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@ Resumen:

Procedimiento para la deteccion de adulteraciones en
aceites de oliva con aceites de semilla (soja y girasol)
basado en la determinacion de trigonellina por
Electroforesis Capilar.

El objetivo de la invencion es el desarrollo de un
procedimiento analitico por Electroforesis Capilar con
deteccion UV que permita determinar el aminoacido
no proteico trigonellina en semillas (girasol y soja) y
en sus aceites e investigar su presencia en aceitunas
y aceites de oliva. La presencia de este aminoacido
en las semillas de girasol y soja y en sus aceites
permite establecer una relacion de trazabilidad aceite-
semilla. La ausencia de trigonellina en aceituna
(Picual, Hojiblanca y Arbequina) y sus aceites permite
proponer este aminoacido como marcador novedoso
para la deteccion de adulteraciones de aceites de
oliva virgen con aceites de semilla (girasol y soja).
La invencion consiste en la separacion electroforética
de trigonellina del resto de componentes de las
muestras utilizando un medio acido como el tampon
formiato amaénico a pH 2.0 y una deteccién UV directa
a 195 nm.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la deteccién de adulteraciones en aceites de oliva con aceites de semilla (soja y girasol) basado
en la determinacién de trigonellina por Electroforesis Capilar.

El procedimiento analitico propuesto permite la identificacion y la cuantificacion de trigonellina en semillas (gira-
sol y soja) y sus aceites empleando la técnica de Electroforesis Capilar (CZE) con deteccién UV. Este procedimiento
también permite establecer la ausencia de trigonellina en aceituna (Picual, Hojiblanca y Arbequina) y aceites de oliva
virgen (Picual, Hojiblanca y Arbequina). Teniendo en cuenta que la mezcla de aceites de oliva con aceites de semillas
no estd permitida por la legislacion vigente, este procedimiento supone un gran avance por la posibilidad de emplear
un solo compuesto, trigonellina, como marcador de posibles adulteraciones de aceite de oliva con aceites de semillas
(girasol y soja) con el fin de evaluar la calidad de los aceites de oliva, asi como para evitar fraudes econdémicos. Asi-
mismo, permite evaluar la seguridad por la potencial presencia de algunos alérgenos en otros aceites vegetales (p. €j.
soja).

Estado de la técnica

El aceite de oliva es conocido, valorado y producido principalmente en la cuenca Mediterrdnea desde tiempos
remotos y se extrae de los frutos de aceitunas que crecen en los olivos Olea europea L. [1]. Hoy en dia, en el mer-
cado se pueden distinguir numerosos tipos de aceites de oliva: aceites de oliva virgen que se clasifican segiin su
grado de acidez y se obtienen mediante un tratamiento fisico (prensado o centrifugacién) que permite separar el
aceite de la aceituna triturada, aceites refinados (de oliva o de orujo) que se obtienen mediante un proceso quimi-
co (extraccién con disolventes) y el aceite de oliva que se obtiene al mezclar aceite de oliva virgen con aceite de
oliva refinado [2, 3]. El aceite de oliva mds apreciado y de mayor precio en el mercado es el aceite de oliva virgen
extra.

La importancia de los aceites de oliva, y en particular el aceite de oliva virgen extra, se ha puesto de manifies-
to en numerosas publicaciones, donde el consumo de este producto se ha relacionado con beneficios para la sa-
lud humana. Asi, se ha publicado que el aceite de oliva contribuye a reducir el colesterol en plasma [4, 5] y tiene
propiedades antioxidantes [1] ademds de otros beneficios mds generales [6]. También se ha investigado su accién
protectora frente al cdncer de mama [7-10], al carcinoma colorectal [11] o a enfermedades cardiovasculares [12,
13].

Debido a que el aceite de oliva virgen extra es uno de los aceites mds caros de origen vegetal, ha sido objeto de
adulteraciones para incrementar los beneficios econdmicos de los fabricantes. El método mas comun de adulteracién
consiste en afiadir al aceite de oliva aceites mds baratos. Entre ellos, los mds comunes son los aceites de girasol o
soja. Ademds, la adulteracion del aceite de oliva con aceites de semilla afecta la seguridad alimentaria porque existen
aceites de materias primas, como p. €j. la soja, que tienen un conocido potencial alergénico y pueden afectar a la
salud del consumidor si se afiade fraudulentamente. De hecho, en la normativa vigente se prohibe concretamente la
mezcla de aceite de oliva con los de semillas o con cualquier otro aceite o grasa [14]. Por ello, es necesario desarro-
Ilar aproximaciones analiticas que permitan determinar la posible adulteracién de los aceites de oliva con aceites de
semillas.

