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@Resumen:

Dispositivo y método de microextraccién de
compuestos en muestras, donde el dispositivo
comprende un soporte (1) que porta una fuente de
alimentacion, un microcontrolador, una interfaz (3),
que comprende un apoyo fijo (5) que comprende un
electroiman (6), configurado para soportar un
contenedor donde se sitla la muestra a extraer, y un
brazo (7) que sujeta un motor que a través de un eje
mueve un iman (8) giratorio dispuesto sobre el
electroiman (6) y distanciado de éste; y donde el
método se basa en agitar el sorbente, magnético,
dentro del contenedor mediante el giro del iman (8) y
retener este sorbente mediante el electroiman (6)
para evitar su pérdida accidental cuando se retira/n
la/s disolucion/es del contenedor.
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DESCRIPCION

Dispositivo y método de microextraccion de compuestos en muestras

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se refiere a un dispositivo y un método de microextraccion de
compuestos en muestras liquidas, especialmente cuando se dispone de un volumen
reducido de muestra. Estas muestras pueden ser directamente liquidas o soélidas
previamente disueltas en un pequefio volumen de disolvente. Es un procedimiento para
extraer los compuestos de interés presentes en las muestras liquidas, o solidas
previamente disueltas, sin riesgo de contaminacion, con alta reproducibilidad y de forma
automatizada. El dispositivo preferido es de pequefio tamafo y alimentado con bateria, lo

que le confiere gran portabilidad.

La presente invencion se encuadra en el campo de procedimientos para el tratamiento de
muestras, principalmente dentro del contexto del analisis clinico y especialmente para

muestras bioldgicas de reducido tamaiio.

La invencién también tiene aplicacion en el sector de los laboratorios de analisis cuando
se dispone de muestras de reducido tamafio y se requieren procedimientos donde la
intervencion del operador sea minima, pero sin descartar laboratorios de analisis de

cualquier otro sector ademas del clinico comentado anteriormente.

ESTADO DE LA TECNICA

La determinacion de biomarcadores en fluidos biolégicos empleando técnicas de
extraccion previa a su medida por técnicas cromatograficas, acopladas o no a detectores
mas sensibles y selectivos como el de espectrometria de masas, es una practica habitual

que se lleva a cabo desde hace muchos afos.

Las técnicas de extraccion convencionales, esto es la extraccion liquido-liquido (LLE, del
inglés liquid-liquid extraction) o la extraccion en fase solida (SPE, del inglés solid-phase
extraction), usualmente requieren de grandes cantidades de disolvente o de sorbente,

respectivamente, ademas de gran cantidad de muestra.
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Las técnicas de microextraccion, de las que existen humerosas modalidades, se basan
en los mismos fundamentos que éstas, pero cabe indicar que si bien las cantidades de
fase extractante (disolvente o sorbente, respectivamente) se han reducido drasticamente
hasta los pocos microlitros (disolvente) o miligramos (sorbente), no se ha conseguido el
mismo nivel de reduccion en lo que a la muestra se refiere, siendo todavia del orden de

los mililitros.

Llegados a este punto cabe diferenciar las técnicas de microextraccion dispersivas,
aquellas en las que la fase extractante se dispersa en el seno de la fase dadora
(muestra), de las no dispersivas, siendo las primeras mas rapidas y requiriendo menos
tiempo (minutos vs horas) como consecuencia del aumento en la cinética de extraccion al

aumentar la superficie de contacto entre las fases dadora y aceptora.

En el mercado existen dispositivos que permiten la automatizacion de algunas técnicas
de microextraccion no dispersivas, como la microextraccion en fase sélida (SPME, del
inglés solid-phase microextraction). Sin embargo, no se conocen dispositivos
automatizados comerciales para técnicas dispersivas como el que se presenta en esta
invencion para llevar a cabo la microextraccion en fase sélida dispersiva (DMSPE, del
inglés dispersive microsolid-phase extraction), cuyas prestaciones hacen de ella una

técnica muy aceptada en la comunidad cientifica (Trends Anal. Chem. 112 (2019) 226).

No obstante, cabe mencionar la aproximacion semiautomatica publicada hace unos afos
por el propio grupo de investigacion que presenta la presente invencion (J. Chromatogr. A
1362 (2014) 25), que se denomind microextraccion dispersiva por sorcion sobre barra
agitadora (SBSDME, del inglés stir bar sorptive dispersive microextraction). En esta
técnica, el material sorbente, con propiedades magnéticas, se afiade manualmente al
interior de un vial que contiene la disolucién a extraer y un iman de neodimio, de modo
que se adhiere al iman debido al campo magnético. A continuacién, se hace rotar el iman
mediante la accion de una placa agitadora comun de laboratorio, provocando la
dispersion del material que, tras cesar la agitacion, lo recoge de nuevo, esta vez junto con
los compuestos de interés. Posteriormente, se toma manualmente para proceder a la
desorcion de los compuestos de interés mediante desorcion liquida o térmica. Son varios
los investigadores a nivel internacional los que han empleado esta técnica en sus
publicaciones (Anal. Chim. Acta 1153 (2021) 338271).

