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Abstract

For several years, microwave-assisted techniques have played a significant role in sample preparation for chemical analysis. In
this work, the theoretical background of microwave-assisted processes has been presented and applications of microwave energy
to mineralization and extraction, especially in the preparation of forensic and clinical samples, have been reviewed.
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1. Introduction

Due to the increasing potential of contemporary
analytical methods used in forensic analysis, as well as
higher requirements and expectations (of these meth-
ods), sample preparation has become extremely im-
portant [20, 31]. Modern analytical methods allow
concentrations of analytes to be determined at a very
low level, but long and frequently expensive sample
preparation is usually needed. Particularly in the case
of clinical and toxicological research, where biologi-
cal materials in a rich matrix are analyzed, the sample
preparation step is highly demanding. The solution to
many analytical problems is the application of micro-
wave-assisted techniques.

Thanks to an American engineer named Spencer,
microwave energy has had practical application in mi-
crowave ovens since the nineteen fifties. The first re-
ports of laboratory application of microwaves to
sample digestion appeared in 1975, when the pioneer-
ing work of Abu-Samra et al. was published [1]. The
authors performed mineralisation of biological mate-

rial for elemental analysis by heating the sample with
acids in a domestic microwave oven, using an open
system (under atmospheric pressure) and a mixture of
nitric and perchloric acids. Since then, there has been
rapid development of microwave-assisted techniques.
Numerous research groups have developed micro-
wave-assisted mineralisation procedures for samples
including environmental [25, 48], geological [51] and
biological [15, 54] ones. Moreover, microwave radia-
tion has also been applied to solve other problems re-
lated to analytical chemistry, such as sample drying,
humidity measurements, colour change reactions,
speciation and nebulisation of sample solutions [11,
18, 31]. In 1986 Gantzler at al. [18] developed
a method of microwave-assisted extraction of lipids
and additives from food, and also pesticides from soil
samples. The results of their research confirmed the
superiority of the new technique over the traditional
Soxhlet method, especially in terms of the yield of the
analyte isolation process. The reduction of time and
organic solvent consumption was also significant. All
these features have led to rapid development of micro-
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wave-assisted extraction and increasing numbers of
new applications in the field of sample preparation.

A major contribution to the development of micro-
wave techniques was made by Paré, who began in the
1990s to work on applications of microwave energy in
e.g. the extraction of oils from various plants. Many of
his methods were patented. In his research, Paré com-
pared traditional methods for analytes isolation by dis-
tillation and liquid-liquid extraction with developed,
technologically simple and efficient microwave-as-
sisted extraction systems [2, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44].

An up-to-date review of microwave-assisted min-
eralisation and extraction of environmental samples
has been published by Srogi [49]. In this paper, the ap-
plication of microwave radiation in the modified
Soxhlet extraction technique (Focused Microwave As-
sisted Soxhlet Extraction, FMASE), speciation (e.g.
for on-line reduction of Se(VI) to Se(IV)) and
nebulisation (Microwave Thermospray Nebulisation,
MWTN) have also been described.

Moreover, it should be emphasised that microwave
energy has many other applications in everyday life
(e.g. cellular phones, radiolocation), in non-analytical
scientific spheres (remote Earth research, physics of
elementary particles, organic synthesis of bio-fuel),
and in medicine (e.g. in the prevention and treatment
of steroid-induced osteoporosis).

2. Physicochemical principles of microwave
radiation

The microwave radiation band lies in the region of
radio and infrared frequencies, and the corresponding
wavelengths lie within the range from 1 cm to 1 m
[33]. Domestic microwave ovens and industrial instru-
ments usually work at wavelengths of 12.2 cm
(2.45 GHz) and 33.3 (900 MHz). The energy corre-
sponding to the wavelength of 12.2. c¢cm is only
0.94 [J-mol '] and it can only induce particle rotation.

Mineralisation and also extraction processes as-
sisted by microwave radiation are conducted in open
or closed vessels, made of Teflon” or quartz, as these
materials are transparent to microwave radiation [33].
As microwaves penetrate walls of vessels in both these
systems, direct radiation absorption by the mineralisa-
tion mixture (e.g. a mixture of acids or other oxidising
additives, such as H,0O,) or the extraction solution (e.g.
a combination of organic solvents) is exploited. In
comparison with traditional heating methods, micro-
wave systems ensure greater stability of temperature
of the process, thus there are no limitations linked to

convection or heat conduction. The major benefit of
microwave heating is the absence of heat inertia and
temperature gradient. Additionally, heating is selec-
tive and only regions absorbing microwaves are
heated. It has also been shown that during microwave
heating of liquid, the superheating effect can occur
[35], i.e. overheating a liquid above its boiling point
(in some cases even by 20°C). At the same time, when
a closed vessel system is applied, the boiling point al-
ters depending on the internal pressure in the vessel —
Table 1.

TABLE L. BOILING POINTS OF SELECTED ACIDS
UNDER ATMOSPHERIC (1.01 x 10° Pa) AND
ELEVATED PRESSURE (7 x 10° Pa) [35]

Acid Concentration Boiling point [°C]
Dol o1k 10°Pa 7% 10° Pa

HCl 37 110 140

HF 49 108 175

HNO; 70 120 190

Aqua  (HCl:HNOs;, 112 146

regia 3:1v/v)

H,SO, 98.3 338 -

— No data found.

According to Ztotorzynski [57], the microwave
heating mechanism can be described as energy transfer
directly to absorbing molecules by ion conductivity
and dipole rotation. lon conductivity is associated with
electrophoretic migration of ions in an electric field.
The background resistance against ion flow causes
friction and in this way the solution is heated [11, 33].
Dipole rotation should be understood as dipole align-
ing and randomising at approximately 4.9 X 10° per
second.

