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1. RESUMEN

Se denomina espacio de cabeza dinamico a la técnica que engloba el proceso de
adsorcién de compuestos volatiles a través de una trampa para su posterior desorcién
e introduccién en un cromatégrafo para su separacién. Esta revisidon bibliografia se
centra en diversos aspectos, desde los mas generales, como la explicacion de los
compuestos volatiles y la dificultad de su andlisis, hasta las aplicaciones mas novedosas
de esta técnica. En esta ultima cuestion se basa la mayor parte del trabajo. En primer
lugar, se tratan algunos aspectos generales de los compuestos volatiles, continuando
con la importancia de su estudio. Se describen las principales técnicas de preparacién
de la muestra para el andlisis de los compuestos volatiles incluyendo los métodos
extractivos y los métodos destilativos. Por ultimo, la parte mas relevante del trabajo son
las aplicaciones de la técnica de espacio de cabeza dindmico en distintos sectores del
analisis farmacéutico, especialmente en el area de Medioambiente, Ciencia y Tecnologia
de Alimentos y Ciencias de la Salud. Para ello se ha realizado una busqueda de las
aplicaciones mas habituales en los uUltimos 25 afos. Estas aplicaciones han sido

agrupadas para obtener una visién general de la técnica.

PALABRAS CLAVES

Compuestos volatiles, espacio de cabeza dinamico, alimentos, medio ambiente, andlisis

farmacéutico.

ABSTRACT

Dynamic headspace is called the technique which includes the process of adsorption the
volatile compounds through a trap for its subsequent desorption and introduction in a
chromatograph for its separation. This review focuses on several aspects, from the most
general, such as the explanation of volatile compounds and the difficulty of their
analysis, to the most innovative applications of this technique. This work mainly focuses
on the last questions, First, some general ideas of volatile compounds and the
importance in study. On the other hand, the main techniques of sample preparation of

the volatile compounds are described including the extraction and the distillation



methods. Finally, the most relevant part of the work is the application of dynamic
headspace in the different pharmaceutical sectors, especially in the area of
Environment, Food Science and Technology and Health Sciences. A bibliography search
has been made of the most common applications in the last 25 years. These applications

have been grouped for an overview of the technique.

KEYWORDS

Volatile compounds, dynamic headspace, food, environment, pharmaceutical analysis.



2. INTRODUCCION

El proceso analitico consta de una serie de etapas que estan encaminadas a relacionar
la muestra objeto de andlisis con los resultados (Valcarcel, 1999). Cuando se determinan
analitos que se encuentran en las muestras en cantidades muy bajas, especialmente
cuando se trata de muestras con matrices complejas, tales como alimentos, muestras
biolégicas, medioambientales, etc. se hace necesaria la utilizacién de procedimientos
gue permitan el aislamiento del analito de la matriz de la muestra, para evitar la

presencia de posibles sustancias interferentes.

Asimismo, en muchos casos se hace necesaria una etapa de preconcentracién o
enriquecimiento del analito para aumentar su concentracién en la fraccién que sera
posteriormente analizada, consiguiendo de esta forma mejorar la sensibilidad del

procedimiento.

Estos dos procesos que mejoran la selectividad y la sensibilidad del proceso se llevan a
cabo mediante diferentes técnicas de separacién no cromatograficas. La union de este
tipo de técnicas a un proceso cromatografico posterior permite la determinacion de un
numero alto de analitos en muestras complejas en un Unico andlisis (Valcarcel, 1999;

Compaiid y Rios, 2002).

2.1 Compuestos volatiles

Los compuestos volatiles son un tipo particular de analitos que tienen un papel
importante en el mundo actual debido a sus beneficios relacionados con el olor de los
alimentos y con algunos extractos naturales que son utilizados con fin medicinal, por
otro lado desde un punto de vista medio ambiental se encuentran los contaminantes

gue puede provocar graves danos en el ser humano.

Son compuestos orgdnicos que estan formados mayoritariamente por carbono y
heteroatomos como oxigeno, fldor, cloro, bromo, azufre o nitrégeno, que influyen en su
volatilidad. Tienen un punto de ebullicién y fusién que oscila entre 502C y 2602C
(Guenther, 1995), y que presentan a 202 C una presién de vapor de alrededor de 0,01
kPas.



Dentro del grupo de compuestos volatiles hay distintos tipos de compuesto quimicos
entre los que se encuentran los hidrocarburos alifaticos y aromaticos y otros

compuestos como aldehidos, cetonas, ésteres, acidos, alcoholes y terpenos.

2.1.1 Importancia del analisis de los compuestos volatiles

El estudio de los compuestos volatiles es fundamental desde diferentes puntos de vista,

dependiendo del tipo de muestra donde se encuentren.

Dentro del drea de medio ambiente, los volatiles son frecuentemente analitos objeto de
estudio para la resoluciéon de problemas medioambientales actuales, tales como los

siguientes:

e Efectos toxicos o cancerigenos en la salud humana. Muchos compuestos
volatiles tienen efectos sobre la salud por via inhalatoria produciendo por
ejemplo, efecto narcético. Los mds importantes son los que tienen efecto
cancerigeno como el benceno y 1,3-butadieno (Mucke, 2000), que
ademas son agentes inductores de leucemia, también se destacan los
hidrocarburos policiclicos aromdticos que son potencialmente
cancerigenos y mutagénicos (Ho y Lee, 2002).

e Formacidn fotoquimica de ozono troposférico. Los compuestos volatiles
con oOxido de nitrégeno y en presencia de luz solar producen ozono
(Atkinson et al., 1997), que es un contaminante secundario perjudicial
para el ser humano, pero ademas es perjudicial para los cultivos y la
vegetacion sobre los que ejerce un efecto fitotoxico (Krupa y Manning,
1988).

e Agotamiento del ozono estratosférico. Una parte de los compuestos
volatiles tienen una gran estabilidad quimica y por ello puede alcanzar la
estratosfera, si estos compuestos contiene cloro o bromo en su
composicion, los procesos de fotolisis estratosférica y la destruccién a
cargo del radical hidroxilo puede producir la liberacién de compuestos

gue produzcan la destruccién del ozono (Derwent et al., 1996).