También debe destacarse la propuesta de Turnes-Palomino y col. (Anal. Chem. 87 (2015)
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7545), similar a la anterior pero con un mayor grado de automatizacién al emplear
jeringas articuladas con pistones automaticos y valvulas controladas mediante ordenador
para tomar las disoluciones y disolventes, llevandose a cabo la extraccion en el cuerpo de

una de las jeringas que contiene al iman de neodimio en su interior.

En ambas propuestas se emplean dispositivos de extraccion de mas o menos capacidad
que permiten la extraccion de un volumen mas o menos grande de muestra (5-25 mL), no
pudiéndose emplear para muestras de muy reducido tamafio (< 100 yL) como en el
dispositivo que se presenta en la presente invencién. Como consecuencia de emplear
dispositivos de extraccion mas grandes en estas aproximaciones, se emplean volumenes
de disolventes (del orden de mililitros) y cantidades de sorbentes (del orden de
decenas/centenas de miligramos) mas elevadas que en la invencién que se presenta (del
orden de pocos microlitros y pocos miligramos). Ademas, en ambas propuestas, el iman
se encuentra situado en el interior del dispositivo, en contacto directo con la disolucion
(muestra) a extraer y el material sorbente, lo que puede conllevar problemas de
contaminacion de una disolucion (muestra) a otra si no se limpia considerablemente. Esta
limpieza puede resultar tediosa, sobre todo en retirar todo el sorbente magnético, mas
aun si éste presenta un elevado caracter magnético y por tanto gran atraccion por el

iman.

En la invencién que se presenta, este problema se elimina dado que el iman se situa en
el exterior y no entra en contacto ni con la disolucién a extraer (muestra) ni con el
sorbente magnético. Ademas, la invencién que se presenta es muy sencilla técnicamente,
lo que le permite ser compacta y facilmente portatil, lo que le hace también diferenciador

respecto a las anteriores aproximaciones.

El solicitante no conoce ningun método con las mismas caracteristicas que la invencion,

ni un dispositivo tan eficaz como el que a continuacién se describe y reivindica.

BREVE EXPLICACION DE LA INVENCION

La invencién es un dispositivo de microextraccién de compuestos en muestras liquidas de
volumen reducido, sin excluir muestras sodlidas previamente disueltas en un pequefio
volumen, segun las reivindicaciones. Resuelve, en sus diferentes realizaciones, los
problemas del estado de la técnica. También se refiere al método de utilizacion para

realizar esa microextraccion.
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La presente invencién surge directamente de las tendencias mas actuales dentro de las
estrategias de preparacion de muestra en el campo de la quimica analitica. Por un lado,
la necesidad de poder llevar a cabo la extraccién de trazas de compuestos de interés en
muestras de reducido tamafo (micromuestras), como son algunos fluidos bioldgicos. A
menudo, de estos solo se dispone de un pequefio volumen, ya sea por la naturaleza de la
muestra (saliva, semen, liquido folicular, liquido cefalorraquideo, etc.), bien por causas
debidas a las particularidades de los pacientes (recién nacidos, pacientes
inmunodeprimidos o anémicos, etc.), o bien por el propio contexto (restos en el analisis

forense).

Teniendo en cuenta el riesgo biolégico que presenta este tipo de muestras y, ademas,
para evitar contaminacién cruzada en el tratamiento de muestras sucesivas, es de gran
importancia que todo el material en contacto con las mismas se limpie escrupulosamente
una vez finalizado el andlisis de cada una de ellas o que se emplee material desechable.
Por tanto, se debe reducir al minimo el material que esté en contacto directo con la
muestra y asi evitar errores en los analisis, asi como procedimientos de limpieza tediosos

y que requieran mucho tiempo y posean riesgo de introducir errores.

Ademas, debido a la complejidad de estas muestras, asi como al gran numero de
posibles interferentes y a los bajos niveles de concentracién en los que se encuentran
algunos de los compuestos de interés, se requiere el empleo de técnicas de
microextraccion para eliminar el grueso de la matriz y realizar una preconcentracién de

los analitos que permita llegar a los limites de deteccién/cuantificaciéon requeridos.

