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Procedimiento para la identificacién y cuantificacion de
los enantiomeros del amino&cido no proteico carnitina en
alimentos por Electroforesis Capilar acoplada a Espectro-
metria de Masas.

El objetivo de la invencién es el desarrollo de un procedi-
miento analitico quiral por Electroforesis Capilar (CE) aco-
plada a Espectrometria de Masas (MS) que permita deter-
minar de forma fidedigna cada uno de los enantibmeros
del aminoacido no proteico carnitina (L- y D-carnitina) en
alimentos.

La invencion consiste en una separacion electroforética
utilizando la ciclodextrina Succinil-y-ciclodextrina (Succ-
y-CD, grado de sustitucion 4) en tampén formiato a pH
2.5 seguida de una deteccion al final del capilar por MS2
(384 - 179 m/z) empleando un liquido envolvente com-
puesto por isopropanol: agua (50/50 v/v) con 0.1 % (p/v)
acido férmico a 3.3 pL/min; un potencial de electronebu-
lizacion de 4.5 kV; una presion de nebulizacion y un flujo
del gas de secado de 2 psi y de 5 L/min, respectivamente;
una temperatura de 300°C; un voltaje de fragmentacion
de 86.7 V y una amplitud de fragmentacién de 1.20 V.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la identificacién y cuantificacién de los enantiémeros del aminoécido no proteico carnitina en
alimentos por Electroforesis Capilar acoplada a Espectrometria de Masas.

El procedimiento analitico propuesto permite la identificacién inequivoca y la cuantificacién de los enantiémeros
del aminodcido no proteico carnitina en alimentos. La técnica empleada ha sido la Electroforesis Capilar (CE) aco-
plada a la deteccion por Espectrometria de Masas (MS), utilizando una pequefia concentracién de ciclodextrina como
selector quiral. Teniendo en cuenta que la D-carnitina presenta un efecto toxico en la salud, debido a que en procesos
bioquimicos causa la inhibicién de la enzima carnitina aciltransferasa, este procedimiento supone un gran avance por
la posibilidad de determinar cada uno de los enantiémeros de carnitina por separado y asi poder establecer la pureza
optica de L-carnitina en alimentos con el fin de evaluar la seguridad y calidad de los mismos. Asimismo, el procedi-
miento propuesto podra ser utilizado para evitar fraudes econdmicos, ya que el empleo de L-carnitina aumenta el coste
de produccion respecto a la utilizacién de la mezcla racémica del compuesto que es mds econémica.

Estado de la técnica

La carnitina es un aminodcido no proteico presente en los seres humanos por vias endégenas y exdgenas, puesto
que se genera in vivo por rutas biosintéticas a partir de lisina o metionina, o se ingiere en la dieta, siendo los productos
carnicos la mejor fuente de carnitina, mientras los lacteos, el marisco y el pescado tienen un bajo contenido, y los ve-
getales son los que presentan el menor contenido [1]. La adicién de carnitina en alimentos ha de ser controlada debido
a que es un compuesto quiral cuyas dos formas enantioméricas presentan una actividad biol6gica muy diferenciada.
La L-carnitina, es imprescindible para la produccién de energia a partir del metabolismo de acidos grasos [2]; sin
embargo, la D-carnitina inhibe la enzima carnitina aciltranferasa reduciendo los niveles de L-carnitina.

Los métodos desarrollados hasta el momento para la separacién enantiomérica de carnitina Unicamente se han
aplicado en la industria farmacéutica, ya que en el campo de los alimentos sélo se han desarrollado métodos no
quirales. En principio, el control de la pureza 6ptica de la L-carnitina en formulaciones farmacéuticas se llevaba a
cabo fundamentalmente por aplicacién de métodos de RMN [3] o con reacciones enzimaticas especificas [4], pero
estas técnicas no permitian la deteccién de niveles de D-carnitina por debajo de un 1%. En los ultimos afios, se han
desarrollado métodos donde se aplican técnicas de separaciéon como la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)
y CE.

En relacién al empleo de HPLC, la separacion de los enantiémeros de carnitina se ha llevado a cabo en base a dos
estrategias, empleando columnas capilares con [5-7] y sin derivatizacién [8], o bien empleando un agente derivatizante
quiral ((+)-[1-(9-fluorenil)etil]-cloroformato, FLEC) y una columna no quiral [9-11]. Estos métodos han sido aplicados
sOlo a muestras sencillas como patrones o formulaciones farmacéuticas llegando a detectar el enantiémero D a niveles
entre 0.1 y 1% en tiempos inferiores a 30 min.

