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@Resumen:

Un dispositivo portatil y un método para la medida de
la capacidad antioxidante en muestras liquidas
basado en electroquimica, concretamente en
voltametria. El dispositivo aplica un rango de
potenciales a una muestra y recibe la sefial de
intensidad de corriente que mediante un método
matematico se transforma en un valor total de la
capacidad antioxidante representado en una escala
del 1 al 10, indicando 10 el valor de la capacidad
antioxidante mas elevado y 1 el mas bajo. Este
método pondera teniendo en cuenta tres regiones de
oxidacién de antioxidantes para las cuales se calcula
el valor de la carga, denominadas Q; Q, y Q; .

De esta forma, se pueden observar diferencias en las
capacidades antioxidantes de dos muestras cuya
carga total fuera equivalente, pero sin embargo,
presente diferentes valores en las tres regiones
establecidas, siendo mas precisoy fiel al
funcionamiento de los sistemas de depuracion de
ROS.
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DESCRIPCION

DISPOSITIVO PORTATIL Y METODOLOGIA PARA LA MEDIDA DE LA
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN MUESTRAS LiQUIDAS UTILIZANDO
ELECTRODOS SERIGRAFIADOS

SECTOR DE LA TECNICA

La presente patente se encuentra enmarcada dentro de los dispositivos analiticos de
medicion de la capacidad antioxidante total (TAC) mediante técnicas de electroquimica
en muestras liquidas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los sensores electroquimicos son una herramienta ampliamente utilizada en las ramas
de quimica analitica y la biologia. Debido a los grandes beneficios de los
antioxidantes, asi como la relacion entre el estrés oxidativo y numerosas
enfermedades, ha surgido la creciente necesidad del desarrollo de una tecnologia que
permita la cuantificacion de la capacidad antioxidante total de forma fiable y precisa,
en muestras liquidas. Estas medidas se podrian realizar tanto en muestras biol6gicas
como pueden ser muestras de sangre o bien en otro tipo de muestras liquidas como
zumos de frutas y vinos que contienen sustancias antioxidantes. La capacidad
antioxidante depende de unas sustancias denominadas antioxidantes que actuan de
diferente forma dependiendo de su potencial de accion. Existen dos tipos de
antioxidantes: los de bajo peso molecular y los enzimaticos. Los antioxidantes de bajo
peso molecular actuan directamente como una barrera, oxidandose antes que otras
moléculas de vital importancia como los lipidos, proteinas o ADN. Por otra parte, los
antioxidantes enzimaticos depuran los radicales libres, responsables del estrés
oxidativo y las enfermedades que el mismo acarrea, transformandolos en sustancias
inocuas. Se han desarrollado hasta el momento varios mecanismos y dispositivos
capaces de realizar una medicion de la capacidad antioxidante:
» La patente US2008251394A1 describe una metodologia de titracién basada en
unas medidas electroquimicas indirectas del poder antioxidante en tejidos
biol6gicos humedos mediante el uso de una funcién mateméatica adimensional

que representa un agente oxidante ideal.
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» La patente US2005278184A1 describe un aparato, proceso y metodologia de
determinacién de un tipo concreto de antioxidantes, los carotenos, presentes
en la piel, mediante una medida éptica con la dispersion de Raman en la palma

de la mano.

Los inconvenientes de estas técnicas son la escasa portabilidad de los dispositivos y la
imposibilidad de dar valores fieles a la capacidad antioxidante total puesto que, en el
primer caso, no se llevan a cabo distinciones entre los diferentes potenciales a los que
se oxidan las moléculas antioxidantes y en el segundo, los carotenoides de la piel a
pesar de estar relacionados con la ingesta de frutas y verduras, no reflejan el estado
antioxidante global tanto como el obtenido mediante una muestra de sangre, y
ademas, su uso se encuentra limitado a la mediciébn en personas y no en otras

sustancias liquidas, tal y como se ha mencionado anteriormente.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Con el fin de evitar los inconvenientes de otros métodos de medicion de la capacidad
antioxidante, se propone un dispositivo y método asociado al mismo capaz de obtener
resultados fiables y rapidos de la capacidad antioxidante en muestras liquidas de
diversos origenes.