En el area de Ciencia y Tecnologia de Alimentos los compuestos volatiles son
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compuestos minoritarios de gran importancia en la calidad de los alimentos ya que son

responsables de su olor y flavor. Todos los alimentos, tanto de origen animal como

vegetal, contienen una amplia y diversa cantidad de compuestos volatiles que pueden

tener diferente naturaleza quimica, por ejemplo algunos compuestos volatiles como el

guayacol o la 2,3,5-trimetilpirazina son fundamentales en el aroma de alimentos como

el café. La determinacién de los compuestos volatiles en alimentos se hace necesaria

con distintos objetivos:

Para evaluar la calidad de distintos alimentos como, por ejemplo, el vino, el
aceite, el café o la oleorresina del pimentdn (Guadayol et al., 1997; Schilling et
al, 2010).

Para estudiar la presencia de contaminantes o de compuestos de alteracién de
los alimentos.

Para estudiar la posible migracion de compuestos desde los envases a los

alimentos.

Dentro del area de Ciencias de la Salud estos compuestos también tienen importancia

desde un punto de vista analitico y de diagndstico:

Pueden encontrarse formando parte de distintas formulaciones, como principios
activos o como excipientes, caso de los aceites esenciales o el alcohol.

Pueden ser analitos objeto de estudio en analisis clinicos o toxicolégicos, como
es el caso de la determinacion de acetaldehido, acetona o alcohol en sangre o en
orina.

Algunos compuestos volatiles como el citronelol o el linalol son utilizados como
repelentes de insectos, lo que es utilizado en la industria farmacéutica, siendo el

principal medio natural frente a los insectos (Steenhuisen et al., 2012)

2.1.2 Problematica del analisis de los compuestos volatiles

Uno de los mayores problemas en el analisis de compuestos volatiles es la

contaminacién que puede ser diversa:

Entre los principales contaminantes que se presenta en el andlisis de los



compuestos volatiles estan los septum de silicona que se utilizan en los
inyectores de cromatodgrafos de gases, muchos autores para evitar esta
contaminacién utilizan un septum Merlin en sustitucién del de silicona
(Kierkegaard et al., 2013) estos septum estan formados por compuestos a base
de fluorocarbono resistentes a elevadas temperaturas, por lo que no aportan
compuestos volatiles al andlisis.

e Se produce contaminacién en las etapas de pre-tratamiento y extraccion de
muestra, puesto que podemos encontrar compuestos volatiles tanto en el aire
del laboratorio como en los reactivos y materiales, provocando fallos en Ia
cuantificacion de estos compuestos.

e Se ha observado una contaminacion importante de compuestos volatiles en el
agua utilizada como blanco en algunos ensayos como patrén de calibraciéon
(Sparham et al., 2008).

e Un inconveniente muy comun suele ser la toma de muestra, pues en muchas
ocasiones se hace casi imposible excluir a los contaminantes, debido a que en los
lugares donde se toma, hay presencia de compuestos volatiles que no interesan
en el estudio y que puede dar lugar a complicaciones en el posterior analisis.
Ademas en algunas ocasiones es muy complicado preparar una muestra blanca

artificial que simule bien la matriz analizada (Bletsou et al., 2013).

Por otro lado en el anadlisis de los compuestos volatiles suelen aparecer problemas
relacionados con la gran cantidad de familias diferentes de compuestos, lo que dificulta

su analisis.

Otro problema muy frecuente en el andlisis de estos compuestos es que a menudo se
encuentran a muy baja concentracién, lo que dificulta mucho su determinacién vy

provoca que sea necesaria una etapa de pre-concentracion.

En el caso concreto de los compuestos volatiles que se encuentran en alimentos o en
extractos naturales se ha detectado que no existe una correlacion directa entre el aroma
y la concentracidn de los distintos compuestos volatiles, pues el umbral de deteccidn es

muy variable.



Por ultimo, puede producirse la formacion de artefactos, lo que hay que evitar a toda
costa, pues pueden dar lugar a resultados erréneos, ya que esto, puede producir fallos

en la cuantificacién y falsos positivos.

2.2 Preparacion de muestras para el analisis de compuestos volatiles

La preparacion de la muestras es uno de los pasos mas importantes en la cadena de
andlisis de compuestos voldtiles, por ello esta etapa puede ocupar entre el 60% y el 80%
del tiempo de analisis de estos compuestos, del grado de éxito de esta etapa depende
factores importantes como la sensibilidad y la especificidad, el coste, la

reproducibilidad, la robustez de la técnica y por ultimo la eficacia de recuperacion.

La preparacién de muestra consiste en obtener un extracto con analitos idealmente
libres de otros componentes de la matriz o interferencias incompatibles con el equipo
de andlisis y a una concentracién adecuada para la identificacién, la fase mas

determinante es la extraccidon que depende de muchos factores:

a) La naturaleza de la matriz, que es fundamental y depende del origen, estado
de agregacion, homogeneidad, estabilidad y representatividad.

b) Las caracteristicas del analito como su volatilidad, polaridad, reactividad,
termoestablilidad y como se encuentra distribuido en la matriz.

¢) Lafinalidad del andlisis que puede ser cualitativo o cuantitativo.

d) La premura del andlisis.