La CE utilizando ciclodextrinas como selectores quirales es, en la actualidad, una técnica con un gran poten-
cial para la separaciéon de los enantiémeros de un compuesto quiral. En este campo, hay trabajos descritos en la
bibliografia en los que también se utiliza el reactivo (+)-FLEC para la separacién de los enantiémeros de la carni-
tina mediante electroforesis capilar en zona (CZE) [9]. Sin embargo, el elevado coste de este agente derivatizante
(50 mg ~ 350 €) llevé a buscar otras opciones. Asi, Vogt y col., describieron la separacién de los enantiémeros de
la carnitina empleando el 9-fluorenilmetilcloroformato (FMOC) como agente derivatizante y afiadiendo al tampén de
separacién un selector quiral (y-CD), alcanzando una resolucién enantiomérica de 1.3 con un tiempo de andlisis de
~ 40 min [10]. Posteriormente, Vogt y Kiessing, demostraron que el orden de migracién de los enantiémeros de la
carnitina podia ser invertido cambiando el tipo de CD, de y-CD a dimetil-3-CD (DM-3-CD), y empleando capilares
neutros. El método desarrollado fue aplicado en formulaciones farmacéuticas y muestras bioldgicas (plasma), obte-
niendo separaciones en tiempos de andlisis mayores de 30 min y con valores de resolucién menores de 1.5 [12]. La
DM-B-CD fue también seleccionada como selector quiral por Mardones y col., para disefiar un sistema de inyeccién en
flujo que permitiera integrar automaticamente “en linea” la derivatizacién de la carnitina con el FMOC al sistema de
CE. En este caso la aplicacion del método se llev a cabo con muestras sintéticas, pero los tiempos de andlisis seguian
siendo elevados (> 40 min) y las resoluciones a linea base (Rs ~ 1.5) [13]. Finalmente, se ha descrito recientemente en
la bibliografia el empleo de un sistema dual de selectores quirales, un nuevo éter corona y sulfatada-8-CD (grado de
sustitucion, 3-4), para la separacion de los enantiomeros de una muestra patrén de carnitina derivatizada con bromuro
de 4-bromofenacilo. Con este sistema dual de éter y CD se consigue la separacion de la carnitina a linea base en ~10
min [14].

Finalmente, hay que destacar que en los métodos de andlisis quiral de carnitina descritos hasta el momento se
ha empleado un sistema de deteccién por absorciéon UV, el cual al no ser especifico no permite confirmar de forma
inequivoca la identificacidn de la carnitina en las muestras analizadas.

Teniendo en cuenta las limitaciones descritas en la bibliografia para la determinacién enantiomérica de la carnitina,
y que en ningun caso se describe su cuantificacion en alimentos, donde hay un gran nimero de muestras que contie-
nen dicho aminodcido, tales como suplementos para deportistas, productos dietéticos para quemar grasas o muestras
de leche infantiles, nuestra invencidén supone un nuevo procedimiento de andlisis quiral de carnitina en alimentos
funcionales.
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Descripcion de la invencion

El procedimiento para la identificacién enantioselectiva del aminodcido no proteico carnitina por CE-MS utilizando
una CD como selector quiral se caracteriza por las condiciones experimentales tabuladas en la Tabla 1.

5

10

TABLA 1

Resumen de las condiciones experimentales del procedimiento de separacion enantiomérica de Carnitina por CE-MS

CE

Agente Derivatizante

Tampdn de separacion

9-Fluorenilmetilcloroformato (FMOC)

Formiato aménico 0.5 MapH 2.5

Selector Quiral 0.2 % (p/v) succinil-y-ciclodextrina (Succ+y~CD, grado de
sustitucion de 4)
2 Capilar Silice fundida: 50 um de didmetro interno, 375 pm de didmetro
externo y 1 m de longitud total
Acondicionamiento Acido fosférico 0.1 M (1 bar, 2 min)

25

30

Inyeccién de muestra

Agua (1 bar, 2 min)

Tampdn de separacion (1 bar, 2 min)

Tampén de separacién conteniendo Succy-CD 0.2 % (pv) (1
bar, 2 min)

