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@Resumen:

El método objeto de la invencién comprende la
utilizacién de varias reacciones quimicas basadas en
la neutralizacion de sustancias oxidantes por la
muestra, y se basan en la presencia de un marcador
colorimétrico cuya intensidad aumenta o disminuye en
funcion del potencial de oxidacion y concentracién de
los antioxidantes presentes. El objeto de la presente
invencion consiste en un sistema que permita medir la
intensidad de color con la camara de un dispositivo
inteligente a tiempo real, sin necesidad de realizar
una fotografia, extrayendo el valor representativo de
color y, que el propio sistema, mediante una serie de
calibraciones previamente introducidas en él,
devuelva un valor representativo de la capacidad
antioxidante total de la muestra, como una
ponderaciéon de los resultados de los diferentes
ensayos individuales que evaltan la capacidad
antioxidante total, permitiendo asi la comparacién del
resultado entre muestras liquidas a través de una
escala de valor.
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DESCRIPCION

METODO PARA LA DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
TOTAL EN MUESTRAS LIQUIDAS MEDIANTE UN DISPOSITIVO MOVIL

SECTOR DE LA TECNICA

La presente patente se encuentra enmarcada dentro de los métodos analiticos para la
cuantificacion de la capacidad antioxidante en muestras liquidas, con especial interés

en bebidas como vino, zumos, cerveza, etc. mediante un dispositivo movil.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En quimica la oxidacién de un compuesto se define como la pérdida de electrones, de
hidrégenos o la ganancia de oxigeno y, por el contrario, la reduccién de un compuesto
como la ganancia de electrones, de hidrégenos o la perdida de oxigeno. De este modo,
un agente oxidante es una molécula que se reduce al reaccionar con la molécula a la
cual oxida. Este par oxido-reductor es necesario quimicamente y esencial para entender
la biologia de las 6xido-reducciones en el organismo.

Los oxidantes son compuestos electrofilicos que tienen avidez por los electrones y que
tienen afinidad para reaccionar con macromoléculas nucleofilicas, como las proteinas
los &cidos nucleicos o los lipidos, todas ellas fundamentales para la vida.

La mayoria de las células y organismos de nuestro planeta se enfrentan a ambientes
con agresores oxidativos. El hecho de que nuestro organismo utilice el oxigeno como la
molécula oxidante final del metabolismo aerébico hace que las células mantengan una
alta concentracion de productos oxidantes del metabolismo, especies reactivas de
oxigeno y radicales libres. Es por ello por lo que las células necesitan de un sistema
amortiguador reductor para limitar el dafio causado por estos productos del metabolismo
oxidativo. Aparte de los mecanismos amortiguadores enddgenos como las
macromoléculas que acomplejan especies reactivas, los antioxidantes end6genos u
otros enzimas, el organismo puede adquirir antioxidantes de manera exdgena. Los
antioxidantes exégenos son antioxidantes que provienen de la dieta, principalmente de
los productos vegetales, que poseen una gran variedad de compuestos naturales
antioxidantes, como la vitamina E (a- tocoferol), la vitamina C (4cido ascorbico), el 3-
caroteno (provitamina A), los polifenoles, los licopenos, los &cidos egdlicos, los

flavonoides, las catequinas o los taninos, entre otros.
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Es por lo tanto de utilidad evaluar la capacidad reductora de dichos compuestos
formando parte de un fluido biolégico o una bebida, cada uno de ellos presente en
diferentes proporciones. Por este motivo, la medicidn de los antioxidantes individuales
por separado no permite conocer con certeza la capacidad antioxidante total de una
preparacion, compuesto o de un fluido biolégico, ya que pueden establecerse efectos
sinérgicos entre los distintos antioxidantes presentes en él.

Los métodos existentes en la actualidad para determinar la capacidad antioxidante total
consisten en medir la actividad antioxidante de una muestra mediante reacciones de
oxido-reduccién; como por ejemplo TEAC (del inglés, Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity), TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter), FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) o Folin-Ciocalteu.

