de tefl6n
PFA ,
%
Sedimentos ETAA, ICP Reactores de tefl6n !
marinos PFA
Sedimentos Al Cr Si Zn AALL,ETAA Reactores tefl6n PFA
marinos 20nmL
Fertilizantes - AALL -
Suelos y Ba Ca Cr Cu Fe ICP Reactores tefl6n PTFE
sedimentos Mg Mn Sr Zn
Turba Al Ca Cu Fe K AALL Reactores de tefl6n
Li Mg Mn Ni Zn PTFE 60mL
Suelos Ga Ge AALL,ETAA Reactores de tefl6n
Rocas Al Ca Fe K Mg AALL Reactores de tefl6n
Na Si PFA 120mL
Aleaciones Al Ca Fe Mg Mn AALL Reactores
Cu-Ni y Na Si policarbonato 250mL
feldespatos
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CONDICIONES DE DIGESTION

REFERENCIA

500mg con 4mL HNO»+ 7mL HF (7min
400w)

HNO,/HC1 (20min)

HF/agua regia (1 min)

HNO,, HC1/HNO», HNO»-HzO:, (6-90 min
40-100%)

0,1-0,2g8 con 2mL HNO,+ 1mlL H.Oz+ 1mL
HF+(3min 500w)+0,5g HaBO-+ (lmin S00w>

500mg con SmL HNO5;, 2mL HC1O., 4mlL HF

HNO., HF, H»BOs» y KNO»

200mg con 20mL EtCOOH + 1mL HF + 3mL
HNO»+ (3 min 100%) +(30min 90%>+ 10mL
HaBO~ 10% + (10min 60%)

100-500mg con SmL HC1:HF (7:3) y 2mL
HFO.,

Kratochvil y Mamba
1990

Millward y Kluckner
1989

Rantala y Loring 1989
Piccone y col. 1689

Xu y Shen 1689
Xu y col, 1689,
1990

Papp y Fischer 1887.
Davidson y col. 1690

Kemp y Brown 1990

Matthes y col. 1983
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Tabla II1.3: (continuaciétn).
MATRIZ ELEMERTOS TECNICA REACTORES DIGESTION
Acero Al As Cu Cr Mn DCP Reactores tefl6n 60mL
Mo Ni P Si Sn
T1 VW
Materiales Al As Ca Cr Fe ICP Reactores tefl6n 20mL
organicos e I Mg Mn P T1i Se o Recipientes de
inorgénicos \'A cuarzo 10mL
Silicatos Ba Li Sr ICP Reactores de tefidn
PFA 15nL
Silicatos Al Ca Fe K Mg DCP Reactores

Cenizas de

carbdn

Carb6én

Aleaciones
matriz
compleja
Ni-Cr-Al-Y,
Fe-Cr—-Al-Y,
Co-Cr-Al-Y

Aceros

Mn Na P Si

As Cd Pb Sb ETAA

Se T1

Fe N1 V ETAA

Y ICP
- ICP -

polipropileno 125mL

Reactores tefl6n PFA

Tubos de ensayo pyrex

200mL

Reactores
policarbonato 250mL
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CONDICIORES DE DIGESTION REFERENCIA

lg con 3mL HNO, , 3mlL HCl1l y 2mL HF Fernando y col., 1986
(80min 625w)

30mg con HCl, HCl + HF, HNO, y Buresch y col. 1087
mezclas de HNO, + HC1

100mg con 0,5mL HCl1l, 1mL HF y 0,5mL Kojima y col. 1987
HC10,
100mg con 4mlL HF, 3mL agua regia Quezada y col. 1987
250mg con SmL HF, 15 mL agua regia Bettinelli y col.
1088
100-1150mg con SmlL HNOs y 2mlL HClO. Alvarado y col.
1988a, 1990
0,2-1,0g con 10mL HC1l + S5mL HKO, + Vozzella y Condit
S3mnlL HF + (15min 210w) 1988
HNO5;-HC1-HF (20-50 min) Chang y col. 1990
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AALL: Absorcit6n at6mica con llama.

HAA: Generacif6n hidruros-AA.

ETAA: Camara de grafito.

CVAA: Vapor frio-AA.

EA: Espectrometria de emisi6n atGmica.
FIA-AA: FIA-AA

ICP: Espectrometria de emisitn at6mica de plasma de induccifn
acoplada.

ICP-MS: ICP-Espectroscopia de masas.

DCP: Plasma de corriente directa.

UV: Ultravioleta-visible.

FA: Espectrometria de fluorescencia atémica.
P: Polarografia.

VA: Voltametria an6dica.

DI: Diluci6n isot6pica.

AN: An&lisis activaci6n neutrtnica.

156



Tesis Doctoral 1991 A.E. Morales Rubio

Como se puede observar en la digesti6n de muestras
biolégicas, la utilizacién de digestiones a presi6én permite
la recuperacit6n completa de 1los elementos metdlicos con una
mezcla de HROax y HaSOs. a 700w y en 1 minuto (Aysola y col.
1087); ademis, otras muestras mAs resistentes al ataque de
los &cidos pueden ser digeridas réapidamente en estos

sistemas.

El peso de muestra recomendado para 1la digesti6n a
presitn varia entre 25 mg y 25 g y el volumen de los
reactores empleados entre 7 y 250 mlL, siendo &stos usualmente
de tefl6n. El tiempo de digestifn requerido est& comprendido
entre 1 y 30 minutos, exceptoc para algunas muestras
geol6gicas para las que Fischer (1986) recomienda utilizar
una potencia baja y un periodo de tiempo 1largo (incluso 5

horas).

Cuando se utilizan recipientes a presién la recuperacibn
del Cr, B, Pb y Si es muy buena. Sin embargo, la recuperacitn
del Al a partir de minerales alumino-silicatos y 1la
recuperaci6n del Si a partir de muestras que contienen cuarzo
son muy malas. La recuperacifn de estos Gltimos elementos se
incrementa cuando disminuye el tamafio de particula de 1la
muestra (Fischer 1986). En general, 1los minerales como el
cuarzo, corindén, circén y rutilo no se disuelven con una
mezcla de HNO,, HCl y HF trabajando en un horno de microondas

con botes sellados de policarbonato durante 15min a 650w.
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La'digestidn a presitn es el método méAs r&pido para el
tratamiento de muestras biolégicas en horno de microondas y
es aplicable para la determinaci6n de Ki y Cu en minerales
(Smith y col. 1985 ) y para Pb y U en algunas matrices
geolégicas, incluyendo 1los compuestos de circonioc menos

estables (Fischer 1986).

La digestién &cida de muestras de aceros con HNO,, HF y
HC1l proporciona 1la recuperacién total de Al, As, Cu, Cr, Mn,
Mo, Ni,P, Si,Sn, Ti, V y V en 80s (Fernando y col. 1986). Los
minerales sulfurosos pueden disolverse en reactores de tefl6n
PFA con KC10,, HNO» y HF (Smith y co0l.1985a); y los silicatos
se pueden disclver con HF y agua regia (Quezada y col. 1987),

y también con HCl, HF y HC10, (Kojima y col. 10687).

En resumen, la digestiém en horno de microondas parece
un procedimiento general de preparaci6n de muestras
bilolé6gicas para su an&lisis y puede utilizarse para otras
matrices, habié&ndose producido, en 1los UGltimos afios una

auténtica eclosi6n de las publicaciones sobre el tema.

La digesti6n en microondas también se ha aplicado a los
métodos de anélisis en flujo continuo FIA-AAS por alugunos
autores (Burguera M. y Burguera J.L. 1986; Burguera M. y col.
1986; Burguera J.L. y col. 1987; Burguera M. y col. 1987;
Burguera M. y Rond6n 1987), y por nuestro grupo de trabajo
(de la Guardia y col. 1988) en el que se han llevado a cabo

determinaciones "on line” (Carbonell y col. 1990).
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11.0.2,- Bxpleo de suspensiones para la introduceoitn directa

de muestras en espectroscopia atémica,

El hecho de que, en algunos casos, las digestiones que
se llevan a cabo én hornos de microondas, aunque permiten la
extraccitn completa_dé_los elementos a determinar no llegan a
producir 1la destrucciétn total de la matriz, revaloriza el
empleo de las suspensiones en.el ‘anAIisis por espectroscopia
atdmica; ya que la introducci6n directa de suspensiones de
las muestras digeridas puede reducir los tiempos de digestidén

al no requerir la destruccifn completa de las muestras.

A continuaci6n se revisan algunos conceptos referentes

al empleo de suspensiones o "slurries”.

I1.0.2.1.- Aspectos generales del anflisis directo de

s6lidos.

El analisis directo de s6lidos permite la disminucifn
del tiempo de preparaci6n de la muestra, al poderse eliminar
el paso de descomposicibn del s6lido. El riesgo de
contaminacifn y de pérdidas del elemento a determinar también
se reduce enormemente debido a que es factible llevar a cabo
el anadlisis sin adici6n de ninglGn reactivo y eliminar pasos

tales como separacién y/o concentracifn de la muestra.
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No obstante, el anélisis directo de s6lidos por
espectroscopia de absorcifn at6mica tambié&n presenta algunos
inconvenientes, ya que aunque este tipo de andlisis consume
cantidades pequefias de muestra, no deja de ser un método
destructivo, y por otra parte, se pueden producir errores
debido a esta pequefia cantidad de muestra utilizada. También
se suelen producir errores sistemAticos en la medida de la
absorcif6n como consecuencia de 1las interferencias producidas
principalmente por 1la matriz del s6lido o por la deficiente

atomizaci6n de las muestras s6lidas.

Ya que las particulas s6lidas o 1liquidas de la matriz
producen una absorci6n de fondo considerable, e deben
emplear tanto lamparas de deuterio, que actGan entre 180-350
nm, como l&mparas de wolframio que compensan la radiacit6n de
fondo desde 300 hasta 800 nm para disminuir el efecto de la

absorcién inespecifica.

La sefial obtenida en el andlisis directo de s6lidos por
espectroscopia de absorcitn at6mica depende de 1la velocidad
de formacitn y desaparicitn de &tomos 1libres que,
fundamentalmente, son funcién del +tipo de matriz. Por este
motivo se deben utilizar patrones con una composicib6n similar

a la de las muestras (Van Loon, 1980).

Los primeros trabajos que wutilizaron este tipo de

metodologia introducian loe s6lidos directamente en el
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sistema de atomizaci6én, bien en recipientes, 0o como
recubrimiento de un vadstago rigido que se introducia en la
llama (Govindaraju y col. 1971). Sin embargo, se alcanzaban
temperaturas en las 1llamas relativamente bajas y s6lo se

lograban determinar los elementos més voldtiles.

En un intento por determinar elementos menos vol&tiles,
Venghiattis (1967) emple6 mezclas de las muestras en polvo
con un combustible s6lido, introduciéndola en 1la llama, si

bien la reproducibilidad de este método no fue satisfactoria.

Sin embargo, 1la mayoria de los mé&todos propuestos para
el anédlisis directo de muestras s6lidas por absorci6n atbmica
poseen mala precisi6én y dificultades de estandarizacién. En
este tipo de andlisis se considera como normal una desviacitn
tipica del &6 al 10% para elementos con concentraciones de
alrededor de 1 ppm y del 10 al 30% para elementos con
concentraciones a nivel del 1 ppb (Langmyhr y WVibetoe, 1985);
en consecuencia, este procedimiento no se recomienda cuando
se quieren determinar 1los elementos con un alto grado de

precisitn.

11.0.2.2,.- Empleo de suspensicnes.

El empleo de suspensiones para 1la introduccidn de

muestras se presentf como una alternativa a la introduccién
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directa de s6lidos. Encontr6 al principio su mAs directa
aplicacif6n en el andlisis de metales de desgaste en
lubricantes, aceites hidréulicos y grasas usadas, donde
Gnicamente se diluye la muestra en un disolvente orgénico
(para disminuir la viscosidad de la matriz) y la suspensi6n
se aspira directamente en 1la llama. En estas muestras los
metales se encuentran en suspensifn; como particulas, por 1lo
que la eficiencia de 1la aspiraci6tn y la atomizaci6n en la
llama depende en gran medida del tamafio de &stas (Langmyhr,

1979; Langmyhr y Wibetoe, 1985).

Lacourt y col. (1971)>, en muestras geol6gicas y Willis
(1975) en particulas metédlicas de Cu, Fe y Ag estudiaron la
eficiencia de atomizaci6n de estas particulas en suspensitén
en agua o0 en mezclas de disolventes orgé&nicos aspir&ndolas
directamente en 1la llama, ¥y llegaron a la conclusi6n de que
el tamafio de las particulas influia sobre la eficiencia de
atomizacitn, obteniendo una buena atomizaci6tn hasta

particulas de 1 Hm de did&metro.

Langmyhr (1979) cita varios trabajos que hacen uso de
esta técnica en los que se llega a la conclusitn de que las
particulas mAs grandes no se evaporan totalmente, con 1lo que

no se obtienen resultados cuantitativos.

No obstante, las medidas son rapidas y sencillas y el

método se emplea ampliamente para andlisis semicuantitativos
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de 1los metales de desgaste de 1los motores. Adenmfs, se
consiguen valores con una exactitud suficiente para muestras

geoquimicas (Willis, 1975).

En los Gltimos afios esta té&cnica se ha utilizado para la
determinacién de As, Bi, Sb, Te, Tl y V en 1lodos de
depuradoras <(Kempton, 1982, de Cu, Fe, Mg y Mn en
suspensiones de suelos (Stupar y Ajlec, 1982), de Ca, Cu, Fe,
K, Mg, Mn y Zn en suspensiones de cenizas de materia vegetal
(Fagioli y col., 1983; Fagioli y Landi, 1983), de Cu, Mn y Zn

en homogeneizados de tejidos animales (Mohamed y Fry, 1981).

A pesar del aumento en el empleo de esta té&cnica,
Langmyhr y Vibetoe (1985> exponen que el prinéipal
inconveniente del procedimiento es la imposibilidad de
evaporar y atomizar las particulas m&s grandes de la muestra
en la llama, no recomendadndolo cuando se necesite un alto
nivel de exactitud, en beneficio de la atomizacitbn en celdas

sin llama.

La escuela del profesor Ebdon (Ebdon y Vilkinson, 1987)
ha propuesto un método de trituracién previa de las muestras,
en recipientes de poliestireno, utilizando bolas de 6xido de
circonioc para obtener un tamafio de particula adecuado y
garantizar wuna eficiente atomizaci6n de 1los elementos a
determinar en 1la llama; i bien, la té&cnica en la que han

logrado unos mejores resultados es el plasma de emisi6n ICP.
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Ademss, para la mayorfia de 1las matrices, el tiempo de
trituraci6n de las muestras requerido es del orden de 2 6 3
horas si se desean particulas inferiores a 8 pm de di&metro,
o de 24 horas sl se precisan inferiores a 3 Hm (Norman y

Ebdon, 1987).

A pesar de todos los inconvenientes sefialados, el empleo
de las suspensiones como forma de introducir las muestras en
los sistemas de atomizaci6tn no solo ofrece la ventaja de
evitar una digesti6n previa de las muestras; acoplada a
procedimientos ré&pidos de extracci6n de 1los elementos a
determinar puede evitar, comoc ya se ha indicado, 1las
operaciones de filtrado o centrifugaci6n, obviando 1los
problemas practicos de manipulacifn de disoluciones
fuertemente &cidas y evitando los riesgos de retencibn de los

elementos disueltos por los restos de la matriz.

Tambié&n se han utilizado 1los hornos de microondas para
acelerar 1la adsorci6n de algunos elementos sobre soportes
s6lidos, con el fin de preconcentrarlos para su anélisis
posterior. Kubrakova y col. (1989) y Kuz“min y col. (1990)
han determinado Pd y Rh, y Pt y Rh respectivamente, en c&mara
de grafito a partir de suspensiones de estos s6lidos,

estabilizados en glicerol.

Utilizando 1la introducci6n de suspensiones, previo

tratamiento de las muestras, se han propuesto métodos para la
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determinaci6n de elementos alcalinos y alcalinotérreos en
leche en polvo (de 1la Guardia y col., 1986) y para la
determinaci6n del Ca en alimentos en polvo gque son
independientes del tamafio de particula (Salvador y col.,
1688; la muestra se pone en suspensifn con agua destilada,
tras un tratamiento previo con HFRO, para solubilizar los
elementos, introduciéndose la suspensifn directamente en la
llama. Los resultados obtenidos son coincidentes con los
encontrados en una experiencia paralela de calcinacitn dg la
nuestra. La Gltima tendencia en este sentido es la
utilizaci6én de las suspensiones, previa digestidtn &cida, en
la determinacit6n de elementos metidlicos mediante inyeccibn en
flujo continuo que ha sido llevada a cabo por nuestro grupo
de trabajo (Martinez-Avila y <col. 1990; Carbonell y col.

1990»,
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11.1.1.- Objetivos.

Se ha tratado de poner a punto un método para la
digestién en horno de microondas de lodos de depuradora para
determinar, posteriormente, los elementos presentes en los

nismos.

Se ha escogido este tipo de muestras por las
dificultades de disolucién que presentan mediante digestifn

convencional dado su doble naturaleza orgénica e inorgé&nica.

Los elementos met&licos (Cd, Cu, Fe, Mn, Pb y Zn) se han
determinado por espectrometria at6émica con llama, comparando
los resultados obtenidos en el analisis de muestras de

referenclia con sus valores certificados.

11.1.2.- Introducciféin,

I11.1.2.1.,- Origen y composicitn de los lodos.