El dispositivo portatil de medida de la capacidad antioxidante objeto de la invencion
comprende un mecanismo de oxidacion de una muestra que permite realizar de una

forma rapida y sencilla la cuantificaciéon de la capacidad antioxidante total en la misma.

Las ventajas principales de esta invencion se resumen como sigue:

» El método objeto de la invencion permite la distincién de las tres zonas
principales de actuacion (FIG. 6) de los antioxidantes que ponderaran de una
forma diferente para el valor final segun una formula matematica (FIG. 8).

» El dispositivo objeto de la invencion es portatil y permite su utilizacién en el
lugar de necesidad (point-of-care).

» El dispositivo objeto de la invencién es facil de manejar y supone una sencilla
interpretacion para el usuario final, sea un profesional sanitario, uso personal,

para investigacion o para uso industrial, puesto que los valores finales se
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encuentran distribuidos en una escala del 1 al 100.

El dispositivo objeto de la invencién realiza mediciones de forma rapida, en
menos de un minuto.

El dispositivo objeto de la invencion es capaz de medir los valores en sangre,
dando unos valores mas precisos que aquellos obtenidos mediante los
carotenoides presentes en la piel.

El dispositivo objeto de la invencion realiza medidas voltamétricas, siendo mas
exacto, reproducible y evitando interferencias de moléculas sin capacidad

antioxidante como en otras técnicas analiticas como pueden ser la colorimetria.

La invencion se refiere a un dispositivo y un método para la medida directa de la

capacidad antioxidante total o TAC de una muestra liquida, el cual comprende las

siguientes etapas:

Oxidar una muestra situada en las tiras fungibles -electrodos serigrafiados-
(FIG. 4) las cuales constan de al menos un electrodo de trabajo (7), un
electrodo auxiliar (6) y un electrodo de referencia (8).

Medir la variacién de la sefal electroquimica (intensidad) entre el electrodo de
trabajo (7) y el electrodo auxiliar (6) en cada valor de potencial aplicado entre el
electrodo de trabajo (7) y el electrodo de referencia (8) por el dispositivo objeto
de la invencion (FIG. 1) para dar lugar a la sefal primaria de intensidad de
corriente (FIG. 6).

Obtener los valores de las cargas Q; Q. y Q; comprendidas entre tres rangos
R (17), Rz (18), R3(19) que abarcan a potenciales comprendidos entre 0y 2 V
siendo estos intervalos variables en funcion de la muestra liquida a cuantificar
(FIG. 6).

Convertir la carga en culombios de Q; Q. y Q3 en un valor comprendido en una
escala del 1 al 100, los cuales se denominan a partir de entonces By B, y B;
mediante la determinacién de la pertenencia de los valores de Q; Q. y Q3
respectivamente a uno de los rangos mostrados en la FIG 7.

Realizar una ponderacion final de los valores By B, y B; mediante la utilizacion
de la férmula matemética de la FIG 8 en la cual las letras a-i representan
numeros reales y enteros, para obtener un valor en un rango del 1 al 100 de
capacidad antioxidante total final.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion que se esta realizando y con objeto de ayudar a una
mejor comprension de las caracteristicas de la invencion, se acompafna como parte
integrante de dicha descripcion, un juego de dibujos en donde con caracter ilustrativo y
no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Figura 1.- Muestra una vista frontal esquematica del dispositivo de la invencién.

Figura 2.- Muestra una vista superior esquematica del dispositivo de la invencion.
Figura 3.- Muestra una vista inferior esquematica del dispositivo de la invencién.

Figura 4.- Muestra una vista frontal esquematica de una tira fungible o electrodo.
Figura 5.- Muestra todos los elementos de los que consta el dispositivo.

Figura 6.- Muestra el resultado de tres graficas diferentes obtenidas para tres
individuos respectivamente con mayor (14), mediana (15) y pequena (16) capacidad
antioxidante relacionada con sus habitos de vida: consumo de mas de 8 piezas de
fruta diarias (14), consumo recomendado de fruta diaria (15) y no consumo de fruta
pero si de tabaco diariamente (16).

