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@Resumen:

El objetivo de la invencion es el desarrollo de un
procedimiento para la deteccidon de adulteraciones de
azafran con gardenia basado en la determinacién de
geniposido por cromatografia liquida de alta eficacia
con deteccion por espectrometria de masas. La
presencia de genipésido en extractos de gardenia y
su ausencia en el azafran permite proponer dicho
compuesto como marcador de adulteracion de
azafran con gardenia.

La invencion consiste en la separacion cromatografica
de genipo6sido del resto de componentes de las
muestras de azafran utilizando una columna C18 y
una elucion isocréatica con una fase movil de agua:
acetonitrilo (85:15 v/v) con 0.1% de acido férmico y
deteccion por espectrometria de masas de
quadrupolo-tiempo de vuelo.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 40.2.8 LP 11/1986.
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El limite de deteccion se determina como la concentracion de geniposido que da lugar a un
valor de la relacion sefial/ruido de 3. El limite de deteccion es 0.01 pg/mL lo que permite
detectar 41.7 ug de genipésido por gramo de muestra analizada, es decir, hasta un 0.004 %
lo que demuestra la elevada sensibilidad del método desarrollado para la determinacion de
genipésido en azafran. Para el célculo del limite de cuantificacion se considera una

relacion sefial/ruido de 10 y se obtiene un valor de 0.03 pg/mL.

La precision se evalia como repetibilidad instrumental y precision intermedia. La
repetibilidad instrumental se determina como el valor de la desviacion estandar relativa
(RSD) en % para las areas de pico obtenidas cuando se realizan 3 inyecciones consecutivas
de una disolucion patrén de genipdsido a dos niveles de concentracion (0.8 y 8 pg/mL) y
de una disolucion de una muestra de azafran auténtico adulterado con porcentajes del 10 y
90 % de extracto de gardenia. Los valores obtenidos para la RSD fueron inferiores al 1.5
%. La precision intermedia se determiné a partir de los valores de RSD de las édreas de pico
obtenidas al inyectar (por triplicado durante dos dias consecutivos) tres replicados de una
disolucion patron de genipdsido a dos niveles de coﬁcentracién (0.8 y 8 ng/mL) y de una
disolucion de una muestra de azafran auténtico adulterado con porcentajes del 10 y 90 %
de extracto de gardenia. Los valores obtenidos para la RSD fueron inferiores al 1.8 % para

las disoluciones patrén de genipésido y al 2.9 % para las muestras de azafran.

El procedimiento descrito en la presente invencidén es aplicable a la cuantificacion de
genipésido en azafran. La cuantificacion se lleva a cabo utilizando el método de calibrado
del patron externo. Este método de cuantificacion se emplea porque se comprueba,
mediante comparacién de los intervalos de confianza de las pendientes obtenidas por los
métodos de calibrado del patron externo y de adiciones patron, la ausencia de efectos de
matriz, es decir, que la sefial analitica para genipdsido no se ve afectada por los demas

componentes de la muestra.

La exactitud del método analitico desarrollado se evalué como la recuperacién obtenida

para genipdsido cuando una muestra de azafran auténtico se enriquecié con geniposido
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para la deteccion de adulteraciones de azafran con gardenia
caracterizado porque se basa en la determinacién de genipdsido en azafran por
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia con deteccién por Espectrometria de Masas

de Quadrupolo-Tiempo de vuelo.

. El procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque requiere el

siguiente tratamiento de muestra: la muestra de azafran se tritura en un mortero y se
pesan 0.3 g, se extraen con 25 mL de disolucion etanol:tampon borato 50:50, v/v, a
pH 9.0 mediante extraccion solido-liquido asistida por ultrasonidos durante 15 min
a temperatura ambiente, y tras centrifugacion durante 15 min a 4000g y 25 °C, el
sobrenadante se diluye 1/50 con agua y 4 mL de esta disolucion se someten a ultra-

filtracion a través de filtros de corte de 3kDa.

. El procedimiento segin la reivindicacion 1 caracterizado por realizar la

determinacion de genip6sido mediante cromatografia liquida de alta eficacia
acoplada a espectrometria de masas en una columna C18 de 100 mm de longitud y
2.1 mm de diametro interno, con particulas peliculares de tecnologia “fused-core”

de 2.7 um y 0.5 um de espesor de fase estacionaria.

El procedimiento segun la reivindicacion 3 caracterizado por el empleo de una
elucion isocratica con una fase moévil agua: acetonitrilo 85:15, v/v, con un

contenido de acido formico del 0.1 %.

. El procedimiento segun las reivindicaciones 3 y 4 caracterizado por los siguientes

parametros instrumentales en cromatografia liquida: flujo de fase movil 0.4

mL/min, volumen de inyeccién 5 pL., temperatura 40°C.

. El procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque la deteccion se

realiza mediante un detector de espectrometria de masas de quadrupolo-tiempo de
vuelo utilizando los siguientes parametros instrumentales: presion de nebulizacion,

1.7 bar; flujo de gas de secado, 10 L/min; flujo de gas envolvente, 7.5 L/min;
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A CARMONA M et al. Detection of adulterated saffron through UV-Vis spectral analysis. Journal of 1-10
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Campus in (07.2004) VOL: 41 No: 4 Pags: 451-455 ISSN 0022-1155 (print).
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Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

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.-

1-10

1-10

Sl
NO

Sl
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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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 PETRAKIS E A et al. Evaluation of saffron (Crocus sativus L.) adulteration with plant 15.04.2015
adulterants by<1>H NMR metabolite fingerprinting. Food Chemistry 20150415
Elsevier Ltd gbr 15.04.2015 VOL: 173 Pags: 890-896 ISSN 0308-8146 (print)

ISSN 1873-7072 (electronic) Doi: doi:10.1016/j.foodchem.2014.10.107.

