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@ Resumen:

Procedimientos analiticos por electroforesis capilar quiral
para la separacion rapida de los enantibmeros del ami-
noacido no proteico ornitina y su determinacién en ali-
mentos.

La invencién consiste en el desarrollo de dos procedi-
mientos en condiciones de analisis diferentes: condicio-
nes bésicas utilizando tamp6n borato conteniendo una ci-
clodextrina (CD) neutra como selector quiral y (ii) condi-
ciones 4cidas empleando tampén fosfato conteniendo un
sistema dual de CDs (neutra y aniénica) como selectores
quirales. Estos procedimientos analiticos permiten la de-
terminacién de la forma L y D de ornitina (Orn) en mues-
tras alimentarias.

Suponen un gran avance porque son los primeros proce-
dimientos en condiciones totalmente distintas que se han
desarrollado empleando la técnica de separacion de Elec-
troforesis Capilar (CE) para el andlisis quiral de Orn en el
campo de los alimentos en unos tiempos de separacién
considerablemente inferiores a los utilizados por otras téc-
nicas de separacion. Ademas, son procedimientos com-
plementarios que permiten contrastar los resultados ob-
tenidos para muestras alimentarias, lo cual es de un gran
interés para muestras complejas.
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DESCRIPCION

Procedimientos analiticos por electroforesis capilar quiral para la separacién rapida de los enantiomeros del ami-
noécido no proteico ornitina y su determinacién en alimentos.

La invencidn consiste en el desarrollo de dos procedimientos en condiciones de andlisis diferentes: condiciones
basicas utilizando tamp6n borato conteniendo una ciclodextrina (CD) neutra como selector quiral y (ii) condiciones
dcidas empleando tampodn fosfato conteniendo un sistema dual de CDs (neutra y aniénica) como selectores quirales.
Estos procedimientos analiticos permiten la determinacién de la forma L y D de ornitina (Orn) en muestras alimenta-
rias. Suponen un gran avance porque son los primeros procedimientos en condiciones totalmente distintas que se han
desarrollado empleando la técnica de separacién de Electroforesis Capilar (CE) para el anélisis quiral de Orn en el
campo de los alimentos en unos tiempos de separacién considerablemente inferiores a los utilizados por otras técnicas
de separacion. Ademds, son procedimientos complementarios que permiten contrastar los resultados obtenidos para
muestras alimentarias, lo cual es de un gran interés para muestras complejas.

Estado de la técnica

La determinacion del contenido de aminodcidos en alimentos es necesaria por consideraciones de seguridad y
calidad nutricional y por los requerimientos en la fabricacién de alimentos, por ejemplo, para evaluar productos ali-
mentarios nuevos, para controlar los niveles de enriquecimiento y para identificar o caracterizar productos, su pro-
cesado y caracteristicas organolépticas [1]. La Orn es un aminodcido no proteico quiral y aunque hasta el momento
no se conocen estudios de la toxicidad del enantidmero D de este aminodcido, la especificidad de la maquinaria ce-
lular conlleva a que no se metabolice por nuestro organismo de la misma forma que el enantiémero L. Ademds, es
importante tener en cuenta que los D-aminodcidos pueden estar presentes en alimentos como consecuencia de so-
meterlos a tratamientos como la tostacion, fermentacion, pasteurizacion, etc., por la adicién de mezclas racémicas
durante la fabricacién, por la produccién de estos D-aminodcidos por microorganismos, o por la presencia de la for-
ma D por contaminacién microbiana ya que los microorganismos contienen D-aminodcidos en la pared bacteriana
[2-4].

Aunque la determinacién de Orn en alimentos se ha realizado en condiciones aquirales empleando técnicas de
separacion como HPLC [5-12], GC [13-16] y CE [17-19], la determinacion enantioselectiva de Orn, en presencia de
otros aminodcidos proteicos, en muestras alimentarias s6lo se ha llevado a cabo hasta la fecha por HPLC [20] y GC
[20-23].