Los lodos son compuestos s6lidos, con un alto componente
orgdnico, que se obtienen en el proceso de 1la depuraci6n de
aguas residuales. Segln el tratamiento a que son sometidos se

pueden clasificar en cuatro tipos:

- Lodos primarios: s6lidos que se obtienen al dejar

sedimentar las aguas residuales en el decantador primario.
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- Lodos secundarios: posos que quedan en el decantador
secundario tras un proceso de activaci6n, por aireacién
prolongada o mediante lechos bacterianos, del agua procedente

del decantador primario.

-~ Lodos de digesti6n aerobia: son lodos primarios y mixtos
(mezcla de 1lodos primarios y secundarios) estabilizados

aer6bicamente.

- Lodos de digesti6tn anaerobia: obtenidos a partir de los

lodos primarios y mixtos por estabilizacif6n anaerobia.

Ademids del agua, un componente importante de los lodos
es la materia orginica; de ahi que estos residuos presenten
un alto interé&s comoc enmiendas de 1los suelos. El contenido
medio de materia orginica sobre materia seca de 1los lodos de
depuradora oscila entre el 30 y el 50% <Sommérs, 1977>. El
resto de la materia seca 1lo constituyen sales minerales,

alcalinas, alcalino-térreas y los metales de transicifn.

Las especies met&licas presentes en los lodos pueden
considerarse como una fuente importante de microelementos
esenciales para las plantas. En los lodos frescos los metales
pesados se encuentran en un equilibrio inestable entre las
formas solubles e insolubles, dependiendo tanto de Ila

naturaleza del lodo, como del estado del metal (potencial

170



Tesis Doctoral 1991 A.E. Morales Rubio

redox, pH, dureza, presencia de fosfatos y sulfatos), aunque
fundamentalmente se encuentran en 1la fracci6n s6lida de los

lodos.

El contenido total de elementos pesados varia
enormemente en funci6n de 1la procedencia de 1los lodos.
Obviamente 1los 1lodos de origen industrial contienen una
concentracitn de metales mi&s alta que 1los 1lodos de origen
doméstico. En algunos casos los contenidos de metales pesados
son tan elevados que pueden provocar efectos t6xicos tanto en

plantas como en animales.

En 1la tabla 11.4 se 1indica el intervalo en ppm de
metales pesados contenidos tanto en lodos de depuradora como
en suelos.

TABLA 11.4: Intervalc de concentracicnes de los elementos

pesados en lodos de depuradora (Sommers, 1977) y en suelos
(Bowen, 1966),

BLEMBNTO INTERVALO (ppm)
LODOS SUBLOS
Cd 3 - 3410 0.01 - 0.7
Cu 84 - 10400 2 - 100
Fe 1000 - 153000 7000 - 550000
Mn 8 - 7100 100 - 4000
Pb 13 - 19700 2 - 200
Zn 101 - 27800 10 - 300
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11.1,2.2.- Métocdos de extracoifn de elementos metélicos en
lodos para su determinacifn por espectrometria de absorcitén

atémica con llama,

A pesar de que existen otros muchos métodos, debido a lo
complejo de las matrices de 1lodo, 1los m&s utilizados para
determinar elementos met&licos en lodos son los basados en la
espectrometria at6mica de emisi6n y de absorcifn; siendo la
absorci6tn at6mica con 1llama la té&cnica mi&s ampliamente

extendida.

Para 1la determinacifn de elementos met&licos por
absorcitn at6mica con 1llama se precisa, en general, una
disoluci6n previa de las muestras o0 una extracci6m de los

elementos a determinar.

Para que un método de extraccién sea apropiado se deben
éonsiderar los siguientes aspectos: concentracién de los
elementos a determinar, precisit6n, exactitud, recuperacifn de
las disoluciones patr6n digeridas, recuperacifén de alicuotas
de un patr6n afiadidas a las muestras, consumo de tiempo y

seguridad en el laboratorio.

No existe ningln procedimiento general reconocido para
el tratamiento de las muestras de lodos para el andlisis de
los metales pesados por absorci6n atémica con 1llama. El

método de extracci6n 1ideal deberia cumplir unos requisitos
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minimos: disolver todos los metales aunque haya silice en la
muestra, destruir 1la materia orginica de la muestra y no

introducir iones interferentes.

Para la descomposici6én de 'la materia orgénica en la
determinaci6n de elementos metdlicos en muestras ricas en
sustancias organicas se utilizan fundamentalmente dos

técnicas:

- Calcinaci6n ("dry ashing”) en un intervalo de

temperaturas entre 350 - 500=C (Gorsuch, 1870).

- Digesti6n A&cida (”"wet ashing’") usando diferentes

dcidos o mezclas de Acidos (Van Loon, 19085).

Las té&cnicas de calcinaci6n permiten una dilucidn menor
de las muestras, evitando ademAs el problema de utilizar, en
los métodos de medida, disoluciones fuertemente &cidas
(Dahlquist y Knoll, 1978). No obstante, se obtienen
recuperaciones malas para elementos como el Fe, Al y Cr, asi
como pérdidas apreciables de elementos volédtiles como Hg, As,

Se y Pb (Ward y col. 1980).

La utilizacifébn de 1las técnicas de digestibmn A&cida
disminuye el riesgo de pérdidas por volatilizaci6n (Allen,
19845, sin embargo requiere una mayor atencit6n por parte del

operador y una diluci6n mayor de las muestras.
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Empleando una combinaci6n de ambas, llevando a cabo la
calcinacifn a temperaturas bajas y afiadiendo &cidos minerales
(Hi1ll y col. 1986), se consigue evitar alguno de estos
problemas, sin embargo permanece el inconveniente del consumo

de tiempo y lentitud de este tipo de técnicas.

Rosocpulo y Scholl (1978) han comparado dos métodos de
extracci6n de metales pesados: 1incineracitn a 4502C seguido
de un tratamiento con HCl y redisoluci6n con HNO. y digesti6n
utilizando una mezcla de Acidos H.SO., HNO»- y HC10. llegando
a la conclusién de que é&ste Gltimo era mejor que la

incineraci®6n en seco.

Jennis y col. (1980) llegaron a la conclusi6n de que la
digesti6n de los lodos de depuradoras con HNKOa en reactores a
presién o con una mezcla de HNOn y H:0- proporciona
recuperaciones mis altas que 1la incineracién o la digestién
convencional con HNO, para 1a determinaci6én de Cd y Pb por

absorci6n at6mica con. llama.

Grabner y col. (1980) encontraron que la incineraci6n a

500=C y disolucibn con HNO» daba unos valores de
concentraci6n mis bajos que la digestiémn con agua regia o la

digesti6n con HNO, y HCl1lO,.

De los cuatro métodos comparados por Katz y col. (1981)

la calcinaci6n aparece como el método menos eficiente para la
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recuperacitn de los elementos. Consiguiéndose mejores
resultados mnediante digesti6n con HNO., en reactores a
presién, digesti6n con HRO, y H:O0: o simplemente digestién

con HNOa..

Christensen y col. (1982) compararon cuatro métodos de
digesti6n para la determinaci6n de Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Ni, Pb y Zn en muestras de lodos por espectrometria
de absorcién at6mica: -calcinaci6n seguida de digestién con
agua regia, -digestif6n con agua regia, -digesti6n con HNO,,
-digesti6n con HNO. seguida del tratamiento del residuo con
HaS0s. y calcinaci6n. Estos autores concluyen gque el mejor
método de digesti6n de lodos de depuradoras para las medidas
.rutinarias de 1los metales por absorci6én atb6mica es el

tratamiento con HNO.,

Sin embargo Marchandise y col. (1982) obtuvieron los
mejores resultados en la preparacitn de lodos de depuradoras
y sedimentos de ric para la determinaci6n de Cd, Cu, Cr, Ni,
Pb y Zn por absorci6n atémica con llama mediante un método
que incluye calcinaci6n a 5509C y lixiviaci6én con una mezcla

de HC1 y HF,

En 1983 Smith realiz6 un estudio de 6 pretratamientos de
lodos previo al analisis por espectrometria de absorci6n
atbmica de los elementos Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn:

—Calcinaci6n a 500°C seguida de extracciém con HC1l diluido,
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-calcinaci6bn a 500-C seguida de tratamiento con agua regia,

-calcinaci6n a 550°C con Mg(NO~): seguida de digesti6bn con
HCl y extracci6n con HNO., -digesti6n con HNOs seguida por
extraccién con HCl, -extracci6n con agua regia, —-extraccitn

con HNO.,

En este estudio se llegd al convencimiento de que la
digestiétn directa con &cidos minerales y/o los mé&todos de
extracci6n proporcionan generalmente recuperaciones mejores
que los procedimientos que implican calcinaci6n de 1la
muestra, a excepcitn del Al, que requiere un pretratamiento
mis drastico. De todos los métodos ensayédos. la extraccitn
directa coh agua regia se revel6 como el método mAs ra&pido y
sencillo como pretratamiento de muestras para el andlisis en

lodos de todos los elementos estudiados.

Con agua regia a reflujo se obtiene una extraccitn
minima del 80% de Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb y Zn en lodos y en
suelos tratados con lodos. Andlisis de muestras de suelos de
referencia canadienses .no contaminados confirmaron este
porcentaje de extracci6n minimo para Cd, Fe y Zn (Berrow y

Stein, 1983).

En unos trabajos posteriores Bocharov y col. (1986)
concluyen que la preparacién miAs adecuada de 1las muestras
(lodos, suelos y plantas) para la determinacitn de Cd, Cr,

Mn, Ni, y Pb consiste en 1la calcinacién a 500-5502C durante
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2-2°5 horas y disolucitn del residuo en HCl:H.O <(1:1)

conteniendo HNO., o HF.

El desarrollo de procedimientos de digesti6n bajo
presitn (Uchida y col. 1981; Brzezinska y col. 1984) o los
métodos de extraccién &cida bajo condiciones enérgicas de
presién y temperatura <(Solchaga y col. 1986) han reducido
drasticamente el tiempo de preparacién de 1la muestra. No
obstante, en estos casos es necesario un tiempo minimo de 1 6

2 horas para la descomposici6n o extracci6n &acida.

Con una mezcla de HF, HNOs y HC1O0., cuya proporci6n en
HF depende del contenido de SiO. en la muestra, se extrae
completamente el Pb de sedimentos de diferente naturaleza
(Casas y col. 1990), con un tiempo de digesti6n comprendido
entre 1 y 6 horas en funcidén de 1la temperatura a la que se

realiza el proceso.

Otros métodos alternativos, como por ejemplo el uso de
disoluciones alcoh6licas de hidr6xido tetrametilam®6nico
(TMAH), permiten 1la solubilizaci6n de cantidades pequefias de
algunos tejidos o de muestras orgénicas a temperaturas bajas.
Sin embargo, este método necesita un minimo de 2 horas para
la descomposici6n de 1 gramo de tejido (Cross y Parkinson,
1974>. AdemAs, este método no es adecuado para la disolucién
de muestras con wuna parte mineral. Por el contrario, la

utilizaci6n de un horno de microondas permite digestiones de
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muestras biol6gicas muy ré&pidas, disminuyendo el tiempo
requerido hasta uno o varios minutos y puede utilizarse para

la digestifn de suelos y minerales.

Algunos autores han propuesto recientemente 1la
utilizacidn de 1los hornos de microondas para la digestifn,
tanto en recipientes abiertos como a presitn, de sedimentos,

suelos y lodos.

Lamothe y col. (1986) han determinado 42 elementos en 51
materiales geol6gicos de referencia. El proceso de digestifn
consistia en la disolucit6n de 0,1 g de muestra con una meécla
de HF-HNO>,-HCl en reactores de policarbonato a presi6n
durante un tiempo total de 1irradiaci6n de 13 minutos

aplicando una potencia de 650w.

Bettinelli y col. (1987, 1989) han determinado 25
elementos en muestras certificadas de lodos de depuradora de
distinto origen. Pesaban 0,25 g de muestra en reactores de
tefl6én PTFE a presi6n de 125 mlL, afiadfan S mL de HF y 25 mL
de agua regia e irradiaban durante un tiempo total de 25
minutos aplicando potencias del 50 y 100%. Tras la digesti6n
no obtenfian la disoluci6n completa de las muestras, por 1lo
que filtraban el residuo producido. Los valores encontrados
para Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb y Zn fueron muy buenos, asi como
satisfactorios los obtenidos para los elementos mayoritarios

Al, Ca, Fe, K, Mg y Ti.
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Mabhan y col. (1987) han propuesto un método para la
extraccién secuencial, en recipientes abiertos, de distintos
elementos contenidos en sedimentos empleando wun horno de
microondas doméstico. La recuperacitn de todos los elementos
con una mezcla de HC10./HF/HC1/HNO> en horno de microondas
oscil6 entre el 62%-120% frente al 76%-120% obtenido para el
procedimiento convencional. Para todos 1los elementos la
recuperacién fué aceptable a excepcifdn del Fe (62% obtenido
por el método de microondas frente al 76% alcanzado por el

convencional).

Nakashima y col. (1988)> han determinado As, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se y Zn en sedimentos utilizando una

mezcla de HNO,-HF-HC10., para la digesti6n de 0,2g de muestra,

cbteniendo resultados exactos y precisos.

También se ha determinado As en suelos, reduciendo el
tiempo de digesti6én desde 15 h, por el procedimiento
convencional, hasta 2 h empleando un horno de microondas
(Huang y <col. 1988). Los resultados bhallados estaban en

concordancia con los obtenidos por el método convencional.

Xu y Shen (1989) han empleado entre 3 y 5 minutos para
digerir muestras de suelos y sedimentos en horno de
microondas. Utilizaban una mezcla de HNO,, H.O. y HF en

reactores de tefl6n PTFE a presifn aplicando una potencia de
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500w. Dependiendo del nGmero de reactores en el horno de
microondas encontraban diferencias en el porcentaje de

recuperacifn durante un mismo tiempo de exposiciOn.

En un intento por desplazar a 1los tediosos m&todos
convencionales, Kammin y Brandt (1989 bhan comparado la
digesti6n en horno de microondas con el procedimiento EPA
3050, encontrando que el procedimiento propuesto es preciso,
exacto, y en la extracci6n de algunos elementos mas

cuantitativo que el método convencional.

Kratochvil y Mamba (1990) también han comparado un
método convencional de digesti6n con la digesti6n en horno de
microondas, obteniendo 1los mismos valores de concentracién
para el Cu y Zn en muestras de suelo, si bien, por el método
de microondas no obtienen 1la disolucif6n completa de la

muestra, quedando un residuo insoluble.

En general, se puede apreciar que en la literatura
reciente ya se ha 1logrado imponer 1la digestif6n en horno de
microondas como una alternativa clara para 1la preparacifn de
las muestras de lodos de depuradora para su anAlisis por
técnicas atémicas. A esto ha contribuido, entre otros, el
trabajo realizado por nuestro grupo; del que habria que
destacar el empleo de unas condiciones de digesti6m muy poco
agresivas, pero suficientes, para garantizar la recuperacitn

total de los elementos estudiados.
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I1.1,.3- Parte experimental.

11.1.3,1.- Aparatos y reactivos,

Espectr6metro de absorci6tn at6mica PELKIN-ELMER, modelo
3030B, equipado con lamparas de cadtodo hueco monoelementales
de Cd y Pb, lampara de catodo_huecormultielemental de Cu, Fe,
Mn y 2n, lampara de deuterio, comoc corrector de fondo, e

impresora modelo PR-100.

Las condiciones de medida empleadas para la
determinacién de cada elemento son las indicadas en la tabla

I11.5.

TABLA 1I1.5: Condiciones de medida en absoroifn atémica para
los elementos estudiados.

Elemento Ccd Cu Fe Mn Pb Zn
Longitud de onda .

(nm) 228.8 324.8 248.3 279.5 283.3 2183.9
Rendija (nm) 0.7 0.7 0.2 0.2 0.7 0.7
Tipo de llama Aires/Acetileno, oxidante (palido, azul>
S. nebulizador Bola de impacto
Técnica AA-BG AA AA AA AA-BG AA-BG
Intensidad (mA) 4 25 25 25 10 25
Tiempo
integraci6n (s> 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

AA-BG: Medida con corrector de fondo.
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Balanza analitica SARTORIUS, modelo A120S; precisitn de

*+ 0.0001 g.

Horno de microondas BALAY modelo BAHM-100 c¢on una
frecuencia de 2450 MHz y una potencia de salida miAxima de
650w, y una estufa de secado P/Selecta, modelo 210 (220v,

1000w) .

Como reactores para llevar a cabo la digesti6n en horno
de microondas se emplearon frascos de vidrio pyrex con junta
de tefl6n y tapones resistentes a alta temperatura de 50 y

100 mL de capacidad SCHOTT DURAN.

Acido nitrico Merck, R.A. (65%). Se emplearon etanol
Panreac, R.A. (96% wv/v) y 2-octanol Merck, R.A., como

antiespumantes.

Disoluciones patr6n moncelementales de 1000ppmtl% Fisher
Scientific Company de los elementos Cd, Cu, Fe, Mn, Pb y Zn.
A partir de 1las disoluciones anteriores se preparan los
patrones en medio nitrico mediante diluciones adecuadas, con
los siguienies intervalos de concentracitn para cada elemento
en ppm: Cd (0.1-1); Cu (1-10), Fe (0.5-55. Mn (1-5), Pb (1-

12> y Zn (0.1-1O.