Los métodos de extraccion mas destacados:

e Los métodos destilativos se basan en las diferencias de las propiedades
fisico quimicas entre el analito a aislar y los componentes de la matriz, la
fraccién buscada podria ser desde la que se destila, como el remanente.
Hay distintos métodos para realizar destilaciones entre los que destacan
arrastre en corriente de vapor, hidrodestilacién y destilacién a presién
reducida (Flotron et al., 2003).

e Los métodos extractivos se basan en la diferencia de solubilidad en los

disolventes o de su capacidad de adsorcién o absorcidon sobre un



disolvente o un adsorbente. Entre los métodos mas destacados estan la
extraccion con fluido supercritico que tiene un alto coste, la extraccion
mas utilizada hoy en dia que es la extraccidén con disolvente acelerada
(Zuloagan et al., 1998) y por ultimo la extraccion que supuso una
revolucion que fue la microextraccidn en fase sélida que en los ultimos
afios ha sufrido un crecimiento sin paragdn sobretodo en analisis de
compuestos bioldgicos, ambientales y forenses.

Los métodos de espacio de cabeza se dividen en espacio de cabeza
dindmico y en espacio de cabeza estdtico. El espacio de cabeza estatico
es una técnica que se utiliza para hacer analisis de compuestos que se
encuentran en concentraciones altas y que no necesitan una pre-
concentracion, algunos ejemplos de utilizacién de esta técnica son la
determinacion de disolventes residuales en farmacos, analisis de bebidas
o cuantificacion de trihalometanos en agua potable (Kolb et al, 1996). En
el caso de que la concentracidén de analitos sea muy baja se requiere un
aislamiento y un enriquecimiento, para estas muestras el muestreo se
suele hacer con la técnica de espacio de cabeza dindmico. La utilizacién
de esta técnica de espacio de cabeza para la extraccién de compuestos
volatiles tiene sus ventajas desde el punto de vista analitico, debido a que
de esta manera podemos eliminar muchas interferencias y aumentar la

concentracion del analito.



3. OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo es evaluar las diferentes aplicaciones de la técnica

del espacio de cabeza dindmico en el analisis farmacéutico.
Para alcanzar este objetivo serd necesario alcanzar varios objetivos parciales:

1. Aportar nociones basicas sobre los compuestos volatiles y la importancia de su
analisis.

2. Conocer la problematica del andlisis de los compuestos volatiles.

3. Conocer la técnica de espacio de cabeza dindmico.

4. Realizar una amplia revision bibliografica sobre las aplicaciones de la técnica,
buscando trabajos donde se aprecie la evolucién de la técnica a lo largo de los

ultimos anos.



4. METODOLOGIA

Para la elaboracién de la revisién bibliografica se ha realizado una busqueda de
informacién en diferentes libros, informes cientificos, bases de datos, articulos

cientificos y otros trabajos publicados como tesis doctorales.

En primer lugar se ha buscado en la base de datos PubMed, articulos en Espafiol para
adquirir una primera visién, para ello se realizaron busquedas utilizando las siguientes
palabras claves ‘andlisis volatiles’ ‘problematica volatiles’” ‘compuestos volatiles™ vy
‘volatiles composicion’. La informacion obtenida fue muy util para obtener una vision
global sobre las técnicas utilizadas para el analisis de compuestos volatiles y ademas con
esta busqueda se pudo obtener informacién sobre el problema e importancia del

analisis de compuestos volatiles en nuestra sociedad.

En segundo lugar se hizo una busqueda en inglés con el objetivo de obtener trabajos
que hablaran concretamente de la técnica que interesa que es el espacio de cabeza
dindmico, para ello se utilizaron las siguientes palabras claves ‘dynamic DHS’ ‘volatile
organic compounds "y ‘DHS volatile’, obteniéndose informacién de cémo y para qué se

utiliza la técnica de DHS.

Para la busqueda de trabajos en los que se recogen aplicaciones de la técnica en la que
se basa el trabajo se usé la base de datos Scopus, para ello se utilizaron las siguientes
palabras claves ‘DHS dynamic volatile’ ‘DHS dynamic food’ ‘DHS dynamic drug’ ‘DHS
dynamic environment’, con los trabajos encontrados se elabord la parte de resultados y

discusion.

De los articulos encontrados se seleccionaron algunos de ellos basandose en la forma
de utilizacion de la técnica o por su aplicacién novedosa, realizandose un resumen en

cada una de las areas.
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5. RESULTADOS Y DISCUCION
5.1 Espacio de cabeza dinamico

La técnica de espacio de cabeza dindmico que fue introducida por Swinnerton et al. en
1962, se basa en arrastrar los volatiles de la muestra, sometida a una temperatura
adecuada, con un gas inerte a un flujo controlado y pasarlo a través de una trampa
donde quedan retenidos para ser desorbidos e inyectados en el cromatégrafo para su
posterior separacion (Figura 1) (Morales et al., 1992). En esta técnica se puede
diferenciar entre la técnica de espacio de cabeza dindmico propiamente dicho que se
basa en barrer la superficie de la muestra sometida a agitacién con el gas inerte y por
otro lado la que se conoce como técnica de arrastre y atrape (purgue and trap) que se
basa en hacer borbotear gas a través de la muestra y presenta dos variantes, una que se
hace en circuito abierto pasando el gas por la muestra y la trampa y otra que se hace en

circuito cerrado, en la cual se recicla el gas.

sAMPLE VIAL

= 1 L3

R
L L

Figura 1. Esquema del funcionamiento de la técnica de espacio de cabeza dindmico.