The ability to absorb microwaves and to transport
energy — as heat — to other molecules generally de-
pends on the dissipation factor (tg ) [11], which is de-
fined as the ratio of the dielectric loss (g") to the
dielectric constant (g') of the solvent [31]:

"

g5 ="" 1y
€
The dielectric loss measures the efficiency of con-
verting microwave energy into heat, whilst the dielec-
tric constant describes the polarisibility of a molecule
in an electric field [11]. For this reason, polar mole-
cules most strongly convert microwave energy into

heat, whereas non-polar substances — such as hexane —
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do not demonstrate any ability to be heated by micro-
waves. Physical properties and dissipation factors of
some popular solvents most frequently used in extrac-
tion processes are shown in Table II.

TABLE II. PHYSICAL PROPERTIES AND DISSIPATION
FACTORS OF SELECTED SOLVENTS [11]

Solvent g' Dipole tg &
moment [x107]
(25°C)
Acetone 20.7 2.69 -
Acetonitrile 37.5 3.44 -
Ethanol 243 1.69 2500
Hexane 1.88 <0.1 -
Methanol 32.7 2.87 6400
2-propanol 19.9 1.66 6700
Water 78.3 1.87 1570

Eskilsson et al. [11] postulate three ways of analyte
extraction from a sample matrix: a) the sample is im-
mersed in a solvent or solvents mixture that strongly
absorbs microwave radiation; b) the sample is im-
mersed in a mixture of solvents of high and low dissi-
pation factors; c) in cases where the sample strongly
absorbs microwave radiation, the analyte is extracted
into a solvent that is transparent to microwaves.

3. Structure and operating principles
of microwave systems

On the basis of analysis of data in the literature, two
basic kinds of microwave systems: multimodal and fo-
cused, can be distinguished from among numerous
technological proposals. Both of these systems are
commercially available, e.g. CEM (USA), Prolabo
(France) and Milestone (Italy).

Multimodal systems are used more frequently.
They are characterized by dissipation of microwave
radiation throughout the whole of the microwave
oven. Systems of this kind generally use closed vessels
(from several to several dozens) enabling operation
under elevated pressure and at temperatures above the
boiling point of the microwave-absorbing medium
(acids, solvents etc.) Both of these parameters — pres-
sure and temperature — can be controlled simulta-
neously. In the case of closed vessels, the internal
pressure is generally lower than expected from the
temperature of a particular solution, because during

the microwave heating, a balance is not achieved be-
tween the liquid and gaseous phase. The cause of this
phenomenon is much weaker microwave heating of
the gaseous phase than the liquid one; as is known,
there is no ion conduction in gases, the molecule rota-
tion is random and the total number of molecule colli-
sions is much lower than in liquids [21].

The vessels used in multimodal systems can be di-
vided into two types [27, 35]. The first is vessels hav-
ing relatively thin walls made of fluorinated polymers,
mostly Teflon® (PTFE). These vessels are mainly used
for extraction and they enable fast release of large
amounts of heat from the extraction environment. The
second type, used for mineralisation, encompasses
thick-wall vessels made of PTFE or quartz, protected
by a high pressure shield and standing up to 7 MPa
(PTFE) or even 12 MPa (quartz vessels, especially rec-
ommended for sample digestion in sulfuric acid). Com-
mercial examples of these vessels are GreenChem®
extraction and XP-1500 mineralisation vessels, both
of which are used with the MARS-X instrument by
CEM (USA).

Focused systems generally work under atmo-
spheric pressure. The microwave radiation is focused
in the sample zone, and so the sample is subjected to
a considerably stronger (and non-pulsing) electric
field than in multimodal systems. Appliances working
in this mode are usually equipped with open vessels
made of glass, quartz or PTFE. A reflux condenser is
installed at the exhaust of each vessel, which supports
the reflux of vaporising solvent or acid back to the ves-
sel. An undoubted advantage of open-vessel systems is
the possibility of adding reagents during the whole
process. The main disadvantage of focused appliances,
however, is the inability to perform many parallel min-
eralisation (extraction) processes — which is possible
in multimodal systems. [27].

The main elements of the multimodal and also fo-
cused system are: a magnetron or other source of mi-
crowave radiation, waveguides transferring micro-
waves from the magnetron to the oven chamber, ex-
traction or mineralisation vessels and a circulator pro-
tecting the magnetron. A diagram of an appliance
working in the multimodal mode is presented in Fig-
ure 1.

4. Parameters affecting the process yield

The yield of the mineralisation (extraction) process
assisted by microwave radiation depends mainly on
the following factors: the power of the microwave ra-
diation, the exposure time, the kind of applied

Problems of Forensic Sciences 2008, LXXIII, 30—43



Application of microwave assisted-techniques...

33

<+— microwave circulator
«--- reflected microwave )
/‘ wave-guide
.4 —
e 2 «
M4
P S
/
, J \

magnetron

\‘ digestion vessel

Fig. 1. A diagram of an appliance working in the multimodal
mode.

mode stirrer

acid/solvent (or mixture of acids/solvents), the charac-
ter and mass of a sample and the analyte being deter-
mined [27, 29]. These factors should always be
considered together, and in the case of extraction
methods, the thermal resistance of the sample (volatil-
ity, decomposition point) and other physicochemical
parameters (pKa, polarity etc.) should be taken into ac-
count. It should be emphasised that these factors are
dependent on each other, e.g. application of higher ra-
diation power implies reduction of radiation exposure
time of a sample. Generally, it is recommended to ap-
ply high radiation power to reduce its time of acting on
a sample [28]. However, the application of maximum
power of the microwave oven could be inadvisable, as
it could facilitate transfer of large amounts of sub-
stances originating from the sample matrix into the
solvent and in this way it could cause a decrease in the
selectivity of the process and a risk of occurrence of in-
terference. Sample decomposition is also possible as is
sudden and dangerous boiling of the solvent. Minerali-
sation methods generally require high temperature,
and in the case of closed-systems, high pressure as
well [24, 28].