Las disoluciones patrt6n al 1% (v/v) en nitrico se

renovaron cada tres o cuatro dias.
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Material de vidrio volumétrico contrastado. El material
se mantenfia en HNO> al 10% y para su uso se enjuagaba varias
veces con agua destilada. Después de su utilizacién se
limpiaba con jab6n, se volvia a enjuagar con agua destilada y

se introducia en HNO=- al 10%.

11.1.3.2.~- Procediniento general,

11.1.3.2.1,- Preparacifn de los patrones.

Se han utilizado varios tipos de patrones. Inicialmente
se usaron patrones monoelementales con distinta proporcibn de
Acldo, dependiendo del porcentaje del mismo en la muestra
para cada elemento medido, y preparados por adicibn de
volGmenes, ya que las muestras se obtenian adicionando a la

muestra digerida un cierto volumen de agua.

Se compararon las caracteristicas reolé6gicas de las
muestras en suspensitn y de patrones acuosos <¢on  una
proporcif6n de A&cido equivalente, determinando sus caudales de
alimentaci6n, pretendiéndose con ello cuantificar los errores

que podria implicar el uso de patrones sin carga.

Puesto que el empleo de patrones moncelementales con una
acidez igual a la de las muestras era muy laborioso y se

consumian grandes cantidades de 4&cido, se consider6 la
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posibilidad de preparar patrones multielementales con un
porcentaje de acidez del 1%, para su conservacifn, para lo
cual se estudid previamente el efecto de la concentraciédn de
HNO., sobre 1a absorbancia de los patrones de Cd, Cu, Fe, Mn,

Pb y Zn.

Se estudi6 la variaci6tn de la absorbancia en funcién de
la cantidad de &cido utilizando patrones multielementales de
igual concentracit6n para cada elemento y distinta proporcitn

de &cido.

Por Gltimo se estudi6 1la influencia que ejerce la
presencia de los demAs elementos sobre cada uno en particular
comparando las lecturas de absorbancia correspondientes a
patrones monoelementales y multielementales con la misma

acidez.

11.1,3,.2,2.- Bstudio de las ocondiciones de digestidn de las

muestras.,

Se ha estudiado la determinaci6n de Cd, Cu, Fe, Mn, Pb y

Zn en lodos de depuradora.

Las muestras, finamente trituradas, se digieren en un
horno de microondas empleando reactores de vidrio pyrex a

presitn. Una vez extraidos 1los elementos, el total de la
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muestra se suspende, con 0 sin ayuda de un temnsioactivo, y la

suspensitn se introduce directamente en la llama.

Se han estudiado de forma sistemAtica las condiciones de
digestitn y transporte de las muestras prestando atencidn al
estudio de 1las variables del proceso de extraccif6n &cida,
puesta en suspensifn y andlisis y a los pardmetros analiticos
de 1los procedimientos desarrollados, utilizando muestras

certificadas para el control de la exactitud.

Para comprobar el efecto de los par&metros de digestitn
sobre la recuperacit6n de 1los elementos metAlicos que se han
determinado se varia el tiempo de digestit6n, la potencia del
horno de microondas, 1la cantidad de muestra pesada y el

volumen de Acido afiadido.

Las muestras, una vez digeridas, se diluyen por adicifn
de un volumen adecuado de agua destilada y se agitan para
obtener wuna dispersi6n 1lo mi&s homogénea posible. Dicha
dispersi6n se alimenta directamente en el aparato de

absorcifén at6mica.

Para el andlisis de las muestras se utilizaron patrones

multielementales al 1% en HEO.,
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I1.1.4.- Resultados y discusién.

I1.1.4.1.- Conportaniento de los patrones.

La introducci6bn directa de suspensiones de las muestras,
parcialmente digeridas con un volumen apreciable de &cido,
obliga a comparar 1la efectividad del empleo de patrones
acuosos, totalmente disueltos, para el anadlisis de las
mismas; asi como establecer la influencia de la concentracitn
de Acido sobre las seflales analiticas y la interaccitn entre

los elementos a determinar.

11.1.4.1.1.- Comparacién de las caracteristicas reclégicas da

muestras en suspensién y patrondo acuocsos,

Se han determinado 1los caudales de alimentacifn de
muestras en suspensién y de patrones acuosos, conteniendo una
acidez equivalente a la de las muestras, en una misma sesifn
de trabajo, para poder cuantificar los errores que podria

implicar el uso de patrones sin carga.

Los datos obtenidos se resumen en 1la tabla 1.6 y en
ella se observa que el valor medio de la relacifn de caudales
no excede en ningGn caso el 5% para proporciones de acido
inferiores al 40% y con una cantidad de s6lido comprendida

entre 0.2 y a 10 mg/ml.
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Sin embargo, para una proporcitn de &cido del 40% y un
contenido en s6lidos de 20 mg/mL el caudal de aspiraci6n de
las muestras puede llegar a ser un 10% inferior al de los
patrones acucsos. De ello se deduce que la presencia de una
suspensi6tn de 1la matriz parcialmente digerida no afecta
excesivamente a las condiciones de transporte de las muestras
y, habida cuenta de que el tratamiento previo tiene como
objeto asegurar 1la puesta en disolucitn de los elementos a
determinar, cabe pensar que el empleo de patrones acuosos es

adecuado para la realizacifn de este tipo de anélisis.

TABLA I1.6: Relacion entre 1los caudales de aspiracion de
muestras en suspensiftn y patrones acuosos con distintos
grados de acidez,

acidez (%) mg/nl Qs/Qa n
0,4 0,212 * 0,011 1,00 = 0,02 38
4 2,13 * 0,14 1,01 * 0,03 13
8 4,17 % 0,17 0,97 * 0,04 39
20 10,5 +.0,5 0,97 * 0,04 43
40 20,6 * 0,7 0,91 * 0,07 12

mg/nmlL: Cantidad de s6lidos en suspensitn.

Qs/Qa: Cociente de los caudales de aspiraci6bn de muestras en
suspensién y patrones acuosos.
(valor medio * desviaci6n tipica).

n: nGmero de medidas.
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11.1.4.1.2.- Betudio del efecto de la concentracién de &ocido,

Se prepararon patrones multielementales con distintas

proporciones de A&cido, siendo el objetivo estudiar 1la

variaci6n de 1la absorbancia en funci6ébn de la cantidad de

HNO,. En la tabla 11.7 se indican los resultados obtenidos,

TABLA I1.7: Bfecto de 1la concentracién da #&cido sobre la
absorbancia de los elementos estudiados.

Blemento Absorbancia media
Acidez
0.4 % 1.0 % 8.0 % 20,0 %

cddc 0.147+0.002 0.148+0.002 0.148*0.001 0.146%+0.002
Cu(2) 0.128+0.001 0.128%+0.001 0.129*0.001 0.126%*0.002
Fe(2) 0.079%0.001 O0.079*0.002 0.081*+0.001 0.080*0.002
Mndl) 0.097+0.001 0.096*0.001 0.0098*0.001 0.096%*0.001
Pb(5) 0.003+0.001 0.094*%0.001 0.095+0.002 0.095+0.001
Zn<0.5> 0.096*+0.001 0.097*0.001 0.094*0.002 0.088%+0.001

(n):

De esta tabla se

la concentraci6étn de

absorbancia.

concentracifn en ppm.

concluye que en la mayoria

dcido no
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Para el 2Z2n 1la absorbancia disminuye en los patrones
conteniendo un 20% de HKO,, por 1lo que para este elemento
habria que mantener la acidez de las muestras por debajo de
este valor. En realidad, dada la elevada sensibilidad de 1la
determinaci6n del Zn por absorci6n at6mica y su concentraci6n
en las muestras, en ningln caso se debe trabajar con muestras

conteniendo por encima de un 8% en &cido.

11.1.4.1.3.- Bestudio de lcs efectos interelementales,

Se ha comparado la absorbancia de cada elemento en los
patrones multielementales con la correspondiente a patrones
monoelementales con un mismo grado de acidez observando el
efecto de 1los demAs elementos sobre 1la absorbancia del
elemento medido. En 1la tabla I1.8 se resumen los datos
obtenidos para un nivel de concentracitn del orden de los

enpleados en el an&dlisis de muestras reales.

Observando los datos de 1la tabla se deduce que hay una
buena concordancia entre 1las absorbancias de 1los patrones
monoelementales y multielementales para el Fe, Mn, Pb y Zn.
Por otro lado los valores para el Cu y Cd est&n dentro del

intervalo de variacif6n de estas medidas.
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TABLA I11.8: BEfectos interelementales entre 1lcs elementos
estudiados.

Elamento Absorbancia Media

Patrén Patrén
nmonoelemental multielemental

Ccd 20%>

(1 ppm) 0.13 =% 0.04 0.146 * 0,002

Cu (8%)

(2 ppm) 0.12 #* 0.02 0.129 * 0.001

Fe (0.4%)

(2 ppm) 0.08 =+ 0.01 0.079 = 0.001

Mn 8%

(1 ppm) 0.09 = 0.04 0.098 * 0.001

Mn (20%>

(1 ppm) 0.09 =* 0,02 0.096 * 0.001

Pb (20%>

(5 ppm) 0.10 #* 0.03 0.095 * 0.001

Zn €(0.4%)

¢0.5 ppm) 0.09 * 0.03 0.096 * 0,001
Entre paréntesis se indica la acidez en tanto por ciento de

HNO, y la concentraci6n de los elementos estudiados.
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Hay que indicar que 1la diferencia ‘en el valor de la
desviaci6n tipica para los patrones mono y multielementales
es debida a que los datos de los patrones multielementales se
tomaron en una Gnica sesitn mientras que los de los ?atrones
monoelementales se tomaron de distintas experiencias que
tenian en comGn la proporci6n de &cido y la concentracitn del

elemento.

No obstante y puesto que en las muestras se encuentran
todos los elementos a la vez, se estim6 la conveniencia de

utilizar patrones multielementales.

Como resumen de estas experiencias se pueden destacar

tres aspectos:

La utilidad del empleo de patrones acuosos para la
determinaci6n de los elementos estudiados en muestras en
suspensifn; cuando los elementos a determinar se

encuentran en la fase acuosa.

La independencia de los valores de absorbancia respecto

de la acidez de las disocluciones.

La equivalencia entre los valores de absorbancia de

patrones monoelementales y multielementales.

1901



Tesis Doctoral 1991 A.E. Morales Rubio

11.1,4.2,- Bestudio de las variables de digestifn.

Siguiendo el procedimiento general, antes expuesto, se
ha estudiado el efecto de las variables de digestiOn en horno
de microondas sobre la recuperaci6én de 1los elementos
estudiados en una muestra de lodo procedente de la depuradora

de Pinedo (Valencia)d.

I1.1.4,.2,1.~- Efecto del tiempo de digestidn.

En las tablas II.9 a II.14 y en las figuras II.1 a II.6
se indican 1los resultados obtenidos para varios.ensayos
independientes realizgdos para cada tiempo de digesti6n. En
las tablas se indican los resultados obtenidos con reactores
de diferente volumen, y en las gré&ficas, puesto que el
volumen del reactor no parece afectar decisivamente al
andlisis, se agrupan todos 1los datos obtenidos con un mismo

tiempo de digestiftn.
Los patrones utilizados fueron disoluciones

monoelementales de cada elemento con un contenido en &cido

igual al de las muestras una vez digeridas y diluidas.
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Tabla II.9) Biaoto
racuparacion dal Cd.

tlaapo

<ain>

a: inedia de 2
b: volumen del

Figura II.li
racuparacion dal Cd.

ppm

valores,
reactor.

Biaoto

dal

dal

tiampo

oonoantraolon

50 alb

tlaapo
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<ppa)-
100 mLio

8,8
9,0
12, 4
7,1
10,8
9,8
5,5

digaation aobra la
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Tabla II.10» Biaoto dal tlaapo da digaation aobra la
raouparaolon dal Cu.

tlaapo oonoantraolon <ppa)*
(min) 50 alLt 100 mL*
1 830 880
2 882 870
2,5 883 876
3 865 857
5 883 854
6 848 868
I 900 8710

a: inedia de 2 valores,

b: volumen del reactor.

Plgura 11,2: Biaoto dal tlaapo da digaatidon aobra la
raouparaolon dal Cu

ppm

t (min.
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Tabla 11.11: Biaoto dal tlaapo da digaation aobra la
racuparacion dal Pa.

tiaapo ooncantraolén <ppa>*
(min) 50 alt 100 nk-
1 7300 6830
2 8900 7300
2,5 8500 7400
3 7200 7900
5 8000 8000
6 9000 6600
7 8200 7800
a: inedia de 2 valores,

b: volumen del reactor,

Plgura II.3: Bfacto dal tlaapo da digaation aobra la
racuparacion dal Pa.

ppii

t (dn.)
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Tabla II.12i Bfacto dal tlaapo da digaation aobra la
racuparacion dal Xn.

tlaapo ooncantraoldon <ppa>«
Cain) 60 nL¥ 100 mLb
1 145 137
2 143 142
2,5 165 155
3 162 133
5 152 149
b 158 151
1 153 142
a: inedia de 2 valores,

b: volumen del reactor.

Figura II.4t Bfacto dal tlaapo da digaation aobra la
racuparacion dal Xn.

SQEQ@

10

&5 8 B

140

t (dn.)
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Tabla 11.13: Bfacto dal tlaapo da digaatidén aobra la
racuparacién dal Pb.

tlaapo concantracién <ppa>*
Cain) 50 al/3 100 mL=B
1 404 410
2 430 430
2,5 406 392
3 399 390
5 420 413
6 420 436
7 380 380
a: media de 2 valores,
b: volumen del reactor.
Figura II.5: Bfacto dal tlaapo da digaatidén aobra la

racuparacién dal Pb.

ppm
470

t (n.)
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Tabla I1.141i Biaoto dal tlaapo da dlgaatldn aobra la
raouparaolon dal In.

tlaapo oonoantraoldn <ppa)*
(aln> 50 alt 100 mlb
1 2140 2030
2 2200 2100
2,5 2170 2050
3 2180 2180
5 2300 2300
6 2160 2150
7 2180 2170

a: media de 2 valores,
b: volumen del reactor.

Figqura  II, di Biaoto dal tlaapo da dlgaatldn aobra la
raouparaolon dal In.

ppm
1500

2400
250m

250

2200
2100 =

2000 -

tdn)
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Los resultados obtenidos presentan una alta dispersit6n y
no resulta f&4cil identificar una tendencia general de los
nismos con el tiempo de digestién, si bien es cierto que
entre 3 y 7 minutos se consiguieron las recuperaciones
nis altas para la mayoria de 1los elementos. En consecuencia
parece que, mientras se mantenga 1la potencia en un valor
suficientemente alto, el tiempo de digesti6n no es decisivo.
€in embargo, cuando se prolonga excesivamente el tiempo de
digesti6én al mAximo de potencia se producen efectos de
cobrepresi6én en los reactores, especialmente en los de 50 mL,

que pueden provocar la ruptura de los mismos.

11,1.4,2,.2, -~ Efecto de la potencia de digestién.

En las tablas II.15 a I1.20 y en 1las figuras 1II1.7 a
11.12 se indican 1los resultados obtenidos en ensayos
independientes realizados para cada potencia de digestién. De
nuevo la informaci6n recogida en las tablas permite apreciar
el efecto del volumen del reactor y en 1las graficas la

tandencia de los datos con la potencia aplicada.

Al disminuir la potencia, la concentracién obtenida para
la mayoria de los elementos metidlicos disminuye. Tal es el
caso del Cd, Cu, Fe, Mn y Zn. En el caso del Pb, la elevada
dispersi6n obtenida a valores de potencia del 20% y del 100%

eimascaran la tendencia de los resultados.
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Tabla 11.15: Biaoto da la potancla aobra la raouparaolon dal

Cd.

Potanoia oonoantraoléon <ppn>*
<% 50 i 100 nltb
20 9,4 t 0,6 § t1
40 9,1 t 0,6 8,7 &t 0,5
60 10,2 t 0,3 11,3 £ 0,7
80 11,3 £ 0,5 10,1t 0,7
100 11,3 £ 0,3 12 t1

a: media * desviacion tipica, n = 3.

b: volumen del reactor.

Figura 11.7: Biaoto da la potanoia aobra la raouparaoloén dal
Cd.

ppm

100
potencia (X)
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Tabla

a:
b:

Figura

11.16: Bfacto da la potancla sobra la raouparacion dal
Cu.

Potanoia Gonoantracion (ppa>~

<%> 50 alb 100 mL*

20 816 + 7 821 ¢ 6

40 829 ¢ 2 823 ¢ 4

60 844 ¢ 5 847 ¢ 5

80 870 t 20 845 ¢ 8

100 861 t 6 877 t 13

media * desviacion tipica, n = 3.

volumen del reactor.

L1.6: Biacto da la potanoia sobra la raoupsraoion dal

Cu.

a10

<0

«*0

110-
50 —

Iroe

*10

100
potencia (X)
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Tabla

a:
b:

Figura

11,171 Bfa
Fa.
Potanoia
<5

20
40
60
80
100

media *

7.0t Bfa

Fa.

9000

8750

8500

8000

T750

7500

7250

7000

5750

1500

cto da la potanoia

50

6420
6630
7910
7600
8900

oonoantraoldn <ppa>*
alb 100 mLb
t 50 6410 + 90
£ 80 6620 + 80
t 80 7820 & 90
£500 7900 250
£700 9300 200

desviacién tipica,

volumen del reactor.

oto da la potanoia aobra

202

A.E.

aobra la raouparaoidn dal

I
W

n

potencia (X)

Morales Rubio
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Tabla 11.18) Biacto da la potanoia aobra la raouparaoldn dal

Mn.
Potanoia oonoantraoldn <ppa>«
<> 50 mlto 100 mLt
20 141 ¢ | 138 ¢ 1
40 139 ¢ 1 138 ¢+ 2
60 157 ¢ 2 154 ¢ 2
80 164 + 1 161 ¢ 1
100 152 + 4 151 ¢ 2
a: inedia ¢ desviacidn tipica, n = 3.

b: volumen del reactor.

