ES 2 564 568 Al

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 564 568

@NUmero de solicitud: 201431374

@Int. Cl.:

GO1N 30/00

(2006.01)

@ SOLICITUD DE PATENTE Al

@ Fecha de presentacion:
22.09.2014

Fecha de publicacion de la solicitud:
23.03.2016

@ Solicitantes:

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS (CSIC) (100.0%)

C/ Serrano, 117

28006 Madrid ES

@ Inventor/es:

GARCIA GONZALEZ, Diego Luis;
APARICIO LOPEZ, Ramén y
OLIVER POZO, Celia

Agente/Representante:

PONS ARINO, Angel

Tl’tulo: Método para el andlisis de compuestos volatiles mediante microextraccion en fase sélida en

modo dinamico y dispositivo asociado

@Resumen:

Método para el analisis de compuestos volatiles
mediante microextraccion en fase sdélida en modo
dinamico y dispositivo asociado.

La presente invencion se refiere a un método para el
analisis de compuestos volatiles mediante
microextraccion en fase sélida que presenta una alta
capacidad de adsorcion, unos buenos factores de
recuperaciéon y ademas puede aplicarse a numerosos
compuestos volatiles, debido a una etapa de
aplicacion continua de un flujo de gas portador sobre
el espacio de cabeza de un vial cerrado donde se
encuentra la muestra a analizar para liberar los
compuestos voléatiles de la muestra, asi como al
dispositivo asociado.
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METODO PARA EL ANALISIS DE COMPUESTOS VOLATILES MEDIANTE
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA EN MODO DINAMICO Y DISPOSITIVO
ASOCIADO

DESCRIPCION

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método para el analisis de compuestos volatiles

mediante microextraccion en fase sdlida en modo dinamico y al dispositivo asociado.

El método para el analisis de compuestos volatiles mediante microextracciéon en fase
sélida en modo dinamico de la presente invencidon muestra una alta capacidad de
adsorcion de los compuestos volatiles a la fibra de extraccion, buenos factores de
recuperacion y ademas puede aplicarse a la determinacién de humerosos compuestos

volatiles.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Una de las técnicas de pre-concentracién de analitos mas usadas en la actualidad es
la microextraccion en fase sélida (SPME, siglas en inglés de “solid phase micro-
extraction”). Es un método estatico que no requiere largos tiempos de muestreo para
obtener una muestra representativa, es rapido, econémico y versatil, y esta extendido
a aplicaciones en diversos campos, como medio ambiente, agricultura, alimentacién e

industria farmacéutica entre otros.

El procedimiento para la extraccion estatica de compuestos volatiles de una muestra
consiste en la acumulacion de los analitos, una vez alcanzado el equilibrio, que estan
presentes en el espacio de cabeza cerrado de la muestra (HS-SPME, siglas en inglés
de “head space solid phase micro-extraction”), en un adsorbente polimérico de
extraccion o fibra que recubre una aguja, y la posterior desorcién térmica en un

inyector cromatografico.

Sin embargo, el método SPME estatico presenta inconvenientes como la saturacion de

la fibra de adsorcién debido al equilibrio entre las fases. Por lo tanto se produce una
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baja adsorcion de los analitos con baja presion de vapor asi como de los analitos mas

pesados, siendo la repetibilidad y la recuperacion baja para estos compuestos.

Una alternativa a este sistema estatico, consiste en un sistema dinamico de muestreo,
siendo la pre-concentracién de volatiles en trampa de Tenax un ejemplo de ello. En
este caso, una corriente de N, arrastra los volatiles que quedan adsorbidos en la
trampa de Tenax a temperatura ambiente. La desorcidn tiene lugar térmicamente en el
inyector de una trampa fria donde se desorben previamente los volatiles a alta
temperatura, para ser condensados, a continuacion, a baja temperatura (-110°C)
debido al N, liquido. Esta trampa presenta importantes inconvenientes, al implicar un

procedimiento tedioso, caro y con baja sensibilidad a algunos compuestos acidos.