Los tres factores fundamentales que influyen en el método son temperatura, tiempo y
flujo de arrastre. Tanto el tiempo como el flujo de arrastre deben tenerse previstos con
anterioridad y no deben ser demasiado bajos, pues, pueden provocar un arrastre
defectuoso, ni tampoco deben ser demasiado altos, pues provocar pérdidas de volatiles.
La temperatura esta determinada por el tipo de compuesto a analizar, si se utiliza
temperaturas alrededor de 602C los volatiles que se obtiene son los que esta presentes
realmente en la muestra en el momento del analisis. Si por el contrario se usan

temperaturas altas de alrededor de 1602C pueden aparecer compuestos volatiles que
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provengan de la degradacion térmica de compuestos volatiles, en este ultimo caso las

cantidades recuperadas son mayores y el analisis se puede realizar con mas facilidad.

En este método suele ser necesaria una concentracién debido a que suele haber una
cantidad reducida de compuestos volatiles. Esta etapa se realiza mediante el uso de

(Morales et al., 1992):

e Las trampas de material adsorbente, constituidas por un tubo de vidrio o
acero inoxidable, que contienen en su interior un material adsorbente,
asi cuando el gas, con compuestos volatiles, pasa pueden retenerse.
Existen trampas adsorbentes de distintos materiales:

a) Los mads utilizados son el carbén activo (Figura 2) y los materiales
grafitizados que presentan varias caracteristicas importantes entre
las que destaca que posee una gran superficie especifica y alta
capacidad de adsorcién, por lo que son muy convenientes para
desorcidon de disolventes, sin embargo, no son utilizados en la
desorcion térmica, debido a que seria necesaria temperaturas muy
elevadas para obtener una desorcién cuantitativa, porque los
compuestos son retenidos muy fuertemente en su superficie (Drozd
y Novak, 1979). Otro inconveniente de estas trampas es que

presentan alta afinidad por el agua.

Figura 2. Imagen de trampas de carbon activo.

12



b)

La serie Tenax (Figura 3) presenta un conjunto de ventajas que son
muy Utiles en la desorcidn de sustratos a temperaturas de hasta 3502
C sin aparicion de artefactos, debido a que presentan estabilidad
térmica. Este es el polimero mas utilizado debido a que se puede

utilizar para sustancias con un punto de ebullicién medio o alto y

ademas retiene poca cantidad de agua.

d)

e)

Figura 3. Imagen de una trampa de la serie Tenax.

La serie Porapak se caracteriza por tener menor capacidad de
adsorcion que el carbdn activo, pero mayor que el Tenax, ademas
presentan menor estabilidad térmica.

La serie Amberlite tiene un inconveniente que es su baja estabilidad
térmica, debido a esto, es utilizada para desorciones con disolventes.
También hay otros materiales adsorbentes, entre los que destacan el

Ostion, SP-1 O Spheron.

Las trampas criogénicas (Figura 4) que estan formadas por una columna

o tubo capilar que se enfria a temperatura muy baja, para ello

normalmente utiliza nitrégeno liquido, de esta forma los compuestos se

condensan dentro de la columna, la desorcién se realiza con un flujo de

gas inerte pasado a una temperatura elevada. Existen diferentes formas

de realizar la desorcion (Morales et al., 1992):
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a) En la desorcion con disolventes se utiliza un disolvente organico en
en pequefia cantidad, para que asi el coeficiente de reparto este a
favor del disolvente, es importante que la cantidad de disolvente sea
la adecuada, debido a que si se utiliza mas disolvente del necesario,
obtendriamos los voldtiles muy diluidos y si se afiade menos
disolvente del adecuado se podria dar lugar a una desorcién
incompleta.

b) La desorcidn térmica se basa en calentar la trampa a una temperatura
elevada y a continuacidon pasarle gas inerte en sentido contrario del
gue se realizé la adsorcion, esta técnica es muy usada, a pesar de
tener inconvenientes, entre los que destaca que la muestra solo

puede ser inyectada una sola vez y en una direccién y si hay que

repetir la inyeccidn hay que repetir todo el proceso.

Figura 4. Imagen de una trampa criogénica.

5.2 Aplicaciones

Las aplicaciones de la técnica de espacio de cabeza dindmico en el andlisis farmacéutico
son muy numerosas y se aplican a diversos compuestos volatiles, dentro de las distintas

areas destacamos:

5.2.1 Aplicaciones del espacio de cabeza dindmico en alimentos

Se ha llevado a cabo una recopilacién de algunos articulos experimentales sobre las

aplicaciones de la técnicas de espacio de cabeza dindmico relacionada con los alimentos,
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con ellos se ha realizado una tabla (Tabla 1), para evidenciar el desarrollo de esta técnica

a lo largo de los ultimos afos.

Tabla 1. Relacion de diferentes trabajos experimentales donde se ha usado la técnica

de espacio de cabeza dindmica (DHS) relacionada con los alimentos.

Muestra

Aceite de oliva
virgen de
distintas

variedades

Oleorresina del
pimentén

Tapones de
corcho para el
vino

Aceite de oliva
virgen

Aceites de
oliva virgen de
distintos
paises

Salchichas
italianas de
distinto origen

Analitos

Hexanal, E-2-
hexenal, Z-3-
hexenal, acetato
de hexilo, acetato
de 3-hexenilo, E-2-
hexenol, etc.

1,3
dimetilbenceno,
tetrametilpirazina,
geranilacetona,
ciclocitral, etc.

Acido acético,
decanal, terpenos,
etc.

Acido acético,
hexanal, hexanol,
guayacol, etc.

Butan2-ona,
acetato de butilo,
etanol, etil
benceno, etc.

3 metilbutanal, 6
canfeno, disulfuro
de metilo, etc.