Figura II.101 Biaoto da la potanoia aobra la raouparaoldn dal
in.

ppm

15
1*0

175
170

100
potencia (X)
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Tabla 11.10: Biacto da la potanoia aobra la raouparaoldn dal

Pb.

Potanoia oonoantraoldn (ppm)*
<8 50 mlto 100 mLto
20 432 + 7 379 + 9
40 405 + 4 390 t 20
60 414 ¢+ 9 406 ¢ 3
80 427 + 1 436 + 4
100 410 £ 20 413 + 7

a. media ¢ desviacion tipica, n = 3.

b: volumen del reactor.

Figura 11.11: Biaoto da la potanoia aobra la raouparaoldn dal
Pb.

PPm
470

1*0 .

870 r

850 -

100
potencia (X)
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Tabla 11.20) Biaoto da la potanoia aobra 1a raouparaoldn dal

In.
Potanoia oonoantraoldn <ppm>~
<%> 50 alt 100 mlb
20 2060 % 30 2020 & 30
40 2100 £ 30 2130 & 30
60 2190 ¢+ 80 2290 + 70
80 2020 ¢ 20 2100 + 20
"100 2130 & 30 2180 + 20
a: media ¢t desviacidon tipica, n = 3.

b: volumen del reactor.

Figura XX,12) Biaoto da la potanoia aobra la raouparaoldn dal
In.

ppm

2000 -

100
potencia (X)
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Por otra parte, no existen diferencias significativas
entre los resultados obtenidos utilizando reactores de 50 y

100 mL.

En general, se puede afirmar que una potencia del 80% es
adecuada para oObtener una mAxima recuperacitén de todos los
elementos, consiguiéndose valores medios més altos a la
potencia del 100% para Cd, Cu y Fe; si bien 1las poblaciones

de datos para una potencia del 80% y del 100% se solapan.

Tan solo para el Zn se obtuvieron resultados
anormalmente bajos para este valor de potencia. A pesar de
ello, en experiencias posteriores se confirm6 que una

potencia del 80% era adecuada (ver datos de la tabla II.21).

'En definitiva, y al margen de errores de medida en una
determinada sesifn, se puede afirmar que una potencia del 80%
es suficiente para lograr 1la recuperacién de todos los

elementos estudiados.

Ademds, en 1las condiciones anteriores de potencia no se

produce la rotura de los reactores.
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I11.1,4.2,3.~ Efecto de la cantidad de muestra y del volumen
de &cido.

En la tabla I1.21 y figuras 11.13a a IIl.18a se indican
los resultados de experiencias independientes realizadas para
tomas de ensayo comprendidas entre 100 y 500 mg.

_/

Se puede afirmar, en general, que la dispersifn de los

valores obtenidos en el analisis de cada elemento disminuye

con el aumento de la toma de ensayo, si bien en el caso de Pb

la dispersi6n minima se obtuveo para 100 mg de muestra.

Tabla 1II.21: Bfecto de la toma de ensayo sobra la
recuperacitn de los elementos estudiados.

Blemento Concentracién (ppm)

Toma de ensayo

100 mg 200 mg 300 mg 400 mg 500 mg

Cd 9,2%0,6 9,3%0,4 8,6*x0,5 7,9%0,4 8,8%0,4
Cu 817+ 9 790 20 800x 10 791%8 790x 10
Fe 10500900 8500700 8000*+800 8100600 7300x300
Mn 169 2 155 S 183 S 152+ 3 144 1
Pb 437t 8 470 20 480% 20 480 16 450% 25
Zn 2500*100 2080%* 25 1920+ 60 1520+ 30 1543 7

(valor medio * desviaciébn tipica, n = 6).
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Por otra parte, se observa una disminuci6n en la

recuperacién de los elementos con el aumento de 1la toma de

ensayo a excepci6én del Pb, para el que, debido a la gran

dispersi6én de 1los resultados, no se puede apreciar ninguna

tendencia. La disminucifén en la recuperacitn de los elementos

podria deberse a que al aumentar la cantidad de muestra, el

volumen de &cido afiadido resulta insuficiente para

proporcionar la completa disoluci6n de los elementos
metalicos.

Para comprobar este aspecto se disefi6 una nueva
experiencia en 1la que manteniendo la toma de ensayo en el

valor mids alto, se aument®d la cantidad de Acido HNG,,

obtenidos
realizados para cada volumen de &cido se indican
I1.22 y en las figuras II,13b a II.18b.

Los resultados para ensayos independientes

en la tabla

Tabla 11.22;: BEfecto del volumen de &cido sobre la
recuperacitn de los elementos estudiados,
Elemento Concentracifn (ppm)
Volumen de &cido

2 nL 3 mL S ml
Cd 9,2 + 0,4 10,2 = 0,4 10,6 = 0,1
Cu 800 *+ 10 782 * 3 792 + 3
Fe 7300 600 7150 +400 7600 250
Mn 146 * 2 176 + 4 181 * 3
Pb 521 * 14 462 +* 6 460 + 5
Zn 1543 * 7 2200 *+ 30 2250 * 25

(valor medio * desviaci6én tipica, n = 6),
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Los patrones utilizados fueron disoluciones

multielementales al 1% en HNO» siendo el tiempo y la potencia
de digesti6n de 3 minutos y del 80% respectivamente,

Las muestras digeridas se diluyen por adici6m de un
volumen determinado de agua destilada; pero, debido a que el
aumento del contenido en s6lidos en 1la suspensifn provoca
problemas de obturacifn en la aspiracifn de las muestras, se
estudi6 1la posibilidad de introducir en el aparato de
absorci6n atOmica Gnicamente el sobrenadante de 1la
suspensibn, sin necesidad de filtrar el s6lido. El s6lido, al
dejar reposar la suspensitn, quedaba en el fondo y no era

aspirado por el capilar.

Al aumentar el volumen de &cido afiadido se observa una
mayor recuperacifén para los elementos Cd, Mn y Zn, llegandose
a igualar e incluso a superar (Cd y Mn) 1la recuperacitn

mixima conseguida en la experiencia de la toma de ensayo.

Por otra parte, tanto para el Cu como para el Fe y
debido a la dispersi6n de 1los datos no se observa una
tendencia clara de su recuperaci6tn con el volumen de &cido
afiadido.

En el caso del Pb la tendencia observada es contraria a
la tendencia general, pues al aumentar el volumen de &cido
affadido disminuye 1la recuperaciétn. Sin embargo, en las
condiciones de tiempo de digesti6n 3 minutos, potencia 80%,
tomando 500mg de muestra y digiriéndolas con 5 mlL de &cido
nitrico se obtienen resultados exactos también para este

elemento.
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De 1los estudios 1llevados a cabo se reconienda el
siguiente procedimiento para la digestitn y andlisis de lodos

de depuradora:

Se pesan 500 mg de muestra en un reactor de pyrex y se
afiaden 5 mL de HNO., y 2 gotas de isooctanol (para prevenir 1la
formacién de espuma). Se introduce el reactor en el horno de
microondas y se trata a 520 w de potencia durante 3 minutos.
Dejar enfriar. Afiadir 25 mnlL de agua destilada y hacer las
diluciones apropiadas para que las concentraciones de las
muestras se encuentren dentro del intervalo lineal de las

medidas de absorbancia para cada elemento.

Se alimenta 1la suspensi6n de la muestra digerida
directamente en la llama aire-acetileno para la determinacifn
de cadmio, cobre, hierro, manganeso, plomo y cinc, empleando
disoluciones acuosas con la misma concentracitn de &cido que

en las muestras como patrones.

En el esquema adjunto se resune el procedimiento

empleado:
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500 mg de muestra

+ SmlL HNO,+2 gotas isooctanol

3 minutos microondas, 80% potencia (520w}

dejar enfriar

+ 25 mL H:O

determinaci6n AA diluci6n
Cd Pb 10/25

determinacitn AA

Cu Mn Agitar
diluci6n
1/25
determinaci6n AA
Fe Zn Agitar
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I1.1,4.3.- Caracteristicas analiticas del método propuesto.

Para determinar los pardmetros analiticos del método se
procedié a medir la absorbancia de una serie de disoluciones
patr6n multielementales al 1% en &cido nitrico; determinando

a partir de ellas la sensibilidad y el limite de deteccibn.

En la tabla 11.23 se 1indican 1las ecuaciocnes de los
calibrados, asi como su 1linealidad <(evaluada mediante el

coeficiente de correlacitn).

Por otro 1lado, en 1la tabla 11.24 se exponen los

pardmetros analiticos siguientes:

- Sensibilidad: establecida a partir de 1la pendiente de

calibrado (unidades de absorbancia/ppm).

— Limite de deteccidn <(ppb): obtenido como tres veces la
desviaci6n tipica de las lecturas de absorbancia del

blanco dividido por la pendiente del calibrado.
- Limite de detecci6n (pg/kg): calculado en funcifén de la

cantidad de muestra pesada y de 1las diluciones

efectuadas.
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TABLA 11,231 Ecuaciones de calibrado representativas de las
obtenidas para la deternminacién de elementos metdlicos en
lodos de depuradora por AA con llama,

BElemento Bouacifén r
Cd A =-0.001 + 0,204 - C 0.9968
Cu A= 0.021 + 0.074 - C 0.9992
Fe A= 0.005 + 0.042 - C 0.9996
Mn A= 0,012 + 0.106 - C 0.9995
Pb A= 0,000 + 0.010 - C 0.9998
Zn A= 0,004 + 0.198 - C 0.9997

TABLA 11.24: Sensidilidad y Linmite de deteccifin del mnmétodo

propuesto,
Elemento Sensibilidad L.D. (pp® L.D. (pg/kg)

Cd 0.204 7 0.35

Cu 0.074 20 2.5

Fe 0.042 40 250

Mn 0.106 10 1.25

Pb 0.010 90 4.5'

Zn 0.198 2 12.5

L.D.: Limite de deteccién.
Hg : microgramos del elemento.
kg : Kg de muestra seca.
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Tanto los valores de sensibilidad como los limites de
deteccitn obtenidos sOn normales en espectrometria de
absorcitén at6mica con llama, y son adecuados para el nivel de
concentracifn en que se encuentran estos elementos en las

muestras reales.

Por otra parte para determinar la precisi6n y exactitud
del método propuesto se realizaron varios an&lisis
independientes de muestras certificadas de lodo. Los valores
experimentales de estos pardmetros analiticos se deducen a

partir de los resultados resefiados en el apartado siguiente.
11.1.4.4.- An&lisis de muestras certificadas de lodo.

Para determinar la exactitud del m&todo se han utilizado
dos muestras certificadas de lodo de 1la Community Bureau of

Reference (Comission of the European Communities):

- Lodo de origen doméstico (CRM N2 144).

- Lodo de origen industrial (CRM K2 146>.

Estos materiales consisten en un polvo homogéneo de

tamafio de particula inferior a 90 Hm.

Antes de pesar las muestras se introdujeron en una

estufa a 60~C durante tres horas. Una vez secas, se

realizaron tomas de ensayo independientes de 500 mg y se
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introdujeron en reactores a presitn de 100 mL. Se adicionaron
S mL de &cido nitrico concentrado y se ajust6 la potencia y
el tiempo de digestif6n al 80% y a 3 minutos respectivamente.
Para evitar la formacif6n de espuma se afiadieron 2 gotas de 2-

octanol.

Las muestras, una vez digeridas, todavia contenian un
volunen elevado de espuma, por lo que se procedif a afiadir 2

gotas de etanol para hacerla desaparecer.

Para determinar 1los elementos metalicos las muestras se.

diluyeron enrasando a volGmenes adecuados con agua destilada,
si la proporcifn en &cido nitrico en la disoluci6n final era
inferior alv 20%, y diluyendo por adici6én de un volumen
adecuado de agua destilada si el porcentaje en nitrico de la
diluci6n final era superior al 20%. Estas nuevas disoluciones
se agitaron y dejaron reposar para que los s6lidos se
depositaran en el fondo. El sobrenadante se aliment6 en el

aparato de absorcifén at6mica.

Los patrones utilizados fueron disoluciones
multielementales al 1% en &cido nitrico preparados por enrase
para las muestras que contenian una acidez igual o inferior
al 20%, y para las muestras con una acidez superior al 20%
los patrones fueron disocluciones multielementales preparados
por adicitn de volGmenes y con 1la misma proporcitén de HNO,

que las disoluciones finales de la muestra.
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En las tablas I1.25 y 11.26 se indican los resultados
obtenidos y 1las diferencias relativas entre &stos y los
valores certificados. En ellas se observa que al aumentar la
concentraciédn del elemento en la muestra aumenta la precisién
de su determinacibn, caracteristica que se repite en todos

los elementos estudiados.

Por lo que respecta a la exactitud, tan solo se obtiene
un error significativo en 1la determinaci6n de Fe en la
muestra de 1lodo industrial; si bien es cierto que el
contenido indicado en la misma no estaba certificado, por 1lo
que las diferencias entre el valor hallado y é&ste no debe
atribuirse a una falta de exactitud del procedimiento
empleado. Para 1los demAs elementos, los valores hallados y
los certificados coinciden dentro del margen de error del

valor certificado y del método propuesto.

En cuanto a 1la precisitn, hay que destacar que el
coeficiente de variaci6n de 6 a 12 determinaciones de cada
elenmento en cada muestra, se encuentra entre un 0.3% y un 4%;
habiéndose obtenido tan solo en la determinaci6n del Cd, en
la muestra de lodo dom&stico, un coeficiente de variacién del
9%. Este wvalor tan elevado, posiblemente se debe a la baja

concentracifn de dicho elemento en la muestra.
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TABLA 11,25: And&lisis de una muestra de lodo de origen
donéstico (CRM NQ 144),

Concentracién

Elemento N CV% ¢€r % obtenida NBS

Ccd 7 9 -12 3.0 £ 0.6 3.41 * 0.25

Cu 8 1 -0.7 708 + 20 713 * 26

Fe 8 3 2.9 45601 * 3000 X 44300

Mn 8 2 0.7 452 * 20 449 * 13

Pb 8 3 0.6 498 * 30 495 £ 19

Zn 7 2 -6.7 2931 * 140 3143 * 103

TABLA 11.26:1 Andlisis de una nmuestra de 1lodo de origen
industrial (CRM RQ 146),

Concentracion
Elemento . § cv% €r% cbtenida KBS
cd 12 2 -6.0 73.0 £ 2.5 7.7 £ 2.6
Cu i2 0.3 2.1 954 £ 5 934 * 24
Fe 6 4 -33.6 12284 * 1100 X 18500
Mn 12 0.9 -4.9 559 * 12 588 * 24
Pb 12 0.6 7.1 1360 £ 20 1270 + 28
Zn 6 0.6 -8.2 3029 * 50 4059 * 90

N: NGmero de determinaciones.
CV%: Coeficiente de variacién
€r%: Error relativo (%).
obtenida: Valor obtenido (ppm).
NBS: Valor certificado.

¥: Valor no certificado (ppm.
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Las diferencias en cuanto a la exactitud obtenida en el
andlisis -de ambas muestras, habria que atribuirlas a los
efectos de la matriz sobre el proceso de digestién y a la
existencia de diferentes formas quimicas de los elementos a
determinar, que podrian ser miAs resistentes a la extracci6n
d4cida. Sin embargo, de 1los resultados obtenidos, se deduce
que el método propuesto es exacto y preciso para el an&lisis

de este tipo de matrices.

11.1.4.5,~- Mecanismo de atomizacién de las suspensiocnes.

Los valores obtenidos mediante introduccién de
suspensiones de las muestras de lodos digeridas son
comparables a las encontradas mediante introduccién del
sobrenadante (dejando decantar) <(tabla 11.27). Esto indica
que durante la digestién en horno de microondas se produce la
extraccifOn de los elementos metAlicos desde la fase s6lida a
la disoluci6n 4&cida, por 1lo que los elementos se atomizan
estando en la disolucitn y no en 1la matriz. El empleo de
suspensiones evita la necesidad de la filtraci6n, que siempre
es tediosa y que ademds podria introducir errores debido a la
oclusién o absorci6n, de 1los elementos solubilizados, en la

fase s6lida.
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TABLA 11.27: Comparacifn de las concentraciocnes cbtenidas en
el andlisis de una muestra de 1locdo da depuradora tras
digestién en horno de nmicroondas 1ntroduciondo la suspensién
y el sobrenadante a la llama <n-6>.

Elemento ' - Concentracifin (ppm)
Suspensitn Sobrenadante
Cd 8,8 = 0,4 9,2 % 0,4
Cu 790 * 10 800 * 10
Fe 7300 + 600 7300 + 600
Mn 144 * 1 146 * 2
Pb 450 + 30 520 + 15
Zn 1544 + 7 1544 + 7
Cuando se introduce directamente en 1la 1llama una

suspensitn &cida de una muestra de 1lodo (sin tratamiento
previo), la recuperaci6n de 1los elementos a determinar
depende tanto del tamafio de muestra como de la forma quimica,
como puede verse en los resultados mostrados en la tabla

I11.28.
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TABLA 11.28: Comparacién de las concentracicnes obtenidas en
el anfilisis de las muestras de lodo de depuradora
introduciendo una suspensidn directa y una suspensidn tras
digestitn en horno de nmicroondas.

