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acuosa (8) y se sitla en un transductor electroquimico
(16) que contienen un electrodo de trabajo, un
electrodo de referencia o pseudo-referencia y un
electrodo auxiliar. Posteriormente, se mide la
oxidacion de la fase acuosa mediante la aplicacion de
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DESCRIPCION

METODO PARA MEDIR PARAMETROS DE OXIDACION DE UNA MUESTRA
ORGANICA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente patente se encuentra enmarcada dentro de los métodos analiticos de
medicion de algunos parametros de oxidacion, como por ejemplo la capacidad
antioxidante y prooxidante, la estabilidad de la oxidacion y la resistencia a la oxidacion

mediante técnicas de electroquimica en muestras organicas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La medida de algunos parametros de oxidacion en muestras organicas puede ofrecer una
informacion muy valiosa sobre la valia o el estado de degradacion de dichas muestras.
Parametros como la capacidad antioxidante y prooxidante, la resistencia a la oxidacion
bajo ciertas condiciones o la estabilidad de dicha oxidacién permiten al usuario discriminar
aquellas muestras que no cumplan una serie de requisitos basicos en funcién de la
aplicacion en la que vayan a ser usados. Estas medidas son sencillas en una mezcla

acuosa, pero la metodologia en una muestra organica es mucho mas compleja.

Se conocen algunos métodos destinados a medir la oxidacion de una muestra organica.
El Rancimat o el PetrOxy son métodos de medida de estabilidad oxidativa de aceites y
grasas basado en la induccién de la oxidacion de la muestra por exposicién a elevadas
temperaturas y flujo de aire. De esta manera permite estimar el tiempo de induccion o
tiempo de estabilidad oxidativa, siendo este el momento a partir del cual la muestra ha
superado el tiempo en el que permanece establece, y siendo por tanto indicativo de una
pérdida de calidad y vida util de la muestra. Sin embargo, es una medida indirecta, ya que
se cuantifican unicamente los productos volatiles generados (tras aplicar temperatura y
flujo de aire varias horas) y ademas no se valora directamente la resistencia y la capacidad
antioxidante de la muestra a tiempo cero. Es necesario realizar ensayos de tiempo
elevado, por ejemplo en el caso de Rancimat, para muestras de Biodiesel el tiempo minimo

de ensayo obligatorio alcanza las 6 horas, siendo en la mayoria de los casos superior.
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Por lo tanto, para realizar ambos métodos se necesita mucho tiempo y ademas, la medida

que se realiza es indirecta, por lo que no resulta un método totalmente fiable.

La presente invencién pretende proporcionar una solucion alternativa a este problema.

DESCRIPCION BREVE DE LA INVENCION

La presente invenciéon proporciona una solucion alternativa al problema anteriormente
propuesto mediante un método de medida de parametros de oxidacion de acuerdo a la
reivindicacién 1. Las reivindicaciones dependientes definen realizaciones preferidas de la

invencion.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos (tanto los cientificos como los
técnicos) que se usan en este documento han de ser interpretados como lo haria un
experto en la materia. Se entendera, por tanto, que los términos de uso comun deben ser
interpretados de la manera que lo haria un conocedor de la materia, y no de un modo

idealizado o estrictamente formal.

A lo largo del texto, la palabra “comprende” (y sus derivados, como “comprendiendo”) no
deben ser entendidos de un modo excluyente, sino que deben ser entendidos en el sentido
en que admiten la posibilidad de que lo definido pueda incluir elementos o etapas

adicionales.

Un objeto de la presente invencion se refiere, aunque sin limitacién, a un método para
medir parametros de oxidacion de una muestra organica, comprendiendo el método las
etapas de:

preparar un primer compuesto que comprende un solvente eutéctico profundo
natural,

agitar el primer compuesto durante un tiempo comprendido entre 30 y 120 minutos
a una temperatura comprendida entre 0 y 80°C y dejar enfriar a temperatura ambiente,
obteniendo una primera disolucion

afiadir al menos un compuesto catalizador adicional a la primera disolucion,
obteniendo una disolucién final

mezclar con agitacion la muestra organica con la disolucion final, dando lugar a una
mezcla de medida

obtener la fase acuosa de la mezcla de medida y agitarla



10

15

20

25

30

35

ES 2905830 B2

situar la fase acuosa agitada en un transductor electroquimico que contienen un
electrodo de trabajo, un electrodo de referencia o pseudo-referencia y un electrodo auxiliar;
y

medir la oxidacién de la fase acuosa mediante la aplicacién de un rango de

tensiones en el electrodo de trabajo segun voltametria de barrido lineal.