Preparacion
de muestra

DHS, trampa
Tenax TA,
desorcién

térmica con

reatrape
criogénico

(Chrompack)

DHS, trampa
Tenax,
desorcién
con
disolvente
(hexano)
DHS, trampa
capilar
Supelco,
desorcién
cehrompack

DHS, con
trampa
Tenaxy
Carbotrap
300,
desorcién
térmica

DHS, trampa
Tenax,
desorcién
térmica

DHS con
trampa
Tenax TA,
desorcién
térmica

15

Técnica

Cromatografia
de gases-
espectrometria
de masas

Cromatografia
de gases de alta
resolucion-
espectrometria
de masas

Espectrometria
de masas

Cromatografia
de gases-
espectrometria
de masas

Cromatografia
de gases

Cromatografia
de gases-
espectrometria
de masas

Aplicacion

Desarrollo de
un método
analitico para
caracterizar los
compuestos
volatiles del
aceite de oliva
virgen

Evaluar la
calidad de la
oleorresina del
pimentdn
africano

Analisis rapido
de la calidad
de los tapones
de corcho

Determinacién
rapida de los
compuestos

volatiles
relacionados
con la calidad
del aceite de
oliva virgen
Clasificacion
de los aceites
de olivas
virgenes
analizados

Caracterizar
distintos tipos
de salchichas

italianas

Referencia

Morales et
al., 1994

Guadayol et
al., 1997

Boudaoud y
Eveleigh,
2003

Kanavouras
et al., 2005

Luna et al.,
2006

Bianchi et
al., 2007



Aceite de
fritura

Tomate
enlatado
expuesto a
contaminacién
microbiana
Lomo de
distintos
corderos,
alimentados
con distintas
dietas, asado

Aceite de oliva,
palmay girasol
de fritura

Distintas
emulsiones de
fosfolipidos
marinos

Extractos de
pasta

Café elaborado

Aceite de algas

Undecanal.
decanal, etc.

Etanol, 3 metil 1
butanol, sulfuro de
dimetilo, etc.

2 metilbutanal,
hexanal, octanal,
etc.

2,4 E,E decadienal,
n butil pirrol, etc.

3 metil 2 pentanal,
benzaldheido,
piridina, etc.

3 metilbutanal, 2,3
butadiona, acido
acético, éter
etilico, etc.

Furano,
metilfurano,
pentanol, furfunal,
cumarina.

Hexanal, 2-
decanal, acido
férmico, acido

acético, etc.

DHS,
Tekmar
instruments

DHS, trampa
Tenax,
desorcién
térmica

DHS, trampa
Lichrolut EN,

DHS, tekmar
instruments

DHS, trampa
Tenax,
desorcién
térmica

DHS, trampa
Tenax,
desorcién
térmica

3 DHS,
trampa
Tenax,
trampa
Shincarbon
X, Carbotrap
By
Carbotrap X,
desorcién
térmica

DHS
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Cromatografia
de gases

Cromatografia
de gases-
espectrometria
de masas

Cromatografia
de gases

Cromatografia
de gases-
espectrometria
de masas

Cromatografia
de gases

Cromatografia
de gases,
oftalmometria,
espectrometria
de masas

Cromatografia
de gases-
espectrometria
de masas

Cromatografia
de gases-
espectrometria
de masas

Determinar la
calidad del
aceite después
de varias
frituras
Relacion de los
cambios
organolépticos
con riesgo para
la salud

Relacion del

sabor de la

carne con la
dieta del
animal

Determinar la
calidad de los
distintos
aceites de
fritura
Determinar la
calidad de las
distintas
emulsiones
dependiendo
del origen
Caracterizar
los distintos
tipos de pastas
gue proceden
de levaduras

Caracterizar
los distintos
compuestos
volatiles que
influyen en el
olor del café
elaborado

Determinar los
compuestos
gue provocan
un sabor
desagradable
en el aceite.

Romano et
al., 2009

Concina et
al., 2009

Resconi et
al., 2010

Romano et
al., 2012

Lu et al.,
2012

Lin et al.,
2014

Ochiai et al.,
2014

Chen et al.,
2016



Determinar la

, modificacion
DHS, trampa Cromatografia

Extractos de de los
Tocoferol, fenoles, Tenax, de gases- Karadag et
algas pardas . , extractos de
. acetona, etc. desorcidn espectrometria al., 2017
de Islandia L algas al
térmica de masas o
afadirle una
emulsion

Como se puede observar en la Tabla 1, la técnica de espacio de cabeza dindmico es muy
utilizada acoplada con la cromatografia de gases debido a los buenos resultados que dan
estas técnicas cuando se usan acopladas. Por otro lado se puede apreciar que dentro de
la técnica, es mas frecuente el uso de la trampa de Tenax, utilizando desorcion térmica,
esto se explica debido a la estabilidad térmica de la trampa y a que no producen
artefactos durante la desorcién. Por ultimo se puede observar que los compuestos
volatiles de interés en los alimentos son de una naturaleza muy variada, desde aldehidos

hasta terpenos, lo que indica lo complejo que es el analisis de estos compuestos.

Para comprender mejor la aplicacion de la técnica de espacio de cabeza dinamico, se ha
resumido uno de los trabajos, que utiliza esta técnica de una manera muy peculiar pues

acopla tres analisis de espacio de cabeza individualizados.

En este trabajo se analizan los compuestos volatiles presentes en café elaborado (Ochiai
et al., 2014), con el fin de determinar los compuestos responsables del aroma de este

producto.

En el trabajo se usd una secuencia de espacios de cabeza dindmicos, para comenzar el
analisis, a continuacidn se realizd una desorcién térmica y se analizaron los compuestos

por cromatografia de gases y espectrometria de masas.