Por HPLC, se realizé una derivatizacién con o-ftaldialdehido (OPA) junto con tioles quirales para formar derivados
tipo isoindol diastereoméricos que se separan en una columna aquiral. La separacion de los derivados de Orn se
consiguié en 70 minutos. Con este método se analizaron distintas cervezas con distinto grado de fermentacién [20] y
zumos de vegetales y frutas [21].

Por GC, los diferentes enantidmeros de los aminodcidos se convirtieron en sus respectivos ésteres y se resolvieron
en columnas quirales. La separacion de los ésteres de Orn se alcanz6 en unos 35 min. La determinacién de Orn se ha
realizado en cervezas [20], en zumos de vegetales y frutas [21], en queso emmental y habas negras fermentadas [22] y
mieles tratadas térmicamente [23].

Por CE sélo hay dos trabajos en la bibliografia en los que se ha conseguido la separacién enantiomérica de Orn en
presencia de otros seis [24] o siete [25] aminodcidos proteicos. En ambos trabajos se emplearon sistemas micelares,
en uno el tensioactivo quiral (S) y (R)-N-dodecoxicarbonilvalina [24] y en otro el tensioactivo no quiral dodecilsulfato
sddico en presencia de una CD neutra (y-CD) como selector quiral [25]. Sin embargo, estos métodos por CE no se
han aplicado al andlisis de alimentos a pesar de necesitar unos tiempos de andlisis cortos (13-15 min) para detectar
Orn en comparacién con HPLC o GC. Por ello, el desarrollo de procedimientos analiticos rdpidos y enantioselecti-
vos para determinar Orn empleando CE supone un gran avance metodolégico en el andlisis de alimentos. Ademds,
el desarrollo de dos procedimientos analiticos por CE totalmente diferentes para la determinacién quiral de Orn en
alimentos supone una invencion de gran relevancia porque permite contrastar resultados en el caso de muestras com-
plejas con un gran niimero y variedad de aminodcidos proteicos y contribuye al estudio de la seguridad y la calidad de
alimentos.

Descripcion de la invencion

La invencién consiste en dos procedimientos analiticos por CE para la determinacién quiral de Orn en alimentos
destacando las caracteristicas que se indican en la tabla 1.
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TABLA 1

Resumen de los procedimientos de separacion enantiomérica de Orn en condiciones bdsicas y condiciones dcidas

CONDICIONES BASICAS ACIDAS
Agente Derivatizante isotiocianato de fluoresceina (FITC) 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidilo (AQC)
Tampén Borato 100 mM pH 10.0 Fosfato 50 mM pH 2.0
Selector Quiral 0.13 % y-CD 5 % B-CD-sulfatada +
2 % acetil-y-CD
Voltaje 20kV -25kV
Temperatura 25°C 15°C

Inyeccion de muestra

50 mbar - 5 s (muestra derivatizada)
50 mbar- 5 s (FITC en acetonitrilo)

50 mbar - 2 s (acetonitrilo)
50 mbar - 3 s (AQC en acetonitrilo)
50 mbar - 5 s (muestra en borato 1:3)

50 mbar- 5s (medio de separacion)

Deteccién UV 240 £ 5nm 260 + 1 nm
Tiempo de migracion (Orn) <9 min <15 min
Resolucién ~5 ~20

Orden de migracién D-Om <L-Om L-Om <D-Om

Las ventajas principales de los procedimientos de andlisis quiral inventados son las siguientes:

1

Los procedimientos objeto de la invencién se pueden realizar con una instrumentacién béasica y son por
tanto accesibles a la mayor parte de los laboratorios de andlisis.

Ambos procedimientos permiten la separacion rapida de los enantiémeros de Orn en menos de 9 min con
una resolucién enantiomérica de 5 en condiciones bdsicas, y en unos 15 minutos y una resolucién de 20 en
condiciones 4cidas.

Los procedimientos objeto de la invencidn son aplicables a alimentos con una composicién sencilla de ami-
noécidos como suplementos alimenticios asi como alimentos con una matriz mds compleja como muestras
fermentadas.