Gracias a este método se puede utilizar un dispositivo de medida electroquimica para
evaluar la capacidad antioxidante de una muestra aceitosa, simplemente mediante la
preparacion detallada de dicha muestra. Mediante este método se obtiene una medida

directa y mucho mas rapida de la oxidacion de la muestra organica.

De hecho, este método es valido para medir varios parametros de oxidacion de la muestra
organica. Debido a que el método se basa en preparar una mezcla estable y mezclarla
con la muestra a medir, sucesivas variantes del método se pueden utilizar para medir
distintos parametros: utilizando una unica medida se observa la capacidad antioxidante o
prooxidante de la muestra, si se realizan varias medidas sin variar la muestra, se puede
medir la estabilidad oxidativa de la misma; si se realizan varias medidas aplicando calor a

la muestra, se puede medir la resistencia a la oxidacion.

Se entiende solvente eutéctico profundo natural (NADES por sus siglas en inglés) como
una mezcla de dos 0 mas compuestos quimicos a una proporcién molar particular para
dar lugar a una disminucioén significativa en la temperatura de fusiéon de los componentes
individuales, convirtiéndose en liquido a temperatura ambiente. En este sentido, la
preparacion de los disolventes no requiere ninguna reaccién quimica y por lo tanto el

rendimiento de produccion es del 100%.

Cuando se habla de compuesto catalizador no se refiere a un catalizador en el sentido
estricto, sino a un compuesto que facilite la disolucion y/o mejore la reproducibilidad de la

medida en la primera disolucion.

En realizaciones particulares, la etapa de medir la oxidacién comprende

aplicar mediante un potenciostato al menos un rango de tensiones al electrodo de
trabajo segun voltametria de barrido lineal, estando el rango de tensiones comprendido
dentro del intervalo entre 0 y 2V

obtener una senal de variacion de corriente a lo largo de dicho rango de tensiones;
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calcular la carga para el rango de tensiones aplicado por el potenciostato mediante
la integracion de la senal de variacién de corriente,

transformar las cargas en valores adimensionales para obtener un valor de
referencia representativo de la capacidad antioxidante y/o prooxidante de la muestra

organica.

El rango de tensiones se puede aplicar tanto en sentido creciente (destinado a medir la
capacidad antioxidante de la muestra) como en sentido decreciente (destinado a medir la

capacidad prooxidante de la muestra).

En realizaciones particulares, antes de afadir el compuesto catalizador adicional, se
afaden agua y una sal inorganica, como por ejemplo KCI, a la primera disolucion,
obteniendo una segunda disolucion a la que se anadira el compuesto catalizador adicional,
donde el volumen de agua afiadida representa entre el 1% y el 40% de la segunda
disolucion y la sal inorganica se encuentra en una concentracion comprendida entre 0,001

My 1 M en la segunda disolucién.

Mediante la adicion de una sal inorganica, en combinacién compensada con la adicion de
agua, se logra homogeneizar la conductividad en todas las muestras, independientemente
de su naturaleza mas o menos conductora. De este modo, se mejora la reproducibilidad

de las medidas y se obtiene una medida final mas fiable.

Evidentemente, la adicién de agua y sal inorganica no es esencial para el funcionamiento
del método. Por lo tanto, la creacién de la segunda disolucién tampoco lo es. La segunda
disolucion es la que se utilizara, en estas realizaciones particulares, para seguir las etapas

del método a partir de la etapa de adicién del compuesto catalizador adicional.

En realizaciones particulares, el transductor electroquimico es una tira fungible y
comprende un electrodo de trabajo de carbono, un electrodo de pseudoreferencia de plata

y un electrodo auxiliar de carbono.

