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RESUMEN

Se modifico la técnica de digestion por via humeda utilizando tecnologia de microondas, con el fin de
reducir el tiempo de preparacion de la muestra en la determinacion de elementos metalicos como Cd, Pb
y Cu, en higado de bovino por espectroscopia de absorcion atomica con flama. La técnica de digestion se
estandarizo con 1.25 g de higado de bovino, adicionando 5 ml de HNO, 50 % v/v y 3 ml de H,0, al 30 % v/
v. El intervalo empleado para el poder del horno fue del 85-100 % a una presion de 90 psi y con un tiempo
total de digestion de 55 min. Una vez optimizadas cada una de las variables, se procedio a evaluar la
exactitud y la precision del método por medio de la adicion de estandares. Para Cd y Pb la recuperacion
fue del 100 % y para Cu el valor promedio fue de 100.50 %, con un coeficiente de variacion de 3.89 %.
Los resultados obtenidos, tanto de precision como de exactitud, se ubicaron dentro de los rangos aceptados
para productos de origen animal. Esto indica que la tecnologia de microondas proporciona los resultados
adecuados en un tiempo significativamente menor al utilizado por los métodos tradicionales y sin la
pérdida de compuestos volatiles.

ABSTRACT

The use of a microwave digestion system was evaluated as a mean of reducing sample preparation time
for the later determination of metals such as Cd, Pb, Cu in beef liver by atomic absorption spectrometry.
The procedure involved the digestion of 1.25 g of liver with 5 ml of HNO, 50 % v/v and 3 ml of H,O, 30 %
v/v at 90 psi, 85-100 % of the power range, with 55 min of digestion time. Standard addition recoveries
expressed in percentages were 100 % both for Cd and Pb and 100.5 % for Cu with a variability coefficient
of 3.89 %. The results obtained for metals in beef liver were in agreement with the values published by
USDA. The digestion method provides accurate and precise results in less time than conventional digestion
procedures, without volatile elements loss.

INTRODUCCION

Debido a que los metales pesados se encuentran distribuidos
alo largo de toda la cadena alimentaria, los métodos analiticos
utilizados para cuantificarlos deben ser capaces de generar in-
formacion precisa y exacta.

En estos métodos se requiere, primeramente de la destruc-
cion del material organico; este es el paso critico en el analisis,
ya que generalmente es lo que determina los limites bajos de
deteccion e influye en el blanco analitico, ademas de ser la
etapa mas lenta en la investigacion (Kingston y Jassie 1986).

Actualmente existen muchas modificaciones a los métodos

oficiales, todas encaminadas a optimizar los tratamientos de
las muestras con el fin de generar informacion confiable; un
ejemplo es la digestion por microondas.

Tedricamente, la digestion por microondas se basa en la
interaccion directa de la radiacion electromagnética con los
disolventes empleados en la muestra en un sistema cerrado. El
horno de microondas utiliza una frecuencia de 2450 MHz, lo
que permite la penetracion de la energia en la muestra y que
las moléculas giren y choquen entre si; se produce el calenta-
miento del liquido y éste a su vez realiza el ataque al material
organico en un tiempo menor al requerido por los métodos de
digestion tradicionales (Kingston y Walter 1992). La tec-
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nologia por microondas se ha aplicado a diversos materia-
les geologicos, metalurgicos, botanicos y mds recientemente
a los alimentos (Kingston y Jassie 1988, Kalra et al. 1989).

La mayoria de estos estudios se han enfocado a material de
referencia certificado y/o a la comparacion entre este sistema
y los métodos tradicionales de digestion (Ducros et al. 1994,
Gulmini et al. 1994). Sin embargo, la informacién sobre los
productos de origen animal es muy escasa.

Otra ventaja de la digestion por microondas es evitar el
uso de mezclas peligrosas de oxidantes , ya que generalmente
el acido nitrico (HNO,) proporciona buenos resultados (Kalra
etal. 1989, OSW 1991). Ademas, la cantidad de 4cido que se
requiere durante la digestion es pequeiia y debido a que ésta
se realiza en un sistema cerrado, se reduce significativamente
la contaminacién tanto en la muestra como en el ambiente
(Sheppard et al. 1994). Todas estas caracteristicas del siste-
ma de microondas hacen que disminuya el tiempo requerido
para digerir ¢l material orgdnico presente en la muestra vy,
por lo tanto, el tiempo total de la preparacion.

