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Método de determinacién de glioxal.
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glioxal en una muestra acuosa; de manera preferente
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DESCRIPCION
METODO DE DETERMINACION DE GLIOXAL

La presente invencion se refiere a un método de determinacion de glioxal. La determinacion
se realiza mediante la derivatizacion y extraccion simultdnea del glioxal de una muestra
acuosa. De manera preferente dicha determinacién se realiza en bebidas alcohdlicas.

Antecedentes de lainvencion

El glioxal pertenece a la familia de los compuestos dicarbonilicos de bajo peso molecular.
Estos compuestos son importantes ya que pueden producir efectos toxicolégicos en el
cuerpo humano, debido a que reaccionan rapidamente para formar especies reactivas
carbonilicas y de oxigeno, que estan relacionadas con la diabetes, problemas
cardiovasculares y enfermedades relacionadas con la edad.

El glioxal aparece en los alimentos fermentados como el vino y la cerveza debido a la
actividad microbiana de Saccharomyces cerevisae y Leuconostoc oenos. Los compuestos
dicarbonilicos son importantes debido a su impacto sensorial, su reactividad y sus
potenciales efectos microbiolégicos. La presencia de glioxal puede dar lugar a detrimentos
en el sabor del vino y la cerveza, al reaccionar con aminoacidos que poseen azufre en su
estructura, ya que se generan sustancias con olores desagradables. Por todas estas
razones, es importante conocer y controlar la cantidad de glioxal presente en los alimentos.

Por ejemplo, en la solicitud de patente EP3030904 se describe un método de determinaciéon
de compuestos alfa dicarbonilos, especificamente el glioxal, mediante la derivatizacion de
dicho compuesto y deteccion del producto derivatizado por fluorescencia. Dicho método es
selectivo para glioxal.

Por ello es de gran interés poder desarrollar nuevos métodos de determinacion de glioxal
que sean precisos y selectivos para este compuesto.

Descripcién de lainvencion

Debido a su estructura el glioxal no presenta ni absorbancia ni fluorescencia, por lo que es
dificil de determinar y es necesario su derivatizacion.

En cuanto al estado de la técnica, en los métodos descritos para la derivatizacion del glioxal
las reacciones requieren largos tiempos, de dos a tres horas y altas temperaturas de 60°C a
90°C. En el método de la invencion se reduce el tiempo de reaccién porque se produce de
manera simultanea la derivatizacién del glioxal y su extraccion. Por otro lado, esta tiene
lugar a temperatura ambiente. EI método de la presente invencion consigue disminuir el
tiempo y la temperatura respecto a los métodos ya conocidos.

En el método de la invencion se emplean volimenes de disolvente muy pequefios lo que es
siempre favorable desde el punto de vista econémico y medioambiental.

El método de la invencion es selectivo para el glioxal ya que el resto de los compuestos a
dicarbonilicos no reaccionan en las condiciones del método de la invencion.

El método presenta una buena precision.

El presente método derivatiza y extrae el glioxal mediante una micro-extraccion liquido-
liguido dispersiva.
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Por lo tanto un aspecto de la invencion se refiere a un método de determinacién del glioxal
caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) mezclar un disolvente extractante y un disolvente dispersante;

b) adicionar 3,4 diaminopiridina a una muestra acuosa que contiene glioxal;

c) fijar el pH en un rango comprendido entre 10,5y 12,5;

d) introducir la mezcla de la etapa a) en la muestra acuosa que presenta glioxal y 3,4
diaminopiridina;

e) homogeinizar la mezcla de la etapa d);

f) centrifugar y

g) recoger la fase donde se encuentra el glioxal y eluirla en un sistema cromatografico,
donde las etapas a) y b) pueden realizarse en cualquier orden.

Descripcién de una realizacion preferida

Como se ha referenciado anteriormente la presente invencion se refiere a un método de
determinacion del glioxal.

El disolvente extractante debe ser insoluble en agua, tener una alta capacidad de extraccién
para el analito diana, tener un buen comportamiento en cromatografia y dispersarse
facilmente en fase acuosa.

Por ello el disolvente extractante se selecciona entre haluros de alquilo alifatico de 1 a 6
atomos de carbono; de manera preferente se selecciona entre: diclorometano, cloroformo,
tetracloruro de carbono o mezclas de ellos. De manera particular el disolvente extractante
es diclorometano.