Existen, ademas, varias patentes relacionadas con la mediciébn de la capacidad

antioxidante total de una muestra como son:

o La patente US20110256248, que esta basada en un nuevo método para medir
la actividad antioxidante mediante la captacion de oxigeno y la disolucién de la
muestra problema en un solvente con detergente a concentraciones no
saturantes. Proporciona, ademas, una composicion antioxidante con actividad
antioxidante sinérgica.

e La patente W02010045986 describe un método para medir la resistividad
oxidativa de una muestra mediante la adicion de un reactivo oxidante midiendo
la capacidad antioxidante residual total tras un tiempo de reaccién mediante la

utilizaciéon de un marcador quimioluminescente.

La utilizacién de estos métodos para cuantificar la capacidad antioxidante de una
muestra requiere de la utilizacién de una sustancia patrén para realizar un calibrado con
concentraciones conocidas del mismo. Esto hace que los diferentes ensayos que
existen en la actualidad no sean comparables entre si, ya que estan basados en distintos
mecanismos de actuacion y utilizan moléculas patrén diferentes. Es por ello por lo que
el objetivo de esta patente es establecer una escala universal que permita establecer un
valor unico de medida de la capacidad antioxidante total de una muestra. Asimismo, los
métodos descritos en las mencionadas patentes, asi como los descritos en la bibliografia
requieren el uso de equipos espectrofotométricos o fluorimétricos para cuantificar la
inhibicion de estos radicales por los compuestos antioxidantes de la muestra, que es
detectada mediante una reaccién colorimétrica o fluorimétrica. Los inconvenientes

principales del uso de estos equipos son su alto coste y su no-portabilidad. Por esta
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razén, esta patente describe un método para cuantificar la capacidad antioxidante de
una muestra mediante un dispositivo movil, lo cual permite desplazar este tipo de
ensayos al lugar de necesidad (point-of-care).

En este sentido existen otras patentes que describen la posibilidad cuantificar una

reaccién quimica mediante la toma de una fotografia con un dispositivo mavil:

e La patente ES2555161A1 describe un procedimiento de medida de medida de
la concentracion de especies quimicas de interés industrial, medioambiental o
biomédico a través del procesado de los valores RGB de una fotografia digital
tomada conjuntamente a un sensor colorimétrico y a un sistema de patrones de
referencia.

e La patente US9506855B2 describe un método, sistema y programa informatico
para analizar un ensayo colorimétrico que incluye la obtencién de una imagen
del ensayo, la correccién opcional de la luz ambiental y convertir los datos de
intensidad de al menos uno de los canales RGB mediante su comparacién con

una curva standard.

Estas patentes describen la posibilidad de cuantificar atomos, moléculas, iones o
radicales presentes en una muestra mediante la realizacion de una fotografia y la
extraccion de los valores RGB de una reaccion colorimétrica. El procedimiento descrito
en este documento, sin embargo, posibilitaria la cuantificacion una capacidad u
actividad, concretamente la capacidad antioxidante total de una muestra pura o mixta
con diferentes proporciones de compuestos antioxidantes, cuantificandose asi los
posibles efectos sinérgicos. Mediante la extraccién del valor de color a tiempo real a
través de la camara digital integrada de un dispositivo movil, se obtendrian los valores
de capacidad antioxidante total de varios métodos como pueden ser, de forma ilustrativa
y no limitativa, ABTS, TEAC, DPPH, FRAP, y Folin-Ciocalteu, todos ellos ensayos
colorimétricos, cuyos resultados serian ponderados en un unico valor que definiria la
capacidad antioxidante total de una muestra y permitiria comparar este valor entre

muestras problema de todo tipo.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Con el fin de evitar los inconvenientes de otros métodos de medicion de la capacidad
antioxidante, tal y como se ha mencionado anteriormente, se propone un método capaz
de obtener resultados fiables y rapidos en muestras liquidas de diversos origenes, con