Ambos procedimientos, tanto en condiciones basicas como 4cidas, suponen una sencilla separacién elec-
troforética utilizando las CDs como selectores quirales que permiten alcanzar una elevada resolucién enan-
tiomérica de Orn.

El método desarrollado en condiciones bdsicas supone la migracién en primer lugar del enantiémero D de
Orn lo que supone una ventaja en la determinacién de este enantidmero como impureza porque lo més con-
veniente en estos casos es que migre en primer lugar para evitar solapamientos del pico minoritario (D-Orn)
con la cola del pico mayoritario (L-Orn). Se obtiene un orden inverso de migracién de los enantiémeros de
Orn en condiciones dcidas pero la separacidon enantiomérica es tan elevada que permite la determinacién
del enantiémero D que aparece en una zona muy limpia evitando interferencias por solapamiento con otros
picos.

El procedimiento de tratamiento de muestra es simple y rdpido en ambos procedimientos. En condiciones
basicas se realiza una derivatizacion previa al capilar (pre-capillary) que se acelera 96 veces empleando
una sonda de ultrasonidos, mientras que en condiciones 4cidas la derivatizacion es en el propio capilar (in-
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capillary) y forma parte del método electroforético simplificando notablemente el procedimiento global y
disminuyendo los costes totales del procedimiento.

7 Los dos procedimientos electroforéticos permiten el andlisis de alimentos de matrices sencillas, como por
ejemplo suplementos alimenticios, y matrices complejas, como por ejemplo alimentos fermentados. El
enorme potencial de separacion, la selectividad de separacion y el grado de automatizacién alcanzado por
el procedimiento en condiciones dcidas hace que éste sea el procedimiento a considerar preferentemente
para el andlisis de alimentos complejos. Ademads, el tiempo de separacién de Orn en este procedimiento
puede reducirse notablemente si se reduce la longitud del capilar. Asi, al reducir la longitud efectiva del
capilar de 64 a 40 cm el tiempo de separacién de Orn se reduce de 15 a 6 min.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Electroforegrama correspondiente a la separacién enantiomérica de Orn en presencia de Lys, Arg y Asp
en condiciones bdsicas. Derivatizacion previa al capilar (pre-capillary) con FITC. Condiciones electroforéticas: capilar
estandar de silice fundida, 48.5 cm (40 cm hasta la ventana de deteccién) x 50 um de didmetro interno; temperatura
de separacion, 25°C; voltaje aplicado, + 20 kV; deteccién UV a 240 nm con un ancho de banda de 10 nm.

Figura 2. Andlisis de muestras alimentarias en condiciones bdsicas: a) electroforegrama correspondiente a un suple-
mento alimenticio sin enriquecer y enriquecido con 0.100 mM de Orn racémica y b) electroforegrama correspondiente
a una muestra de cerveza sin enriquecer y enriquecida con 0.100 mM de Orn racémica. Derivatizacién previa con
FITC. Condiciones electroforéticas de la Figura 1.

Figura 3. Electroforegramas correspondientes a la separacion de los enantiémeros de Orn en una mezcla multicom-
ponente formada por 20 aminodacidos proteicos y dos aminoécidos no proteicos (Orn y dcido y-aminobutirico, GABA)
obtenidos en condiciones dcidas: a) primera zona de migracién de los aminodcidos y b) segunda zona de migracién de
los aminoécidos. Derivatizacién con AQC. Condiciones electroforéticas: capilar estandar de silice fundida, 72.5 cm
(64 cm hasta la ventana de deteccion) x 50 um de didmetro interno; temperatura de separacion, 15°C; voltaje aplicado,
-25 kV; deteccion UV a 260 nm con un ancho de banda de 2 nm.

Figura 4. Andlisis de muestras alimentarias en condiciones dcidas: a) electroforegrama correspondiente a un suple-
mento alimenticio sin enriquecer y enriquecido con 0.225 mM de Orn racémica y b) electroforegrama correspondiente
a una muestra de cerveza sin enriquecer y enriquecida con 0.112 mM de Orn racémica. Derivatizacién en el capilar
con AQC. Condiciones electroforéticas de la Figura 3.