Nobrega et al. [32] reviewed the most commonly
used commercially available mineralisation and ex-
traction systems. Currently, pressure and temperature
control during the process is offered in systems de-
signed for both mineralisation and extraction. The
MARS-X (CEM) appliance equipped with pressurised
XP-1500 or GreenChem"” vessels provides control of
temperature and pressure in a single vessel (the control
vessel) with an appropriate infrared sensor (RTP-300
Plus) and a pressure sensor (ESP-1500 Plus). The most
modern appliances allow temperature control in every
vessel placed in the multimodal oven (High-Through-
put Accessory Set by CEM). Temperature control en-
ables the total decomposition of the organic matrix

during mineralisation, and in the case of extraction,
avoiding the risk of sample or analyte degradation by
overheating of the extraction environment. Controlled,
high temperature also allows reduction of surface ten-
sion of a solvent, facilitating its mixing with a sample
and in this way it causes an increase in analyte
desorption from a sample [26].

In the case of closed-systems, pressure is another
important factor. An extraction or mineralisation pro-
cess conducted at high temperature and pressure gives
a particularly high yield and lasts a short time. More-
over, the yield of microwave-assisted extraction is
highly influenced by the kind of extracting solvent.
Non-polar compounds are certainly better extracted
when solvents such as n-hexane are in use [33]; how-
ever, due to the low value of the dissipation factor
(tg o) of these solvents, it is recommended to utilize
microwave absorbing additives [11].

5. Application of microwave radiation
5.1. Mineralisation

Microwave-assisted mineralisation, due to its
many advantages (e.g. rapidity, efficiency, economy
etc.) has found extensive application in elemental
analysis. Taylor et al. [S0] and Nébrega et al. [32] in
their articles presented numerous applications of mi-
crowave-assisted mineralisation in the analysis of en-
vironmental (including soils, sediments, plants) and
clinical samples (blood, urine). Recently developed ef-
fective methods of digestion of biological materials
characterised by varying lipophilicity, such as hair and
tissues of internal organs, are especially noteworthy
[45, 50, 52, 53].

Recent reports have indicated the application of
microwave-assisted digestion in the field of drug pro-
filing by multielemental analysis. Fierro et al. [14] ap-
plied the microwave-assisted mineralisation method to
ecstasy tablets dissolution in order to determine such
interesting (from the forensic toxicologist’s point of
view) elements as mercury and arsenic. These ele-
ments are post-production traces of this type of drug of
abuse. The analyses were performed using the electro-
chemical technique — voltamperometry (DPASV,
DPCSV) and flameless atomic absorption spectrome-
try (ETAAS). Comment et al. [9] compared the con-
centration of 26 elements present in 20 tablets of
ecstasy originating from two different production
batches. The authors emphasised that application of
microwave-assisted mineralisation provided fast sam-
ple preparation for analysis by plasma spectrometry
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techniques (ICP-MS and ICP-AES). Koper et al. [22]
applied traditional and microwave-assisted methods to
digestion of ca. 100 tablets containing 3,4-methylene-
dioxy-N-methylamphetamine (MDMA). To identify
the production method of MDMA, and thus the source
of illegal production, the concentrations of over 50 el-
ements were determined (giving the specific “finger-
print”) by ICP-MS and ICP-AES techniques, and che-
mometric cluster analysis was also performed. Bora
et al. [4] determined 10 elements in Turkish heroin
thanks to fast sample digestion. The obtained results
confirmed the specialists’ suspicion about the produc-
tion process and storage of the illicit drug. The high
concentration of calcium (4.05-142.0 mg/g) indicated,
amongst other things, application of lime or talc for
morphine isolation, and the high amount of iron con-
firmed the storage method — in metal containers.

Example mineralisation procedures used in clinical
and forensic analysis, taking into account determined
analytes, sample matrices and microwave digestion
conditions are presented in Table III.

5.2. Isolation

The situation of microwave-assisted extraction is
different. Only several publications dealing with the
isolation of active compounds for clinical and toxico-
logical analysis have been published [10, 12, 13, 16,
19, 23]. These examples concern extraction of various
xenobiotics, e.g. illicit drugs or medicaments (and
their metabolites) from blood, plasma or serum and ac-
tive compounds from pharmaceutical preparations.
A detailed description of the applied extraction condi-
tions and analytes is presented in Table I'V. Extraction
recoveries are especially noteworthy as they are defi-
nitely higher (60-100%) than those obtained in the
case of classic solvent extraction (60—70%).

Many authors have attempted to optimise micro-
wave-assisted extraction. Fernandez et al. [12,13] per-
formed extraction of morphine, codeine, 6-acetylmor-
phine, 2-ethylidene-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrro-
lidine and methadone from the above mentioned mate-
rials (blood, urine). In the case of analytes extraction
from urine, the authors performed optimization of the
process, taking into account the solvent, pH of the
sample and exposure time to microwave radiation. The
results obtained by the authors confirmed the useful-
ness of the developed method for isolation of investi-
gated drugs and their metabolites. Brachet et al. [7]
optimized the extraction of cocaine and benzoylec-
gonine from coca leaves using focused microwave-as-
sisted extraction. The authors tested several solvents
and solvent mixtures (including hexane, methanol-wa-

ter (71:29, v/v)), the influence of particle size distribu-
tion and “on-line” filtration after extraction. The ap-
plied method (MAE) enabled reduction of the time of
sample preparation to 30 s at power of 125 W and ob-
taining of results in agreement with reference data.
Wietecha-Postuszny et al. [55] and Wozniakiewicz et
al. [56] optimised the conditions of microwave-as-
sisted extraction of amitryptyline, imipramine, doxe-
pin, nortriptyline, desipramine, nordoxepin, clomipra-
mine from blood and serum samples. The procedure
included extraction using a mixture of n-hexane and
isoamyl alcohol (99:1, v/v) at 60°C for 3 min. Analysis
of control materials revealed recovery in the range of
95-110%.