El método de la invencidn prepara una mezcla de medida que puede ser analizada por un
dispositivo portatil mediante la deposicién de la mezcla en una tira fungible. De este modo,
el dispositivo portatil se encargaria de las etapas de aplicar la voltametria lineal a la

muestra y de calcular la medida antioxidante o prooxidante.
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En realizaciones particulares, la etapa de aplicar un rango de tensiones al electrodo de
trabajo se realiza de manera lineal, comenzando por el valor mas bajo del rango de

tensiones e incrementando la tensién hasta el valor mas alto del rango de tensiones.

En estos casos, la tensién aplicada sigue una regla lineal con respecto del tiempo, regida

por una constante comprendida entre 0,1 mV/s y 500 mV/s.

En realizaciones particulares, la etapa de aplicar un rango de tensiones se realiza de
manera inversa, comenzando por el valor mas alto de tension y disminuyendo hasta el

valor mas bajo.

De este modo, se puede calcular la capacidad prooxidante de la muestra organica.

En realizaciones particulares, la etapa de preparacion del primer compuesto se realiza
mezclando al menos dos sustancias formadoras de enlaces de hidrégeno, en particular
realizando una de las siguientes mezclas

cloruro de colina y acido lactico, donde la proporcién en molaridad del cloruro de
colina con respecto al acido lactico esta comprendida entre 1:1 y 1:4, particularmente entre
1:1,9y 1:2,1, o bien

cloruro de colina y glucosa, donde la proporciéon en molaridad del cloruro de colina
con respecto a la glucosa estad comprendida entre 1:0,1 y 1:4, particularmente entre 1:0,9
y 1:1,1, o bien

acido lactico y glucosa, donde la proporciéon en molaridad del acido lactico con
respecto a la glucosa esta comprendida entre 6:0,1 y 6:4, particularmente entre 6:0,9 y
6:1,1.

En el primer caso, por cada mol de cloruro de colina se mezclan entre 1 y 4 moles de acido
lactico, particularmente entre 1,9 y 2,1 moles de acido lactico. En el segundo caso, por
cada mol de cloruro de colina se mezclan entre 0,1 y 4 moles de glucosa, particularmente
entre 0,9 y 1,1 moles de glucosa. En el tercer caso, por cada 6 moles de acido lactico se

mezclan entre 0,1 y 4 moles de glucosa, particularmente entre 0,9 y 1,1 moles de glucosa.

Estas proporciones, si bien no son las Unicas opciones, han permitido la obtencion de un

solvente eutéctico profundo natural de una manera sencilla y fiable.
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En realizaciones particulares, la etapa de mezclar la muestra organica con la disolucion
final se realiza a una temperatura comprendida entre 0°C y 60°C, particularmente entre

30°C y 40°C, agitando la mezcla.

Si bien no es algo esencial, se trata de un rango beneficioso para mantener intactas las
propiedades de la muestra organica a analizar. La agitacion permite una mejor

homogenizaciéon de la mezcla, de modo que los resultados muestren menor dispersion.

En realizaciones particulares, la etapa de mezclar la muestra organica con la disolucién
final comprende adicionalmente dejar reposar la mezcla de medida antes de obtener la

fase acuosa.

La etapa de reposo permite la separacion de la parte acuosa, que sera analizada en el

aparato mediante voltametria de barrido lineal.

En realizaciones particulares, las etapas de situar la fase acuosa en un receptor, aplicar
un rango de tensiones, obtener una sefal, calcular la carga y transformar las cargas en
valores adimensionales se realizan mas de una vez, agitando la parte acuosa antes de

realizar cada una de las etapas.

De este modo, se puede realizar la media de las diferentes medidas, obteniendo un valor
menos afectado por la posible variabilidad debida a la falta de total homogeneidad de la

muestra a analizar.