Modo de realizacion
(I) Procedimiento en condiciones bdsicas

Este procedimiento se ha llevado a cabo en un equipo de electroforesis capilar HP*PCE equipado con un detector
UV-visible con diodos en serie (DAD). El capilar empleado para la separacion enantiomérica de Orn es un capilar
estandar de silice fundida de 50 um de didmetro interno y 375 um de didmetro externo con una longitud efectiva de 40
cm (longitud entre la inyeccién y la ventana de deteccién) y 48.5 cm de longitud total. Se realiza una detecciéon UV a
240 nm con una anchura de banda de 10 nm y un tiempo de respuesta de 0.1 s.

La preparacién de las disoluciones patrén y de las muestras alimentarias se realiza disolviendo las mismas en
tamp6n borato 100 mM a pH 10.0 en relacién 1:2. La Orn presente, asi como el resto de compuestos con grupos a-
amino, se derivatiza previamente a la inyeccidn en el capilar electroforético (pre-capillary) con FITC en acetona. Como
esta reaccion de derivatizacién es lenta, requiere 16 horas, se acelera 96 veces empleando una sonda de ultrasonidos
(100% de amplitud) durante 10 min previamente a la inyeccién directa en el equipo de CE.

Las condiciones de separacion consisten en un medio de separaciéon (BGE) compuesto por una disolucién acuosa
de borato 100 mM ajustada con NaOH 1 M hasta pH 10.0 conteniendo un 0.13% (p/v) de y-CD como selector quiral.
El medio de separacion se filtra a través de un filtro de membrana de nylon de 0.45 um antes de inyectarse en el equipo
de CE.

La separacién enantiomérica se lleva a cabo inyectando hidrodindimicamente los patrones o las muestras (50 mbar
durante 5 s) seguidos del BGE (50 mbar durante 5 s) en un capilar previamente acondicionado con NaOH 0.1 M,
H,0 y medio de separacién, cada uno de ellos mediante la aplicacién de una presiéon de 1 bar durante 2 min. Se
establece un voltaje de separacion de + 20 kV en un capilar termostatizado a 25°C. La disolucién de NaOH se filtra a
través de un filtro de membrana de nylon de 0.45 um antes de ser utilizada para el acondicionamiento del capilar de
CE.

La aplicacién del método establecido a una disolucién de Orn patrén en relacion 1:3 de sus enantidmeros permite
identificar las formas D y L de Orn y establecer el orden de migracion enantiomérica.

El procedimiento de separacién y determinacién enantioselectiva inventado permite determinar los enantidémeros
de Orn en presencia de los aminodcidos proteicos Arg, Lys y Asp que normalmente estin presentes en suplementos
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alimenticios. Ademds, es aplicable a la identificacion de los enantiémeros de Orn en otros alimentos de matrices mas
complejas, como por ejemplo, alimentos fermentados.

(I) Procedimiento en condiciones dcidas

Este procedimiento se lleva a cabo en un equipo de electroforesis capilar HP*PCE equipado con un detector ul-
travioleta-visible con diodos en serie (DAD). Se emplea un capilar estdndar de silice fundida de 50 um de didmetro
interno y 375 um de didmetro externo con una longitud efectiva de 64 cm (longitud entre la inyeccién y la ventana de
deteccién) y 72.5 cm de longitud total. La deteccion UV se realiza a 260 nm con una anchura de banda de 2 nm y un
tiempo de respuesta de 0.1 s.

La preparacién de las disoluciones patrén y de las muestras sélidas, como los suplementos alimenticios, se realiza
disolviéndolas en agua Milli-Q. Las muestras liquidas, como alimentos fermentados, se sonican previamente a la deri-
vatizacion si tienen gas disuelto. Estas disoluciones se mezclan en una relacién 1:3 con tampén borato (componente de
AccQ-Fluor™ Reagent Kit de Waters) previamente a la inyeccién en el sistema de CE. Se inyecta una banda de ace-
tonitrilo seguida de otra de AQC en acetonitrilo (componentes de AccQ-Fluor™ Reagent Kit de Waters) previamente
a la inyeccidn del analito para realizar la reaccién de derivatizacién en el propio capilar.