6. Summary

To date, microwave-assisted techniques of sample
preparation have found numerous applications in the
analysis of forensic and clinical samples. Microwave-
assisted mineralisation is currently one of the funda-
mental techniques for digestion of the biological ma-
trix in elemental analysis. Its major advantages include
a short time of sample preparation, low cost and good
availability of commercial instruments. The number of
scientific papers concerning application of microwave
assisted extraction is systematically growing. This is
above all connected with the possibility of effective
analyte recovery from the sample matrix and eco-
nomic aspects: mainly the reduction in duration of the
process and the limitation of organic solvents con-
sumption. It is assumed that in the near future micro-
wave-assisted techniques will be routinely used in
analytical laboratories, including ones dealing with fo-
rensic and clinical analysis.
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ZASTOSOWANIE TECHNIK MIKROFALOWYCH W PROCESIE
PRZYGOTOWANIA PROBEK BIOLOGICZNYCH POD KATEM ANALIZ

SADOWYCH I KLINICZNYCH

1. Wstep

Ze wzgledu na rosnace mozliwosci wspodtczesnych
metod analitycznych stosowanych w analizie sadowej,
atakze na coraz wigksze wymagania i oczekiwania w sto-
sunku do tych metod, zagadnienie przygotowania probki
do analizy nabiera szczegolnego znaczenia [20, 31]. No-
woczesne metody analityczne pozwalaja wyznaczy¢ ste-
zenia interesujacych nas analitow na bardzo niskim po-
ziomie, wymaga to jednak przede wszystkim dlugotrwa-
fego i niejednokrotnie kosztownego procesu przygoto-
wania probki. W szczegolnosci, w przypadku badan kli-
nicznych i toksykologiczno-sadowych, gdzie przedmio-
tem analizy sa gtownie materiaty biologiczne o bogatej
matrycy, etap przygotowania probek jest bardzo wyma-
gajacy. Rozwiazaniem wielu problemdéw analitycznych
jest zastosowanie technik mikrofalowych.

Dzigki amerykanskiemu inzynierowi Spencerowi juz
w latach pigédziesiatych 20. wieku energia mikrofalowa
znalazla swoje praktyczne zastosowanie w kuchenkach
mikrofalowych. Pierwsze doniesienia w literaturze na te-
mat wykorzystania mikrofal do rozktadu probek w labo-
ratorium pojawity si¢ w 1975 roku w pionierskiej pracy
Abu-Samra i in. [1] Autorzy przeprowadzili rozktad ma-
teriatow biologicznych pod katem analizy pierwiastko-
wej w tzw. systemie otwartym (pod ci$nieniem atmo-
sferycznym) z zastosowaniem mieszaniny kwasu azoto-
wego(V) i chlorowego(VII), ogrzewajac probke z kwa-
sami w kuchence mikrofalowej. Od tego momentu na-
stapit dynamiczny rozwoj technik mineralizacji mikrofa-
lowej. Liczne grupy badawcze opracowaly procedury
mineralizacji mikrofalowej probek srodowiskowych [25,
48], geologicznych [51], biologicznych [15, 54] itp. Po-
nadto promieniowanie mikrofalowe znalazto zastosowa-
nie réwniez do rozwiazywania innych problemow z za-
kresu chemii analitycznej, m.in. w suszeniu probek, po-
miarach wilgotnosci, reakcjach barwnych, specjacji i ne-
bulizacji roztworow probek [11, 18, 31]. W roku 1986
Ganzler i in. [18] opracowali metodg ekstrakcji wspo-
maganej promieniowaniem mikrofalowym tluszczow
i dodatkow z zywnosci oraz pestycydow z probek gleby.
Wyniki ich badan potwierdzity wyzszo$¢ nowej techniki
nad tradycyjna metoda Soxleta, zwtaszcza jesli chodzi
o wydajno$¢ procesu izolacji analitow. Nie bez znaczenia
bylo rowniez skrocenie czasu ekstrakeji oraz redukcja
zuzycia rozpuszczalnikow organicznych. Wszystkie te
cechy spowodowaly, ze ekstrakcja rozpuszczalnikowa
wspomagana promieniowaniem mikrofalowym dyna-

micznie rozwija si¢ 1 znajduje coraz to nowe
zastosowania w przygotowaniu probek do analizy.

Istotny wktad w rozwoj technik mikrofalowych
wnidst Paré, ktory w latach dziewigcédziesiatych 20 w.
rozpoczat pracg nad wykorzystaniem energii mikrofalo-
wej do ekstrakcji m.in. olejkéw z réznych roslin, ktéra
zaowocowata licznymi patentami. W swoich pracach
Paré poréwnywat tradycyjne metody izolacji analitow na
drodze destylacji oraz ekstrakcji ciecz-ciecz z opracowa-
nymi, technologicznie prostymi oraz wydajnymi uktada-
mi ekstrakcyjnymi wspomaganymi dziataniem mikrofal
[2, 36, 37, 38, 39, 40,41, 42, 43, 44].

Aktualny przeglad metod roztwarzania i ekstrakcji
wspomaganej mikrofalami probek srodowiskowych opra-
cowata Srogi [49]. W pracy tej zaprezentowano rowniez
wykorzystanie promieniowania mikrofalowego w zmo-
dyfikowanej ekstrakcji Soxhleta (ang. focused micro-
wave assisted soxhlet extraction, FMASE), specjacji (m.in.
do preredukcji on-line Se(VI) do Se(IV)), nebulizacji
(ang. microwave thermospray nebulisation, MWTN).