D02 GUIJARRO-DIEZ MIGUEL et al. Metabolomic fingerprinting of saffron by LC/MS: 31.08.2015
novel authenticity markers. Analytical and Bioanalytical Chemistry SEP 2015
(09.2015) VOL: 407 No: 23 Péags: 7197-7213 ISSN 1618-2642(print)

ISSN 1618-2650(electronic) Doi: doi:10.1007/s00216-015-8882-0.

D03 CARMONA MANUEL et al. Crocetin esters, picrocrocin and its related compounds 08.02.2006
present in Crocus sativus stigmas and Gardenia jasminoides fruits. Tentative
identification of seven new compounds by LC-ESI-MS. Journal of agricultural and
food chemistry United States 8 Feb 2006 08.02.2006 VOL: 54 No: 3 Pags: 973-979
ISSN 0021-8561 (Print) Doi: pubmed:16448211.

D04 RUBERT J et al. Saffron authentication based on liquid chromatography high 01.08.2016
resolution tandem mass spectrometry and multivariate data analysis. Food
Chemistry 20160108 Elsevier Ltd gbr 08.01.2016 VOL: 204 Pags: 201-209

ISSN 0308-8146 (print) ISSN 1873-7072 (electronic)

Doi: doi:10.1016/j.foodchem.2016.01.003.

D05 CARMONA M et al. Detection of adulterated saffron through UV-Vis spectral 30.06.2004
analysis. Journal of Food Science and Technology Julio/Agosto 2004 Cental Food
Technological Res. Institute Campus in (07.2004) VOL: 41 No: 4 Pags: 451-455
ISSN 0022-1155 (print).

2. Declaracion motivada segin 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 declaraciéon

D01 se refiere a la deteccidon de adulterantes en azafran por medio de RMN H1 y quimiometria. En una muestra de azafran
griego se analizaron cuatro muestras tipicas derivados de plantas utilizadas como agentes de relleno en azafran, como son:
estambres secos de Crocus sativus, cartamo, clircuma, y gardenia (figura 1, panel D).

D02 describe la utilizacion de la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de ionizacion por electrospray
de tiempo de vuelo, para identificar nuevos marcadores de autenticidad y adulteracion de azafran. Los compuestos
caracteristicos de azafran (kaempferol 3-O-glucésido, kaempferol 3-O-sophoroside, kaempferol 3,7-O-diglucésido,
kaempferol 3,7,4'-O-triglucésido, kaempferol 3-O-sophoroside-7- O-glucésido, y geranilo-O-glucésido) fueron confirmados
mediante la comparacion de los patrones de fragmentacién MS / MS experimentales con los proporcionados en la literatura
cientifica, y se proponen como nuevos marcadores de autenticidad.

D03 un divulga un método cromatografico con deteccion UV para identificar distintos esteres de crocetina presentes en
azafran y en gardenia, y determinar los compuestos precursores responsables del aroma en cada uno de ellos. Entre los
compuestos analizados se identificé el glucésido iridoide, geniposido, de gardenia mediante esta técnica, y se menciona que
la ionizacién de este compuesto via electrospray para su deteccién por espectrometria de masa es dificil de conseguir
(pagina 977, columna izquierda).

D04 divulga un método para la identificacion de marcadores de tipo glicerofosfolipidos que permitan decidir sobre la
autenticidad y procedencia de diversos azafranes mediante la combinacién de técnicas de HPLC unidas a espectrometria de
masas de alta resolucion (UHPLC-HMRS).

D05 describe el estudio de posibles adulterantes del azafran mediante el andlisis de espectros UV-Vis en donde se
detectaron 12 de los 14 colorantes afiadidos a 9 muestras de azafran. Otras adulteraciones han sido también analizadas
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con respecto a la norbixina y tartrazina que no pudieron ser
determinadas por esta técnica espectrofotométrica UV-Vis.

Ninguno de los documentos del estado de la técnica divulga un procedimiento de deteccién de genipdsido de gardenia por
HPLC/MS, por lo que el objeto de las reivindicaciones 1-10 seria nuevo tal y como se menciona en el art. 6 de la ley
11/1986.

Tomando D01 como el documento del estado de la técnica mas cercano al objeto de la invencion, la diferencia entre D01 y
el objeto reivindicado seria la identificacion del genipésido, glucosido iridoide. El efecto técnico conseguido seria la
identificacion de azafran adulterado con gardenia.
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Por tanto, el problema técnico que plantea la invencion seria la provision de un marcador que identificase la adulteracién de
azafran con gardenia, y la solucion seria la identificacion de genipésido, por HPLC/MS.

Ninguno de los documentos del estado de la técnica, tomados solos o en combinacién, permiten deducir de manera obvia el
objeto de la invencién que aparece en las reivindicaciones 1-10, por lo que la presente solicitud cumpliria con el requisito de
actividad inventiva tal y como se menciona en el art. 8 de la ley 11/1986.
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