En primer lugar se transfirié un vial de espacio de cabeza con muestra acuosa a 10C2 a
un modulo de espacio de cabeza dindmico a 25 2C, donde se incubd durante 5 min, a
continuacion se hizo una primera purga con 150 ml de gas nitrégeno con un caudal de
50 ml/min y se atraparon a 302C en la primera trampa que estaba formada por
Shincarbon X, Carbotrap B y Carbotrap X, posteriormente se transporto la trampa a una
malla para almacenarla y hacer la desorcién. En segundo lugar se hizo una segunda

purga con 650 ml de gas nitrégeno y se atraparon los volatiles en una segunda trampa
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de la misma composicidn que la primera y esto se almaceno en la malla. Por ultimo se
realizé una tercera purga para la que se utilizé una trampa de Tenax TA y se elevo la
temperatura del vial a 802C, utilizdndose para la purga 3L de gas nitrédgeno con un caudal

de 100 ml/min, esta también se llevod a la malla para hacer la desorcién (Figura 5).
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Thermal Desorption Unit
Sample: 100 pL

Figura 5. Esquema del proceso de espacio de cabeza dindmico utilizado en el trabajo.

La desorcidn térmica fue desde los 302C a los 7202C utilizando un flujo de desorcién de
50 ml/min durante 3 min. Se utilizaron dos procedimientos diferentes de desorcion
térmica. En el primero los compuestos son desorbidos en orden inverso al muestreo
DHS en una desorcién térmica multiple. En la segunda se realizé una desorcién térmica

individual de cada trampa analizdndose mediante cromatografia de gases vy

espectrometro de masas.

En este trabajo se puede apreciar que se usan dos técnicas de espacio de cabeza
dinamico simple utilizando una trampa de carbono para ello, y se hizo un espacio de
cabeza dindmico de evaporizaciéon completa con el fin de obtener la maxima

informacién de compuestos volatiles en la muestra, pues la recuperacién en el caso de
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la primera trampa es de un 95% en compuestos como acetaldehido, furano o

metilfurano, en el caso de la segunda trampa se mejord la recuperacién de los siguientes

compuestos: butanal 2,3-butanodiona, pentanal, pirrol 1-hexanol y damascenona. Pero

con la Ultima trampa se mejoraron los resultados de otros compuestos como el 2,5-

dimetil pirazina, furfunal, guayacol, cumarina, decanoato de etilo. Por todo esto se

realiza el analisis de volatiles por multimétodos, debido a que en el aroma del café estan

implicados muchos compuestos volatiles de distintas naturalezas y con un Unico método

es muy complicado determinarlos todos.

5.2.2 Aplicaciones del espacio de cabeza dindmico en medioambiente

Se ha realizado una relacién de articulos experimentales relacionados con la técnica de

interés y el medio ambiente (Tabla 2), con el fin de observar el desarrollo de la técnica

en los ultimos afios.

Tabla 2. Relacion de articulos experimentales donde se ha usado la técnica de espacio

de cabeza dindmico (DHS) relacionada con el medio ambiente.

Aire de salas

limpias

Agua potable

y agua
residual

Productos

tipo aerosol

con uso
domestico

Humo del
tabaco

Siloxanos,
ftalatos, fosfatos,
etc.

Eter metil terc-
butilico

Linalol, 1-butanol,
etanol, xileno, etc.

Compuestos
azufrados, nitrilos,
nitratos, etc.

DHS, trampa
Tenax,
desorcion
térmica

DHS, trampa
Tenax,
desorcién
térmica

DHS, trampa
Tenax,
desorcion
térmica

DHS, trampa
Tenax,
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Cromatografia
de gases-
espectrometria
de masas

Espectrometria
de movilidad
idnica

Cromatografia
de gases-
espectrometria
de masas

Cromatografia
de gases

Evaluar la
calidad y las
impurezas del

aire de una sala
limpia
Evaluar la
presencia de
este aditivo de
la gasolina en la
muestra
Evaluar la
formacion de
compuestos
volatiles que
produzcan una
contaminacion
del airey
perjudique a la
salud humana
Evaluar la
composicién de
compuestos

Fujimoto et
al., 1997

Pozzi et al.,
2004

Tanaka-
kagawa et
al., 2008

Brokl et al,
2013



desorcién volatiles en el
térmica humo del
tabaco
Evaluar la
formacion de

Caucho Dioxido de azufre, S Cromatografia nuevos
neumatico acetona, q g de gases- compuestos Gagol et
después de la butanona, e’sorf:lon espectrometria organicos al., 2015
recuperacion benceno, etc. termica, de masas volatiles
durante la
extrusion

Evaluar el lodo

Acetalaldheido, ., activado
Extractos de . . DHS, trampa Cromatografia »
L propionalddheido, utilizado en el .
la produccion . . Tenax, de gases- . Boczkaj et
acrilato de metilo, . i tratamiento de
de asfalto de . desorcidn espectrometria al., 2016
, acetatato de etilo, L. aguas
petréleo térmica de masas .
etc. residuales de
refineria

Como se puede observar en la Tabla 2, la técnica de espacio de cabeza dinamico en el
caso del medio ambiente no es tan utilizada como en otras ramas del analisis
farmacéutico. Ademas al igual que en las aplicaciones de los alimentos, la trampa mas
utilizada es la trampa de Tenax, junto con la desorcidn térmica. Por ultimo, los
compuestos volatiles con interés para el estudio en el medio ambiente son muy
diferentes al resto de los compuestos de interés en otras aplicaciones, esto se debe a

gue en el andlisis del medio ambiente se buscan contaminantes.