Ponadto nalezy podkresli¢, ze energia mikrofalowa
posiada obecnie szeroki wachlarz zastosowan zarowno
w zyciu codziennym (m.in. telefonii komoérkowe;j, radio-
lokacji), jak rowniez w pozaanalitycznej sferze naukowe;j
(zdalne badania Ziemi, fizyka czastek elementarnych,
synteza chemiczna biopaliw) a takze w medycynie (np.
w zapobieganiu i leczeniu osteoporozy posteroidowe;j
[33, 34, 47)).

2. Podstawy fizykochemiczne promieniowania
mikrofalowego

Zakres promieniowania mikrofalowego umiejscowio-
ny jest w obszarze promieniowania radiowego i podczer-
wieni, a odpowiadajace mu dhugosci fali zawieraja si¢
w przedziale od 1 cm do 1 m [33]. Domowe kuchenki mi-
krofalowe oraz urzadzenia przemystowe pracuja zwykle
przy dlugosciach fali 12,2 cm (2,45 GHz) oraz 33,3 cm
(900 MHz). Energia odpowiadajaca dtugosci fali 12,2 cm
wynosi zaledwie 0,94 J-mol ' i moze powodowa¢ jedynie
rotacje czasteczek.

Procesy mineralizacji (a takze ekstrakcji) wspomaga-
ne promieniowaniem mikrofalowym sa prowadzone
w naczyniach otwartych lub zamknigtych wykonanych
z teflonu lub kwarcu, a wigc materiatow przenikliwych
dla promieniowania mikrofalowego [33]. W zwiazku
z tym, ze promieniowanie mikrofalowe przenika przez
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Sciany naczyn w obu systemach, wykorzystuje si¢ bezpo-
srednia absorpcjg¢ promieniowania przez mieszaning mi-
neralizacyjna (np. mieszaning kwaséow lub innych do-
datkéw utleniajacych, np. H,O,) lub ekstrakcyjna (np.
mieszaning rozpuszczalnikow organicznych). W porow-
naniu z tradycyjnymi metodami ogrzewania, systemy mi-
krofalowe pracujace w trybie otwartym zapewniaja bar-
dziej stabilng temperatur¢ procesu, stad nie ma ograni-
czen zwiazanych z konwekcja i przewodnictwem ciepl-
nym. Glowna zaleta ogrzewania mikrofalami jest brak
bezwladnosci cieplnej oraz brak gradientu temperatury.
Dodatkowo ogrzewanie zachodzi w sposob selektywny,
a ogrzaniu ulegaja tylko miejsca pochtaniajace promie-
niowanie mikrofalowe. Udowodniono réwniez, ze pod-
czas ogrzewania cieczy promieniowaniem mikrofalo-
wym wystgpuje zjawisko okre§lane mianem super-
heating [35], tj. przegrzanie cieczy powyzej jej tempera-
tury wrzenia (w niektorych przypadkach nawet o 20°C).
Réwnoczes$nie w przypadku zastosowania naczyn zam-
knigtych dochodzi do zmiany temperatury wrzenia w za-
leznosci od warto$ci cisnienia panujacego w uktadzie —
tabela I.

Wedlug Ziotorzynskiego [57] mechanizm ogrzewa-
nia za pomoca mikrofal moze by¢ przedstawiony jako
transfer energii wprost do absorbujacych molekut po-
przez przewodnictwo jonowe oraz rotacj¢ dipoli elek-
trycznych. Przewodnictwo jonowe jest zwiazane z elek-
troforetyczna migracja jondow w polu elektrycznym. Opor
srodowiska wzgledem przeptywu jonéw powoduje tarcie
i w ten sposob dochodzi do ogrzania roztworu [11, 33].
Przez rotacjg dipoli rozumie¢ nalezy uporzadkowanie di-
poli w zewngtrznym polu elektrycznym. W polu o czgs-
totliwosci 2450 MHz, zwykle uzywanym w komercyj-
nych urzadzeniach mikrofalowych, dipole ulegaja upo-
rzadkowaniu, a nastepnie rozluznieniu $rednio 4,9 x 10°
razy na sekundg [33].

Zdolno$¢ do pochtaniania promieniowania mikrofa-
lowego i przekazywania energii — poprzez ciepto — do in-
nych czasteczek czg$ciowo zalezy glownie od wspot-
czynnika rozpraszania (tg 8) [11], ktory jest zdefiniowa-
ny jako stosunek straty dielektrycznej (") do stalej die-
lektrycznej (&') rozpuszczalnika [31]:

4

g5==" (1}
e

Strata dielektryczna mierzy zdolno$¢ zamiany energii
mikrofalowej w ciepto, natomiast stata dielektryczna
opisuje polaryzowalno$¢ czasteczki w polu elektrycz-
nym [11]. Z tego powodu czasteczki majace trwaty mo-
ment dipolowy najsilniej konwertuja  energi¢
mikrofalowa w cieplo, a substancje niepolarne — np. hek-
san — nie wykazuja zadnej zdolnosci do ogrzewania si¢
pod wptywem mikrofal. W tabeli II podano wlasciwosci
fizyczne i wspotczynniki rozpraszania dla kilku popu-

larnych rozpuszczalnikow najczesciej stosownych w pro-
cesach ekstrakcji.

Eskilsson i in. [11] postuluja trzy podejscia do eks-
trakcji mikrofalowej analitu z matrycy probki: a) probka
jest zanurzona w rozpuszczalniku lub mieszaninie roz-
puszczalnikow silnie absorbujacych promieniowanie mi-
krofalowe; b) probka zanurzona jest w mieszaninie za-
wierajacej rozpuszczalniki o duzych i matych wartosci-
ach straty dielektrycznej; c) w przypadku, gdy probka po-
siada wlasciwosci pozwalajace na silng absorpcj¢ pro-
mieniowania mikrofalowego, ekstrakcja zachodzi do roz-
puszczalnika przenikliwego dla mikrofal.