El disolvente dispersante debe de tener una buena solubilidad tanto en fase acuosa como
en fase organica. Por ello el disolvente dispersante de manera preferente se selecciona
entre: metanol, acetona, dimetilformamida, acetonitrilo, y alcoholes alifaticos de 1 a 6
atomos de carbono o mezclas de ellos. De manera particular el disolvente dispersante es
metanol, 1-propanol, butan-1-ol y pentan-2-ol o mezclas de ellos.

De manera particular la combinacién de disolventes es diclorometano/butan-1-ol. De manera
particular el volumen utilizado es 0.75 mL de disolvente dispersante y 150 uL de disolvente
extractante.

De manera preferente el pH en la etapa ¢) se ajusta entre 10.5 y 12.5. De manera particular
el pH es 11.6. De manera particular en la etapa c) la relacion es 1:12 (en ppm) entre el
glioxal: 3, 4 diaminopiridina.

De manera preferente la etapa e) de homogeinizacion se realiza durante un tiempo
comprendido entre 0,5 min y 5 min. De manera particular es 1 min. De manera particular la
homogeinizacion se realiza mediante agitacion. De manera particular la etapa f) de
centrifugacion se realiza a 3000rpm y durante 5 min.

De manera preferente la etapa g) es monitorizado fluorimetricamente. De manera particular
se realiza la determinacion en un HPLC con un detector de fluorescencia.

De manera preferente en la etapa g) tras recoger la fase donde se encuentra el glioxal se
aflade metanol hasta obtener una solucibn homogénea que evita la evaporacion de
disolvente, se ajusta el pH a 2 con objeto de maximizar la sefial fluorescente.
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Ejemplos

Ejemplo 1
Sobre una solucién acuosa de glioxal (vino o cerveza): 3,4 diaminopiridina en una relacién

1:12 con un volumen final de 1,5 mL y un pH de 11,5 a 12 se afiadié6 de manera rapida una
mezcla formada por 750uL de 1-butanol y 150uL de CH,Cl,, se homogenizé el conjunto en
vortex durante 1 minuto, se centrifug6é a 3000 rpm durante 5 minutos, se esperd 10 minutos,
se afiadi6 0,5 mL de tampon acido cloroacético/cloroacetato de sodio
(CICH,COOH/CICH,COONa) (0,3M, pH 2,0) y 1,5 mL de metanol y se enras6 con H,0.
Se introdujo la muestra en el equipo de HPLC y se determiné el glioxal.

Ejemplo 2
El método de la invencién se aplicé a varios vinos monovarietales pertenecientes a la D.O.

“‘Ribera del Guadiana” y a varias marcas de cervezas espafolas. Los resultados se
muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Concentraciones de glioxal (expresadas en mg/L) encontradas en las diferentes
muestras analizadas junto con su desviacidn estandar

Bebida Tipo Concentracién (mg/L)
Vino Vino tinto 1 7,8 10,4

Vino tinto 2 7,4 +0,3

Vino blanco 9,5+0,5

Vino rosado 5,8 £0,9
Cerveza Cerveza l 6,5 0,8

Cerveza 2 2,8 20,5

Cerveza 3 3,4 0,6

Cerveza negra 5,57 £0,08

Cerveza sin alcohol 6,5+0,9

Los niveles de glioxal oscilan entre 5,8 y 9,5 mg/L en vinos y entre 2,8 y 6,5 mg/L en
cervezas. Estos resultados son acordes a la bibliografia, en la que se describen mayores
concentraciones de glioxal en vino que en cerveza. Asimismo es importante destacar que
dichas concentraciones son bajas y que no suponen riesgo alguno para la salud.

Con el animo de evaluar la precision se analiz6 una muestra de vino tinto durante cinco dias
consecutivos. La desviacion estandar relativa calculada fue de 4,1% para 7,4 mg/L de
glioxal.
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REIVINDICACIONES

1. Método de determinacion del glioxal caracterizado porque comprende las siguientes
etapas:

a) mezclar un disolvente extractante y un disolvente dispersante;

b) adicionar 3,4 diaminopiridina a una muestra acuosa que contiene glioxal;

c) fijar el pH en un rango comprendido entre 10,5y 12,5;

d) introducir la mezcla de la etapa a) en la muestra acuosa que presenta glioxal y 3,4
diaminopiridina;

e) homogeinizar la mezcla de la etapa d);

f) centrifugar y

g) recoger la fase donde se encuentra el glioxal y eluirla en un sistema cromatografico,
donde las etapas a) y b) pueden realizarse en cualquier orden.

2. Método de determinacion del glioxal segun la reivindicacién 1 caracterizado porque el
disolvente extractante se selecciona entre haluros de alquilo alifatico de 1 a 6 atomos de
carbono.