Las condiciones de separacion consisten en un BGE compuesto por una disolucién acuosa de fosfato 50 mM
ajustada con trietanolamina comercial (99%) hasta pH 2.0 y una mezcla del 5% (p/v) de B-CD sulfatada y 2% (p/v) de
acetil-y-CD. El medio de separacion se filtra a través de un filtro de membrana de nylon de 0.45 um antes de inyectarse
en el capilar de CE.

La separacién enantiomérica se lleva a cabo inyectando en el capilar de forma hidrodindmica acetonitrilo (50 mbar
- 2 s), una disolucién de AQC en acetonitrilo (50 mbar durante 3 s) y los patrones o muestras en borato (50 mbar
durante 5 s). Previamente el capilar se acondiciona con H,O, H;PO, 0.1 M y medio de separacion aplicando en cada
uno de los casos 1 bar durante 2 min. Se utiliza una temperatura de trabajo de 15°C y un voltaje de separacién de - 25
kV.

La aplicacién del método establecido a una disolucién de Orn patrén preparada en relacién 1:3 permite identificar
los enantiémeros L y D y establecer el orden de migracién enantiomérica.

El procedimiento de separacién y determinacién enantioselectiva inventado es aplicable a la determinacion de
los enantiémeros de Orn en presencia de los aminodcidos Arg, Lys y Asp en alimentos funcionales, como los su-
plementos alimenticios. Ademds, permite la separacién de los enantiémeros de Orn en una mezcla multicomponente
de 20 aminodcidos proteicos (19 quirales y Glicina) y otro no proteico y no quiral: GABA. Ademas de la resolu-
cion de los enantiomeros de Orn, permite resolver los enantidémeros de 17 de los 19 aminoécidos proteicos quirales
y permite observar dos picos para Treonina y uno para Isoleucina a pesar de que estos dos aminoacidos presentan
cuatro esteroisdmeros debido a sus dos centros estereogénicos. La elevada selectividad de este procedimiento lo hace
muy adecuado para la determinacién de Orn en alimentos con matrices complejas como por ejemplo los alimentos
fermentados.

Aplicacién industrial

Para el control de calidad de alimentos funcionales o fermentados interesa tanto al fabricante como a la adminis-
tracién determinar la presencia y contenido de las formas D y L de Orn.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimientos analiticos para la determinacién de los enantiémeros de Orn que permiten separar y determinar
las formas D y L de Orn por electroforesis capilar (CE) en presencia de otros aminodcidos en muestras alimentarias.

2. Procedimientos, segtin la reivindicacién 1, que comprenden una reaccion de derivatizacién previa para alcanzar
sensibilidad de deteccién y permitir la interaccion con el selector quiral. Se realiza una derivatizacién previa (pre-
capillary) con FITC, acelerada unas 100 veces con una sonda de ultrasonidos, en condiciones basicas, mientras que se
emplea una derivatizacion en el capilar (in-capillary) con AQC en condiciones 4cidas.

3. Procedimientos, segun la reivindicacion 2, que consisten en el empleo de un medio de separacién conteniendo
ciclodextrinas (CDs) como selectores quirales: (i) una CD neutra (y-CD 0.13% (p/v)) para el procedimiento en condi-
ciones bdsicas y (ii) un sistema dual de CDs compuesto por una CD altamente aniénica (8-CD sulfatada 5% (p/v)) y
un derivado de CD neutro (acetil-y-CD 2% (p/v)) para el procedimiento en condiciones 4cidas.

4. Procedimientos, segun la reivindicacién 3, caracterizados porque el tampdn de separacidn se prepara: (i) con
una disolucién acuosa de borato 100 mM que se ajusta con NaOH a pH 10.0 en condiciones bdsicas y (ii) con una
disolucién acuosa de dcido fosférico 50 mM ajustada con trietanolamina a pH 2.0 en condiciones 4cidas.