especial interés en bebidas.
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El método objeto de la invencion comprende la utilizacién de varias reacciones quimicas
basadas en la neutralizacién de sustancias oxidantes por la muestra, y se basan en la
presencia de un marcador colorimétrico cuya intensidad aumenta o disminuye en
funcién del potencial de oxidacion y concentracién de los antioxidantes presentes, es
decir, capacidad antioxidante de la muestra problema. El objeto de la presente invencién
consiste en un sistema que permita medir esa intensidad de color con la camara de un
dispositivo inteligente a tiempo real, sin necesidad de realizar una fotografia, extrayendo
el valor representativo de color (en la escala de color RGB, con caracter ilustrativo y no
limitativo) y, que el propio sistema, mediante una serie de calibraciones previamente
introducidas en él, devuelva un valor representativo de la capacidad antioxidante total
de la muestra, como una ponderaciéon de los resultados de los diferentes ensayos
individuales que evalGan la capacidad antioxidante total, permitiendo asi la comparacion
del resultado entre muestras de todo tipo, universalizando el concepto de capacidad

antioxidante a través de una escala de valores.

La extraccién del valor de color de la reaccién quimica se llevaria a cabo, junto con el
balance de blancos, a tiempo real, sin necesidad de tomar una fotografia, utilizando la
camara de un dispositivo inteligente. A modo ilustrativo y no limitativo, del valor RGB,
comprendidos entre 0 y 255 para cada parametro de color, en este caso: R (Red del
inglés, rojo), G (Green del inglés, verde) y B (Blue del inglés, azul), se utilizarian
Gnicamente los que mostrasen una mejor correlacion con los valores de concentracion
conocidos del standard de cada método. Los métodos para evaluar la capacidad
antioxidante pueden ser, de forma ilustrativa pero no limitativa, ABTS, TEAC, DPPH,
FRAP, y Folin-Ciocalteu.

El calibrado de cada método, que relaciona los valores de color con los valores de
concentracion de un standard, estaria ya programado en el sistema con lo que el usuario
no necesitaria mas que extraer el valor de color de la reaccion quimica con la muestra
problema. A modo de ejemplo, para el ensayo Folin-Ciocalteu, el sistema extraeria la
componente G del valor RGB de color para interpolar el valor de capacidad antioxidante
de la muestra problema, ya que el sistema estaria asi configurado porque es esta
componente de RGB la que mejor ajuste obtiene al realizar el calibrado con

concentraciones conocidas de standard.

Posteriormente, se obtendrian mediante un algoritmo matemético un valor ponderado

de la capacidad antioxidante total, comprendido en una escala del 0 al 100, que
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integrase los diferentes métodos para una valoracibn mas completa de la misma,
proporcionando la posibilidad de comparar de forma mas precisa la capacidad
antioxidante de diferentes muestras liquidas, con especial interés, pero sin ser limitativo,

en bebidas de origen natural como vinos, zumos, sidra, cerveza, etc.

Las ventajas principales de esta invencion se resumen como sigue:

e El método objeto de la invencion permite la determinacién de la capacidad
antioxidante en diferentes tipos de muestras liquidas mediante un dispositivo
movil.

e El método objeto de la invencion realiza mediciones de forma rapida, en menos
de un minuto y a tiempo real.

¢ ElI método objeto de la invencion se puede integrar en cualquier dispositivo
inteligente que disponga de una camara para la determinacion del color de la
disolucién, permitiendo su uso en el lugar de necesidad (point-of-care).

o ElImétodo objeto de la invencién es capaz de integrar los valores de la capacidad
antioxidante obtenidos mediante cinco métodos diferentes, en una escala que
los correlacione vy, por tanto, permita la obtencién de un valor de capacidad
antioxidante total mas completo y representativo que pueda ser comparado entre

muestras de diferente tipo a través de una escala.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion que se estéa realizando y con objeto de ayudar a una
mejor comprension de las caracteristicas de la invencién, se acompafia como parte
integrante de dicha descripcién, un juego de dibujos en donde con caracter ilustrativo y

no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Figura 1.- Muestra una vista del dispositivo mévil, con cAmara fotografica integrada, en
el momento de extraccion de los valores de color de la reaccion quimica colorimétrica
para evaluar la capacidad antioxidante utilizando cinco métodos distintos como pueden
ser, a modo ilustrativo y no limitativo ABTS, TEAC, DPPH, FRAP, y Folin-Ciocalteu, sin
necesidad de tomar una fotografia, a tiempo real mediante un sistema que interpola los
valores de capacidad antioxidante total en una escala de 0 a 100, que pondera los

valores de capacidad antioxidante total obtenido con los cinco métodos.
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Figura 2.- Muestra las rectas de calibrado obtenidas mediante la representacion de
valores conocidos de capacidad antioxidante total a partir de unos de los métodos
(expresado en equivalentes de una molécula patrén, en ug/ml) frente a los valores de
RGB (comprendidos de 0 a 255).