3. Schemat budowy i zasada dzialania systeméw
mikrofalowych

Z analizy danych zawartych w literaturze przedmiotu
wynika, ze wérod licznych rozwiazan technicznych moz-
na wyrdzni¢ dwa podstawowe rodzaje systemoéw mikro-
falowych: multimodalny i skupiajacy. Oba systemy sa
dostgpne komercyjnie, np. CEM (Stany Zjednoczone),
Prolabo (Francja) i Milestone (Wlochy).

Znacznie czg¢$ciej stosowane s systemy multimodal-
ne. Charakteryzujq si¢ one rozprzestrzenianiem promie-
niowania mikrofalowego w calej objgtosci komory pieca
mikrofalowego. Tego typu systemy wykorzystuja zwykle
naczynia zamknigte (w liczbie od kilku do nawet kilku-
dziesigciu) umozliwiajace pracg w podwyzszonym cis-
nieniu oraz temperaturze powyzej punktu wrzenia me-
dium pochtaniajacego mikrofale (kwaséw, rozpuszczal-
nikow itp.). Oba te parametry — ci$nienie i temperatura —
moga by¢ jednoczeénie kontrolowane. W przypadku na-
czyn zamknigtych, cisnienie wewnatrz jest na ogot nizsze
niz wynikatoby to z temperatury danego roztworu, bo-
wiem podczas ogrzewania promieniowaniem mikrofalo-
wym nie ustala si¢ rownowaga pomigdzy faza ciekla
i gazowa. Przyczyn tego zjawiska nalezy upatrywaé
w duzo slabszym ogrzewaniu fazy gazowej promienio-
waniem mikrofalowym anizeli fazy ciektej; jak wiado-
mo, w gazach nie wystgpuje bowiem przewodnictwo
jonowe, rotacja czasteczek jest latwiejsza, a liczba zde-
rzen miedzy czasteczkami jest duzo mniejsza niz w cie-
czach [21].

Naczynia stosowane w systemach multimodalnych
mozna podzieli¢ na dwa typy [27, 35]. Pierwszy typ to
naczynia o relatywnie cienkich $cianach wykonanych
z fluorowanych polimerdw, gtownie z Teflonu™ (PTFE).
Naczynia te stosowane sg najczgsciej podczas ekstrakcji
i pozwalajq na szybkie uwalnianie duzych ilo$ci ciepta ze
srodowiska ekstrakcji. Drugi typ naczyn stosowany pod-
czas mineralizacji to grubo$cienne naczynia wykonane
z PTFE lub kwarcu, umieszczane w wysokocisni-
eniowych ostonach i wytrzymujace ci$nienie do 7 MPa
(PTFE) lub do 12 MPa (naczynia kwarcowe, szczegdlnie
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zalecane do roztwarzania probek w kwasie siarkowym).
Przyktadami komercyjnym tego typu naczyn sa naczynia
GreenChem® stosowane do ekstrakcji mikrofalowej oraz
XP-1500 stosowane do mineralizacji mikrofalowej
w aparacie MARS-X firmy CEM (Stany Zjednoczone).

Systemy skupiajace pracuja na ogol pod ci$nieniem
atmosferycznym. Generowane promieniowanie mikrofa-
lowe jest skupione w strefie probki, dzigki czemu probka
poddawana jest znacznie silniejszemu (i niepulsujacemu)
polu elektrycznemu anizeli w systemach multimodal-
nych. Urzadzenia pracujace w tym systemie zwykle wy-
posazone sa w otwarte naczynia wykonane ze szkla,
kwarcu oraz PTFE. U wylotu naczyn zamontowane sa
chlodnice zwrotne zapewniajace powrdt parujacego roz-
puszczalnika lub kwasu do naczyn. W przypadku stoso-
wania naczyn otwartych, niewatpliwa zaleta jest moz-
liwo$¢ dodawania reagentdéw podczas calego procesu.
Wada natomiast pozostaje brak mozliwo$ci prowadzenia
réwnoczesnej mineralizacji (ekstrakceji) wielu probek, jak
to ma miejsce w przypadku urzadzen multimodalnych [27].

Do gltéwnych elementow systemu multimodalnego,
jak réwniez skupiajacego, nalezy zaliczy¢ [35]: magne-
tron lub inny generator promieniowania mikrofalowego,
falowody shuzace do przeniesienia promieniowania mi-
krofalowego z magnetronu do wngtrza pieca mikrofalo-
wego, naczynia ekstrakcyjne lub mineralizacyjne oraz
cyrkulator zabezpieczajacy magnetron. Na rycinie 1
przedstawiono schemat aparatu pracujacego w systemie
multimodalnym.

4. Parametry wplywajace na wydajno$¢ procesu

Wydajno$¢ procesu mineralizacji (ekstrakcji) wspo-
maganego promieniowaniem mikrofalowym zalezy gtow-
nie od nastgpujacych czynnikdw: mocy promieniowania
mikrofalowego, czasu trwania ekspozycji na mikrofale,
rodzaju uzytego kwasu badz rozpuszczalnika (lub mie-
szaniny kwasow i rozpuszczalnikow), masy i charakteru
probki oraz oznaczanego analitu [27, 29]. Czynniki te
nalezy zawsze rozwaza¢ razem, a w przypadku metod
ekstrakcyjnych szczegdlnie nalezy uwzgledni¢ odpor-
no$¢ probki na temperaturg (lotnos¢, temperatura roz-
ktadu) oraz inne parametry fizykochemiczne (pKa, po-
larno$¢ itp.). Nalezy podkresli¢, ze czynniki te sq wzgle-
dem siebie zalezne, np. zastosowanie wigkszej mocy pro-
mieniowania implikuje redukcj¢ czasu ekspozycji pro-
mieniowania na probke. Ogolnie zalecane jest stosowa-
nie promieniowania o duzej mocy celem zminimalizowa-
nia jego czasu oddziatywana na probke [28]. Stoso-
wanie maksymalnej mocy pieca mikrofalowego podczas
ekstrakcji moze by¢ jednak niewskazane, poniewaz moze
sprzyja¢ przeniesieniu do rozpuszczalnika znacznej ilo$-
ci substancji pochodzacych z matrycy probki i tym sa-
mym spowodowac obnizenie selektywnosci procesu i ry-