Actualmente, los métodos de digestion por microondas tien-
den a la automatizacion y permiten establecer parametros de
calidad y de eficiencia en el laboratorio, caracteristicas esen-
ciales para obtener una buena cuantificacion de metales pe-
sados.

Considerando todo lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue establecer una técnica de digestion por microondas que
sirva para el monitoreo de diferentes metales pesados, en hi-
gado de bovino, en un tiempo mucho menor al requerido por
los métodos tradicionales.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la muestra

Al tejido hepatico se le eliming la grasa y el tejido conectivo
con un cuchillo de acero inoxidable. Se cortd en trozos y se
homogeneizé en una picadora eléctrica (Osterizer, México) por
30 seg a velocidad media, teniendo cuidado de no sobrecalentar
el tejido. Cada una de las muestras homogeneizadas fueron
transferidas a recipientes de plastico debidamente etiquetados.

Preparacion del material

Para eliminar la contaminacién con metales pesados, todo
el material utilizado se lavo previamente con una soluciéon
RBS35 al 20% v/v (Pierce, Rockford, ILL, EUA) y se enjuagd
con agua (H,0) desionizada, con HNO, al 20% v/v
(Mallinckrodt, Scientific Inc., Houston, TX, EUA) y finalmente
con H,0 desionizada (Noller y Bloom 1978).

Preparacion de estindares

Tanto el estindar multiple de 3 pg/ml como las soluciones
de cada uno de los analitos se prepararon a partir de estindares
inorganicos de cadmio (Cd), plomo (Pb) y cobre (Cu) de 1000
ug/ml, adquiridos en Sigma Chemical Company (St. Louis,
MO, EUA). En todos los casos se igualaron las matrices.

Digestion de la muestra

Los parametros utilizados para la estandarizacion de la
técnica de digestion fueron la concentracion de HCl y HNO,
(Mallinckrodt, Scientific Inc., Houston, TX, EUA), el volumen
de HCI, HNO, y agua oxigenada (H,0,) 30% v/v (Sigma, St.
Louis, MO, EUA), el poder del horno de microondas asi como
el tiempo aplicado en cada etapa de digestion.

Las concentraciones de HCl y HNO, probadas fueron de
50% v/v, 70% v/v'y concentrado. El volumen de HCl y HNO,
varié de 5 a 20 ml y de 0.5 a 3 ml para H,0, 30 % v/v. El
poder del horno fluctu6 entre 85 y 100 % y el tiempo de
digestion vari6 de acuerdo con los parametros anteriores.

Los criterios para establecer el programa de digestion fue-
ron posibilitar la regulaciéon de la presion interna del vaso
mediante la valvula de seguridad del horno, cuando ésta se
eleve por la generacion de gases y asegurar la destruccion del
material organico.

La digestion se estandarizo como sigue: se pesaron 1.25 +
0.005 g de higado de bovino homogeneizado en vasos de
digestion DVL (CEM Corporation, Matthews, NC, EUA) y
se les agregd 5 ml de HNO, al 50% v/v, cuidando cubrir
totalmente la muestra. Después los vasos se cerraron herméti-
camente, se colocaron en el horno de microondas MDS-81D
(CEM Corporation, Matthews, NC, EUA) y se programaron
las primeras 4 etapas de digestion (Tabla I). Cumplido este
primer ciclo, los vasos se llevaron a la campana de extraccion
donde se pusieron en hielo para aliviar la presion interna.
Posteriormente se les adicion6 3 ml de H,0, al 30% v/v, man-
teniendo la muestra a temperatura ambiente hasta que cesé la
produccion de burbujas. Los vasos se cerraron de nuevo y se
acomodaron en el horno de microondas para aplicar las eta-
pas de digestion restantes (Tabla I). Terminado este segundo
ciclo, los vasos se colocaron nuevamente en hielo para aliviar
la presién interna.