5. Procedimientos, segtin la reivindicacién 1, caracterizados porque la separacion electroforética se realiza en
capilares estandar de silice de 50 um de didmetro interno y 375 yum de didmetro externo. La longitud total y efectiva
(desde la inyeccion hasta la deteccidn) varfa segun el procedimiento siendo de 48.5 y 40 cm en condiciones bésicas y
de 72.5 y 64 cm en condiciones dcidas.

6. Procedimientos, segun la reivindicacion 5, que comprenden un acondicionamiento entre inyecciones con NaOH
0.1 M, H,O y medio de separacién en condiciones bésicas y con H,O, H;PO, 0.1 M y el medio de separacién en
condiciones dcidas, aplicando una presion de 1 bar durante 2 minutos en cada una de las etapas.

7. Procedimientos, segun la reivindicacion 1, caracterizados porque se llevan a cabo a una temperatura de 25°C
en condiciones bdsicas y de 15°C en condiciones 4cidas.

8. Procedimientos, segtn la reivindicacion 1, caracterizados porque se realizan a un voltaje de separacién de +20
kV en condiciones bdsicas y -25 kV en condiciones 4cidas.

9. Procedimientos, segtin la reivindicacion 1, 2, 3 y 4, caracterizados porque la deteccion se lleva a cabo a una
longitud de onda de 240 nm con una anchura de banda de 10 nm en condiciones bésicas y una longitud de onda de
260 nm con una anchura de banda de 2 nm en condiciones 4cidas.

10. Procedimientos, segtin la reivindicacion 1, caracterizados porque tanto patrones como muestras son inyectados
en el sistema de CE de forma hidrodindmica (50 mbar durante 5 s).

11. Procedimientos, segun la reivindicacién 1, caracterizados porque permiten determinar los enantidmeros de
Orn en alimentos funcionales y alimentos sometidos a procesos de fermentacion.
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X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita
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misma categoria de la solicitud
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GO1N 27/26 (2006.01)
A23L 1/305 (2006.01)
A23J 3/00 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

GO1N, A23L, A23J

Bases de datos electronicas consultadas durante la basqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
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OPINION ESCRITA

N de solicitud: 200702771

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 21.09.2009

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-11
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones 1-11

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn 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 Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200702771

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 Separation of amino acid enantiomers 1995
D02 Enantiomeric separation of amino acids 1999

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion 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

La invencion se refiere a dos procedimientos analiticos por electroforesis capilar quiral para la separacién rapida de los enan-
tiomeros de aminoé&cido de ornitina en condiciones de analisis diferentes, uno en condiciones basicas y otro en condiciones
acidas.

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (LP ARTS. 6 Y 8)

El documento D01 hace referencia a la separacion de enantiomeros de aminoacidos por cromatografia micelar electrocinética
(una modificacion de la electroforesis). Dicha técnica utiliza como agente derivatizante el 6-aminoquinil-N-hidroxisuccinimidil
carbamato (AQC), como soluciéon tampdn el borato sédico, y separa mezclas racémicas de aminoacidos tales como isoleucina,
leucina \lisina y ornitina entre otros.

El documento D02 se refiere a la separacién enantiomérica de aminoacidos derivatizados con isémero | de isocianato de
fluoresceina (FITC), utilizando beta y gamma-ciclodextrinas como selectores quirales, asi como tampén borato. Con dicho
procedimiento se puede llevar a cabo la separacién enantiomérica de aminoacidos tales como serina, valina y ornitina entre
otros.

Ninguno de los documentos citados considerados solos 0 en combinacion, revelan la invencion definida en las reivindicaciones
1-11. Ademas, en los documentos citados no existen sugerencias que dirijan al experto en la materia hacia la invencién definida
en dichas reivindicaciones. Por lo tanto, el objeto de las reivindicaciones 1-11 cumple los requisitos de novedad y actividad
inventiva de acuerdo con la LP arts. 6y 8.
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