La presente invencion describe un método para el analisis de compuestos volatiles y el
dispositivo asociado que solventa los inconvenientes de los métodos estaticos y del

método dinamico con TENAX del estado de la técnica.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método para el analisis de compuestos volatiles
mediante microextraccion en fase solida en modo dinamico. La determinacién de los
compuestos volatiles se lleva a cabo a través de un procedimiento dinamico de

muestreo que incrementa la recuperacion de compuestos volatiles.

El método para el analisis de compuestos volatiles mediante microextracciéon en fase
sélida en modo dinamico comprende:

e una etapa de introduccion de una muestra en un vial para analizar los
compuestos volatiles del espacio de cabeza del vial,

e una etapa de aplicacion continua de un flujo de gas portador sobre el espacio
de cabeza del vial donde se encuentran los compuestos volatiles de la muestra
a analizar para direccionarlos hacia una fibra de extraccion,

e una etapa de insercion de la fibra de extraccion en un tubo capilar en contacto
con el espacio de cabeza de la muestra a analizar, de manera que los
compuestos volatiles direccionados por el gas portador se ponen en contacto la
fibra y se adsorben a ella, y

e una etapa de desorcion de los compuestos volatiles adsorbidos por la fibra en
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la etapa anterior.

De esta manera, la liberacion y extraccion de los volatiles se realiza en el espacio de
cabeza de la muestra, donde el método presenta una alta concentracion de
compuestos volatiles permitiendo una buena capacidad de adsorciéon, buenos factores
de recuperacion y se puede aplicar a un gran numero de compuestos volatiles.
Ademas, la fibra no se satura facilmente como ocurre en el modo estatico, mejorando
la adsorcion de los compuestos volatiles pesados y de baja presion de vapor, asi como

la repetibilidad en el analisis de los compuestos volatiles.

Preferentemente, el flujo de gas portador atraviesa la fibra en la misma direccion y
sentido opuesto a la exposicion de la fibra dentro del vial, por el que el barrido de los
compuestos volatiles del espacio de cabeza de la muestra tiene que pasar

forzosamente por la fibra.

El método de la presente invencion es aplicable a cualquier tipo de muestra, tanto en
estado sdélido como liquido, cuyas matrices sean complejas y cuya composicion del
aroma sea de interés como puede ser el aceite y el vino o los productos alimentarios

en general.

La invencion también se refiere al dispositivo asociado al método para el analisis de
compuestos volatiles mediante microextraccion en fase sélida en modo dinamico,
donde el dispositivo comprende un vial para la introduccién de una muestra que a su
vez comprende un espacio de cabeza donde se analizan los compuestos volatiles
liberados de la muestra, y un cabezal acoplable al vial para el cierre de dicho vial,
donde el cabezal comprende un tubo capilar que a su vez comprende una fibra de
extraccién insertable en dicho tubo capilar y un tubo de entrada de un gas portador,
donde tanto el tubo capilar como el tubo de entrada del gas portador atraviesan el

cabezal.

Preferentemente, la unidn entre el cabezal y el vial se encuentra sellada, donde mas

preferentemente, esta union sellada se lleva a cabo mediante un cierre esmerilado.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
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La Figura 1 muestra una vista en alzado del dispositivo para el analisis de compuestos

volatiles mediante microextraccion en fase sélida de la presente invencion.

La Figura 2 muestra una vista en alzado del cabezal del dispositivo para el analisis de
compuestos volatiles mediante microextraccion en fase sdlida de la presente

invencion.

La Figura 3 muestra una vista en alzado del vial del dispositivo para el analisis de
compuestos volatiles mediante microextraccion en fase sdlida de la presente

invencion.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

Segun una descripcion detallada de la invencion, el método para el analisis de
compuestos volatiles mediante microextraccion en fase solida comprende:

e una etapa de introduccion de una muestra en un vial (2) para analizar los
compuestos volatiles del espacio de cabeza (1) del vial (2) cerrado,

e una etapa de aplicacion continua de un flujo de gas portador, preferentemente
un gas inerte, sobre el espacio de cabeza (1) del vial (2) cerrado donde se
encuentran los compuestos volatiles de la muestra a analizar para
direccionarlos hacia una fibra (3) de extraccion,

e una etapa, simultanea a la etapa de aplicacién continua del flujo de gas
portador, de insercién de una fibra (3) en un tubo capilar (4) en contacto con la
muestra a analizar, de manera que los compuestos volatiles direccionados por
el gas portador se ponen en contacto con la fibra (3) y se adsorben a ella, y

e una etapa de desorcion de los compuestos volatiles adsorbidos por la fibra (3)

en la etapa anterior.