Otro factor importante a tener en cuenta es el grado de automatizacion de los métodos de
analisis, ya que un mayor grado de automatizacion minimizara la participacion del
operador aportando diversas ventajas, como una mayor rapidez del procedimiento, una
mayor seguridad para el operador, reduccién de los posibles errores asociados a la

intervencion directa del mismo y una mayor eficiencia.

Por otro lado, la portabilidad de los dispositivos de extraccion también es unos de los
parametros a tener en cuenta a la hora de su desarrollo. Esto se debe a que los
dispositivos portatiles permiten realizar el tratamiento de la muestra en el lugar de su
toma, evitando asi que tengan que ser trasladadas al laboratorio y por tanto su

transporte, conservacion y almacenamiento que, ademas de suponer un consumo de
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energia y tiempo, su mal desempefio puede dar lugar al deterioro de la muestra y, por

tanto, a resultados erroneos.

Para poder cubrir todas las necesidades anteriormente mencionadas, se ha desarrollado
un novedoso dispositivo de microextraccion que permite realizar el tratamiento de
muestras de reducido tamafo y que, a diferencia de otros dispositivos, permite llevar a
cabo la agitacion del material sorbente afiadido a la muestra desde un iman exterior sin

entrar en contacto con la muestra y evitar asi los riesgos comentados anteriormente

Se trata de un dispositivo automatizado y portatil de microextraccién que permite la
extraccion de compuestos de interés en muestras de reducido tamano. El dispositivo esta
programado para que todas las tareas del dispositivo se realicen de forma automatizada.
En cuanto a los principales elementos de hardware, esta compuesto por un
microcontrolador, un moddulo de alimentacion, una placa electronica, un motor
(preferiblemente de corriente continua), un iman giratorio, normalmente cilindrico,
suspendido sobre un electroiman y sujeto a un motor por medio de un eje que lo hace

girar. Todos los elementos se encuentran integrados en un soporte.

Mediante este dispositivo se lleva a cabo la extraccion de compuestos de interés en
muestras de muy reducido volumen (tan solo unos pocos microlitros) a través de la
dispersién del material de extraccion, de naturaleza magnética, en la muestra. La
dispersién es provocada por la rotacion del iman accionado por el motor y situado a poca
distancia por encima de la muestra, sin entrar en contacto con la misma ni con el material

sorbente, ambos en un pequefio contenedor colocado sobre el electroiman.

Las ventajas derivadas del uso de la invencion se pueden resumir en:

- Automatizacion de la DMSPE (microextraccion en fase sélida dispersiva),
implicando en menor grado al operador y disminuyendo los tiempos.

- Aplicacién de la DMSPE a micromuestras.

- Bajo consumo de disolventes y sorbentes.

- Generacién de baja cantidad de residuos y por tanto menor necesidad de su
tratamiento, reduciendo asi la huella ecoldgica

- Reduccion del riesgo de contaminacion entre muestras.

- Portabilidad, al disponer de elementos miniaturizados e integrados en un soporte

de pequefio tamafio.
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Para ello, el dispositivo de microextraccion de compuestos en muestras de reducido
tamafo comprende un soporte que porta una fuente de alimentacién, un microcontrolador
y una interfaz. Comprende también un apoyo fijo que soporta un electroiman, configurado
para sustentar un contenedor donde situar la muestra. También porta un brazo con un
motor que mueve un eje que tiene en un extremo un iman situado perpendicularmente a
dicho eje y el conjunto del eje e iman gira sobre si mismo, dispuesto sobre el electroiman
y distanciado de éste. Asi, el giro del iman produce la dispersion de un sorbente
magnético en la muestra. Cuando se detiene el motor y por tanto se detiene el iman
giratorio, se activa el electroiman de forma que inmoviliza el sorbente sobre el fondo del

recipiente que lo contiene

Para facilitar la retirada del contenedor o cualquier otra operacién sobre el mismo, es
preferible que el brazo sea movible entre una posicion donde el iman esta sobre el
electroiman (posicion de trabajo) y una posicion donde esta retirado (posicion de acceso).
Esto permite la colocacién del iman sobre el contenedor previo al giro y su retirada tras su

detencion.

De la misma forma, el iman puede ser ajustable en altura sobre el contenedor que

contiene la muestra.