Se ha resumido uno de los trabajos sobre la aplicacion de la técnica de espacio de
cabeza dinamico relacionada con el medio ambiente, que presenta la caracteristica de
ser un andlisis sobre uno de los contaminantes volatiles mds cotidianos para la salud

humana, con el fin de entender mejor la aplicacion.

En el trabajo se ha analizado el humo del tabaco (Brokl et al, 2013) con el objetivo de
determinar la composicién en compuestos volatiles de este contaminante, para ello se
utilizé una maquina de fumar rotativa que reproduce las condiciones de fumar, la
muestra se recogié con almohadillas de fibra de vidrio Cambridge de 44 mm, estas
muestras se almacenaron durante 10 min a 602 C, para posteriormente introducirlas en
una trampa Tenax TA, con un volumen de nitrégeno liquido de 150 ml con un flujo de

purga de 25 ml/min, el tubo se desorbid térmicamente con una desorcion térmica desde
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302C a 2809C, los compuestos desorbidos fueron tratados a -202C con nitrégeno liquido,
para después calentarlo hasta 2802C a una velocidad de 122C/min, los analitos, se

transfirieron a la cromatografia de gases con una relacidn de separacién de 1:10.

Posteriormente se analizaron utilizando cromatografia de gases donde se obtuvieron
sobre 7000 compuestos volatiles diferentes (Tabla 4) lo que demuestra la buena eficacia

de la técnica.

Tabla 3. Relacion de compuestos identificados por la técnica de espacio de cabeza

dindmico agrupados por numero de ellos identificados.

Clase de compuestos Numero total de volatiles identificados
Alcanos 70
Alquenos 122
Alquinos 31
Hidrocarburos aliciclicos 170
Aromaticos monociclicos 122
Alcoholes 300
Aldehidos 101
Cetonas 385
Acidos carboxilicos 70
Aminoacidos 13
Esteres 206
Eteres 215
Nitrilos 96
Amidas 48
Aminas aciclicas 86
Imidas 28
Nitrofenoles 14
Oxazolinas y ozaxinas 17
Compuestos derivados del azufre 98
Compuestos halogenados 139

Observando la Tabla 3 se puede apreciar el gran nimero de compuestos volatiles
identificados en el humo del tabaco y a diferencia de los otros trabajos analizados se
destaca que entre los compuestos identificados no hay compuestos de naturaleza
terpénica. Por otro lado, se puede apreciar como aparecen en el humo del tabaco un

gran numero de sustancias contaminantes del medio ambiente como los compuestos
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derivados del azufre o los nitrilos, lo que permite observar la contaminacién que existe

por parte de un simple cigarro.

5.2.3 Otras aplicaciones del espacio de cabeza dindmico relacionado con el andlisis

farmacéutico

Se han agrupado las aplicaciones no relacionadas con los alimentos ni el medio ambiente

(Tabla 4) con el fin de evaluar el desarrollo de esta técnica en otros campos en los

ultimos anos.

Tabla 4. Relacion de articulos experimentales donde se ha usado la técnica de espacio

Analisis rapido

Flores de
gardenia
fresca

Corteza de
taheboo

Parches de
sudor en
region para-
axilar y del
pezdn de la
madre
durante el
embarazoy
después del
parto

Orina
humana

Lanolol,
farneseno, cis 3
hexeniltiglato,
etc.

4 metoxi-
benzaldhido,
metoxifenol, 1,6
octadienol, etc.

1 dodecanol,
isocucurmerol,
miristato de
isopropilo, etc.

Metanotiol,
disulfuro de
dimetilo,
acetona,
vitispirano,
mentol, etc.

desorcién con

de cabeza dindmico (DHS).

DHS, trampa

Cromatografia de
Tenax,

gases-
espectrofotometria

disolvente
] de masas
(éter)
DHS, trampa Cromatografia de
Tenaxy gases-
desorcidn espectrofotometria
térmica de masas
DHS, trampa Cromatografia de
Tenax, gases-
desorcion espectrofotometria
térmica de masas
DHS, trampa
de carboxil- Cromatografia de
polimetil- gases-
siloxano, espectrofotometria
desorcién de masas
térmica
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de los
compuestos
volatiles
existentes en la
flor de gardenia
fresca
Caracterizar los
compuestos
volatiles
presentes en el
taheboo

Evaluar la
importancia de
los compuestos
volatiles en la
comunicacién
olfativa entre la
madre y el hijo

Evaluar el
potencial de
estos
metabolitos en
el diagnéstico
temprano del
cancer

Liu y Gao,
2000

Park et al.,
2004

Vaglio,
2010

Silva et al.,
2011



Extractos de
propdleos
de distintas
regiones de
China
Aceites
esenciales y
extractos de
espacies del
género
Thymus
Extracto de 4
platas
aromaticas
(salvia,
lavanda,
romeroy
cardamomo)

Extracto de
la fragancia
O.majorana

Extracto de
la flores de
distintas
especies del
género
Passiflora

Acido acético,
eucaliptol, D
limoneno,
etanol, etc.

B pineno,
sabineno,
canfeno,

limoneno, etc.

a pineno,
canfeno,
limoneno,

eucaliptol, etc.

Sabineno,
mirceno,
limoneno, etc.

Citronelal,
citronelol,
benzaldehido,

octano, etc.