Figura 3.- Muestra la ecuacion que pondera los valores de capacidad antioxidante total
obtenidos con cinco métodos, a modo ilustrativo pero no limitativo. M1, Mz, M3, Ma y Ms
corresponden a los valores de capacidad antioxidante total obtenido con cada uno de
los cinco métodos, escalados de 0 a 100. La simbologia corresponde con los
coeficientes, bases y exponentes de la ecuacion.

A continuacion, se proporciona una lista de los distintos elementos sefialados en las

figuras adjuntadas en este documento en la seccion correspondiente de dibujos:

Figura 1:

1= Reacciones quimicas obtenidas mediante cinco métodos diferentes para evaluar la
capacidad antioxidante.

2= Dispositivo mévil con camara fotogréfica integrada.

3= Pantalla del dispositivo mavil.

4= Ensayo de capacidad antioxidante del cual se extrae el valor de color representativo
de la intensidad de la reaccion y al cual debe apuntar el dispositivo.

5= Area reservada por el sistema para que el usuario enfoque a la reaccion quimica
para evaluar la capacidad antioxidante total de una muestra y el sistema extraiga el valor
de color de dicha reaccion cuya intensidad de color es dependiente de la concentracion
y potencial de oxidacién de los compuestos antioxidantes que contenga la muestra.

6= Area reservada por el sistema para que el usuario apunte a una zona de color blanco
para realizar el balance de blancos a tiempo real.

7= Area reservada por el sistema para que el usuario apunte a la reaccién quimica para
evaluar la capacidad antioxidante total de la muestra y de ése area el sistema extraiga
el valor representativo del color.

8= Valores de capacidad antioxidante total (CAT) obtenidos con los diferentes métodos
(M1, M2, M3, M4, M5), relativizados en una escala comprendida de 0 a 100.

9= Valor de capacidad antioxidante total (CAT) ponderada a partir de los valores

obtenidos con los cinco métodos expresado en una escala comprendida de 0 a 100.



10

15

20

25

30

35

ES 2 696 228 Al

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

La invencion se refiere a un método para la medida directa de la capacidad antioxidante
total o TAC (del inglés, Total Antioxidant Capacity) de una muestra liquida mediante un

dispositivo inteligente con camara integrada, el cual comprende las siguientes etapas:

e Poner en contacto la muestra con una solucién de una sustancia susceptible de
ser reducida por los antioxidantes presentes en la muestra que, en dicho caso,
da lugar a un cambio de color mediante la utilizacion de una molécula susceptible
de cambiar de color con las reacciones de oxido-reduccion.

e Medir el color final de la reaccion quimica mediante un dispositivo con camara
integrada, que extrae un valor representativo del color mediante las escalas
disponibles, como pueden ser a modo ilustrativo y no limitativo RGB, CMYK,
HSV o Lab.

e Comparar e interpolar los valores obtenidos de color a partir de la ecuacion
previamente integrada en el sistema para calcular la capacidad antioxidante de
dicha muestra acorde con el método que ha sido utilizado para la valoracién. A
modo ilustrativo pero no limitativo, en caso de utilizar la escala de color RGB, el
sistema extraeria la componente que mejor correlacion muestre con los valores
de capacidad antioxidante total analizados con cada método. El sistema estara
programado con las rectas de calibrado, resultado de representar valores de
capacidad antioxidante conocidos (utilizando un patron) frente a la componente
gue mejor ajuste muestre del valor RGB, para cada uno de los métodos que
analiza la capacidad antioxidante de una muestra, como son a modo ilustrativo
pero no limitativo, ABTS, TEAC, DPPH, FRAP, y Folin-Ciocalteu.