Elemento ~ Concentracitén (ppm)
Procedimientc Introduccién directa Diferenciac%)
recomendado de la suspensitn
CRM 144-
Cd 3 - -
Cu 708 711 +0,4
Fe 45601 38828 -14,9
Mn 452 424 -6,2
Pb 408 507 +1,8
Zn 2931 2835 -3,3
CRM 145-
Ccd 73 77,2 +5,8
Cu 954 877 -8
Fe 12284 7926 -35,5
Mn 559 432 -22,7
Pb 1360 1245 -8,5
Zn 3929 3807 -3,1
Muestra real-
Cd 10,6 6 -43,4
Cu 792 859 +8,4
Fe 7600 3965 -47,8
Mn 181 152,3 -15,9
Pb ' 460 478 +3,9
Zn 2250 1496 -33,5

Las diferencias entre los valores obtenidos con y sin
digesti6n en microondas son mayores en el caso de la muestra
real <(cuyo tamafio de particula es mayor que el de las
muestras certificadas) para Cd, Fe, Mn y 2Zn, 'y en las
certificadas para Fe y Mn. E1 hecho de que la introducci6n
directa de la suspensitn proporcione resultados mejores, en
algunos casos, puede explicarse por la heterogeneidad de las

muestras.
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El procedimiento recomendado implica un paso de
digesti6n. Sin embargo, la digestifén solamente requiere de 3
minutos y no se necesita una agitaciftn enérgica de la muestra
para obtener 1la recuperacién completa de 1los elementos
estudiados. Por este motivo, este método es uno de los mas
simples y rapidos propuestos para llevar a cabo estas

determinaciones.

I1. 1.5.- Conclusiones.

Como consecuencia de todo lo expuesto se puede concluir
que: Para el andlisis de muestras en suspensibn, previamente
digeridas, pueden utilizarse patrones acuosos; ya que las
diferencias entre las caracteristicas reolégicas de muestras
en suspensifn y patrones acuosos son inferiores al 5% cuando
se introducen muestras con un contenido en s6lidos inferior a
20 mg/mL y un contenido en &cido 1inferior al 40%. Las
suspensiones resultantes de las muestras digeridas, vy
diluidas adecuadamente, se pueden alimentar directamente en
la llama, o bien dejar decantar e introducir el sobrenadante,
habiéndose encontrado resultados comparables por ambos
métodos. En cuanto a 1la digestién en horno de micfoondas se
considera adecuada una digesti6n de 500 mg de muestra con 5
mlL de HNO, durante 3 minutos aplicando una potencia de 520w,
obteniéndose resultados exactos y precisos para este tipo de

matrices.
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11.2.1.~- Objetivo.

En esta parte se ha tratado de poner a punto un método
para la digesti6n en horno de microondas de muestras de
catalizadores, mediante el cual se consiga disolver los
elementos metdlicos de manera répida y cuantitativa para su

andlisis por absorci6n at6mica con llama.

El an&lisis de catalizadores s6lidos, polimetalicos,
tiene gran importancia industrial y generalmente presenta
dificultades por 1la complejidad e insolubilidad de estas
muestras, razones por las que se ha escogido este tipo de
muestras para comprobar la validez del empleoc de los hornos
de microondas en 1la digestitn de muestras. Los elementos
determinados se han escogido en funcién de cada tipo de
muestra estudiada, centr&ndose en catalizadores empleados en

la industria petroquimica.

La exactitud del método se evalu6 por comparacitn de los

resultados con los obtenidos mediante digestitdn convencional.

11.2.2,- Introduccifn.

Los catalizadores Juegan en 1la actualidad un papel
econfmico muy importante, ya que disminuyen los costes de

cualquier proceso quimico. La utilidad del empleo de
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catalizadores es evidente en todo tipo de actividad
industrial; desde la fabricacitn de vino, pan o queso hasta
su utilizacién en la fabricaci6n de farmacos y la sintesis de

productos quimicos.

No hay que olvidar que los catalizadores tambié&n juegan
un papel importante desde el punto de vista de los procesos
naturales, entre 1los que cabé destacar 1la fijacién del
nitré6geno, el metabolismo y 1la fotosintesis como los mas

importantes.

Puesto que 1los catalizadores son sustancias de gran
utilidad e importancia vamos a comentar alguna de sus

caracteristicas mas importantes.

La definicién actual de catalizador sigue siendo la que
di6 Ostwald en 1894: '"Aquella sustancia que aumenta la
velocidad de una reacci6n quimica sin consumirse durante
dicha reaccién”. Los catalizadores se bhan clasificado

tradicionalmente en: homogé&neos, heterogéneos y enzimAticos.

Los catalizadores homogéneos son los mAs sencillos y
faciles de estudiar, y tal como indica su nombre son una
parte de la fase gaseosa o estdn disueltos en la fase liquida
junto con 1los reactivos de la reaccién. Son ejemplos de esta
clase de catalizadores protones, iones, Atomos, moléculas,

complejos y compuestos organonetélicos.

232



Tesis Doctoral 1991 A.E. Morales Rubio

Los 'catalizadores enzimdticos o enzimas son de origen
biol6gico y poseen un grado de complejidad elevado. Las
enzimas son proteinas Qque se caracterizan tanto por sus
estructuras primaria (secuencia de aminodcidos), secundaria
(plegamiento en alfa-hélice,  Dbeta-hoja), terciaria y
cuaternaria (plegamiento tridimensional), como por los
coenzimas (generalmente i1ones metdlicos), sin los cuales las

enzimas dejan de ser funcionales.

Por Gltimo, los catalizadores heterogéneos se encuentran
en una fase distinta a 1la fase donde se encuentran los
reactivos, siendo generalmente superficies s6lidas o parte de
matrices insolubles tales como los polimeros u 6xidos
met&licos con uno, dos o varios elementos metAlicos
soportados sobre la matriz. No obstante tienen todos ellos en
comGn que el componente activo catalitico se encuentra en la

interfase entre el s6lido y la disoluci6n.

Aunque 1los catalizadores se clasifiquen en distintos
grupos desde un punto de vista estructural, los principios

bdsicos de la catdlisis son los mismos para los tres tipos.

Los catalizadores heterogéneos son s6lidos o se
encuentran en la superficie de s6lidos, por 1lo que las
reacciones que catalizan ocurrirdn en dicha superficie. Como

en la cinética va a intervenir dicha superficie y no 1la masa
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del catalizador interesard que el catalizador presente una
supefficie especifica 1lo mis grande posible para que el
efecto catalitico sea mayor, ademd&s, cuando 1la reaccién
ocurre sobre la superficie del catalizador, los reactivos
deberdn estar adsorbidos sobre ella y el proceso de catdlisis

constard de cinco etapas:

Difusi6bn macroscGpica de los reactivos hasta 1la
superficie del catal;zador.

Adsorcitn de los reactivos sobre la superficie (proceso
quinico al que le corresponde una energia de adsorcitn).

Reacci6bn quimica (controlada por su energia de
activacitn).

Desorci6én de los productos dejando libres los centros
cataliticos (con la correspondiente energia de desorcitn).

Difusi6n macrosc6pica de los productos hacia el seno de

la disoluci6n.

11.2.2.1,- Los catalizadores en la industria petrolifera.

Una de las industrias con un mayor volumen de mercado, y
donde es obligada 1la wutilizaci6n de catalizadores es la
industria del petr6leo. Prueba de su interés es el que en su
refinado, de 1los cinco procesos mAs importantes, cuatro

utilizan catalizadores heterogéneos:
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"Crack;ng" catalitico: Este proceso convierte la fraccitn
conocida como gas o0il en wunos productos mAs ligeros con
contenidos elevados en compuestos con cadenas ramificadas e
hidrocarburos aromiticos, empledndose como catalizadores
zeolitas embebidas en matrices de silice-alGmina (Pearce and

Patterson 1981).

"Reforming": Proceso que se realiza soﬁre la fracci6n de
nafta, reconstruyendo 1los hidrocarburos para aumentar el
nivel de octanos, conservando el nimero de carbonos. En este
proceso se utilizan Pt, Ir y Rh sobre soportes de 6xidos

porosos (Sinfett 1981; Dowden 1978).

"Hydrocracking”: Por el que se reduce el peso molecular de
los bhidrocarburos en presencia de hidr6geno, siendo los
catalizadores utilizados habitualmente Ni, Co, Mo, W, Pt, P4,
soportados sobre silico-aluminatos o zeolitas (Ward and Qader

1975).

"Hydrotreating”: Comprende 1la hidrogenolisis de los
compuestos nitrogenados y sulfurosos antes del crakeo
catalitico empleaddose sulfuros de Co y Mo, Ni y Mo soportados

sobre alfimina (Mitchell 1981; Ledoux 1985)>.
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11.2.2.2.- Métodos de anflisis de catalizadores sOlidos

multimet&licos,

La dificultad en el an&lisis y caracterizacitn de los
catalizadores heterogéneos depende fuertemente de su

complejidad y de su insolubilidad.

Los métodos analiticos mis utilizados para la
determinacién de elementos metdlicos en los catalizadores son
la fluorescencia de rayos-X y la espectrometria de absorcit6n
y emisién atémica (Debies y col. 1981; Pedersen 1983). Las
técnicas de emisi6n en arco o chispa y de rayos-X evitan el
paso previo de disolucifn y permiten una caracterizacibn
répida de 1los catalizadores. §Sin embargo, estas técnicas
presentan una precisi6n muy pobre; por lo que, para fines
cuantitativos, son mis adecuadas la espectrometria de
absorci6n atémica con llama, como en la determinacitdn de Pt
en catalizadores (Kallmann y Blumberg 1980; Urbain y Martin
1081), y las técnicas de emisi6n en plasma (Austermann y col.
1087), preferiblemente el plasma de corriente continua (DCP)
y la espectrometria de emisit6n atfémica en plasma de induccibn

acoplada (ICP).

Los elementos que se determinan en 1los catalizadores
heterogéneos son fAciles de caracterizar por ICP y por
absorcifn con 1llama pero para el andlisis de este tipo de

muestiras se tienen que resolver dos problemas:
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- La solubilidad que presentan los catalizadores es muy
pequefia; por lo que se requiere una digesti6bmn previa al
andlisis; empleando, por 1lo general, grandes cantidades de
dcidos minerales fuertes <(Fabec y Ruschak 1983; Fabeck y

Ruschak 1985, y

- La presencia de interferencias debido al Al y/o Si que
es un factor limitante de la exactitud de las determinaciones
y requiere en algunos casos una extraccién liquida de los

elementas a determinar (Carrifn y col. 1984).

Hasta ahora no se han encontrado referencias en la
bibliografia que traten sobre 1la digesti6n de catalizadores
heterogéneos en hornos de microondas. No obstante, la casa
comercial Prolabo indica que se digieren catalizadores de
matriz altGmino-silicea con HF y HNO, durante 20 minutos, y de
matriz de Al.O-> utilizando HF, HNO=. y HCl1l durante 45 minutos,
para determinar metales pesados por espectrometria at6mica de

absorci6n y de emisifn en llama, asi como en piasma ICP.

Sin embargo, no existen procedimientos rapidos que
permitan digerir en pocos minutos las muestras de
catalizadores, ni tampoco se ha realizado un estudio a fondo
de 1la influencia de las variables experimentales en la

digestifn de catalizadores en hornos de microondas.
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I11.2.3.- Parte experimental,
I11.2,3.1,- Aparatos y reactivos.

Para las medidas de absorbancia se ha utilizado un
espectrémetro de absorcitn at6mica PERKIN-ELMER, modela 5000,
equipado con lampara de c&Atodo hueco monoelemental de Mo y
lampara de catodo hueco multielemental de Fe, Ni y Cd. Las
condiciones de medida experimentales utilizadas para la
determinacién.de cada elemento son las indicadas en 1la tabla
11.28. En todos los casos se ha utilizado wuna llama aire-
acetileno, bola de impacto, y un tiempo de integracifn de

0.5s.

Tabla 11.28: Parémetros experimentales utilizados para la
medida por absorcién atémica de los elementcs estudiados.

Par&metro Blemento

Co Fe Ni Mo

Longitud de onda (nm) 240.7 248.3 232.0 313.3

Rendija (nm) 0.2 0.2 0.2 0.7
Tipo de llama 0 0] 0 ' R
i. lampara (mA> 30 30 30 10
Técnica AA AA AA AA

0O: Aire—acetileno oxidante.
R: Aire-acetileno reductora.
AA: Absorcién Atémica.
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Para la caracterizacit6n de los catalizadores por
fluoréscencia de rayos-X se ha utilizado un espectrfmetro de
fluorescencia de rayos-X Siemens, modelo SRS 200, equipado
con cristales analizadores de LiF y PET, un c&todo de cromo y

un filtro de aluminio.

Para la digesti6n de 1las muestras se ha utilizado, sin
ninguna modificacién, un horno de microondas dom&stico Balay,
modelo Bahm-100, con un magnetr&n de 2450 MHz de frecuencia y
una potencia de salida de 650V. Para 1llevar a cabo las
digestiones a presif6n de las muestras se emplearon reactores

de tefl6n de 125 mlL de capacidad.

Se han utilizado las siguientes disoluciones "stock":
Disoluci6n "stock” de 1000ug ml—* =+ 1% de hierro
obtenida disolviendo 1.0000 g de hierro metal en 50 mL de

dcido nitrico (1+1) y diluyendo a 1 litro con agua destilada.

Disolucit6n "stock” de 1000Mg ml-* + 1% de niquel
preparada disolviendo 1.0000 g de niquel metal en un volumen
ninimo de &cido nitrico (1+1) y diluyendo a 1 litro con &cido

nitrico al 1% (v/v),.

Disolucif6n "stock” de 1000Mg ml-* =+ '1% de cobalto
preparada disolviendo 1.0000 g de niquel metal en un volumen
minimo de 4&cido clorhidrico <(1+1) y diluyendo a 1 litro con

dcido clorhidrico al 1% (v/v).
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Disoluci6n "stock” de 1000Hg ml-* + 1% de molibdeno
obtenida disolviendo 1.8400 g de molibdato aménico
((NH4)5M04O=a'4H:O) en un 1 litro de disclucib6n amoniacal al

1% (v/v).

El dacido nitrico es de de Baker, el A4cido clorhidrico de
Panreac, 1los 4&cidos fosf6rico y sulftrico y el alcohol
isoamilico de Probus. Todos los reactivos empleados fueron

R.A.

Los tres tipos de muestras de catalizadores estudiados
(ketjen, catal y 1laterita) fueron facilitadas por INTEVEP

(Venezuela).

11.2.3.2.- Procedimiento General.
11,2,3,.2.1,- Digestién en horno de microondas.

Los tres tipos de catalizadores, caracterizados
previamente por espectrometria de fluorescencia de rayos-X,
se tratan con diferentes mezclas de 4&cidos minerales en un
horno de microondas, utilizando diferentes niveles de
potencia durante periodos de tiempo fijos. Después de este
tratamiento, las muestras se diluyen con agua destilada y se

determinan por espectrometria de absorci6n at6mica con llama
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el hierro, niquel, cobalto y molibdeno. Los patrones
utilizados fueron disoluciones acuosas con la misma

concentracién de &cido que las muestras.

Las caracteristicas del método se establecen a partir
del andlisis de muestras reales, y los resultados obtenidos
se comparan con los encontrados después de un tratamiento por

via hiimeda de las muestras (Fabec y Ruschack 1983).

11,2.3.2,2.~- Método de digestitén convencional,

El procedimiento convencional utilizado para la

comparacitn de los resultados consiste en:

Pesar 500 mg de muestra en un erlenmeyer y affadir 25 nL
de H.0, 4 mlL H-SO. y SmL HCl. El contenido del erlehmeyar se
evapora durante 3 horas y media a 255 ~C en un bafic de arena
hasta aparici6n de vapores S0. y S0,, produciéndose en este
punto un cambio de color. Después de dejar enfriar, afiadir 5
nl de HCl en el erlenmeyer y volver a calentar en el bafio de
arena, afladir 25 mL de agua, y después de 5 minutos, dejar
enfriar a temperatura ambiente. El contenido del erlenmeyer
se lleva a 50 mnL con agua destilada y se efectuan las

diluciones adecuadas para la determinacif6nde los elementos.
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I1.2.4.~ Resultados y discusitn,
11.2.4.1.- Caracterizacién de las muestras.

Los tres catalizadores analizados son compuestos s6lidos
del tipo heterogéneo multimetdlico. Para caracterizar su
composicién elemental, se han preparado pastillas de cada

muestra con un didmetro de 4 cm bajo una presitn de 10 psi.

Las muestras se han analizado por espectrometria de
fluorescencia de rayos-X y los espectros correspondientes se
han registrado utilizando cristales analizadores de LiF y
PET; 1los cuales permitieron identificar 1la presencia de
metales de transici6n y de algunos metaloides (figuras II.19

A-C).

De los espectros se puede concluir que la muestra ketjen
tiene una matriz de 6xido de aluminio y como componentes
minoritarios cobalto y molibdeno, la muestra catal posee una
matriz de silice y de 6xido de aluminio y titanio, y la

muestra laterita posee una matriz de silice y de hierro.

En la muestra ketjen, se encuentran a nivel de trazas Ni
y Fe, y como componentes minoritarios Co y Mo. Las muestras
catal y laterita no contienen Mo. En la muestra catal Co y Ni
esian presentes a nivel de trazas y el Fe comoc componente
minoritario. La laterita contiene trazas de Co y como

componentes minoritarios Ni y Fe.
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I11.2.4.2.- Bstudio de los parfnetros de digestiotn.