El aceite de oliva tiene una composicién compleja porque contiene numerosos constituyentes de diversa natura-
leza. A grandes rasgos, la composicién del aceite de oliva virgen se puede dividir en dos fracciones: (i) una fraccién
saponificable que forma la mayor parte del aceite, entre el 98.5 y el 99.5%, compuesta por triglicéridos, acidos gra-
sos, ceras y fosfolipidos y (ii) una fraccién no saponificable que solo representa entre el 0.5 y el 1.5% del aceite.
Esta tltima fraccién estd compuesta por hidrocarburos, tocoferoles, alcoholes grasos, esteroles, compuestos fendlicos,
pigmentos y compuestos voldtiles y aromaticos. La autenticidad de los aceites de oliva se ha estudiado mediante téc-
nicas cromatogréficas determinando 4cidos grasos, triglicéridos, esteroles, tocoferoles y tocotrienoles [15]. Por otro
lado, estudios recientes confirman que, entre los componentes minoritarios del aceite, existen péptidos y proteinas
que se transfieren de las semillas o frutos al aceite [16, 17]. Ademads, hay un trabajo donde se estudian perfiles de
aminodcidos proteicos para clasificar aceites vegetales seglin su origen botdnico utilizando espectrometria de masas
[18]. Sin embargo, aunque se ha confirmado la presencia de aminoacidos no proteicos libres en diversas semillas
alimenticias [19-21], no existen antecedentes que estudien la presencia de éstos en los aceites obtenidos de estas
semillas.

La trigonellina es un aminoécido no proteico con un grupo amino cuaternario que le proporciona una carga po-
sitiva permanente. La trigonellina también es una betaina. Las betainas son osmorreguladores naturales de muchas
plantas y estdn presentes en un gran nimero de alimentos. Ademas, las betainas han sido objeto de estudio en varias
investigaciones por sus efectos biolégicos potencialmente positivos en humanos. La trigonellina se ha determinado en
un amplio nimero de alimentos como frutas, cereales, verduras, bebidas, carne, marisco y productos lacteos median-
te Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) tras su derivatizacién con sulfonato de 2-naftilo trifluorometano
[22, 23], En la gran mayoria de ellos, la trigonellina se encontré en concentraciones muy bajas (p.ej. chocolate) o
no detectables (p.ej. aceite de oliva), para un limite de deteccion de 1 ug/g, mientras que se encontraron concentra-
ciones elevadas de trigonellina en granos de café, lentejas y garbanzos. Esto ha sido corroborado en otros articulos
donde el contenido de trigonellina en la planta de lentejas fue determinado mediante HPLC tras su derivatizacién
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con fenilisotiocianato (PITC) [20, 24], En granos de café, donde se encuentra el mayor contenido en trigonellina, se
ha determinado mediante HPLC [25-31], HPLC acoplada a Espectrometria de Masas (MS) [32], Cromatografia de
Gases (GC) [33], GC-MS [34] y MS [35]. La trigonellina también se ha encontrado en cantidades considerables en
semillas de soja tras su determinacion espectrofotométrica en un espectrémetro UV [36] o mediante HPLC tras su
derivatizacién con PITC [37].

El objetivo de esta invencion es el desarrollo de un procedimiento por CE con deteccién UV que permita estudiar
trigonellina, en semillas (girasol y soja), frutos (aceitunas) y sus respectivos aceites, con el fin de proponer por primera
vez este compuesto como marcador de adulteraciones de aceite de oliva con aceites de semillas.

Descripcion de la invencion
El procedimiento para la determinacién de trigonellina por CE se basa en un medio de separacién 4cido realizado

en un equipo de electroforesis capilar HP*°CE equipado con un detector ultravioleta-visible (UV-Vis) de diodos en
serie (DAD).