zyko powstania interferencji. Mozliwe jest takze rozlo-
zenie probki i analitow lub tez gwattowne i niebezpieczne
zagotowanie sig rozpuszczalnika. Metody mineralizacyj-
ne wymagaja natomiast na ogét wysokiej temperatury,
aw przypadku uktadow zamknigtych rowniez wysokiego
ci$nienia [24, 28].

Nobrega i in. [32] dokonali przegladu najbardziej po-
pularnych, dostgpnych komercyjnie systemow do mine-
ralizacji i ekstrakcji. Obecnie w systemach przeznaczo-
nych do jednoczesnej mineralizacji i ekstrakcji mozliwa
jest kontrola temperatury i ci$nienia w czasie trwania pro-
cesu. Aparat MARS-X (CEM) wyposazony w wysoko-
ci$nieniowe naczynia XP-1500 oraz GreenChem" umoz-
liwia kontrolg temperatury i ci$nienia procesu tylko
w jednym naczyniu (tzw. naczyniu kontrolnym) z wyko-
rzystaniem odpowiednio czujnika na podczerwien
(RTP-300 Plus) i czujnika ci$nienia (ESP-1500 Plus).
Najnowsze rozwiazania pozwalaja kontrolowac¢ tempera-
tur¢ we wszystkich naczyniach znajdujacych si¢ w multi-
modalnym piecu mikrofalowym (system High-
Throughput Accessory Set firmy CEM, Stany Zjednoczo-
ne) [8]. Kontrola temperatury procesu umozliwia calko-
wity rozktad matrycy organicznej podczas procesu mine-
ralizacji, natomiast w przypadku ekstrakcji — uniknigcie
ryzyka degradacji probki i analitow przez przegrzanie Sro-
dowiska ekstrakcji. Kontrolowana, wysoka temperatura
pozwala takze na obnizenie napigcia powierzchniowego
rozpuszczalnika, utatwiajac jego mieszanie si¢ z probka
i tym samym powodujac wzrost desorpcji analitu z prob-
ki [26].

W przypadku uktadow zamknigtych, innym istotnym
czynnikiem jest ci$nienie. Proces ekstrakcji lub minerali-
zacji prowadzony w warunkach wysokiego cisnienia
i temperatury zachodzi ze szczeg6lnie duza wydajnoscia
i w krotkim czasie [11, 33]. Ponadto na wydajnos¢ eks-
trakcji wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym
duzy wplyw ma rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika
ekstrakcyjnego. Zwiazki niepolarne sa z pewnoscia lepiej
ekstrahowane przy stosowaniu rozpuszczalnikow takich,
jak np. n-heksan [33], jednak ze wzgledu na niskie war-
tosci wspolczynnika rozpraszania (tg 8) takich rozpusz-
czalnikow wskazane jest stosowanie dodatkow wspo-
magajacych pochtanianie promieniowania mikrofalowe-

go [11].

5. Zastosowanie promieniowania mikrofalowego
5.1. Mineralizacja

Mineralizacja wspomagana promieniowaniem mikro-
falowym dzigki swoim licznym zaletom (m.in. szybkosci,
skutecznos$ci, ekonomicznosci itp.) znalazta szerokie za-
stosowanie w analizie pierwiastkowej. Taylor i in. [50]
oraz Nobrega i in. [32] w swoich pracach zaprezentowali
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liczne zastosowania mineralizacji mikrofalowej do anali-
zy probek srodowiskowych (gleb, osadow, roslin) oraz
klinicznych (krwi, moczu). Na szczegdlna uwagg za-
shuguja nowo opracowane efektywne metody roztwarza-
nia takich materiatéw biologicznych charakteryzuja-
cych sig rozna lipofilnoscia, jak wlosy i tkanki narzadow
wewnetrznych [45, 50, 52, 53].

Ostatnie doniesienia wskazuja na wykorzystanie roz-
twarzania wspomaganego promieniowaniem mikrofalo-
wym rowniez w procesie profilowania narkotykow pod
katem analizy wielopierwiastkowej. Fierro i in. [14] za-
stosowali metodg mikrofalowej mineralizacji tabletek eks-
tazy w celu oznaczania tak interesujacych z punktu wi-
dzenia toksykologa sadowego pierwiastkow, jak rtec i ar-
sen. Pierwiastki te sa pozostato$cia poprodukcyjna tego
typu narkotyku. Analizy wykonano za pomoca elektro-
chemicznych technik woltamperometrycznych (DPASV,
DPCSV) i technika bezptomieniowej atomowej spek-
trometrii absorpcyjnej (ETAAS). Comment i in. [9] po-
réwnali zawarto$ci 26 pierwiastkow w 20 tabletkach ecs-
tasy pochodzacych z dwoch roznych partii produkeyj-
nych. Jak podkres$laja autorzy, zastosowanie mineraliza-
cji mikrofalowej zapewnito szybkie przygotowanie pro-
bek do analizy technikami spektrometrii plazmowe;j
(ICP-MS i ICP-AES). Koper i in. [22] zastosowali me-
todg tradycyjna oraz wspomagana promieniowaniem mi-
krofalowym do roztworzenia ok. 100 tabletek zawieraja-
cych 3,4-metylenodioksy-N-metyloamfetaming (MDMA).
W celu identyfikacji metody produkcyjnej MDMA, a tym
samym nielegalnego zrodta produkcyjnego, wyznaczono
stezenia ponad 50 pierwiastkow (uzyskujac swoisty ,,odcisk
palca”) technikami ICP-MS i ICP-AES oraz wykonano
m.in. klastrowa analiz¢ chemometryczna. Bora i in. [4] dzig-
ki szybkiemu roztwarzaniu probek tureckiej heroiny wy-
znaczyli stezenia 10 pierwiastkdw. Otrzymane wyniki po-
twierdzity przypuszczenia specjalistow co do sposobu pro-
dukcji i przechowywania nielegalnego narkotyku. Duze ste-
zenie wapnia (4,05— 142,0 mg/g) $wiadczylo m.in. o zasto-
sowaniu wapna palonego lub talku do izolacji morfiny,
a duza zawarto$¢ zelaza (180-1470 pg/g) potwierdzita
sposob przechowywania heroiny w metalowych pojem-
nikach.