De esta manera, el método permite que los compuestos volatiles estén continuamente
liberandose de la muestra a analizar y saliendo al exterior del vial por la fibra (3) del

tubo capilar (4).

El método comprende ademas una etapa de agitacion de la muestra para analizar los
compuestos volatiles del espacio de cabeza (1) del vial (2) que facilita la liberacion de

volatiles por parte de la muestra a analizar asi como la homogeneizacion de los
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compuestos volatiles que se generan en el espacio de cabeza (1) del vial (2).

Ademas, el método comprende una etapa de termostatizacion del vial (2) en la etapa
de introduccion de la muestra para analizar los compuestos volatiles, de manera que
tanto la muestra como el espacio de cabeza (1) estan a la misma temperatura,
evitando corrientes de conveccion debidas a las diferencias de temperatura que

dificultan la liberacion de algunos compuestos volatiles.

Preferentemente, la etapa de aplicacion continua de un flujo de gas portador sobre el
espacio de cabeza (1) del vial (2) cerrado donde se encuentra la muestra a analizar,
se lleva a cabo controlando la presion del flujo de gas portador, preferentemente
mediante un mandémetro, de manera que el control del flujo contribuye a una buena

repetibilidad del método.

El dispositivo asociado al método para el analisis de compuestos volatiles mediante
microextraccion en fase sélida comprende un vial (2) cerrado que a su vez comprende
un espacio de cabeza (1) para la introduccion de una muestra y un cabezal (5)
acoplable al vial (2) cerrado para el cierre de dicho vial (2), donde el cabezal (5)
comprende un tubo capilar (4) que a su vez comprende una fibra (3) insertable en
dicho tubo capilar (4), y un tubo de entrada (6) de un gas portador, donde tanto el tubo

capilar (4) como el tubo de entrada (6) del gas portador atraviesan el cabezal (5).

El dispositivo comprende ademas una camisa de metal (no mostrada) que calienta el
conjunto cabezal (5)-vial (2), lo que proporciona una presion de vapor 6ptima para que
se liberen todos los compuestos volatiles. Esto evita la condensacion de los
compuestos volatiles que se podrian producir por las diferencias de temperatura
generando corrientes de conveccion. Si la temperatura en el espacio de cabeza (1) y
la temperatura de la muestra a analizar fueran muy diferentes, algunos compuestos
volatiles liberados de la muestra podrian volver a la misma sin ser arrastrados por la
fibra (3)

EJEMPLO

El cabezal (5) es atravesado por un tubo capilar (4) con un diametro interno de 0,75

mm y por un tubo de entrada (6) del gas portador con un diametro interno de 3,4 mm
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que comprende un extremos pico pato (7) acabado en punta, donde el diametro
interno se estrecha hasta 1 mm. El cabezal (5) se acopla con un cierre esmerilado (8)

al vial (2) que presenta un diametro interno de 24 mm.

El dispositivo comprende ademas un soporte que permite introducir la fibra (3) en el
espacio de cabeza (1) o retraerla al interior del tubo capilar (4). El diametro externo del
tubo capilar (4), es de 0,6 mm teniendo la fibra de extraccién un diametro externo de
0,5 mm. Debido a que el diametro interno del tubo capilar (4) es 0,75 mm, se asegura
que los compuestos volatiles liberados de la muestra a analizar hacia el exterior del
dispositivo, circulen muy proximos a la fibra (3). De esta manera, se facilita el contacto
entre la fibra (3) y los compuestos volatiles favoreciéndose asi su adsorcion. Se trata
de una relacion diametro interno del tubo capilar (4)-diametro externo de la fibra (3)
optimizada para permitir la salida de los compuestos volatiles, asegurando que el
método sea dinamico y la circulacion de estos compuestos volatiles muy préximos a la
fibra (3).