TABLA 1

Resumen del procedimiento de determinacion de trigonellina por CE

Tampén de separacion Formiato aménico 0.1 M a pH 2.0

Capilar Silice fundida: 50 pm de didmetro interno, 375 um de
diametro externo y 75 cm de longitud total (66.5 cm de
longitud efectiva)

Acondicionamiento Tampén de separacion (1 bar, 2 min)

Inyeccion de muestra 50 mbar - 15 s (muestras de semilla)

50 mbar - 50 s (frutos de aceituna y muestras de aceites)

Temperatura 35°C
Voltaje 25kV
Deteccion UVal95+2.5nmm

Determinacion cuantitativa de trigonellina en semillas de girasol y soja y sus aceites

El procedimiento se aplica a la cuantificacion de trigonellina en semillas de soja, semillas de girasol, aceite de
girasol y aceites de soja. Los resultados confirman la presencia de trigonellina tanto en las semillas de soja y girasol
como en sus respectivos aceites. De esta forma se establece la trazabilidad de trigonellina desde la semilla hasta su
aceite. En la Figura 1 se muestra el electroferograma correspondiente a las semillas de soja y girasol mientras que en
la Figura 2 se muestran los perfiles electroforéticos obtenidos para los aceites de semillas estudiados (girasol refinado,
soja refinado y virgen). Se observa que el pico de trigonellina se encuentra separado del resto de componentes de la
matriz por lo que el método es selectivo a la hora de identificar y cuantificar el analito de interés. Para la identificacién
de trigonellina se obtienen los espectros UV de los picos y se comparan con el espectro UV de trigonellina patrén.
También se enriquece la muestra con una disolucién patrén de concentracion conocida para observar el aumento del
pico asignado a trigonellina segin su espectro UV.

Para la determinacion de trigonellina se inyectan las muestras sin enriquecer y enriquecidas con cuatro niveles de
calibrado, se realiza una recta de calibrado representando las areas corregidas (A.) del pico de trigonellina en fun-
cién de la concentracidn afiadida y conocida de ésta. Esta recta se extrapola hasta cortar el eje de ordenadas (y =
0) para determinar la concentracion de trigonellina en la disolucién inyectada y se consideran las diluciones realiza-
das para conocer la concentracién de trigonellina en la muestra analizada. La Tabla 2 muestra las concentraciones
obtenidas para las semillas (girasol y soja) y los aceites de estas semillas. Las semillas de girasol presentan mayor
contenido en trigonellina que las semillas de soja, al igual que sus correspondientes aceites refinados. El aceite de
soja virgen tiene mds concentracion de trigonellina que el aceite refinado, hecho que puede deberse a que en el pro-
ceso de refinamiento el aceite se extrae con disolventes orgdnicos poco selectivos con compuestos idnicos como la
trigonellina.
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TABLA 2

Cantidades determinadas de trigonellina para las semillas
y aceites analizados

Muestra analizada® Concentracion de trigonellina

Semilla de girasol 13.2 pg/g
Semilla de soja 8.2 ug/e
Aceite de girasol refinado 0.021 ng/g
Aceite de soja refinado 0.010 ng/g
Aceite virgen de soja 0.036 ng/g

# Residuo obtenido a partir de la reconstitucion de la muestra extraida en acetonitrilo:agua (40:60, v/v) y
diluida 1/20 para girasol, 1/5 para soja y 1/2 para aceites antes de su cuantificacion. Las diluciones se
establecen para evitar distorsiones en la forma de pico de la trigonellina durante el enriquecimiento

debido a la alta concentracion en trigonellina en la muestra real.

Andlisis de aceitunas y aceites de oliva virgen. Propuesta de trigonellina como marcador de adulteraciones de aceites
de oliva con aceites de semillas (girasol y soja)

Se estudian aceitunas de tres variedades (Picual, Hojiblanca y Arbequina) y aceites de oliva virgen extra de las
mismas tres variedades de aceituna. Al analizar estas muestras por el procedimiento inventado, no se detecta trigone-
llina. En la Figura 3 se muestra el perfil electroforético obtenido para una muestra de aceituna (variedad Picual) y los
perfiles obtenidos para las tres variedades de aceites de oliva virgen extra (Picual, Hojiblanca y Arbequina). Como la
trigonellina no se detecta en los aceites de oliva virgen extra ni tampoco en la aceituna, que en caso de estar presente
estarfa en mayor concentracion, se propone esta betaina como marcador novedoso de adulteraciones de aceites de
oliva con aceites de semillas (girasol y soja). De hecho, como el limite de deteccion es de 1 ng/g (referido a 0.3 mL de
disolucién y 40 g de muestra) y la minima cantidad de trigonellina detectada en aceites es de 10 ng/g (aceite de soja
refinado), en el caso mds desfavorable el procedimiento permitird detectar adiciones de aceite de soja a aceite de oliva
virgen de tan solo el 10% del aceite de oliva analizado.