50 mbar - 12 s (patrones/muestras derivatizadas previamente)

Temperatura 25°C
35 Vaoltaje 25kV
MS? (384 — 179 m/z)
Liquido envelvente Isopropanol:agua (50:50 v/v) con 0.1 % (p/v) 4cido formico a
40 un flgjo de 3.3 pL/min
Potencial de electronebulizacién 4.5kV
Presion de nebulizacion 2 psi
45 Flujo del gas de secado 5 L/min
Temperatura 300 °C
Nimero maximo de iones 50000
20 acumulados
Tiempo mdximo de acumulaciéon 300
de iones
55 Voltaje de fragmentacion 867V
Conductor de Ia trampa 38.0
Anchura de aislamiento 4 m/z
60
Amplitud de fragmentacién 120V
Limite de fragmentacién 106 m/z

65
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Ventajas principales del procedimiento
Las ventajas principales del procedimiento inventado son las siguientes:

- EI procedimiento objeto de la invencién es sencillo porque se alcanza la separacion electroforética em-
pleando una concentracién muy pequefia de ciclodextrina como selector quiral, 1o que ha permitido su
introduccién en el MS sin una pérdida apreciable de sensibilidad de deteccion.

- El procedimiento desarrollado permite identificar de forma inequivoca los enantiémeros de carnitina, sien-
do un método especifico para dicha especie.

- El procedimiento inventado permite determinar el contenido de los enantiémeros de carnitina en alimentos,
como por ejemplo leches infantiles, bebidas, galletas, barritas, etc., siendo una valiosa herramienta para
los laboratorios de control de calidad porque posibilita determinar la presencia del enantiémero téxico de
carnitina (forma D).

- El procedimiento desarrollado no tiene interferencias de matriz lo que hace que sea un método suficiente-
mente selectivo para permitir determinar los dos enantiémeros de carnitina en alimentos de mayor o menor
complejidad empleando el método de calibrado del patrén externo.

- El procedimiento desarrollado permite separar los dos enantidmeros de carnitina en unos 30 min y con una
resolucion mayor de 3, que supera los valores obtenidos hasta ahora en otros trabajos bibliograficos.

En la Figura 1 se muestran los electroforegramas correspondientes a una disolucién de una muestra de bebida de 20
pg/ml que contiene carnitina y a la misma disolucién de muestra enriquecida con el patrén racémico de 20 ug/ml. Se
observa que solo aparecen los picos correspondientes a los dos enantidmeros de carnitina (perfectamente separados,
Rs ~ 3), por lo que el método es especifico y no hay interferentes a la hora de identificar y cuantificar el analito de
interés. Esta especificidad se observa para todas las muestras estudiadas. Para la identificacién de los enantidémeros
de carnitina se comparan los espectros de las muestras con los de las disoluciones patrén empleadas, teniendo en
cuenta que D y L carnitina son enantiémeros, deben presentar el mismo espectro. La Figura 2 muestra la capacidad
identificativa del método, pudiéndose observar espectros idénticos para ambos compuestos.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Electroforegramas correspondientes a: (A) la separacién de los enantiémeros de carnitina obtenida al
inyectar una muestra de bebida de 20 ug/mL comparada con (B) la separacién de los enantiomeros de carnitina
obtenida al inyectar la misma muestra que en A enriquecida en 20 ug/mL. Medio de separacién: formiato amdnico
0.5 M a pH 2.5 conteniendo 0.2% (p/v) de Succ-y-CD. Condiciones electroforéticas: capilar de silice fundida, 1 m
X 50 ym de didmetro interno; temperatura de separacion, 25°C, voltaje aplicado, 25 kV; inyeccioén, 50 mbar x 12 s.
Condiciones MS: liquido envolvente, isopropanol:agua (50:50 v/v) con 0.1% (p/v) acido férmico; flujo de la bomba
de jeringa, 3.3 uL/min. Potencial de electronebulizacién, 4.5 kV. Presién de nebulizacién y flujo del gas de secado, 2
psi y 5 L/min, respectivamente. Temperatura, 300°C; nimero méaximo de iones acumulados, 50000; mdximo tiempo
de acumulacién de iones 300 ms; fragmentador, 86.7 V y conductor de la trampa, 38.0. Modo MS? indicando como
compuesto padre 384 m/z; anchura de aislamiento, 4 unidades de m/z; amplitud de fragmentacién, 1.20 V y un limite
de fragmentacién de 106 m/z.