Asi, el método de microextraccion de compuestos en muestras de reducido tamano
comprende las etapas de:
a) Situar en un contenedor una muestra liquida (ya sea liquida de partida o una
muestra solida disuelta) y un material sorbente magnético.
b) Disponer el contenedor sobre el electroiman.
c) Situar el iman sobre el contenedor.
d) Hacer girar el iman.
e) Detener el iman y activar el electroiman.
f) Retirar la muestra del contenedor
g) Lavar el sorbente mediante la adiciéon de un disolvente neutro, desactivando el
electroiman y repitiendo las operaciones c)-f) con el disolvente neutro.
h) Realizar una desorcién liquida repitiendo la operaciéon g) con un disolvente

adecuado, o bien tomando el material y procediendo a una desorcion térmica.

Algunas variantes se enuncian en las reivindicaciones independientes y se describen mas

adelante.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Con el objeto de completar la descripcion y de ayudar a una mejor comprension de las
caracteristicas del invento, se presenta un juego de figuras y dibujos en donde con

caracter ilustrativo y no limitativo se representa lo siguiente:

La Figura 1 muestra una vista en perspectiva de un ejemplo de realizacion del dispositivo.

La Figura 2 muestra una vista lateral del ejemplo anterior con el brazo en posicion de

trabajo.

EXPLICACION DETALLADA DE UN MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

A continuacion, se pasa a describir de manera breve varios modos de realizacion de la

invencidn, como ejemplo ilustrativo y no limitativo de ésta.

El dispositivo de la invencién parte de un soporte (1) y un contenedor (2). El soporte (1)
comprende los equipos electrénicos, una fuente de alimentacion (bateria o cable a la
red), un microcontrolador, una interfaz (3), generalmente mediante botones y pilotos o
mediante una pantalla tactil, uno o mas puertos (4) de conexién de otros aparatos, ya sea
fisicos (cableado) o inalambricos, etc. Estos puertos (4) serviran para transmitir el estado

de la maquina, recibir actualizaciones de software.

Del soporte (1) representado surge un apoyo fijo (5) inferior que sirve de sostén al
contenedor (2) de la muestra, de pequefio tamafio. Por ejemplo, se puede usar como
contenedor (2) la tapa de un microtubo de centrifuga. Este apoyo fijo (5) se materializa en
un electroiman (6) que forma la superficie de apoyo del contenedor (2). Un brazo (7)
permite situar un iman (8), por ejemplo, de neodimio, sobre el contenedor y el electroiman
(6). El brazo (7) es movible para poder depositar el contenedor con la muestra sobre el
electroiman sin riesgo de accidente. Es decir, hay una posicion de acceso, donde el
apoyo fijo (5) esta plenamente accesible por estar el brazo (7) retirado y una posicion de
trabajo donde el iman (8) esta préximo al electroiman (6) y sobre éste. El brazo (7) puede
ser movido por un servomotor (9) para estos movimientos, pudiendo disponerse un
resorte para facilitar uno de los desplazamientos. El iman (8) puede estar a una altura fija

o moverse en sentido vertical para alejarse o acercarse del electroiman (6). En todo caso,
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se asegurara de que no llegue a contactar con el contenido del contenedor (2) de la
muestra. Un motor (10) mueve un eje que tiene en un extremo un iman situado
perpendicularmente a dicho eje y el conjunto del eje e iman gira sobre si mismo,
dispuesto sobre el electroiman y distanciado de éste, para producir campos magnéticos

cambiantes.

Como técnica de extraccidon mediante este dispositivo se utiliza la DMSPE. En esta
técnica, un material sorbente con propiedades magnéticas convenientemente
funcionalizado se emplea como sorbente. La funcionalizacion del material se hara
convenientemente segun los compuestos a extraer, con el fin de aumentar el rendimiento
de extraccion y la selectividad. La susceptibilidad magnética de este material debe ser
suficientemente elevada (por ejemplo, 50-60 emu g') para asegurar su atraccion por el
iman (8) y por el electroiman (6), si bien se podran usar materiales con valores inferiores
de susceptibilidad magnética, ajustando convenientemente la altura del iman (8). La
granulometria de este material sera suficientemente pequefia (50 nm — 50 um) para
incrementar la superficie de contacto con la fase dadora (muestra) y, por consiguiente, la

cinética de la extraccion.

Asi, se pesa la cantidad adecuada de sorbente y se anade en el contenedor (2), junto con
la muestra (unos pocos microlitros). El contenedor (2) se coloca en el apoyo fijo (5) y se
dispone el iman (8) sobre el contenedor, a una distancia medida, regulable segun tipo de
material, de muestra, etc. El iman (8) se hace girar a una velocidad programada durante
un tiempo prefijado y, por medio de interacciones magnéticas, el iman (8) provoca el
movimiento del sorbente magnético provocando su dispersion en el seno de la muestra. A
continuacion, el motor (10) se detiene, el electroiman (6) se activa, atrayendo asi el sorbente

magnético, y el brazo (7) se retira para permitir el acceso al contenedor.