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

- El procedimiento objeto de la invencidn es sencillo porque utiliza una separacion electroforética en medio 4cido
y deteccién UV sin necesidad de llevar a cabo un paso previo de derivatizacion.

- El procedimiento desarrollado permite identificar la trigonellina a través de su espectro UV y a través del
enriquecimiento con un patrén.

- EI procedimiento desarrollado permite separar el pico de trigonellina del resto de picos de la matriz analizada
en unos 15 min.

- El procedimiento desarrollado permite determinar el contenido de trigonellina en las semillas se soja y girasol
y sus respectivos aceites permitiendo establecer relaciones de trazabilidad aceite-semilla al estar presente la
trigonellina en ambos tipos de muestra.

- El procedimiento desarrollado pone de manifiesto la ausencia de trigonellina en aceituna (Picual, Hojiblanca y
Arbequina) y en aceite de oliva virgen extra de estas tres variedades de aceituna, siendo una herramienta valiosa
para los laboratorios de control de calidad porque la trigonellina puede emplearse como nuevo marcador de
adulteraciones de aceites de oliva virgen con aceites de semilla (girasol y soja).
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Descripcion de las figuras

Figura 1. Perfil electroforético obtenido para semillas de girasol (A) y soja (B). Los espectros UV de los principales
picos también se muestran. Condiciones experimentales: BGE, 0.1 M formiato aménico pH = 2.0; capilar de silice
fundida, 75 cm (66.5 cm a la ventana de deteccidén) x 50 um ID; temperatura, 35°C; voltaje, 25 kV; inyeccién por
presién a 50 mbar x 15 s. Muestras disueltas en acetonitrilo:agua (40:60, v/v). El asterisco sefiala la posicién del pico
de trigonellina.

Figura 2. Perfil electroforético obtenido para aceites de girasol y soja diluidos 1/2 sin enriquecer y muestras enri-
quecidas con 0.025 mM de trigonellina patrén: (A) aceite de soja virgen; (B) aceite de soja refinado; y (C) aceite de
girasol refinado. Condiciones experimentales: inyeccion por presion a 50 mbar x 50 s y demds condiciones experi-
mentales como en la Figura 1. El asterisco sefiala la posicion del pico de trigonellina. El espectro UV de los picos de
trigonellina también se muestra.

Figura 3. (A) Perfil electroforético obtenido para una muestra de aceituna (variedad Picual) diluida 1/10 en aceto-
nitrilo/agua (40:60, v/v), sin enriquecer y enriquecida con 0.025 mM de trigonellina patrén; y (B) perfil electroforético
obtenido para tres variedades de aceites de oliva virgen extra a) Picual, b) Hojiblanca, ¢) Arbequina, y d) Hojiblanca
enriquecida con 0.05 mM de trigonellina patrén. Condiciones experimentales de la Figura 2. El asterisco sefala la
posicion del pico de trigonellina no detectado.

Modo de realizacién
Preparacion de patrones y muestras

La preparacién de las disoluciones patrén se realiza a partir de una disolucién inicial de trigonellina 10 mM en
acetonitrilo/agua (40/60) que se diluye hasta la concentracién requerida.

Se emplean distintos tratamientos de muestra dependiendo de la complejidad de la muestra analizada: (i) las se-
millas de girasol, las semillas de soja y las aceitunas se someten a una extraccién sélido-liquido con disolventes. Se
muelen, se homogenizan y se pesan (10 g). Se extraen con 40 mL de metanolxloroformo (67:33, v/v), se agita vi-
gorosamente y se deja una noche a -20°C antes de centrifugar a 11000 g durante 15 min. El sobrenadante se recoge
y el residuo se lava con 25 mL de metanol/cloroformo/agua (53:26:21, v/v/v). El sobrenadante obtenido se combina
con el recogido previamente y se afladen 10 mL de cloroformo y 10 mL de agua y se centrifuga. La fase acuosa se
recoge y se lleva a evaporar hasta sequedad. El residuo obtenido se reconstituye en 300 uL de acetonitrilo/agua (40:60,
v/v). (ii) Los aceites vegetales y aceites de oliva virgen extra se someten a una extraccion liquido-liquido. Se pesan
40 g y se mezclan con 160 mL de metanol:cloroformo (67:33, v/v), se agita vigorosamente y se deja una noche a
-20°C antes de centrifugar a 4000 g durante 15 min. La fase acuosa se recoge y la fase orgdnica (abajo) se lava con
100 mL de metanol/cloroformo/agua (53:26:21, v/v/v) recogiendo el sobrenadante y afiadiéndolo con la fase acuosa
previamente obtenida. A esta fase se afiaden 100 mL de agua y 40 mL de cloroformo, se centrifuga y se recoge la
fase acuosa que se lleva a evaporar hasta sequedad. El residuo obtenido se reconstituye en 300 uL de acetonitrilo/agua
(40/60).