Figura 2. Identificacion inequivoca del enantiémero D-carnitina por comparativa de su espectro con el de L-carni-
tina. Las condiciones experimentales son las mismas que en la Figura 1.

Modo de realizacion

El procedimiento para la identificacién enantioselectiva del aminodcido no proteico carnitina por CE-MS utilizando
una CD como selector quiral se ha llevado a cabo en un equipo de electroforesis capilar HP*’CE (equipado con
un detector ultravioleta-visible (UV-Vis) de diodos en serie (DAD)) acoplado mediante una interfase ortogonal de
electrospray a un espectrémetro de masas con trampa de iones.

Preparacion de patrones y muestras

La preparacién de las disoluciones patrén se realiza a partir de una disolucién inicial de 1 mg/mL de D,L-carnitina
que se diluye hasta la concentracion requerida.

Se han empleado distintos tratamientos de muestra dependiendo de la complejidad de los alimentos analizados: (i)
las bebidas o ampollas se homogeneizan y diluyen, si es necesario, previamente a tomar la alicuota para su derivatiza-
cioén; (ii) las galletas o barritas se trituran, se toma la cantidad necesaria para obtener una concentracion de 0.4 mg/mL
en agua, se centrifuga (5000 g a 15 min y 25°C) y se toma del sobrenadante 1 mL que se diluye 10 veces con agua
Milli-Q previamente a tomar la alicuota para su derivatizacion; y (iii) para las muestras de leche infantiles, se toman
1.6 g y se afiade agua Milli-Q hasta 10 g totales, esta suspension se agita y sonica durante S min y se somete a una
ultrafiltracién (Filtros Amicon Ultra, 5 KDa, Millipore Corparation, Billerica, EEUU), centrifugando a 5000 g durante

4



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2320718 Bl

una hora y 30 min a 25°C para recoger el liquido filtrado que se lleva a un volumen final de 10 mL previamente a
tomar la alicuota para su derivatizacion.

Proceso de derivatizacion

El proceso de derivatizacién de la carnitina con el FMOC se realiza en base al protocolo establecido por Vogt y
col. [10, 12] poniendo en contacto 50 uL. de una disolucién de carnitina con 50 uLL de carbonato (50 mM, pH 10.4) y
130 L de la disolucién del agente derivatizante (FMOC, 30 mM en acetona), preparada diariamente para evitar una
preconcentracién del FMOC por evaporacién del disolvente. La disolucién se mantiene en un bafio de agua a 45°C
durante una hora. Transcurrido ese tiempo, se afiaden 150 uL. de acetato (50 mM, pH 4.2) para parar la reaccién de
derivatizacion, y tras agitar la muestra, se lleva a cabo su inyeccién en el sistema de CE-MS.

Caracteristicas analiticas del procedimiento

Las caracteristicas analiticas del procedimiento objeto de la invencién se expresan en funcién de la linealidad,
limite de deteccidn, limite de cuantificacidn, repetibilidad instrumental, repetibilidad metodoldgica y exactitud para
cada uno de los dos enantiémeros de carnitina. Los resultados obtenidos con el procedimiento inventado para el anélisis
quiral de carnitina por CE-MS se han tabulado en la Tabla 2.

TABLA 2

Caracteristicas analiticas del procedimiento de separacion enantiomérica de Carnitina por CE-MS

Racémico: 0-120 mg/L

Intervalo lineal de trabajo »
Enantiémeros: 0-60 mg/L.

Limites de deteccién (LOD) ~2x10°* M
Limites de cuantificacién (LOQ)* ~6x10° M
Precision L-carnitina D-carnitina
Repetibilidad instrumental (n = 6)°
A., RSD (%) 2.1 2.5
80 mg/L racémico
t, RSD (%) 23 2.3
Repetibilidad metodolégica (n = 18)°
o A., RSD (%) 8.0 10.0
80 mg/L. raccmico t, RSD (%) 23 2.3
L-carnitina D-carnitina
Exactitud®
Recuperacion (%) 97+6 91 +7

® Valores calculados a partir del electroforegrama (tratado con smooth = 1) obtenido para una muestra
patrén diluida (65 ng/mL y S/R = 60) considerando una relacién S/R = 3.29 para el LOD y S/R = 10 para
el LOQ.