Se ha estudiado una muestra de ketjen para comprobar el
efecto de los parametros de digestién sobre la recuperacifn

de los cuatro elementos objeto del estudio.

11.2.4,2,1,- Bfecto del tipo de #&cido exzmpleado en la
digestifdn sobre la recuperacién de Ni, Fe, Co y Mo.

100 mg de muestra se digieren a presi6n con diferentes
dcidos; nitrico, agua regia y &cido fosf6rico, en reactores
de tefl6n a una potencia y tiempo de digestif6n del 80 % y 9
minutos respectivamente. En 1la tabla II.29 se resumen los

resultados obtenidos para cada elemento.

Tabla I1.29: Bfecto de la naturaleza del #&cido sobra la
recuperacién de 1los elementos metidlicos estudiados previa
digesti6n en horno de nicroondas.

Acido Ri Fe Co No

Concentracibn (ppm)

2nl HNO, 20 - 23900%1200 30000£3000
2ml. agua regia 6 -~ 210x120 21000+6000 460003000
2nl H.PO, 12010 277*1 22000x3000 660008000
2ml HNO., '

+ 1376 345+8 25000x1000 68600%1400
2mlL H. PO,
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El tratamiento con &cido fosf6rice consigue la maxima
recuperaci6n de 1los cuatro elementos considerados, asi como
el tratamiento con &cido nitrico y fosf6rico. Sin embargo, el
residuc obtenido si solo se emplea fosf6rico se puede adherir
al fondo del reactor de tefl6n. Si 1la muestra se trata
previamente con &cido nitrico y posteriormente con &acido
fosfé6rico, se evita cualquier problema de formacif6n de
residuos dificiles de digerir; por 1lo que esta mezcla de
&cidos es la que se escogl6 para realizar la digesti6n de los

catalizadores en hornos de microondas.

11,2.4.2.2,- Bfecto de la variacién del volunmen de 8cido

sobre la recuperacidn de Ni, Fe, Co y Mo,

En las digestiones llevadas a cabo, se vari6 el volumen
de &cido nitrico dejando constante el volumen de &Acido
fosf6rico en 2 mlL. En una segunda experiencia, se mantuvo
constante el volumen de &cido nitrico (2 mL) y se vari6 el de

4cido fosf6érico.

En las tablas I1I1.30 y 1I1.31, y figuras 11.20 A-B se
indica el efecto de los volfimenes de &cido tanto nitrico como
fosf6rico, sobre la determinaci6n de hierro, niquel, cobalto

y molibdeno en la muestra de ketjen.
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Tabla I1.30: Bfecto del volumen de HNO. empleado en la
digestifn en horno de microondas de 1la muestra Lketjen sobre
la concentraci6n de Fe, Ni Co y Mo obtenida por
espectrometria de absorcifn atOmica con llama.
Volumen de Fe KNi Co Mo
HNO> (ml> Concentraci6n (ppm)
0.5 35145 1852 26200200 69500x 700
1 36215 187+3 26100200 70400%1200
2 35216 189%4 25900200 69400+1300
3 359*1 194#1 25970+ 80 67100 700
Tabla I1.311 Bfecto del volumen de H,PO. empleado en la

digestiotn en horno de microondas de la muestra ketjen sobre
la concentracién de P, Ni Co y Mo obtenida por
espectrometria de absorcién atémica con llama,

Volumen de Fe Ri Co Mo
HsPO, (mL> Concentracién (ppm)
0.5 120160 5020 25100200 700001000
1 17060 60+13 25400200 790002000
2 180450 82+13 25900300 77800 900
3 180160 8030 25940+ 70 800003000
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Figura II.20i Bfaoto dal voluaan da Aoido foaidérioo para 1la

datara'nacién da Fi y Fa <A)j y da Co y Mo <B>.
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El volumen de Acido nitrico parece no influir sobre los
resultados; sin embargo, el volumen de &cido fosf6rico debe

ser mayor de 2 mlL para obtener una buena recuperacién.

11.2.4.2,3,- Bfecto de la variacitén del tiempo de digestion

sobre la recuperacién de Ni, Fe, Co y Mo.

Se adicionan 2 mL de Acido nitrico y 2 gotas de alcohol
iscamilico a 100 mg de muestra y se digieren en reactores de
tefl6n a presién en horno de microondas durante 3 minutos al
80% de potencia. Tras esta digesti6n, y una vez frios los
reactores, se 1les adicionan 2 mnL de &cido fosférico y se
varia el tiempo de digesti6ém a una potencia del 80%,
evaluidndose 1los resultados en orden a obtener la mAxima

concentraciodn de los elementos a determinar.

En la tabla I1.32 se indican 1los resultados encontrados
para la muestra ketjen. En la tabla II.33 y figuras II1.21 A-C
se indican los resultados obtenidos para la muestra catal; y
en la tabla 1I11.34 se 1indican 1los correspondientes a la

muestra laterita.

Para la muestra ketjen, 3 minutos de tratamiento con
4cido fosférico son suficientes para obtener la recuperacifn
médxima, ya que tiempos superiores conducen a concentraciones

de los elementos del mismo orden.
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Tabla 11.32: Efecto del tiempo de digestidn en horno de
microondas sobra la recuperacién de los elementos metélicos
estudiados en 1la muestra ketjen utilizando 1la mezcla de

Scidos nitrico y fosférico.

t, digestién Ni Fe Co Mo
con HsPO.
(min) Concentracién (ppm)
3 199+ 5 310x12 25800+300 67300x1200
6 205+ 8 320%14 25100x300 73800 50
9 22012 322* 6 25360 70 720007000
12 180%30 32030 26200600 720002000
15 151+ © 371+ 2 25600200 760007000
18 170 3 368%* 6 258001500 77000x3000
21 148 7 319x 2 26700200 71100*+1300
Para la muestra catal (tabla II.33>, sin embargo, son

necesarios 12 minutos para una estabilizacitén del valor de la
concentracitn de los elementos metdlicos como se aprecia en

las figuras I1.21 A-C.
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Tabla 11.33:1 Efecto del tiempo de digestitn en horno de
microondas sobre la recuperacién de los elementos metflicos
estudiados en la muestra catal utilizando la mezcla de &cidos
nitrico y fosférico.

t. digestidn Ki Fe Co
con HsPOa
(min) Concentracién (ppm)
4] 7T x2 300 = 1 4 =+ 1
110 *20 4200 *600 22 * 1
12 127 £ 2 5030 = 70 24 + 1
21 126 = 8 4940 * 50 29 * 4
30 127 * 9 4860 * 60 27 x 2
39 130 £ 2 4910 * 50 26 * 3

Figura 11.21A: Bfecto del tiempo de digestifn en horno de
microondas sobre la recuperacién de Fe en la muestra catal
utilizando la mezcla de &cidos nitrico y fosférico.
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Pigura II1.21B: Bfecto del tiempo de digestitn en horno de
microondas sobre la recuperacién de Ni en la muestra catal
utilizando la mezcla de &cidos nitrico y fosférico.
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Pigura I1,21C: Bfeoto del tiempo de digestién en horno ds
microondas scbre la recuperacién de Co en la muestra catal
utilizando la mezcla de &cidos nitricc y fosflrico.
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A la vista de los resultados anteriores para 1la muestra
de laterita se ha ensayado un tiempo minimo de 3 minutos y
uno mAximo de 12, obteniéndose resultados equivalentes, por
lo que se deduce que son suficientes 3 minutos de tratamiento

con fosf6rico.

Tabla I1I1,34: Efecto del tiempo da digestidn en bhorno de
microondas sobre la recuperacifn da los elenentos meté&licos
estudiados en la muestra laterita utilizando la mezcla de
&cidos nitrico y fosférico.

t. digestitn Ni Fe Co
con HsPO.
(min> Concentracion (ppm)
3 15310 * 50 131000 * 6000 415 = 2
12 15390 % 20 136000 %= 1000 404 * 4

Entre 6 y 15 minutos totales de exposici6tn a las
microondas son suficientes para 1la extraccitn total de los
elementos metalicos a determinar en las muestras de
catalizadores ensayados; ya que tiempos mayores proporcionan

los mismos resultados.
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El aspecto de cada una de las muestras tras el

tratamiento en el horno de microondas es:

- Ketjen: completamente disuelto después de la digestitn
con nicroondas.
- Laterita: existencia de un pequefio residuo.

- Catal: residuo rojo.

Por 1lo que, también en este caso, como en el del
andlisis de lodds de depuradora, se emplearon las
suspensiones como forma de introduécién de las muestras en la
llama; confirmando que los elementos a determinar o bien se
encuentran disueltos o estéan en suspensién en formas

facilmente atomizables.

11.2.4.2.4,- Efecto de la variacifn de cantidad de muestra
sobre la recuperacién de Ni, Fe, Co y Mo.

Variando la toma de ensayo, desde 100 a 500 mg, se
adicionan 2 mL. de &cido nitrico y dos gotas de alcohol
iscamilico. La digestifn se realiza en reactores de tefl6n a
presién en horno de microondas durante 3 minutos a un 80% de
potencia. Se dejan enfriar 1los reactores de teflén y se les
adicionan 2 ml de &cido fosférico, repitiéndose la digestién
en horno de microondas al 80% de potencia durante 3 minutos.
En la tabla I1.35 y figuras 1II1.22 A-D se muestran los

resultados obtenidos para la muestra ketjen.
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Tabla 1II.38: Bfecto de la toma de ensayo sobre la
recuperacién de 1los elementos estudiados en la nmuestra
ketjen.
Tomas de Ni Fe Co Mo
ensayo (mg) Concentracitn (ppm)
100 19915 310%12 25800300 67300*x1200
200 123%3 160x20 21108%* 14 66700+1300
300 90+1 133%x 1 19920%*150 68300% 100
400 772 114% 3 20000200 710005000
500 69+1 99+ 3 19630% 80 77000 600
Figura 1[1.22A: Bfecto de la toma de ensayc sobre la

recuperacitn del Fe en la muestra ketjen.
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Pigura 1I1.22B: Bfecto da 1la toma de ensayo sobre la
recuperacién del N{ en la muestra ketjen,
ppm NI
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Pigura 1[1.22C: Bfecto de 1la toma da ensayc scbre la

recuperacitn del Co en la muestra ketjen.
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Figura 1I1.22D: Bfecto de la toma de ensayo sobre la
recuperacifn del Mo en la muestra ketjen.
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La tendencia que se observa para el Ni, Fe y Co, es una
disminucién de 1la recuperacit6n al aumentar la céntidad de
muestra tomada, lo que es 16gico debido a que eso supone una
relaci6n menor &cido/muestra disminuyendo la eficiencia de 1la
digesti6n. Sorprende el hecho de que en el caso del Mo, si
bien 1los primeros valores est&n dentro de un mismo orden,
para 500 mg de muestra se obtiene un alto valor de
concentracifn; lo que puede deberse a una contaminacitn en la

realizaci6n de estos andlisis.
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Se ha optado pues por emplear una cantidad de muestra

del orden de 100 mg.

De 1los estudios 1llevados a cabo, se recomienda el
siguiente procedimiento para  la digestidn y analisis de

catalizadores:

Se pesan 100 mg de muestra en un reactor de tefl6n y se
afiaden 2 mlL de &cido nitrico y 2 gotas de alcohol iscamilico
(para prevenir 1la formacién de espuma). Se introduce el
reactor en el horno de microondas y se trata a 650V de
potencia durante 3 minutos. Dejar enfriar. Se afiaden 2 mL de
&cido fosférico y se vuelve a introducir el reactor en el
horno de microondas a 650V durante 3-12 minutos (el tiempo
requerido es distinto dependiendo del tipo de catalizador), y
a continuacién se deja enfriar. Afiadir 50 nlL de agua
destilada y hacer 1las diluciones apropladas para que las
concentraciones de 1las muestras se encuentren dentro del
intervalo lineal de 1las medidas de absorbancia para cada

elemento.

Se alimenta la suspensitn de la muestra digerida
directamente en la llama aire-acetileno para la determinacifn
de hierro, niquel, cobalto y molibdeno, empleando
disoluciones acuosas con la misma concentraci6n de &cido que

en las muestras como patrones.
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En el esquema adjunto se resume el procedimiento

empleado:

100 mg muestra

+ 2nl HNO. +2 gotas alcohol isocamilico

3 minutos microondas,

80% potencia (520w)

dejar enfriar
+ 2nmlL H.PO.
| ketjen 3 min
X minutos microondas, 80% potencia (520w) catal 12 min
' laterita 3 min
dejar enfriar
+50mL agua
ketjen catal laterita
determinacién determinacitn determinacién
AA Fe Ni AA Ni Co AA Co|
dilucibn dilucién dilucibén
57100 5/25 57100
determinacit6n deterninacién determinacién
AA Mo Co AA Fe AA Ni
determinacitn diluciébn
AA Fe 1/100
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11.2.4.3.- Atonmizacién de las nmuestras.

Cuando se introducen suspensiones directamente en la
llama puede haber problemas en la atomizaci6én de 1los
componentes de la fase s6lida y por ello se ha sugerido que
el tamafio de las particulas no debe exceder de unas pocas
micras para conseguir anidlisis exactos utilizando
disoluciones acuosas como patrones (Stupar y Ajlec 1982;

Carrién y col. 1987; Willians y col. 1987).

En el apartado II1.0.2. de esta Tesis y en otros trabajos
(Salvador y col. 1988) hemos demostrado que una extracci6n
&cida de 1los elementos presentes en la muestra asegura su
eficiente atomizacifn, independientemente del tamafio de
particula del s6lido disperso; ademAs, cuando la extraccién
dcida puede efectuarse en algunos minutos, es evidente que la
metodologia desarrollada es mis rdpida que la molienda de las
muestras hasta la obtencit6n de particulas de pequefio tamafio y

el andlisis directo de la suspensiftn sin extraccitn

Para asegurar la buena atomizaci6n de 1los elementos a
determinar es necesario garantizar su presencia en la fase
dcida, y de esa'forma, las ventajas de la introduccif6n de las
-suspensiones permanecen ya que se evita 1la filtraci6m de la
matriz después de 1la extracci6n 4&cida, y es posible un
andlisis mas rdpido, pero sin 1los inconvenientes derivados

del tamafio de particula.
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En el anélisis de 1las muestras de catalizadores que
contienen silice, la utilizaci6n de 1l1la introducciédn de
suspensiones, después del tratamiento 4cido, permite
minimizar su interferencia y evitar los problemas
relacionados con 1la adsorci6n de los elementos metadlicos

sobre la superficie de la sflice en estado s6lido.

En la tabla J1.36 se comparan las concentraciones
obtenidas para hierro, cobalto y niquel por introduccifn
directa de la suspensifn completa de la muestra digerida del
catalizadorv catal con 1las obtenidas por introduccién del

sobrenadante, tras dejar decantar la suspensifn.

Tabla 11.361 Coxmparacién de las concentraciones ocbtenidas
para Fe, Ni, Co y Mo en el anélisis de la muestra del
catalizador Catal tras digestién en horno de microondas
introduciendo la suspensiSn y el sobrenadante a la llama.

Elemento Concentracién

suspensidn (ppm) sobrenadante (ppm)

Fe 4880 * 90 4930 * 90
Ni 122 = 4 130 = 4
Co 24 * 4 27 = 4

(media de 8 andlisis independientes * su desviacién tipicad
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A la vista de 1los resultados se concluye que la
concentracién de 1los elementos metidlicos en la suspensitn
completa y en el sobrenadante es equivalente, es decir que
los elementos metdlicos no permanecen en la fase s6lida
después del tratamiento con ~ microondas sino que son

cuantitativamente extraidos.

11.2.4.4,~ Caracteristicas analiticas.

En la tabla I1.37 se muestran 1las curvas de calibrado
tipicas obtenidas para niquel, hierro, cobalto y molibdeno en
los tres tipos de muestras analizadas por absorcién atSmica
previo tratamiento en horno de microondas utilizando el
procedimiento recomendado. Los patrones fueron preparados con

la misma concentracitn de acido que las muestras diluidas.

El limite de deteccitn es bueno para todos los elementos
en las muestras analizadas, incluso para el molibdeno a pesar

de su baja sensibilidad.

Se ha determinado 1la recuperacitn de 1los elementos
estudiados por adicién de cantidades conocidas a los tres
tipos de catalizadores. La tabla 11.38 muestra las
recuperaciones obtenidas para cada elemento en cada matriz
para una concentraci6tn afiadida del orden al contenido en las
muestras, obteniéndose en todos los casos recuperaciones del

orden del 100%.
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Tabla 1I1.37: Caracteristicas analiticas dal procedimiernto
propuesto,

Mtr=, Acid. Cvas de calib. Int.concq, r LD

(%) (ppm)

Determinaciédn de Co

(1 0,37 A=0, 063 C+0, 003 1,0-4,0 0,99995 0,005 (54>
2 7,4 A=0,085 C+0,001 0,1-0,4 0,99993 0,004 2)
(3 7,4 A=0,061 C+0, 005 0,5-4,0 0,9008 0,015 8
Determinacién de Mo

(L 0,37 A=0,008 C+0,000 2,0-10,0 0, 9996 0,19 (2052)
Determinaci®6n de Ni

L 7,4 A=0, 076 C+0,001 0,2-0,8 0,9998 0,004 2>
2» 7,4 A=0,076 C+0, 001 0,2-0,8 0,90098 0,016 (9)
3 0,37 A=0,073 C+0,001 0,5-2,0 0,99987 0,12 (130
Determinacién de Fe

1 7,4 A=0,047 C-0,001 0,2-0,8 0, 9996 0,026 (14>
(2> 1,48 A=0,062 C+0,002 1,0-2,5 0,999092 0,014 (378>
(3 0,074 A=0, 055 C+0,004 0,5-3,0 0,9908 0,011 (594>
a: muestra; (1) ketjen, (2) catal, (3) laterita.