Los extractos de las muestras se congelan hasta su andlisis. Antes de su inyeccion en el sistema de CE se descon-
gelan y se centrifugan en un eppendorf durante 2 min.

Caracteristicas analiticas del procedimiento

Las caracteristicas analiticas evaluadas para el procedimiento objeto de la invencién son la linealidad, los limites
de deteccién y de cuantificacion y la precision (instrumental e intermedia).

La linealidad se comprueba en el intervalo de concentraciones de trabajo de 0.025-1 mM de trigonellina inyectada
por triplicado tanto para 15 s como para 50 s de inyeccion.

Los limites de deteccion se determinan inyectando 15 s 0 50 s de una disolucién de trigonellina patrén y calculando
una relacién sefial/ruido de 3. Los valores obtenidos son 3.3 uM (0.46 mg/L) y 0.9 uM (0.13 mg/L), respectivamente.
Para los limites de cuantificacion se considera una relacion sefial/ruido de 10 y se obtienen valores de 8.3 uM (1.15
mg/L) y 3.0 uM (0.42 mg/L) para las inyecciones de 15 s y 50 s, respectivamente.

La precisioén se expresa como la desviacion estandar relativa en % (RSD), de los tiempos de migracién y de las
dreas corregidas (A.=A;/t; donde A; corresponde al drea de pico y t; al tiempo de migracién del pico), resultantes de
inyectar una disolucién de trigonellina patrén 0.25 mM durante 15 s 0 50 s, respectivamente. Los valores de precision
se evalian en términos de repetibilidad instrumental y precisién intermedia (ver tabla 3).
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TABLA 3

Precision del procedimiento desarrollado para la determinacion
de trigonellina por CE

Tiempo de inyeccion hidrodinamica a 50 mbar 15s 50s

Repetibilidad instrumental (RSD, %) (n = 6)"

Tiempo de migracion 1.5 3.3

Area corregida 2.3 24
Precision intermedia (RSD, %) (n =9)"

Tiempo de migracién 1.8 23

Area corregida 1.2 2.5

® Calculada a partir de seis inyecciones consecutivas en el mismo dia de una disolucién de trigonellina
patron (0.25 mM).
® Determinada a partir de tres disoluciones patrén independientes (0.25 mM) inyectadas en triplicado

en tres dias consecutivos.

El procedimiento inventado es aplicable a la cuantificacién de trigonellina en semillas de girasol y soja y sus
respectivos aceites. La cuantificacion se lleva a cabo utilizando el método de adiciones patrén, que consiste en afia-
dir concentraciones conocidas de trigonellina (0.25, 0.50, 0.75 y 1 mM) a la muestra y calcular por extrapolacién
la cantidad de trigonellina en las muestras. Este método de cuantificacion se emplea porque se comprueba, median-
te comparacion de las pendientes obtenidas por el método del patrén externo y adiciones patrén, la existencia de
efectos de matriz, es decir, que la sefial analitica para trigonellina se ve afectada por los demds componentes de la
muestra.

Aplicacion industrial

Tanto a los fabricantes como a la Administracion les interesa que existan procedimientos analiticos rdpidos y sim-
ples que permitan el control de calidad y seguridad de los aceites de oliva virgen extra, que son productos producidos
principalmente por Espafia a nivel mundial. El novedoso empleo de trigonellina como marcador de adulteraciones de
aceites de oliva con aceites de semilla (girasol y soja) permite realizar un control de calidad del aceite de oliva de
forma rapida y sencilla.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de determinacién de trigonellina caracterizado porque permite estudiar este aminodcido no
proteico en semillas (girasol y soja), frutos (aceituna) y sus aceites por Electroforesis Capilar (CE) con deteccién UV
sin necesidad de derivatizacién y empleando un medio &cido.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque requiere diferente tratamiento de muestra, de-
pendiendo de la muestra analizada: (i) extraccién sdlido-liquido para las semillas y frutos (aceituna) (10 g) y (ii)
extraccion liquido-liquido para los aceites (40 g). En ambos casos se extrae con metanokcloroformo (67:33, v/v), se
agita vigorosamente y se deja una noche a -20°C. Después se centrifuga y el sobrenadante se recoge. El residuo se
lava con metanol/cloroformo/agua (53:26:21, v/v/v) y se combina el nuevo sobrenadante con el recogido previamente.
A este sobrenadante se le afiade cloroformo y agua, se centrifuga y se recupera la fase acuosa que se lleva a evaporar
hasta sequedad. El residuo se reconstituye en 300 uL de acetonitrilo/agua (40:60, v/v).