En realizaciones particulares, las etapas de mezclar con agitacion la muestra organica con
la disolucion final, obtener la fase acuosa de la mezcla de medida, situar la fase acuosa
agitada en un receptor y medir la oxidacion de la fase acuosa se repiten, transcurrido un
tiempo utilizando como muestra organica una segunda muestra organica semejante a la

primera muestra organica en la que se ha aplicado temperatura y adicién de aire.

De este modo, el método de la invencion puede ser usado también segun la norma UNE

14112 para medir la estabilidad de la oxidacion en algunas muestras organica.

En realizaciones particulares, una vez obtenida la primera disolucion, se mantiene a

temperatura ambiente en un recipiente en oscuridad.
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La ausencia de luz es favorable para mantener las propiedades de la mezcla, evitando que

la luz degrade algunos componentes.

En realizaciones particulares, la primera disolucion se mezcla con un disolvente organico
antes de afadir el compuesto catalizador, donde la proporcion en volumen entre la
segunda disolucion y el disolvente organico esta comprendida entre 2:1 y 1:5,

particularmente comprendida entre 1:0,9y 1:1,1.

Este disolvente organico, como por ejemplo, una mezcla de hexano y acetona en

proporcion volumétrica 1:1, permite mejorar la extraccion.

En realizaciones particulares, el compuesto catalizador es una sal organica, como por
ejemplo el hexafluorofosfato de tetrabutilamonio o TBAPF6, a una concentracion final

comprendida entre 0,1 y 5 mM, particularmente entre 0,9y 1,1 mM.

Gracias a la adicion de esta sal, se mejora la conductividad y solubilidad en disoluciones

NO acuosas.

En realizaciones particulares, la etapa de mezclar la muestra organica con la disolucion
final, se lleva a cabo con una relacién volumétrica entre la disolucion y la muestra

comprendida entre 24:1 y 0,5:1, especialmente entre 1:0,95 y 1:1,05.

Esto significa que por cada litro de muestra organica se mezclan entre 1,2 y 24 litros de la
disolucion final obtenida en las etapas del método segun la invencion. Este amplio rango
de proporciones volumétricas es adecuado para la correcta medicién de la capacidad
antioxidante o prooxidante de la muestra. El rango particular comprendido entre 1:0,95 y

1:1,05 funciona especialmente bien con muestras de aceite.

En realizaciones particulares, el compuesto catalizador es un acido organico fuerte, como
por ejemplo el acido metanosulfénico, donde la proporcion en volumen entre la segunda
disolucion y el catalizador esta comprendida entre 4:0,25 y 4:3, particularmente
comprendida entre 4:0,95 y 4:1,05.

La adicion de acido metanosulfénico mejora la extraccion de los compuestos solubles en

fase acuosa.
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En realizaciones particulares, la etapa de mezclar la muestra organica con la disolucion
final, se lleva a cabo con una relacién volumétrica entre la disolucion y la muestra
comprendida entre 4:0,25y 1,25:1, especialmente entre 4:0,95 y 4:1,05. El rango particular

comprendido entre 4:0,95 y 4:1,05 funciona especialmente bien con muestras de biodiésel.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

A continuacion, se presenta una descripcion breve de cada una de las figuras usadas para
completar la descripcién de la invencion que sigue. Dichas figuras se relacionan con el
estado de la técnica o con realizaciones preferentes de la invencién, que se presentan

como ejemplos no limitativos de la misma.

La Figura 1 muestra las etapas de un primer método de acuerdo con la invencion.

La Figura 2 muestra las etapas de un segundo método de acuerdo con la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se procede a continuacion a describir un ejemplo de realizacién preferida de la presente

invencién, aportada con fines ilustrativos pero no limitativos de la misma.

La Figura 1 muestra las etapas de un primer método de acuerdo con la invencién. Este
primer método esta especialmente adaptado para medir la capacidad antioxidante o

prooxidante de una muestra de aceite.

En una primera etapa, este método incluye la preparacion de una disolucion de extraccion
y medida 10. Esta disolucion de extraccidén y medida 10 se prepara mediante la mezcla de
dos compuestos, dando lugar a un solvente eutéctico profundo natural, también conocido

por sus siglas en inglés, NADES.