TABLA 1. PROGRAMA DE DIGESTION®

Etapa
Parametros 1 2 3 4 5 6 7
Poder (%) 95 90 85 0 100 90 0
Tiempo (min) 2 S 15 5 4 20 S
Presion (psi) 90 90 90 - 90 90 -

* Programa estandarizado para 12 vasos de digestion

Las soluciones resultantes se transfirieron a matraces
volumétricos (clase A) de 25, 50 y 100 ml aforando con H,O
desionizada y se procedid a su cuantificacion por medio de
un espectrofotometro de absorcion atémica con flama, Spectr
AA-20 (Varian, Mulgrave, Victoria, Australia).

Validacién del método de digestion
Una vez estandarizado el programa de digestion, se proce-
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di6 a su validacion por medio de la exactitud y la precision. A
su vez, esta ultima se determind con base en los parametros
de repetibilidad y reproducibilidad (APHA-AWWA-WPCF
1990, Garfield 1993).

Repetibilidad

Se considera la precision del sistema que es la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes de una misma
preparacién de un estandar, realizadas bajo las mismas
condiciones experimentales.

Asi, se prepararon estandares de 1.4, 3.4 y 1.8 ug/ml para
Cd, Pb y Cu, respectivamente, y se procedio a su lectura por
sextuplicado, ajustando a cero antes de cada lectura. Este
procedimiento se realizé durante tres dias diferentes y fue el
mismo para los tres analitos.

Reproducibilidad

Se considera la precision del método analitico y manifiesta
la concordancia entre mediciones independientes de una
muestra homogénea, bajo las mismas condiciones
experimentales ¢ introduciendo factores de variacion de dias,
analistas y/o equipos.

Para esta determinacion, se pesé una muestra homogénea
por triplicado y se le adicion6 0.5 ml del estandar multiple de
3 pug/ml, a cada una. Se digirieron y se leyeron para cada
analito; esto se realiz6 durante 3 dias consecutivos de trabajo.

Exactitud

Es la concordancia entre el valor promedio experimental
obtenido y el valor de referencia o tedrico. Generalmente es
referido como porcentaje de recuperacion.

Este pardmetro se estimé utilizando tanto un estandar
certificado de higado de bovino SRM 1577b (National Institute
of Standards & Technology) como por la adicién de un
estandar multiple preparado en este laboratorio. Para el primer
caso, se pes6 el material de referencia de acuerdo con las
indicaciones del proveedor y para el segundo, se pesoé una
muestra homogénea de higado de bovino y se le adicion6 0.5
ml del estdndar multiple de 3 pg/ml. En ambos casos el ana-
lisis se realiz6 por sextuplicado. El porcentaje de recupera-
cion resultd de dividir la concentracion determinada experi-
mentalmente entre la concentracién adicionada y de multi-
plicar este cociente por 100.

RESULTADOS Y DISCUSION

El tiempo total de digestion para las muestras de higado
de bovino, incluyendo el requerido para aliviar la presion
interna de los vasos, fue de aproximadamente 2 h, tiempo
significativamente menor al utilizado en otros métodos de
digestion tanto por la via humeda (>6 h) (Kalra et al. 1989)
como por la via seca (>2 dias) (Kingston y Jassie 1986). Asi,
el uso de la tecnologia de microondas reduce considerable-
mente el tiempo de cuantificacion de metales pesados, lo que

puede ser de gran utilidad en el monitoreo de productos de
origen animal que requieren rapidez de certificacion para el
comercio internacional.

Durante la estandarizacion de la técnica se probaron di-
versos oxidantes. A diferencia de otras matrices, las 3 con-
centraciones de HNO, empleadas no fueron capaces de elimi-
nar, por si solas, la totalidad del material organico presente
en 1.25 g del tejido hepatico; ademds de que se genero una
gran cantidad de vapores, los cuales pueden dafiar al equipo.
Es asi como se preparé una mezcla azeotrépica HNO,-HCI,
capaz de acelerar la reaccion y eliminar tales vapores. Aun
cuando la mezcla produjo una buena digestion, ésta mostro
interferencias en la cuantificacion de otros elementos metéli-
cos, como el arsénico y cuyos resultados no se incluyen en
este articulo.

Respecto a la mezcla HNO,-H,0,, se obtuvo una excelente
digestion va que la destruccion de la materia organica fue
completa y el peréxido logroé eliminar rapidamente los vapo-
res de HNO,. Por ello se decidio utilizar esta mezcla en el
estudio.