® Expresada como RSD %, de las areas corregidas (Ac=Ai/ti donde Ai corresponde al 4rea y ti al tiempo
de migracion del pico del enantidmero considerado) y los tiempos de migracién (t) obtenidos al inyectar
seis veces consecutivas una disolucion patron de concentracion conocida en un mismo dia.

¢ Expresada como RSD %, de las dreas corregidas (Ac) y los tiempos de migracion (t) obtenidos de seis
disoluciones patrén preparadas de forma independiente e inyectadas por triplicado el mismo dia.

4 Estimada como porcentaje de recuperacién obtenido al comparar la cantidad determinada por el
procedimiento de CE-MS? desarrollado con respecto a una cantidad afiadida de carnitina patrén (20, 30 y
40 pg/mL) en cinco muestras distintas (tres bebidas y dos galletas).

Caracteristicas cuantitativas del procedimiento

El procedimiento de separacion y determinacién enantioselectiva inventado es aplicable a la cuantificacion de los
enantiémeros de carnitina en muestras de alimentos, habiendo sido ensayado principalmente para alimentos funciona-
les. La cuantificacién se lleva a cabo utilizando el método de calibracién del patrén externo con disoluciones diluidas
obtenidas a partir de una disolucién del compuesto racémico puro comercial (1 mg/mL), inyectando cada uno de los
distintos niveles de calibrado por triplicado. Este método de calibracién es aplicable porque se ha comprobado (me-
diante la comparacién de las pendientes obtenidas para los métodos de calibrado del patrén externo y de las adiciones
patrén) la ausencia de interferencias de matriz en distintas muestras de alimentos de diferente complejidad (bebidas,
galletas y leches infantiles).
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Para obtener la recta de calibrado se representan las dreas corregidas (A, de cada uno de los picos de los enanti6-
meros de carnitina en funcién de la concentracion inyectada de cada uno de ellos (¢, 50% de la concentracién total
de carnitina en cada disolucién). Para la determinacion cuantitativa de los enantiémeros de carnitina en muestras de
alimentos se inyectan las muestras el mismo dia que se realiza la calibracién metodolégica.

Aplicacion industrial

Tanto a los fabricantes como a la administracién les interesa que existan procedimientos analiticos quirales que
permitan el control de calidad y seguridad de las materias primas de L-carnitina y de los productos alimenticios que
contienen o a los que se afiade L-carnitina.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de andlisis quiral de carnitina caracterizado porque permite la separacion, identificacién y cuan-
tificacién de los enantiémeros de este aminodcido no proteico en alimentos por Electroforesis Capilar (CE) con aco-
plamiento a la deteccién por Espectrometria de Masas (MS) empleando una ciclodextrina como selector quiral.

2. Procedimiento, segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque requiere diferente tratamiento de muestra, pre-
viamente a la derivatizacién de carnitina con FMOC segtn el protocolo establecido por Vogt y col., dependiendo de la
complejidad del alimento funcional analizado:

(i) las bebidas o ampollas se homogeneizan y diluyen en los casos en que es necesario,

(i) las galletas o barritas se trituran, se toma la cantidad necesaria para obtener una concentraciéon de 0.4
mg/mL en agua, se centrifuga (15 min a 5000 g y 25°C) y se toma del sobrenadante 1 mL que se diluye 10
veces con agua Milli-Q y

(iii) para las muestras de leche infantiles, se toman 1.6 g y se afade agua Milli-Q hasta 10 g totales, esta
suspension se agita y sonica durante 5 min y se somete a una ultrafiltracién (Filtros Amicon Ultra, 5 KDa,
Millipore Corparation, Billerica, EEUU) centrifugando a 5000 g durante una hora y 30 min a 25°C para
recoger el liquido filtrado que se lleva a un volumen final de 10 mL afiadiendo agua Milli-Q.

3. Procedimiento, segtin la reivindicacion 1, que consiste en un medio de separacion quiral para CE con férmico 0.5
M ajustado a pH 2.5 con hidréxido aménico al 25% y conteniendo como selector quiral, una pequefia concentracion
(0.2% (p/v) 0 1.25 mM) de succinil-y-ciclodextrina (Succ-y-CD, grado de sustitucién 4).