Intervalo de concentraci6n en ppm.

r: Coeficiente de regresiotn.

LD: Limite de deteccitn.
el limite de deteccifn expresado en

Los valores entre paréntesis indican
Hg de elemento teniendo

en cuenta la diluci6n empleada.
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Tabla II1.38: Porcentaje de recuperacién de la deterninacién
de Fe, Ni, Co y Mo en diferentes muestras de catalizadores
por espectrometria de absorcitn atémica previa digestitn en
horno de microondas.

Elemento PorC.htéJilrdcuporaciGn
-KBTJEN = . . CATAL - LATBRITA
Fe 102 *5 101 1 105.0 £ 0.7
Ni 104.5 = 1.2 103 = 2 100.6 %= 0.
Co 103 *+ 3 102 £ 8 99.6 * 1.4
Mo 100 3 - -

Los valores experimentales estdn indicados en porcentaje * el
coeficiente de variaci6n de 4 determinaciones independientes
de este parédmetro para la misma concentracifn afiadida.

Por otro lado, se ha evaluado 1la exactitud del método
propuesto comparando los resultados obtenidos con los

encontrados empleando un método de digestitn convencional.

Los resultados indicados en la tabla I1.39 son
comparables teniendo en cuenta la precisitn de ambos métodos.
La baja precisif6n obtenida en algunos casos con el método
propuesto puede ser debida al bajo peso de muestra empleado
en el tratamiento én horno de microondas, lo cual puede

afectar a la representatividad de las muestras sb6lidas.

265



Tesis Doctoral 1991 A.E. Morales Rubio

Tabla II1.39: Comparacifn de los resultados obtenidos en el
anfilieis de catalizadores <tras digestit®n en horno de
microcndas y tras digestitn por via htmeda.

BLEMENTO CONCENTRACION XUBSTRA / ppnm
KETJER CATAL LATBRITA
Microondas 72 *5 126 +0 15350 + 60
Ni
Convencional 63.2 0.7 141 =3 17240 *130
Microondas 194 *15 49030 #9090 133000 #5000
Fe
Convencional 215 + 8 5260 #*30 140000 #2000
Microondas 25800 #6500 27 *4 400 = 7
Co
Convencional 26400 *200 20.5 *0.7 340 #*13
Microondas 73000 #4000
Mo
Convencional 66500 #2000

Se realizaron 14 determinaciones para cada elemento en
el anAlisis de 1la muestra de Ketjen por el método de
microondas, 8 en el anAlisis de la muestra de Catal y 4 en el
andlisis de la muestra de Laterita, y 4 determinaciones para
cada elemento en la digesti6én convencional.
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11.2.5.- Conclusiones.

De todo 1lo expuesto se concluye que los catalizadores
s6lidos pueden digerirse en horno de microondas, empleando un
tratamiento con HNO, y con HaFO., durante un tiempo del orden
de 6 a 15 minutos segﬁn: el tipo de catalizador. Afiadiendo
agua destilada al residuo de 1la digestitn se forma una
suspensidn que puede alimentarse directamente en el
espectrbmetro de absorcibén at6mica determin&ndose
cuantitativamente los elementos metdlicos que han sido

extraidos.
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I11.1,- Introducecién,

Los recientes avances en la utilizgcicn de los hornos de
microondas para acelerar la velocidad de los procesos
quimicos en disclucién y para la digestifn de las muestras
por via htmeda permiten el desarrollo de metodologias
rapidas, tal y como se ha podido comprobar en la PARTE I y II

de esta Tesis.

Sin embargo, en el anAlisis quimico algunas veces se
requiere, para la digesti6n completa de las muestras, el
empleo de temperaturas elevadas que no son fAciles de obtener
en los hornos de microondas convencionales. Por otra parte,
cuando las especies a determinar estdn presentes en la
muestra en bajas concentraciones, no es aconsejable diluir
las muestras y, en este caso, s0loc los métodos de digestitn
por via seca permiten, tanto la destrucci6n de la matriz como
la preconcentraciétn de los componentes minerales; debido a la
gran disminucifn en el peso de la muestra que tiene lugar en

su reduccitn a cenizas.

Tanto los hornos de microondas domésticos, utilizados
corrientemente para el trabajo en el laboratorio, como la
mayoria de los sistemas comercializados para su empleo en el
laboratorio, no permiten obtener temperaturas mayores de 200
"C y por ello no se han utilizado todavia con fines

analiticos en la digesti6n por via seca de las muestras. No
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obstante, el carburc de =silicio absorbe 1la radiaci6n de
microondas fuertemente calenté&ndose hasta ponerse al rojo y
alcanzando temperaturas del orden de 1000°C, hecho que puede
utilizarse para obtener elevadas temperaturas en un horno de
microondas. Estas altas temperaturas se pueden alcanzar por
absorcifn de 1la radiaci6én de microondas y por la conveccitn
térmica a partir del carburo de silicio. Como consecuencla y
en base a este principio puede desarrollarse un horno mufla

de microondas.

Los trabajos publicados en 1la bibliografia sobre la
utilizacitn de 1los hornos mufla de microondas se refieren al
procesamiento de materiales ceradmicos <(Komatsu y col. 1987;
Sheppard 1988; Sutton 1989), "sintering” (Quemeneur y col.
1085; 11til y Maestro 1987; Das y Curlee 1987; WVilson y Kunz
19088; Park y Meek 1990), sintesis de compuestos de estado
s6lido (Baghrust y Mingos 1988) o soldadura de materiales
(Palaith y Silberglitt 1989) y también a la digestién por
microondas de muestras geol6gicas con NaxO: y Li:BaO-»

(Matthes 1988).

Probablemente no se hayan desarrollado las aplicaciones
analiticas porque s6lo hay un horno mufla de microondas
comercializado para su utilizaci6n en el laboratorio (Collins
1985; Collins y Hargett 1986) y este es un sistema compacto
de elevado coste, que no puede adaptarse a los microondas

domésticos.
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111.2.- Objetivo.

Esta parte de la Tesis se ha centrado en el disefio de un
accesorio que permite convertir un horno de microondas
doméstico en un horno mufla en el que poder llevar a cabo
procesos de digestib6n a altas temperaturas; de tal forma que
puedan realizarse calcinaciones mis rapidamente que en las

muflas convencionales, y con un menor coste energético.

La mufla disefiada se ha utilizado para la calcinacién de
muestras vegetales, que en mufla convencional necesitan 6 h

de tratamiento a 600~C,

Se han determinado Ca, Mg, K, Fe, Mn y Zn por
espectrometria atb6mica con llama introduciendo una suspensitn
de las cenizas obtenidas por calcinacitn mediante un sistema
FIA que permite la r&pida diluci6én de 1las muestras y un
ahorro de reactivos, cuando los valores de concentraci6tn son
elevados, y la introduccién de 1la suspensitn en "batch”
cuando 1la concentracitn de 1los elementos a determinar es
baja. Los coeficientes de recuperaci6n se han obtenido por
comparacitn de 1los resultados obtenidos con 1los valores
certificados o con los obtenidos empleando un tratamiento en

mufla convencional.
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111.3.~ Parte experimental,

111.3.1.- Aparatos y reactivos.

Para la digestifn de las muestras se ha utilizado un
hornd de microondas doméstico modelo Balay Bahm-100, con un
magnetrén de 2450 mHz de frecuencia y una potencia maxima de
650W. Este horno se ha modificado para obtener temperaturas

elevadas.

El horno mufla disefiado (figura 11I1.1) se compone de un
anillo de carburo de silicio <(A) introducido dentro de un
bloque de 1ladrillos refractarios (B). El carburo de silicio
actia como absorbente de la radiacitn de microondas,
alcanzandose por ello en pocos minutos temperaturas elevadas.
AUn crisol (C), introducido dentro del anillo, se calienta por
conveccitn. Se wutiliza un pirSmetro (D) de Pt/Pt-Rh para
controlar la temperatura del crisol, conectado a un regulador
de temperatura digital (E) que controla la puesta en marcha

del magnetrén.

En la figura II1.2 se indica un esquema general de la

mufla introducida dentro de un horno de microondas doméstico.
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Figura 111,1: Datalla da loa dliarantaa coxnponantaa da la

mufla diaafiada.

<A): anillo de carburo de silicio.
<B): ladrillos refractarios.
(C): crisol.

<D): pirdmetro de Pt/Pt-Rh.
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Figura III.2i Mufla da nloroondas.

(A): anillo de carburo de silicio.
<B): ladrillos refractarios.

CC): crisol.

(D): pirdroetro de Pt/Pt-Rh.

(E>: regulador de temperatura digital.



Tesis Doctoral 1991 A.E. Morales Rubio

En las figuras 1.3 A-D se pueden ver las temperaturas

alcanzadas en funcion del tiempo de irradiacidon.

Figura 111.31 Variacion da la temperatura alcanzada an al
horno mufla en funcibén de loe periodos da irradiacién.

A: Periodos da irradiacidén da 1 minuto.

T (O

800
600
400

200

t (mln)
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B: Pariodos da irradiacion da 3 minutos
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C: Pariodos da irradiacion da 5 minutos
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D: Periodos ds lrradlaoidn da 10 minutos.
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Para la calcinacidn de las muestras se ha utilizado
también wun horno mufla convencional Heron, modelo 12-PR/200

serie 8B.

La determinacion de K se ha realizado por emisidn
atomica utilizando un espectrometro de absorcion atomica,
Shimazdu modelo AA-660. Ca, Fe, Mn 'y Zn se han determinado
por absorcidn atdmica con [lama wutilizando wun espectrometro

Perkin-Elmer modelo 5000 equipado con ldmpara de deuterio
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como corrector de fondo l&mparas de cdtodo hueco
monoelementales para la determinacién de Ca y Zn, y lampara

multielemental para la determinacifn de Mn y Fe.

Se ha utilizado un montaje FIA de doble canal para la
introduccitn de las muestras en la determinacit6n de Ca, Mg y

K; seglGn se indica en la figura III.4.

Figura 1Il1.4: Diagrama del montaje FIA utilizado para la
deterninacidn de Ca, Mg y K.

.
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Bomba peristaltica.
Sistema de inyeccifn.
Conector de tres vias.
Camara de diluciénm.
Agitador magnético.
Registrador.
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Se ha utilizado una bomba peristaltica Gilson minipulse
2 para transportar las muestras. Un doble inyector,
construido sincronizando dos vadlvulas rotatorias Rheodyne-50
permite la inyeccifn simultdnea de 100 HL de muestra (o
patr6n) y de 1la disolucidn de lantano (que evita 1la
ionizaci6n y 1la interferencia quimica de los fosfatos en las
determinaciones). Los dos canales del sistema se unen en una
zona de convergencia en Y y la dilucifn se lleva a cabo en
una cé&mara de mezcla de tefl6n de 2,2 nl desarrollada por
nosotros. Se ha utilizado un flujo del caudal portador en

cada uno de los dos canales de 5 mL/min.

Las condiciones experimentales utilizadas para el
anadlisis de cada elemento se indican en la tabla II1I1.1. En
todos los casos se ha utilizado una 1llama aire-acetileno,

bola de impacto y un tiempo de integracién de 0.5s.

Se prepar6 wuna disolucién "stock” de 500 pg mlL—* de Ca
disolviendo 1.249 g de carbonato de calcio sptp en 50 nlL de
agua desionizada y afiadiendo gota a gota un volumen minimo de
HC1l para la disolucif6n completa del CaCOs y diluyendo a 1 L

con agua desionizada.
Se prepar6 una disolucibn "stock” de 1000 pg mL-* de Mg

disolviendo 3.916 g cloruro de magnesio (MgCl. 6H.0> en 200

ml de agua desionizada y diluyendo a 1L con agua desionizada.
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TABLA IIl.1: Parédmetros experimentales utilizados para la
deterninacién de cada elemento por espectrometria de
absorcién y de emisitn atOmica.

Parametro Blemento
Ca Mg X Fe Mn Zn

Técnica AA AA E AA AA AA-BG
L. de onda/nm 422.7 285.2 766.5 248.3 279.5 213.9
Rendija/nm 0.7 0.7 0.5 0.2 0.2 0.7
I. corriente/mA 8 3 - 11 11 8
altura mechero/cm 1.5 1.5 1.0 1.5 1.5 1.5
caudal C_H.
(L min—1) 1 1 4 1 1 1
caudal Aire
(L min—1?) 11.5 11.5 8 11.5 11.5 11.5
Anguloc mechero

(=) 180 80 180 180 180 180

Todas las medidas fueron realizadas por un instrumento

Perkin-Elmer a excepcidn del K que se utiliz6 un instrumento
Shimazdu.

AA: Absorcit6n atémica.
BG: Corrector de fondo.
E: Emisitn atSmica.

Se prepar6 una disolucién "stock” de 1000 Mg mL—* de K

disolviendo 1.907 g de cloruro de potasioc en 1 L de agua

desionizada.
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Se prepar6 una disolucit6n "stock” de 1000 Hg mL-* de Fe
disolviendo 1.000 g de hierro en polvo en 50 nl de &cido

nitrico (1+1) y diluyendo a 1 L con agua destilada.

Se prepar6 una disclucibn "stock” de 1000 Hg mL—* de Mn
disolviendo 1.000 g de manganeso metal en un volumen minimo

de acido nitrico (1+41) y diluyendo a 1 L con HCl al 1% (v/v).

Se prepar6 una disolucién "stock” de 500 pHg ml—* de Zn
disolviendo 0.500 g de 2Zn metal en un volumen minimo de HCl

(141> y diluyendo a 1 L con HCl1l al 1% (v/v).

Se ha utilizado &cido nitrico Baker (Holland).

111.3.2,- Procediniento general,

Se han 1llevado a cabo estudios para establecer las
mejores condiciones de <calcinaci6n de las muestras en'la

mufla de microondas.

En general se pesa 1.0000 g de muestra vegetal en un
criscl de porcelana y se calienta en un mechero.Bunsen hasta
obtencitn de unas cenizas oscuras (alrededor de 5 minutos).
Despué&s se introduce el <c¢risol en un horno mufla de
microondas y se irradia a la mixima potencia (650 w> y

ensayando distintos tiempos de irradiacién y de permanencia
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en el horno. Se afiade 1 mL de &cido nitrico concentrado sobre
las cenizas obtenidas después del tratamiento y la suspensitn
resultante se diluye a 50 mL con agua destilada. Para obtener
las medidas de las muestras dentro del intervalo lineal de
cada uno de los elementos a determinar se 1llevan a cabo las

diluciones adecuadas.

La determinaci6n de Fe, Mn y Z2Zn pof espectrometria de
absorci6tn at6mica se lleva a cabo introduciendo la suspensitn
directamente en la llama aire-acetileno. Para la
determinaci6én de Ca y Mg por absorci6n atbmica y la
determinaci6én de K por emisi6n con 1llama, como ya se ha

indicado, se utiliz®d el montaje FIA descrito.

I111.4,~ Resultados y discusifn,
'111.4,1.,- Bfecto de las condiciones de carbonizacién,

En la tabla I1I1.2 se indican las concentraciones de Fe,
Mn y 2Zn en wuna muestra vegetal, obtenidas por andlisis en
absorci6n at6mica previo calentamiento directo en el horno

mufla de microondas, empleando diferentes condiciones.

En una serie de experiencias, las muestras se irradiaron
entre 15 y 30 minutos y se sacaron del horno mufla. En otra

serie, las muestras no se sacaron inmediatamente después del
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periodo de irradiacifn, sino que se dejaron en reposo durante
10 minutos dentro de 1la mufla después de desconectar el
magnetré6n. Los resultados obtenidos en el 1Gltimo caso fueron
mejores que los obtenidos en el primero, sin embargo la

recuperacicén de los elementos fué excesivamente baja.

TABLA 111.2: Determinacicn de Fe, Mn y Zn en vegetales tras
calecinacifn en horno mufla de microondas utilizando
diferentes condiciones.

Condiciones de Fe ¥n Zn

calcinacién

tiempo de tiempo ug/g R% Mg/8 R%¥ Mg/B R%

irradiacién adicional

(mind (min)
15 - 42 74 12 84 23 82
20 - 33 58 10 70 16 57
25 - 33 58 13 91 19 68
30 - 46 81 13 o1 23 82
S 10 19 33 9 63 25 90
10 10 37 65 11 77 24 86
15 10 73 128 12 84 24 86
20 10 45 95 13 o1 23 82

Concentration real: 57 = 2 14.3 £ 0.4 27.9 = 1.4

R: porcentaje de recuperaci6bn (%).
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Por este motivo se emple6 una metodologia mixta. Las
muestras se calentaron directamente en un mechero Bunsen
hasta carbonizaci6n (alrededor de 5 minutos) y entonces se
introdujeron en 1la mufla de microondas. Asi, se obtienen
recuperaciones del orden del 90% utilizando tiempos de
irradiaci6n del orden de 20 minutos y 10 minutos adicionales
dentro de horno sin irradiacién, tal como se muestra en la
tabla III.3.

TABLA I11.3: Recuperacién de Fe, Mn y 2Zn en nmatrices
vegetales +tras calcinacién en horno mufla de microondas
previa carbonizacitn de las muestras en mechero bunsen.