3. Método de determinacion de glioxal segun la reivindicacion 2 caracterizado porque el
disolvente extractante selecciona entre: diclorometano, cloroformo, tetracloruro de carbono o
mezclas de ellos.

4. Método de determinacidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3 caracterizado
porgue el disolvente dispersante se selecciona entre: alcoholes alifaticos de 1 a 6 atomos de
carbono, metanol, acetona, dimetilformamida, acetonitrilo, o mezclas de ellos.

5. Método de determinacién segun la reivindicacién 4 caracterizado porque el disolvente
dispersante se selecciona entre: metanol, 1-propanol, butan-1-ol y pentan-2-ol o mezclas de
ellos.

6. Método de determinacién del glioxal segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5
caracterizado porque el pH en la etapa b) se encuentra entre 10.5y 12.5.

7. Método de determinacién del glioxal segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6 donde
el eluido de la etapa @) es monitorizado fluorimetricamente.
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Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-7 SI
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Informe del Estado de la Técnica Pagina 4/5




OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201730211

1. Documentos considerados.-

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

Documento Ndmero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 Rodriguez-Céaceres, M.I. et al., Food Chem., (2015 Nov), 187: 159-65. 2015
D02 Campillo, N. et al., Bioanalysis, (2017 Feb), 9(4): 369-79. 19/01/2017
D03 Saison, D. et al. J. Chromatogr. A, (2009), 1216(26): 5061-8. 2009
D04 Wu, M.Y. et al. J. Chromatogr. A., (2008), 1204(1): 81-6. 2008
D05 Neng, N.R. et al. J. Chromatogr. A, (2007), 1169(1-2): 47-52. 2007
D06 Saraji, M. et al. Anal. Bioanal. Chem., (2014 Mar), 406(8): 2027-66. 2014
D07 Asensio-Ramos, M. et al., J. Chromatogr. A, (2011), 1218(42): 7415-37. 2011

En DO1- DO5 se describen métodos para determinar el glioxal en muestras de diferentes origenes.
En D06 y D07 se describe la aplicacion de la microextraccion en fase liquida en el andlisis de alimentos.

2. Declaracion motivada segln los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecuciéon 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.

1.

1.1.

1.2.

NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de
Patentes).

El objeto de la reivindicacion 1 y el de las reivindicaciones dependientes 2-7 comprende caracteristicas técnicas que
cumplen los requisitos de novedad y actividad inventiva con respecto al estado de la técnica anterior, representado
por los documentos D01-DO05.

En D01-D05 se han divulgado métodos para determinar el glioxal en diferentes tipos de muestras. En particular, se ha
descrito un método de determinacion y cuantificacion de compuestos a-dicarbonilicos (glioxal y metilglioxal) en
muestras de vinos monovarietales de la ‘Ribera del Guadiana’ que comprende una etapa de derivatizacion del
compuesto a-dicarbonilico con el reactivo 2,3-diaminopiridina (2,3-DAP) a pH 2 durante 120 min a 90°C. Tras dicha
etapa de derivatizacion, la muestra es analizada directamente mediante HPLC con deteccién espectrofluorimétrica
(HPLC-FD), sin ningun tratamiento previo de limpieza o extracciéon (‘clean-up’) de dicha muestra (DO1: Materiales y
Métodos, Resultados y Discusion). En D02 se describe un método de determinacion de glioxal y metilglioxal en
muestras de orina que comprende una etapa de derivatizacion con el reactivo 2,3-diaminonaftaleno (2,3-DAN),
seguida de microextraccién en fase liquida del analito (DLLME: ‘Dispersive Liquid-Liquid Microextration’) y deteccion
mediante HPLC-FD (D02: Materiales y Métodos, Resultados y Discusion).

Por consiguiente, en el estado de la técnica no se ha divulgado ningin método para determinar el glioxal que
comparta las caracteristicas técnicas del reivindicado en la solicitud. Ademas, la diferencia técnica entre el método
reivindicado y los descritos en D01-D05 radica en que el primero comprende una etapa de derivatizacion del analito
con el reactivo 2,3-DAP a temperatura ambiente y una etapa de microextraccion liquido-liquido (DLLME) que se llevan
a cabo de manera simultanea. El efecto técnico derivado de la simultaneidad de las etapas de derivatizacion y de
microextaccion es la reduccion del tiempo y de la temperatura de reaccién con respecto a los métodos divulgados en
el estado de la técnica.

Por todo ello, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-7 es nuevo e inventivo (Art. 4.1., Art. 6.1. y Art. 8.1.
de la Ley de Patentes).
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