La muestra depositada en el vial (2) puede quedar por debajo de la punta del tubo de
entrada (6) del gas portador, o sin embargo, puede sobrepasar este limite permitiendo
el borboteo de la muestra en caso de que ésta sea liquida. Este borboteo favorece la
liberacion de los compuestos volatiles contenidos en la muestra y por lo tanto, mejora
la extraccién que se produce por parte de la fibra (3) de SPME cuando se expone al

espacio de cabeza (1) del vial (2).
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REIVINDICACIONES

1.- Método para el analisis de compuestos volatiles mediante microextraccién en
fase sélida en modo dinamico caracterizado por que comprende:

e una etapa de introduccion de una muestra en un vial (1) para analizar los
compuestos volatiles del espacio de cabeza (1) del vial (2),

e una etapa de aplicacion continua de un flujo de gas portador sobre el espacio
de cabeza (1) del vial (2) donde se encuentran los compuestos volatiles de la
muestra a analizar para direccionarlos hacia una fibra (3) de extraccion,

e una etapa de insercién de la fibra (3) de extraccion en un tubo capilar (4) en
contacto con el espacio de cabeza de la muestra a analizar, de manera que los
compuestos volatiles direccionados por el gas portador se ponen en contacto
con la fibra (3) y se adsorben a ella, y

e una etapa de desorcion de los compuestos volatiles adsorbidos por la fibra (3)

en la etapa anterior.

2.- Método para el analisis de compuestos volatiles mediante microextraccién en
fase solida en modo dinamico segun reivindicacion 1 caracterizado por que comprende
ademas una etapa de agitacion de la muestra para analizar los compuestos volatiles

del espacio de cabeza (1) del vial (2).

3.- Método para el analisis de compuestos volatiles mediante microextraccién en
fase sdlida en modo dinamico segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores
caracterizado por que comprende ademas una etapa de termostatizacion del vial (2)
en la etapa de introduccion de la muestra en el vial (2) para analizar los compuestos
volatiles donde tanto la muestra como el espacio de cabeza (1) estan a la misma

temperatura.

4.- Método para el analisis de compuestos volatiles mediante microextraccién en
fase sdlida en modo dinamico segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores
caracterizado por que la etapa de aplicacion continua de un flujo de gas portador sobre
el espacio de cabeza (1) del vial (2) donde se encuentran los compuestos volatiles de

la muestra a analizar se lleva a cabo controlando la presion del flujo de gas portador.
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5.- Método para el analisis de compuestos volatiles mediante microextraccién en
fase sdlida en modo dinamico segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores
caracterizado por que el flujo de gas portador atraviesa la fibra (3) en la misma

direccion y sentido opuesto a la exposicion de la fibra (3) dentro del vial (2).

6.- Dispositivo para el analisis de compuestos volatiles mediante microextracciéon
en fase solida en modo dinamico caracterizado por que comprende:
e unvial (2) para la introduccién de una muestra que a su vez comprende:
o un espacio de cabeza (1) donde se analizan los compuestos volatiles
liberados de la muestra, y
e un cabezal (5) acoplable al vial (2) para el cierre de dicho vial (2), donde el
cabezal (5) comprende:
o un tubo capilar (4) que a su vez comprende una fibra (3) de extraccion
insertable en dicho tubo capilar (4), y
o un tubo de entrada (6) de un gas portador,
donde tanto el tubo capilar (4) como el tubo de entrada (6) del gas portador atraviesan

el cabezal (5).

7.- Dispositivo para el analisis de compuestos volatiles mediante microextracciéon
en fase sodlida en modo dinamico segun reivindicacion 6 caracterizado por que

comprende ademas una camisa de metal para calentar el conjunto cabezal (5)-vial (2).

8.- Dispositivo para el analisis de compuestos volatiles mediante microextraccion
en fase sdélida en modo dinamico segun cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7

caracterizado por que el cabezal (5) se acopla con cierre esmerilado al vial (2).