En cuanto al aforo final de las soluciones, los 3 volimenes
usados revelaron buenos resultados. Sin embargo, debido a
que los niveles promedio de los metales en higado de bovino
de la region son de 0.42 pg/g para Cd, 0.65 pg/g para Pby de
44 pg/g para Cu, ademds de que este ltimo presenta una
variacion de concentracion muy amplia, se selecciond el
volumen de 50 ml como aforo final. Asi se aseguro la lectura
de varios analitos en una misma muestra.

Para describir las caracteristicas de rendimiento del
instrumento se empled la sensibilidad o la concentracion
caracteristica (CC) y el limite de deteccion (LD). La primera
se determind leyendo la absorbencia producida por una
concentracion dada en la region lineal y relacionando la
ecuacion de proporcionalidad para la concentracion que
provoca una absorbencia de 0.0044. E1 LD se considerd como
la minima concentraciéon que indujo una seiial distinguible
(Bennett y Rothery 1983).

TABLA II. VALIDACION DEL METODO ANALITICO®

Elemento Repetibilidad Reproducibilidad
Cd 0.595 0.175
Pb 0.342 0.070
Cu 0.417 0.796

“Valores en porcentaje de coeficiente de variacion

Los resultados obtenidos de LD y CC fueron de 0.003 y
0.009 pg/ml para Cd y de <0.02 y 0.038 pg/ml para Cu, que
concuerdan con los descritos por Cathodeon (1994) de 0.002
y 0.009 pg/ml para Cd y de 0.001 y 0.026 pg/ml para Cu,
respectivamente. Mientras que en el caso del Pb, solo se
observé diferencia en el LD, cuyo valor fue de 0.09 pg/ml
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respecto al 0.01 pg/ml descrito en la misma publicacion.

En cuanto a la repetibilidad (Tabla II), los coeficientes de
variacion para los 3 analitos se encontraron dentro de los
recomendados para los métodos espectrofotométricos (<1.5%)
(Garfield 1993), lo que indica que existe muy buena precision
instrumental (USP 1990).

Con respecto a la reproducibilidad, también los coeficientes
de variacion para los 3 analitos fueron <1.5% (Tabla II).
Ademas, no se evidenciaron diferencias significativas (p=0.05)
entre distintos dias de trabajo en ninguno de los 3 metales,
existiendo una relacion muy significativa entre la cantidad
adicionada y la cantidad medida.

TABLA III. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EXACTITUD

Estandar certificado*
Elemento Referencia Determinado Adicion de estandar**
cd 050 «003 049 + 0.02 100
Pb 0.129+ 0.004 < LD 100
Cu 160+8 159 + 1.70 100.5 + 3.89

*  ng/g+ desviacion estandar
**  Porcentaje de recuperacion + desviacion estandar
LD, Limite de deteccion

Finalmente, en la prueba de exactitud realizada mediante
cl analisis del estandar certificado, las concentraciones de Cd
y Cu determinadas fueron muy acordes con los valores de
referencia (Tabla III). E1 Pb no se analiz6 debido a que ¢l LD
del método analitico fue menor al valor reportado. En cuanto
a la prueba de exactitud utilizando el estindar multiple, fue
posible recuperar el 100 % del Cd y del Pb adicionados al
tejido. Para Cu, el rango de recuperacion varié de 94.90 a
106.11% con un coeficiente de variacion de 3.87%. Este valor
resulté menor al maximo permitido (<15%) por USDA (1991).

CONCLUSIONES

El sistema de digestion por microondas demostrd ser un
método rapido para eliminar el material organico presente en
el higado de bovino que logré reducir la cantidad de acido
utilizado como oxidante, sin necesidad de adicionar acido
perclorico (HCIO,) durante la digestion. Esto proporciona un
método mas seguro y evita la generacién de contaminantes
peligrosos al ambiente.

Con respecto a los resultados de precision y exactitud del
método, éstos se encontraron dentro de las normas de valida-
cion para los métodos espectrofotométricos, asi como dentro
de los valores estipulados por USDA (1991), para la determi-
nacion de elementos traza en productos de origen animal de

importacion; por ello la tecnologia de microondas puede ge-
nerar resultados con buena precision y exactitud en un tiem-
po significativamente menor al utilizado por los métodos tra-
dicionales.
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