3. Procedimiento segtin la reivindicacién 1 caracterizado por realizar la determinacién de trigonellina mediante
CE 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 75 cm que debe acondicionarse previamente a la inyeccion de los patrones y muestras con el tampén
de separacion (1 bar) durante 2 min.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 3 caracterizado por el empleo de un medio de separacién acuoso para
CE con férmico 0.1 M ajustado a pH 2.0 con hidréxido aménico al 25%.

5. Procedimiento segtn las reivindicaciones 3 y 4 caracterizado por los siguientes parametros instrumentales en
CE: inyeccion por presion de 50 mbar durante 15 s de las muestras de semillas (girasol y soja) y 50 mbar durante 50
s para las muestras de aceituna y los aceites de semilla (girasol y soja) y de oliva virgen extra; temperatura de 35°C y
voltaje de separacién de 25 kV.

6. Procedimiento segtin la reivindicacion 5 caracterizado por el empleo de una estrategia de preconcentracion
(stacking) en el capilar para mejorar la sensibilidad y selectividad de deteccidn en el caso de los aceites y aceituna.

7. Procedimiento segtin la reivindicacion 1 caracterizado porque la deteccion se realiza a 195 nm mediante un
detector de diodos en serie (DAD).

8. Procedimiento segtn la reivindicacién 7 caracterizado porque la identificacién del pico de trigonellina en las
muestras se realiza segin su espectro UV, el cual presenta dos maximos de absorcién caracteristicos a 214 y 260 nm.

9. Procedimiento segtn las reivindicaciones 2, 5 y 8 caracterizado porque permite la identificacién y determina-
cion cuantitativa de trigonellina en semillas de girasol y soja y sus aceites.

10. Procedimiento segun las reivindicaciones 2, 5 y 8 caracterizado porque establece la ausencia de trigonellina
en aceitunas (Picual, Hojiblanca y Arbequina) y sus aceites.

11. Procedimiento segtn las reivindicaciones 9 y 10 caracterizado por la propuesta de trigonellina como marcador
novedoso de adulteraciones de aceite de oliva con aceites de semillas (girasol y soja).
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Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-11

1-11

SI
NO
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NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

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

N° de solicitud: 201000098

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 ZHANG JINGHUA et al. Development of an analytical method for 2002
the determination of betaines in higher plants by capillary
electrophoresis at low pH. Phytochemical Analysis. Vol. 13
paginas 189-194.

D02 CASTRO-PUYANA, MARIA et al. CE methods for the 2007
determination of non-protein amino acids in foods.
Electrophoresis. Vol. 28 paginas 4031-4045.

D03 NISHIMURA, NAOKI et al. Application of capillary electrophoresis 2001
to the simultaneous determination of betaines in plants. Analytical
Sciences. Vol. 17 paginas 103-106.

2. Declaracién 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 declaracién

La solicitud de patente divulga un procedimiento para la deteccion de adulteraciones en aceites de oliva con aceites de
semilla basado en la determinacion de trigonellina por electroforesis capilar.

Los documentos D01, D02 y D03 muestran la determinacién de aminoacidos no proteicos mediante electroforesis capilar.
NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Articulos 6 y 8 LP11/1986)

En las reivindicaciones 1-11 de la solicitud de patente se reivindica un procedimiento de determinacion de trigonellina en
semillas, frutos y sus aceites por electroforesis capilar con deteccion UV, sin necesidad de derivatizacion y empleando un
medio acido.

Los documentos D01 y D02, que son los que reflejan el estado de la técnica més cercano, muestran (en la pagina 189 el
documento D01 y en la pagina 4034 el documento D02) un método para la determinacion de trigonellina mediante
electroforesis capilar con deteccion UV empleando un paso de derivatizacion. Por tanto, las reivindicaciones 1-11 presentan
novedad y actividad inventiva segun lo establecido en el Articulos 6 y 8 de la Ley 11/1986.
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