W tabeli III zebrano przyktadowe procedury minera-
lizacyjne wykorzystane w analizie klinicznej i toksykolo-
gicznej z uwzglednieniem oznaczanych analitow, ma-
trycy probki oraz warunkow procedury mikrofalowe;.

5.2. Izolacja

Odmienna sytuacja dotyczy procesu ekstrakcji wspo-
maganej promieniowaniem mikrofalowym. W literaturze
odnotowano zaledwie kilka publikacji poswigconych
izolacji substancji aktywnych dla potrzeb analizy klinicz-
nej i toksykologicznej [10, 12, 13, 16, 19, 23]. Przyktady
te dotycza ekstrakceji roznych ksenobiotykéw, np. nar-

kotykow i lekéw (oraz ich metabolitow) z krwi, osocza
i surowicy oraz substancji aktywnych z preparatow far-
maceutycznych. Szczegoétowy opis zastosowanych wa-
runkow ekstrakcyjnych analitow zestawiono w tabeli [V.
Na szczego6lna uwagg zastuguja wartosci wydajnosci eks-
trakcji, ktore sa zdecydowanie wyzsze (60—100%) niz
w przypadku klasycznej ekstrakcji rozpuszczalnikowe;j
(60-70%).

Wielu autoréw podejmowato juz proby optymalizacji
procesu ekstrakcji wspomaganej mikrofalami. Fernandez
iin. [12, 13] przeprowadzili ekstrakcj¢ morfiny, kodeiny,
6-acetylomorfiny, kokainy, benzoiloekogniny, kokaety-
lenu, 2-etylideno-1,5-dimetylo-3,3-difenylopirolidyny oraz
metadonu ze wspomnianych materialéw (moczu i oso-
cza). W przypadku ekstrakcji analitow z moczu, autorzy
dokonali optymalizacji procesu, biorac pod uwagg rodzaj
rozpuszczalnika oraz pH probki i czas ekspozycji na pro-
mieniowanie mikrofalowe. Otrzymane przez autoréw re-
zultaty potwierdzaja uzyteczno$¢ opracowanej metody
do izolacji badanych narkotykow i ich metabolitow. Bra-
chet i in. [7] zoptymalizowani ekstrakcjg kokainy i ben-
zoiloekgoniny z li§ci krzewu koki, stosujac mikrofalowy
system skupiajacy. Autorzy przetestowali kilka rozpusz-
czalnikdéw i mieszanin rozpuszczalnikow (m.in. heksan,
metanol-woda (71/29 v/v), wplyw rozdrobnienia mate-
riatu roslinnego oraz filtracjg on-line probki po ekstrakceji.
Zastosowana metoda (MAE) pozwolita juz przy mocy
125 W skroéci¢ czas przygotowania probki do 30 s i uzys-
ka¢ wyniki zgodne z danymi zawartymi w literaturze
przedmiotu. Wietecha-Postuszny i in. [55] i Woznia-
kiewicz i in. [56] zoptymalizowali warunki ekstrakcji mi-
krofalowej amitryptyliny, imipraminy, doksepinu, nor-
tryptyliny, dezypraminy, nordoksepiny i klomipraminy
z probek krwi i surowicy. Procedura obejmuje ekstrakcje
z udziatlem mieszaniny n-heksanu i alkoholu izoamylo-
wego (99:1, v/v) w temperaturze 60°C przez 3 min. Ana-
liza materialow kontrolnych (surowica) wykazata odzysk
analitow w zakresie 95-110%.

6. Podsumowanie

Techniki mikrofalowe przygotowania probki znalaz-
ly dotad dos¢ liczne zastosowania w analizach probek
sadowych i klinicznych. Mineralizacja mikrofalowa jest
obecnie jedna z podstawowych technik roztwarzania ma-
trycy biologicznej w analizie pierwiastkowej. Do pod-
stawowych zalet tej techniki nalezy zaliczy¢ krotki czas
przygotowania probki, niskie koszty oraz dobra dostgp-
no$¢ komercyjnych aparatow. Liczba prac naukowych
poswigconych zastosowaniu ekstrakcji wspomaganej
promieniowaniem mikrofalowym systematycznie si¢
zwigksza. Wiaze si¢ to przede wszystkim z mozliwo$cia
efektywnego odzysku analitu z matrycy probki oraz as-
pektami ekonomicznymi: przede wszystkim skréceniem
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czasu trwania procesu oraz ograniczeniem zuzycia roz-
puszczalnikow organicznych. Nalezy przypuszczal, ze
w niedalekiej przysztosci techniki mikrofalowe znajda
rutynowe zastosowanie w pracowniach analitycznych,
w tym w laboratoriach zajmujacych si¢ analizami sado-
wymi i klinicznymi.
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