Figura 7.- Tabla en la que se muestra la correspondencia en la escala los valores Q;
Q2 y Qs enlos niveles del 1 al 10 de los valores de. B; B, y Bs.

A continuacién, se proporciona una lista de los distintos elementos senalados en las
figuras adjuntadas en este documento en la seccion correspondiente de dibujos:

1= Pantalla del dispositivo

2= Carcasa

3= Botdn de encendido, apagado y activado de la medida
4= Puerto de conexion a un ordenador/carga de la bateria
5= Acoplamiento del electrodo

6= Electrodo de referencia

7= Electrodo de trabajo

8= Electrodo auxiliar

9= Superficie protectora

10= Contactos del electrodo
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11= Protector de la pantalla

12= Placa base/potenciostato
13= Bateria

14= Curva obtenida de una persona con niveles de capacidad antioxidante elevados

15= Curva obtenida de una persona con niveles de capacidad antioxidante medios

16= Curva obtenida de una persona con niveles de capacidad antioxidante bajos

17= Primer rango de potencial establecido o R;

18= Segundo rango de potencial establecido o R,

19= Tercer rango de potencial establecido o0 Rs

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

A la vista de las mencionadas figuras, y de acuerdo con la numeracién adoptada, se

puede observar en ellas un ejemplo de realizacién preferente del dispositivo objeto de

la invencién, el cual comprende las partes y elementos que se indican y describen en

detalle a continuacién.

Asi tal y como se observan en las figuras 1-5, una posible realizacion preferente del

dispositivo de medicién electroquimica manipulable desde el interfaz del usuario y con

capacidad de acoplamiento de las tiras fungibles con electrodo y conexion directa a un

ordenador, comprende esencialmente los siguientes elementos:

Un potenciostato (12) acoplado al puerto de entrada del electrodo (5),

Un procesador (12) para almacenar los datos de la intensidad de la corriente y
realizar los célculos matematicos,

Un puerto de entrada de tipo USB (4) para la descarga de los datos en otro
dispositivo compatible como un ordenador y efectuar la recarga de la bateria
del mismo,

Una bateria (13) que permita que el dispositivo sea portatil sin estar
constantemente conectado a una fuente de corriente,

Una carcasa (2) que sirva de soporte a los componentes previamente
mencionados y permita el manejo del dispositivo asimismo como una pantalla
(1) cubierta por un protector (11) que sirva de interfaz para el usuario donde se
muestran los resultados,

Unas tiras fungibles (FIG 4) con al menos un electrodo de trabajo (7)
consistente en una capa de carbono funcionalizado, un electrodo de referencia
(8) de Ag/AgCl y un electrodo auxiliar (6) de Pt sobre las cuales se sitia la
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muestra y que se acoplan al dispositivo objeto de la invencién mediante unos
contactos (10) en el puerto de entrada del electrodo (5).
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REIVINDICACIONES

Un dispositivo portatil y un método para la medida de la capacidad antioxidante en
muestras liquidas basado en electroquimica y mas concretamente en voltametria,
consistentes respectivamente en un dispositivo que:

* Mediante un potenciostato (12) es capaz de aplicar un rango de voltajes a unas
tiras fungibles que contienen un electrodo de trabajo de carbono funcionalizado
(7), un electrodo de referencia de Ag/AgCl (8) y un electrodo auxiliar de Pt (6)
sobre las cuales se situa la muestra.

* Y obtener la sefal de variacion de corriente entre dichos rangos de voltaje (17,
18, 19)

* Y mostrar los resultados finales mediante un interfaz (1)

Y un método voltamperométrico y matematico por el cual:

» Los datos se procesan mediante el célculo de las cargas Q; Q. y Q3 en los
rangos de voltaje Ry (17), R2 (18), R3(19) aplicados por el dispositivo objeto de
la invencion,

» Se transforman en valores adimensionales B; B, y B3 en una escala del 1 al
100 de capacidad antioxidante total siendo el 1 el valor mas bajo y el 100 el
valor mas alto posibles,

» Y finalmente dichos valores se ponderan mediante una ecuacion (FIG. 8) para
dar lugar al valor adimensional final de la capacidad antioxidante comprendido
en una escala del 1 al 100 en la cual el 1 es el valor méas bajo y el 100 el valor
mas alto posibles.