En posicion “de acceso” del brazo (7) se permite al operador poder realizar las tareas
necesarias, como por ejemplo retirar la muestra, afiadir el disolvente de desorcién, etc. Es
posible indicar al operador cuando o qué debe realizar mediante la interfaz (3) (pantalla,

leds de colores, leds junto a instrucciones escritas...).

Esta secuencia de operaciones se repite tantas veces sea necesario segun las etapas
implicadas. Cabe resaltar que todo el proceso de extraccion/desorcion se lleva a cabo
dentro del mismo contenedor sin necesidad de realizar trasvases, de modo que

unicamente el extracto final es el que se trasfiere convenientemente al instrumento de
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medida.

Ejemplo 1

En una prueba se desarrolld6 un método analitico para la determinacion de tres
acilcarnitinas (C16, C18 y C18:1) en muestras de suero de recién nacido. Para llevar a
cabo el procedimiento de extraccion, se pesaron 0,74 mg de sorbente magnético
(nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto recubiertas de acido oleico,
(CoFe,04@O0A); 57 emu g'; 50 nm) dentro del contenedor. Se coloco el contenedor
sobre el electroiman (6) y se adicionaron 50 yL de acetonitriio para acondicionar el

material, mediante agitacién a 200 u.a. (7000 rpm aprox.) durante 1 minuto.

A continuacion, se retir6 el acetonitrilo y se agregaron 50 yL de la muestra de suero y se
agité a 140 u.a. (5400 rpm aprox.) durante 5 minutos. Tras ello, se retiré el resto de

muestra y se afiadieron 50 pL de agua ultrapura para lavar, que se retiré a continuacion.

Para la desorcion de los analitos, se afiadieron 20 pL de acetonitrilo y se agité de nuevo a
200 u.a. durante 3,5 minutos. Finalmente, se tomo el extracto en acetonitrilo y se
transfirid a un inserto de 250 pL colocado dentro de un vial de inyeccién para el analisis
mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-
MS/MS, del inglés liquid chromatography tandem mass spectrometry). En la tabla

siguiente se muestra la concentracion de las acilcarnitinas en ng mL™" de cinco pacientes.

Paciente C16 C18 C18:1

1 114,7 £ 0,2 66 + 1 84,94 + 0,07
2 141,2+0,8 86 + 2 129 + 2

3 170,7 £ 0,7 97,5+ 0,6 148,4 + 0,3
4 184 +5 83+3 152+ 3

5 128,8 +0,3 8114 106 + 4

10
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REIVINDICACIONES

1- Dispositivo de microextraccion de compuestos en muestras, en concreto muestras
liquidas o disoluciones de muestras solidas, que comprende un soporte (1) que porta una
fuente de alimentacion, un microcontrolador, una interfaz (3), caracterizado por que
dispone de un apoyo fijo (5) que comprende un electroiman (6), configurado para soportar
un contenedor donde situar la muestra, y un brazo (7) con un motor (10) que mueve un
eje que tiene en un extremo un iman (8) situado perpendicularmente a dicho eje y el
conjunto del eje e iman gira sobre si mismo, dispuesto sobre el electroiman (6) y

distanciado de éste.

2- Dispositivo de microextracciéon de compuestos en muestras, segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque el brazo (7) es movil entre una posicion donde el iman (8) esta

sobre el electroiman (6) y una posicion retirada.

3- Dispositivo de microextraccion de compuestos en muestras, segun la reivindicacion 1,

caracterizado porque comprende uno o mas puertos (4) de conexion de otros aparatos.

4- Dispositivo de microextracciéon de compuestos en muestras, segun la reivindicacion 1,

caracterizado porque el iman (8) es ajustable en altura sobre el electroiman (6).

5- Dispositivo de microextraccion de compuestos en muestras, segun la reivindicacion 2,

caracterizado por que el brazo (7) es actuado por un servomotor (9).

6- Método de microextraccion de compuestos en muestras, con el dispositivo de alguna
de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque comprende las etapas de:

situar en un contenedor una muestra liquida o una disolucion de muestra solida y un

material sorbente magnético;

disponer el contenedor sobre el electroiman (6);

situar y girar el iman (8) sobre el contenedor;

detener el iman (8) y activar el electroiman (6);

retirar la muestra del contenedor y lavar el contenedor con un disolvente neutro;

realizar la desorcion liquida o térmica

retirar y analizar.

11
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7- Método de microextraccién de compuestos en muestras, segun la reivindicacion 6,
caracterizado por que comprende la colocacién del iman (8) sobre el contenedor previo al

giro y su retirada tras su detencion.
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