e Convertir el resultado de capacidad antioxidante medida para cada uno de los
métodos, en valores comprendidos en una escala del 0 al 100, en la que 0 es el
valor mas bajo y 100 el valor més alto posible.

e Este proceso se repite para los cinco métodos considerados para la medicion de
la capacidad antioxidante, que son de forma ilustrativa pero no limitativa, ABTS,
TEAC, DPPH, FRAP, y Folin-Ciocalteu.

e Realizar una ponderacion final de los valores mediante la utilizacion de una
férmula matematica, para obtener un valor en un rango del O al 100 de capacidad

antioxidante total final equiparable para diferentes tipos de muestra.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la determinacion de la capacidad/actividad antioxidante o

capacidad reductora en muestras liquidas mediante un dispositivo moévil, que

comprende los siguientes pasos:

e Poner en contacto la muestra con una solucion de una sustancia
susceptible de ser reducida por los antioxidantes presentes en la muestra
gue, en dicho caso, da lugar a un cambio de color mediante la utilizacion
de una molécula susceptible de cambiar de color con las reacciones de
oxido-reduccion. Realizar este paso con al menos dos ensayos, de la
capacidad antioxidante que son, a modo ilustrativo, pero no limitativo,
ABTS, DMPD, DPPH, FRAP y Folin-Ciocalteu.

e Extraer al menos un valor de color de la reaccion colorimétrica obtenida
con al menos dos ensayos, mediante un dispositivo mévil con camara y
un algoritmo para la extraccién del valor de color y para realizar el
balance de blancos.

e Obtener el valor Unico de capacidad antioxidante total de la muestra
problema mediante el dispositivo moévil, ya calibrado con las ecuaciones
que representan la relacion entre la variable “valor de color” y la variable
“capacidad antioxidante total”’, para cada uno de los cinco métodos; asi
como la ecuacion que pondera los valores de capacidad antioxidante total

de los cinco métodos en un valor Unico de capacidad antioxidante total.

El método segun la reivindicacion 1, caracterizado por utilizar cualquiera de las
combinaciones de ensayos colorimétricos de la capacidad antioxidante para la
obtencion de un valor final.

El método segun la reivindicacion 1, caracterizado por extraer el valor
representativo del color en la escala RGB, a modo ilustrativo pero no limitativo.
El método segun la reivindicaciébn 1, caracterizado por utilizar cualquier
dispositivo movil o inteligente que disponga de una camara para poder extraer
los valores de color a tiempo real.

El método segun la reivindicaciébn 1, caracterizado por utilizar cualquier
dispositivo mévil o inteligente que disponga de cualquier tipo de sensor de
imagen como CCD o CMOS, a modo ilustrativo pero no limitativo.

El método segun la reivindicaciébn 1, caracterizado por utilizar cualquier

dispositivo movil o inteligente que disponga de una camara para poder extraer
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los valores de color mediante la toma de una fotografia.

El método segun cualquiera de las anteriormente mencionadas reivindicaciones
por el cual se determine la concentracion de una Unica sustancia antioxidante
como puede ser, a modo ilustrativo y no limitativo, acido ascorbico o acido Urico.
El método segun la reivindicacion 1 aplicado a cualquier otra sustancia liquida
de origen biolégico como puede ser, a modo ilustrativo y no limitativo, sangre,
plasma, saliva, orina y tejidos humedos.

El método segun la reivindicacion 1 aplicado a cualquier otra muestra de origen
sélido que haya sido extraida en fase liquida.

El método segun la reivindicaciéon 1 que utilice cualquier tipo de reaccion de
oxido-reduccion para la determinacion de la capacidad antioxidante en la
muestra.

El método segun la reivindicacion 1 mediante el cual se ponga en contacto la
muestra con una solucién de una sustancia susceptible de ser reducida por los
antioxidantes presentes en la muestra que, en dicho caso, da lugar a una emisién
de fluorescencia mediante la utilizacion de una molécula susceptible de cambiar

los niveles de fluorescencia con las reacciones de oxido-reduccion.
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