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque se realiza en un capilar de silice fundida no
recubierto de 50 um de didmetro interno y 375 um de didmetro externo con una longitud total de 1 m que debe
acondicionarse con acido fosférico 0.1 M, agua, tampén (férmico 0.5 M a pH 2.5) y tamp6n conteniendo Succ-y-CD
0.2% (p/v), cada uno de ellos durante 2 min a un bar, previamente a la inyeccion de los patrones y muestras (50 mbar
durante 12 s) y a la separacién electroforética sumergiendo los extremos del capilar en tampén férmico 0.5 M a pH
2.5.

5. Procedimiento, segtn la reivindicacién 4, caracterizado porque la separacion electroforética de los enantiéme-
ros de carnitina se realiza empleando una temperatura de 25°C y un voltaje de separacién de 25 kV.

6. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque se realiza una deteccion al final del capilar de
separacion. Las condiciones para la deteccion por espectrometria de masas (MS) consisten en el empleo de un liquido
envolvente compuesto por isopropanol:agua (50:50 v/v) con 0.1% (p/v) de acido férmico a un flujo de 3.3 uL/min; un
potencial de electronebulizacion de 4.5 kV; una presion de nebulizacién y un flujo del gas de secado de 2 psiy de 5
L/min, respectivamente; una temperatura de 300°C; un nimero maximo de iones acumulados de 50000 y un tiempo
maximo de acumulacién de iones de 300 ms, un voltaje de fragmentacion de 86.7 V y conductor de la trampa 38.0.

7. Procedimiento, segiin la reivindicacién 6, caracterizado por el empleo de un modo de MS? para mejorar la
sensibilidad y selectividad de deteccién seleccionando un i6n precursor con una relacién masalcarga (m/z) de 384 m/z
(correspondiente al i6n molecular del derivado de carnitina con FMOC) y un i6n producto de 179 m/z, utilizando como
pardmetros importantes para la fragmentacién un valor de anchura de aislamiento de 4 unidades de m/z, una amplitud
de fragmentacién de 1.20 V y un limite de fragmentacién de 106 m/z.

8. Procedimiento, segtin la reivindicacién 1, caracterizado por la identificacién inequivoca de los enantidémeros D
y L carnitina, que presentan espectros MS? idénticos, en alimentos.

9. Procedimiento, segtin la reivindicacion 1, caracterizado porque permite la determinacién cuantitativa de los
enantiémeros D y L carnitina en alimentos.
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Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
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(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

1-9

1-9

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: 200703122

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
DO1 Journal of Chromatography 1996
D02 Journal of Chromatography 1999
D03 Chromatographia 1995

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 un procedimiento de analisis quiral de carnitina que permite la separacion, identificacién y cuantifica-
cién de los enantiomeros en alimentos por electroforesis capilar con acoplamiento a la deteccién por espectrometria de masas,
empleando ciclodextrina como selector quiral y FMOC (9-fluorenilmetilcloroformato) como agente derivatizante.

El documento D01 hace referencia a un método de electroforesis capilar para la determinacién simultanea de D- y L- enantié-
meros de carnitina. La separacién mediante electroforesis capilar se llevo a cabo utilizando como agente de derivatizaciéon de
carnitina el FMOC, como selector quiral distintos tipos de ciclodextrinas alfa, beta y gamma ciclodextrinas y tampones acidos.

El documento D02 se refiere a un método de electroforesis capilar de zona para la separacién y cuantificacion de enantiémeros
de D-, L- carnitina utilizando como agente derivatizante el FMOC en un sistema de flujo que permite integrar automaticamente
en linea la derivacion de la carnitina con FMOC al sistema de electroforesis capilar. Y como selector quiral alfa, beta y gamma
ciclodextrinas.

El documento D03 hace referencia a un método de separacién de D-/L- carnitina utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (HPLC) y electroforesis capilar de zona. Utiliza como agente derivatizante el FMOC y como selector quiral gamma
ciclodextrina.

Ninguno de los documentos D01-D03, solos o en combinacion revelan un procedimiento de andlisis quiral de carnitina que
permita la separacion de sus D-, L- enantiémeros en alimentos por electroforesis capilar con acoplamiento a la deteccion por
espectrometria de masas. Por lo tanto el objeto de las reivindicaciones 1-9 cumple los requisitos de novedad, actividad inventiva
y aplicacion industrial de acuerdo con los Arts. 6, 8 y 9 de LP.
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