DHS, trampa
Tenax,
desorcién
térmica

DHS, DANI
Instrumens,
desorcién
térmica

DHS, Tenax
TA, desorcion
térmica

DHS, DANI
Instruments,
desorcidn
térmica

DHS, trampa
Porapak Q,
desorcién con
disolvente
(Hexanoy
acetato de
etilo

Cromatografia de
gases-
espectrofotometria
de masasy
olfatometria

Cromatografia de
gases-
espectrofotometria
de masas

Cromatografia de
gases-
espectrofotometria
de masas

Cromatografia de
gases-
espectrofotometria
de masas

Cromatografia de
gases

Diferenciar el
propdleo de
distinta
regiones de
China

Clasificar las
distintas
especies por su
olor y flavor

Cuantificar los
monoterpenos
en platas
aromaticas

Evaluar los
perfiles de
liberacién y olor
con el tiempo

Caracterizar los
compuestos
volatiles
involucrados en
el olor de las
distinta
especies del
género
Passiflora

Cheng et
al., 2013

Teixeiray
Rodrigues,
2014

Omar et al.,
2016

Costa et al.,
2016

Montero et
al., 2016

Como se observa en la Tabla 4, la técnica de espacio de cabeza dindmico tiene mucha

utilidad en otros ambitos del analisis farmacéuticos, desde el diagnostico de algunas

enfermedades como el cancer, hasta el analisis botanico para diferenciar entre distintas

especies de un mismo género. Cabe destacar que al igual que en los casos anteriores la

trampa mas usada es la trampa de Tenax, junto con desorcidn térmica. Por ultimo en

estas aplicaciones vemos la variedad en la naturaleza de los compuestos volatiles de

interés en el analisis.

23



Para entender mejor la aplicacién de la técnica de espacio de cabeza dinamico en
relaciéon con el analisis farmacéutico, se ha resumido de entre todos los trabajos, un
trabajo experimental, que cuenta con la peculiaridad de que usa una trampa y una

técnica de desorcidn distinta al resto de trabajos,

El trabajo es sobre el analisis del extracto de especies del género Passiflora, que se han
cultivado en Brasil (Montero et al., 2016), con el fin de describir su composicidon quimica

y olfativa.

El extracto de cada especie se recogié usando la técnica de espacio de cabeza dindmico,
usando para ello trampas de vidrio con un didmetro externo de 6 mm y un didmetro
interno de 3 mm con una longitud de 1500 mm, dentro de ellas habia un adsorbente
denominado Porapak Q. Antes de realizar el muestreo las trampas se habian lavado con
10 ml de etanol, 10 ml de diclorometano y 10 ml de hexano y se guardaron a 1702 C, en

un horno, durante 8 horas.

A continuacién, una flor de la la especie de interés fue introducida en un embudo de
vidrio cubierto con una bolsa de polivinilo y los compuestos volatiles de la planta fueron
capturados durante 1 hora a través de la planta, usando una bomba de vacio portatil,
posteriormente se hizo la desorcidn utilizando una mezcla de disolventes formada por
hexano y acetato de etilo a partes iguales, se recogieron los disolventes y se
almacenaron en un congelador para su posterior analisis a través de una cromatografia

de gases, se hizo lo mismo para las distintas especies de plantas.

Se obtuvieron unos resultados que permitieron diferenciar las especies por sus
compuestos volatiles. Los compuestos voldatiles encontrados (Tabla 5) se podrian
agrupar segun su naturaleza en: compuestos alifaticos, bencenoides y fenilpropanoides,

y monoterpenos.
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Tabla 5. Agrupacion de compuestos voldtiles detectados en orden de mayor a menor

concentracion en las flores de distintas especies de Passiflora.

2 metil 3 pentanona

Heptano

Metil isobutil cetona

2,5 dimetil-1,2-hexano

Acetato de isobutilo

Acetato de alilo

2 hexanona

Octano

3-hexil-hidroperoxido

3-penten-2-ol

Acetato de butilo

4-metil-octano
Decano
2,4-dimetil-decano

Undecano

Benzaldheido
Alcohol bencilico
Fenil etil alcohol

4 etil benzaldeheido
1,4-dimetoxibenceno
3,4- dimetilacetofenona
Trans-metil cinamato
1,3,5-trimetoxi-benceno
Benzoato de prenilo

Benciltiglato

4-metil-2,6-di-tert-
butilfenol

2-feniletiltiglato

Mirceno

Limoneno
Eucaliptol
Cis-oscimeno
Trans-oscimeno

Linalol
citronelal
Nerol
Citronelol

Iso-geraniol

Geraniol

Geranial

Metil geraniato

Se puede observar en la Tabla 5 que por esta técnica de espacio de cabeza dinamico se

pueden detectar compuestos de distinta naturaleza, desde compuestos alifaticos hasta

terpenos. Lo que demuestra la importancia de estos compuestos en el olor y en las

propiedades de las plantas de la especie analizada, ya que se utiliza en la industria

farmacéutico como relajante y es muy utilizada como un remedio natural frente al

insomnio.
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6. CONCLUSIONES

1.

Los compuestos volatiles son muy importantes en el andlisis farmacéutico entre
otras cosas por su influencia en el olor y flavor de los alimentos, por su presencia
como contaminantes del medio ambiente y por su uso en pruebas diagnostica
de algunas enfermedades.
El analisis de estos compuestos es complejo debido a varios factores como son:

A. La aparicion de sustancias contaminantes.

B. La baja concentracidn a la que se encuentran estos compuestos.

C. Laformacion de artefactos.

D. Lavariedad de familias de compuestos volatiles que pueden aparecer en

una muestra.

La técnica de espacio de cabeza dindmico es compleja, pero muy util para el
anadlisis de compuestos volatiles debido a que soluciona los problemas mas
comunes en el analisis de estos.
Las aplicaciones de la técnica de espacio de cabeza dinamico en el analisis
farmacéutico son muy variadas y han ido evolucionado a lo largo de los ultimos
afos, en los primeros afos se usaba desorcidn con disolvente, mientras que en

en los ultimos anos en la mayoria de los casos se usa desorcién térmica .
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