9.- Dispositivo para el analisis de compuestos volatiles mediante microextraccion
en fase sdélida en modo dinamico segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8
caracterizado por que comprende un soporte para la introduccién de la fibra (3) en el

espacio de cabeza (1) o para la retraccion de la misma (3) al interior del tubo capilar

(4).
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201431374

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 NERIN, C., et al. Analytical and bioanalytical chemistry, 2009, vol. 393, 2009
n° 3, p. 809-833.
D02 SIEG, Karsten; FRIES, Elke; PUTTMANN, Wilhelm. Journal of 2008
Chromatography A, 2008, vol. 1178, n°1, p. 178-186.
D03 GONCALVES, Joao L., et al Food chemistry, vol. 160, p. 266-280. 25.03.2014 [online]
D04 RODRIGUES, F.; CALDEIRA, M.; CAMARA, J. S. Analytica chimica 2008
acta, vol. 609, n° 1, p. 82-104.

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la presente invencién es un método de analisis de compuesto volatiles mediante microextraccién en fase sélida
en modo dindmico y un dispositivo para el analisis de compuestos volatiles mediante dicho método.

El documento D01, relativo a los distintos avances en técnicas de extraccién de analitos en ausencia de disolventes,
describe métodos de analisis de compuesto volatiles mediante microextraccion en fase soélida en modo dinamico que
comprende la insercién de una fibra recubierta en un capilar, su exposicién a una corriente gaseosa conteniendo los
analitos y la desorcion térmica de los mismos. Asi mismo, la agitacién de la muestra, el aumento de temperatura y la
modificacion presién de flujo del gas portador aumentan el proceso de transferencia de masa.

Por otro lado, el dispositivo utilizado en dicho andlisis comprende un espacio de cabeza, un cabezal acoplable al vial donde
el cabezal comprende un tubo capilar con la fibra de extraccion y un tubo de entrada del gas portador; (apartado "Solid-
phase microextraction (SPME)", Fig.1).

En el documento D02 se estudia el analisis del benceno, tolueno, etilbenceno, xilenos y n-aldehidos en el agua de nieve
derretida mediante un método microextraccion en fase sélida en modo dindmico . Dicho método, comprende la introduccion
de la muestra la introduccion del material adsorbente (PDMS/AC) en la aguja y la extraccion de los analitos. La sensibilidad
del método se aumente a través de distintos pardmetros, tales como, la temperatura , el volumen y el flujo de extraccioén, asi
como la temperatura, el volumen y el fuljo de desorcion.

A su vez, el dispositivo para llevar acabo dicho analisis comprende un espacio de cabeza, un cabezal acoplable al vial
donde el cabezal comprende un tubo capilar con la fibra de extraccion, un tubo de entrada del gas portador medios para la
agitacion de la muestra y medios para calentar el conjunto; todo el documento.

En el documento D03, se desarrolla un procedimiento de microextraccion en fase sélida en modo dinamico acoplado a un
cromatografo de gases acoplado a un espectrémetro de masas de cuadrupolo para el analisis de los compuestos volatiles
en bebidas alcohdlicas. Dicho procedimiento comprende la introduccién de la muestra en el espacio de cabeza, la aplicacion
de un flujo de gas, la insercion de la fibra de extraccién en el tubo capilar y una etapa de desorcién de los compuestos
adsorbidos en la fibra. El procedimiento contempla la agitacion de la muestra y el control de la temperatura durante todo su
desarrollo (apartado 2).

El documento D04 divulga un método de andlisis de compuesto volatiles mediante microextraccion en fase sélida en modo
dindmico que comprende la introduccion de la muestra en un vial que se introduce en un bafio termostético, la insercion de
la fibra de extraccion en un tubo capilar y la desorcién de los compuestos volatiles (apartado 2.3).

Asi por tanto, no hay nada en las reivindicaciones 1-9 que no sea conocido de los documentos D01-D04.

En consecuencia, se considera que el objeto de dichas reivindicaciones carece de novedad y actividad inventiva (Articulos
6.1y81delalL.P.)
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