El dispositivo y método segun la reivindicacién 1 aplicado a la medicion de

sustancias antioxidantes especificas, como puede ser a modo ilustrativo y no

limitativo el &cido ascérbico o vitamina C.

El dispositivo y método segun la reivindicaciéon 1 aplicado a la medicién a muestras

liquidas de tipo alimentario (zumos, lacteos, etc) asi como en otros fluidos de tipo

biol6gicos incluyendo plasma, suero, orina, sudor, saliva y tejidos.

El método segun la reivindicacién 1 en el cual se aplican otras técnicas de

electroquimica como la LSV (del inglés, Linear Sweep Voltammetry; Voltametria de

Barrido Lineal), CV (del inglés, Cyclic Voltammetry, Voltametria Ciclica) o FSCV

(del inglés, Fast Scan Cyclic Voltammetry, Voltametria Ciclica de Escaneo

Répido).

El método segun la reivindicacion 1 en el cual los rangos de voltaje aplicados son
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tres y se comprenden dentro de los siguientes:

a. Ri=0-1V
b. R=0,3-15V
c. Rs;=0,5-2V

El método segun la reivindicacién 1 en el cual se establecen entre 3 y 6 rangos
consecutivos o discontinuos comprendidos entre 0y 2 V.

El dispositivo segun la reivindicacion 1 en el cual el electrodo de referencia (8) y
electrodo auxiliar (6) se combinan en un solo electrodo que asume ambas
funciones.

El dispositivo segun la reivindicacion 1 en el cual el electrodo de referencia (8) es
calomelano, de zinc o de cobre/sulfato de cobre.

El dispositivo segun la reivindicacién 1 en el cual existen mas de un puerto de
entrada de electrodos (5), pudiendo medir varias muestras al mismo tiempo o de
forma secuencial.

El dispositivo segun la reivindicacion 1 en el cual la sefial es generada en un unico
electrodo de trabajo que comprenda una superficie de carbono modificada con
materiales de cualquier tipo, incluyendo a modo ilustrativo y no limitativo
nanoparticulas, nanopeliculas, nanotubos, nanoesferas huecas, aleaciones y
oxidos.

El dispositivo segun cualquiera de las anteriormente mencionadas reivindicaciones
en el cual la superficie del electrodo de trabajo se encuentra cubierta por una red
de un material poroso como celulosa o polimeros, un gel organico acuoso o una
sustancia orgénica.

El dispositivo segun cualquiera de las anteriormente mencionadas reivindicaciones
adaptado como celda de tres electrodos.

El método segun la reivindicacion 1 en el cual los valores de By, B, y B; se
encuentran representadas en otro tipo de escala diferente de la 1-100, bien por un
orden invertido o el uso de otras unidades.

El método segun la reivindicacion 1 en el cual los valores de capacidad
antioxidante total se encuentran representados en otro tipo de escala diferente de
la 1-100, bien por un orden invertido o el uso de otras unidades.
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FIG.6
Valor Q,
dela : , : , : :
Inferior Superior Inferior Superior Inferior Superior
escala
1 - 0,249 - 4,999 - 9,999
2 0,250 0,449 5,000 9,999 10,000 14,999
3 0,450 0,699 10,000 12,999 15,000 19,999
4 0,700 0,999 13,000 14,999 20,000 24,999
5 1,000 1,299 15,000 16,999 25,000 29,999
6 1,300 1,599 17,000 18,999 30,000 34,999
7 1,600 1,899 19,000 20,999 35,000 39,999
8 1,900 2,199 21,000 22,999 40,000 44,999
9 2,200 2,499 23,000 24,999 45,000 49,999
10 2,500 - 25,000 - 50,000 -—--
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