Condiciones de Fe Mn Zn
calcinacién
Tiempo de tiempo +g8/8 R% Hg/’8 R% Hg/8 R%
irradiacién adicional
(min)d (min)
10 10 46 81 12 84 27 Q7
15 10 39 68 12 84 28 100
20 10 50 88 13 o1 27 o7
30 10 5% 96 12 84 27 o7
Concentraci6n real: 57 * 2 14.3 * 0.4 27.9 * 1.4
En la figura I1I11.5 se muestran las curvas de

calentamiento y enfriamiento en las mejores condiciones de

calcinaci6bn encontradas.
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Figura III.5: Curvas de calentamiento y enfriamiento en las

condiciones de trabajo.
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111.4,2,- Andlisis de muestras vegetales,

Para verificar la exactitud del método, se han analizado
tres muestras vegetales determin&dndose los contenidos de Ca,
Mg, K, Fe, Mn y Zn. Dos de ellas son muestras certificadas
(Citrus Leaves SRM-1572, y Tomato Leaves SRM-1573) del
National Bureau of Standards; y la otra es una muestra real
(hojas de alcachofa), que se analiz6 previamente por un
procedimiento de referencia (calcinacidn convencional de las
muestras y determinaci6n de los elementos considerados por

absorcitn at6mica o emisi®dn en llama).

En la tabla III.4 se muestran los resultados obtenidos,
y como puede apreciarse, los valores son comparables para los
seis elementos analizados en las tres muestras, excepto en la
determinaci6bn del Fe en la muestra "Tomato Leaves"”, lo que
podria estar relacionado con 1la presencia de diferentes
formas quimicas del Fe no soclubles en &cido nitrico. Por otro
lado puede observarse que, en todos los casos, el
procedimiento desarrollado proporciona resultados mAs

precisos para todos los elementos determinados.
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TABLA 111.4: Anélieis de npuestras vegetales reales por
espectrometria atfmica tras calcinacién de las muestras con
el horno mufla de microondas.

Muestra Bl. Concentracién = Concentracitn €%
certificada obtenida

Citrus Ca 3.1 * 0.1% 3.09 * 0.02% 0.3
Leaves Mg 0.58 = 0.03% 0.59 % 0.02% 1.7
K 1.82 £ 0.06% 1.80 = 0.02% 1.1
SRM-1572 Fe 90 * 10 ppm 89 * 2 ppm 1.1
Mn 23 +* 2 ppm 24.3 =* 0.6 ppm 5.6
Zn 29 * 2 ppm 29.1 =* 0.3 ppm 0.3
Tomato Ca 3.00 £ 0.03% 3.01 * 0.01% 0.3
Leaves Mg 0.70 0.650%* 0.007% 7.1
K 4.46 = 0.03% 4.49 * 0.02% 0.7

ISRM-1573 Fe 690 * 25 ppm 470 *20 ppm 32
Mn 238 * 7 ppm 220.7 %= 0.8 ppm 7.3
Zn 62 * 6 ppm 60.9 * 0.6 ppm 1.8

Hojas de Ca 1.79 £ 0.03% 1.79 £ 0.02% 0
alcachofa Mg 0.296x 0.009% 0.292% 0.005% 1.3
¢ ) K 5.9 = 0.2% 6.22 * 0.03% 5.4
Fe 1490 * 50 ppm 1360 * 20 ppm 8.7
Mn 54 * 1 ppm 54.1 =* 0.5 ppm 0.2
Zn 43 = 1 ppm 42.5 * 0.3 ppm 1.1

¥ Los datos de esta muestra no son certificados y se han
obtenido a partir de wuna calcinaci6n en un horno mufla
convencional.

€%: Error relativo en porcentaje.

Las medias y las desviaciones tipicas se han obtenido a
partir de 3 andlisis independientes para cada elemento en las
muestras de Citrus and Tomato Leaves, y 5 analisis
independientes para cada elemento en la muestra de hojas de
alcachofa.
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En la tabla III.5 se muestra gque el peso de las muestras
se reduce entre el 80 y el 90%. Esta preconcentracién de las
muestras, debido a la destruccitn de 1la materia orgénica,
hace que el proceso de suspensifn sea mAs sencillo y, por
otra parte, compensa la dilucitn de las muestras. Esto supone
una ventaja sobre las elevadas diluciones que se producen en

los procesos de digestit6n por via hGneda.

TABLA III.5: Pérdida de pesoc de las xnuestras vegetalee
durante la calcinaciin en mufla de microondas.

Muetra Pérdida de peso en el proceso
da carbonizacidn + caloinacifn
por nmicroondas

Citrus Leaves 90.0 * 0.4 %
Tomato Leaves 82.5 * 0.2 %
Hojas de 80.9 * 0.5 %
alcachofa
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De 1los estudios 1llevados a cabo se recomienda el
siguiente procedimiento para 1la calcinacifn y anadlisis de

muestras vegetales:

Se pesa 1 g de muestra en un crisol de porcelana y se
calienta durante 5 minutos en un mechero bunsen hasta
obtenci6bn de cenizas oscuras. A continuaci6n se introduce el
crisol en el horno mufla de microondas y se irradia a la
potencia méaxima (650w) durante 30 minutos. El crisol se deja
dentro de la mufla durante un tiempo adicional de 10 minutos
sin recibir irradiacién y se deja enfriar a temperatura
ambiente. Afiadir 1 mL de HNO, sobre las cenizas procedentes
de la calcinaci6fn, llevar a 50 mlL con agua destilada y hacer
las diluciones apropiadas para que las concentraciones de las
muestras se encuentren dentro del intervalo lineal de las

medidas de absorbancia para cada elemento.

Se alimenta 1la susrensitn de 1la muestra calcinada,
directamente en la llama aire-acetileno para la determinacitn
de Fe, Mn y 2Zn, y mediante un montaje FIA para la
determinacién de Ca, Mg y K; empleando en ambos casos
disoluciones acuosas con la misma concentraci6n de &cido

tanto en muestras como patrones.

En el esquema adjunto se resume el procedimiento

empleado.
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1 g de muestra

+ calentar 5 min bunsen

30 minutos microondas, 100% potencia (650w), (800=C)>

10 minutos a 0% potencia (Ow)

dejar enfriar

disolver las cenizas
con 1 mL HNO,

diluir a 50 mL

diluciones apropiadas

determinaci6n AA determinacién FIA-AA
Fe Mn 2Zn Ca Mg K
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111.4.3.,-  Parémetros analfticcs del procediniento

desarrollado.

Los par&metros analiticos del procedimiento recomendado
se indican en la tabla III.6 para cada wuno de 1los elementos

considerados.

La sensibilidad, como en 1los casos anteriores, se ha
tomado a partir de un valor representativo de la pendiente de
la recta de calibrado para cada elemento, en unidades de

absorbancia por ppn.

El 1imite de deteccitn se ha expresado como la
concentracién que corresponde a tres veces (nivel de
probabilidad del 95%) la desviacit6n tipica de las lecturas de
absorbancia del blanco (para 10 medidas) dividido por 1la
pendiente de la recta de calibrado, teniendo en cuenta el
nivel de dilucifn de las muestras. Para el an&lisis de Ca, Mg
y K, el empleo de una diluci6n en 1linea de las muestras
(necesaria para 1la determinacién de estos elementos en los
niveles normales de las muestras vegetales) proporci?na
elevados limites de deteccifn, que podrian reducirse para
muestras con niveles de concentraci6n menores, sin mis que

modificar la de dilucién de las muestras.
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TABLA I11.6: Par&metros analiticos del procedinmiento

optimizado.
Elemento Sensibilidad LD Ccv/%
u.a./ppn

Ca 1.92 10—= 0.1 % 0.06 - 1
Mg 2.21 10-= 0.005 % 1 -3
K* 6.01 10—~ 0.20 % 0.4 -1
Fe 6.10 10—= 0.9 ME/EB 1 -4
Mn 1.44 10-: 0.42 Pg/g 0.4 -2
Zn 3.12 10— 0.24 Mg/R 0.7 -1

u.a.: Unidades arbitrarias de absorbancia.
¥: Para el K 1la sensibilidad se expresa en unidades

arbitrarias de emisi6n por ppm.

Los coeficientes de variaci6n obtenidos a partir de tres
andlisis independientes de una serie de muestras reales se
expresan en porcentaje y muestran la precisi6n de 1la

metodologia desarrollada.

Los tres pardmetros establecidos son del mismo orden que

los obtenidos habitualmente en la determinaciétn de estos

elementos por absorcit6n atGmica.
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I11.4.4.- Mecanismo de atomizacién de la muestra.

La rapida calcinacit6n de las muestras vegetales en la
mufla de microondas no proporciona la descomposici6n total de
la matriz y, por otra parte, el tratamiento &cido de las
cenizas proporciona una suspensidn en la que en la fase
s6lida hay una cantidad apreciable de Si0O, y otros materiales

no digeridos.

La introduccitn directa de 1la dispersi®6n s6lida de las
muestras en 1la llama se ha 1llevado a cabo para diferentes
tipos de muestras, como ya se ha indicado en la PARTE II, y
se ha demostrado que, previa digesti6n de las muestras, los
resultados encontrados son independientes del tamafioc de las
particulas dispersadas, tanto mediante introduccitn
convencional de las muestras como mediante inyeccif6n en flujo

continuo.

Para determinar el mecanismo de atomizaci6n de las
muestras en suspensidn después del procedimiento
desarrollado, se han analizado tanto la suspensif6n como la

disoluci6n sobrenadante.

En la tabla II1.7 se indican loe resultados obtenidos en
el andlisis de la discluci6n scbrenadante y de la suspensiOn.
También se indican los resultados obtenidos previo
tratamiento de las muestras en el horno mufla convencional

durante 6 horas a 600-C,
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TABLA 111.71 Comparacitn de 1los resultados obdbtenidos en el
anflisis de las muestras vegetales medianta 1la introducecién
directa de 1la suspensitn de las cenizas y la introduccitn de
la fase sobrenadante.

Concentracién
El. Horno mufla de microondas Mufla convencional
Suspensitn Scbrenadante
Ca 1.79 *0.02 % 1.79 *0.02% 1.79 *0.03 %
Mg 0.292 #0.005% 0.287 *0.03% 0.296 *0,009%
K 6.22 *0.03 % 6.22 *0.03% 5.9 0.2 %
Fe 1360 =20 ppm 1370 40 ppm 1490 =50 ppm
Mn 54.1 0.5 ppm 53.9 *0.6 ppm 54 * 1 ppm
Zn 42.5 0.3 ppm 42.0 0.3 ppm 43 * 1 ppm

Los resultados encontrados para la atomizacién de la
suspensitn son similares a 1los obtenidos para la disoluci6n
sobrenadante, por ello es evidente que los elementos
determinados se han extraido cuantitativamente en la fase
liguida al igual que se observ6 en los procesos de digestion
dcida a presi6n. Ademis, 1las particulas en suspensifn no
afectan a 1la atomizaci6én de los elementos determinados, lo
cual indica que el procedimiento desarrollado es

independiente del tamafio de las particulas.
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I11.5.- Conclusionss.

El procedimiento desarrollado demuestra que el horno
mufla de mnicroondas disefiado es un accesorio interesante que
puede utilizarse para obtener elevadas temperaturas en un
horno de microondas dom&stico y proporcionar una répida
calcinacitén de las muestras para 1la determinaci6n de los
elementos minerales por espectrometria atSmica. Este mismo
disefio puede utilizarse para 1llevar a cabo otros procesos
t&rmicos gque requieren altas temperaturas, Por otra parte, el
disefio inicial puede mejorarse para dar cabida a un mayor

nimero de crisoles.

En particular es de destacar que en todas las
experiencias llevadas a cabo se parti6é de 1la temperatura
ambiente; con 1lo que el tiempoc requerido para obtener la
temperatura de calcinacién de las muestras en 1la mufla es
mayor del que habitualmente puede obtenerse si1 se realizan

varias calcinaciones sucesivas.
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Los estudios llevados a cabo a lo largo del desarrollo
de la presente Tesis Doctoral han supuesto una contribucién
al empleo de 1los hornos de microondas en la Quinica

Analitica, de la que desearia destacar:

La aceleracitn de reacciones, empleadas como etapa
previa para el andlisis de compuestos orgénicos, tales como
benzodiacepinas, y para la determinaci6én de aminodcidos en
proteinas. En este sentido se ha logrado reducir
drasticamente los tiempos de hidrGlisis convencional a la vez
que se han aportado datos significativos sobre la influencia

de los pardmetros de digestibn.

La digesti6n, tanto de muestras ricas en materia
orgadnica (lodos de depuradora), como de muestras dificilmente
solubles (catalizadores) desarrollando una metodologia muy
fépida (entre 3 y 15 minutos) basada en la selecci6n de los
&cidos, el empleo de digestores a presifbn y la alimentaci6n
en los sistemas de medida de suspensiones de las muestras
previamente digeridas, demostrando que el empleo de
suspensiones en espectrometria at6mica puede proporcionar
nétodos de andlisis rdpidos y que no se vean afectados por el
tamafic de 1las particulas dispersas cuando se emplea un
procedimiento previo de extracci6n &cida de 1los elementos a

determinar
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El desarrollo de una instrumentacit6n adecuada para la
obtencién de temperaturas elevadas en un horno de microondas
donéstico, qﬁe abre nuevas posibilidades para llevar a cabo,
con rapidez y una sensible reduccitn del consumo energético,

procesos de calcinaci6n en un horno de microondas.

Los trabajos realizados durante la presente Tesis han

sido llevados a cabo bajo la subvencitn de:

- DGCYT Proyecto n= PB88-0351.

_ BECA F.P.I. n= LC896-22544511.

Han dado lugar a los siguientes articulos,

comunicaciones a congresos y patentes.

PARTE I:

- "Hydrolysis of Benzodiazepines in a Microwave Oven and
Ultraviolet Derivative Analysis of Their Benzophenones”.

A, Morales-Rubiﬁ, J.V. de Julian-Ortiz, A. Salvador y M. de
la Guardia.

XXVII Colloquium Spectroscopicum Internationale, June 9-14

1991, Grieg Hall, Bergen, Norway.
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— "Hydrolysis of Benzodiazepines in a Microwave Oven and
Ultraviolet Derivative Analysis of Their Benzophenones’”.

A. Morales—Rubio, J.V. de Juliadn-Ortiz, A, Salvador y M. de
la Guardia.

Canadian Journal of Chemistry_(pendiente aceptacién).

- "Determinacitn de anminodcidos en proteinas previa
hidr6lisis &cida en horno de microondas”.

A. Morales-Rubio, J. Cerezo, A, Salvador y M. de la Guardia.
V Jornadas de AnAlisis Instrumental JAI, XII Reuni6n Nacional
de Espectroscopia, XIX Reunitn Anual del Grupo de
Cromatografia y Técnicas Afines GCTA, Barcelona 7-9 noviembre

1991,

- "Rapid Acid Hydrolysis of Albumin in a Microwave Oven”.
A. Morales-Rubio, J. Cerezo, A. Salvador y M. de la Guardia.

The Analyst (pendiente aceptacién).

PARTE II:

- "Determinacién de Cd, Cu, Fe, Mn, Pb y Zn en lodos de
depuradora previa extracci6n &cida en horno de microondas”.
A. Morales, F. Pomares, A. Salvador y M. de la Guardia.

Il Reunién del Grupo de Espectroscopia At6mica de la Sociedad

Espafiola de Quimica Analitica, Oviedo 11 noviembre 1088.
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- "Determination of Cadmiun, Copper, Iron, Manganese, Lead
and Zinc 1in Sewage Sludges Vith Prior Acid Digestion in a
Microwave Oven and Slurry Introduction”.

A. Morales, F. Pomares, A. Salvador y M. de la Guardia.

Journal of Analytical Atomic Spectrometry, (1989), 4, 329.

- "Digestién en horno de microondas de muestras de
catalizadores para el andlisis de Fe, Ni, Co y Mo por
espectrometria de absorci6n at6mica”.

A. Morales-Rubio, A. Salvador y M. de la Guardia.

Reunit6n Nacional Conjunta de 1los Grupos de Espectroscopila
Analitica (Métodos AtSmicos y Moleculares), Madrid 15 febrero

1990.

- "Flame Atomic Absorption Spectrometric Determination of
Iron, ©Nickel, Cobalt and Molybdenum in Petroleum Industry
Catalysts After Microwave Oven Digestion”.

A. Morales-Rubio, A. Salvador y M. de la Guardia.

Analytica Chimica Acta, (1990>, 235, 405,
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PARTE III:

- "Microwave Muffle Assisted Decomposition of Vegetal Samplés
for Flame Atomic Spectrometric Determination of Ca, Mg, K,
Fe, Mn and Zn".

A. Morales—-Rubio, A. Salvador.y M. de la Guardia.

XXVII Colloquium Spectroscopicum Internationale, June 9-14

1991, Grieg Hall, Bergen, Norway.

- "Microwave Muffle Assisted Decomposition of Vegetal Samples
for Flame Atomic Spectrometric Determination of Ca, Mg, K,
Fe, Mn and Zn”.

A. Morales-Rubio, A. Salvador y M. de la Guardia.

Fresenius Z Analytische Chemie (pendiente aceptacibmn).

- "Mufla de microondas adaptable a hornos de microondas
donésticos”.
A. Morales—Rubio, A. Salvador y M. de la Guardia.

Patente (en tramite).

- "Mufla de microondas adaptable a hornos de microondas
domésticos”.
A. Morales—-Rubio, A. Salvador y M. de la Guardia.

Feria de la tecnologfa VINCI-90, Valencia 24-27 octubre 1990.
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