Este solvente eutéctico profundo natural se forma a partir de un dador de enlaces de
hidrégeno y un receptor de enlaces de hidrogeno, En este método en particular, se obtiene
mezclando cloruro de colina 1 y acido lactico 2, donde la proporcion en molaridad del

cloruro de colina con respecto al acido lactico es de 1:2.
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Esta disolucién de extraccién y medida se agita a una temperatura de 50°C durante 75
minutos y se deja enfriar hasta que alcance la temperatura ambiente, obteniendo lo que

se denomina primera disolucién 11.

En una segunda etapa se anade agua 3 a la primera disoluciéon 11, junto con una sal
inorganica, 4 como por ejemplo KCI. Asi se obtiene una segunda disolucion 12. El
porcentaje de agua anadida supone el 20% del volumen de la segunda disolucion 12 y la
concentracion final de KCl en la segunda disoluciéon 12 es de 0,05 M. Estos componentes
se mezclan hasta que la segunda disolucion sea homogénea. Una vez obtenida esta
disolucion homogénea, se mantiene a temperatura ambiente en un recipiente en

oscuridad.

Esta segunda disolucion se mezcla con acetona 5 y hexano 6, en proporcion volumétrica
2:1:1, y posteriormente, se le afiade una sal organica 7, como por ejemplo el
hexafluorofosfato de tetrabutilamonio o TBAPF6, a una concentracién final de 1 mM. De
este modo se obtiene una disolucion final 13. Esta disolucion final es independiente de la
muestra a analizar, por lo que puede ser preparada con antelacion antes de la mezcla con
la muestra cuya oxidacion se quiere medir. Incluso es posible preparar la disolucién final
y proporcionarla por separado, contribuyendo de manera decisiva a la realizacién del

método de acuerdo con la invencion.

Una vez obtenida esta disolucién final 13, se mezcla con la muestra organica 14 cuya
capacidad antioxidante o prooxidante se desea medir. En este caso, la proporcion utilizada
en esta mezcla es de 1 volumen de disolucion final 13 por cada volumen de muestra
organica 14. La etapa de mezclar la muestra organica con la disolucion final se realiza a

una temperatura comprendida entre 0°C y 60°C.

Esta mezcla 15 se agita en el vortex durante 30 segundos y se deja reposar 15 minutos a

temperatura ambiente hasta que se separe la fase acuosa 8 de la fase aceitosa 9.
La fase acuosa 8 se separa y se agita para homogeneizar, y posteriormente se mide la

capacidad antioxidante de dicha fase acuosa por triplicado, agitando la muestra antes de

cada medida.

10
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La capacidad antioxidante se mide de la siguiente manera (estas etapas son las que se
realizan por triplicado, obteniendo posteriormente el valor medio de las mismas):

situar la fase acuosa agitada en una tira fungible 16 que contiene un electrodo de
trabajo de carbono, un electrodo de pseudo-referencia de Ag y un electrodo auxiliar de
carbono;

aplicar mediante un potenciostato 17 al menos un rango de tensiones al electrodo
de trabajo segun voltametria de barrido lineal, estando el rango de tensiones comprendido
dentro del intervalo entre O y 2 V;

obtener una senal de variacién de corriente a lo largo de dicho rango de tensiones;

calcular la carga para el rango de tensiones aplicado por el potenciostato mediante
la integracion de la sefal de variacion de corriente,

transformar las cargas en valores adimensionales para obtener un valor de
referencia representativo de la capacidad antioxidante y/o prooxidante de la muestra

organica.

Por el contrario, si lo que se desea es medir la capacidad prooxidante de la muestra, el

rango de tensiones se aplicara en sentido inverso, es decir, desde 2V hasta 0V.

La figura 2 muestra las etapas de un segundo método de acuerdo con la invencion. Este
segundo método esta especialmente adaptado para medir la capacidad antioxidante o

prooxidante de una muestra de biodiesel.

La primera etapa se realiza de manera idéntica a la primera etapa del método anterior,

obteniéndose una primera disolucién 11 con un solvente eutéctico profundo natural.

La segunda etapa también es idéntica a la del método anterior, obteniendo una segunda

disolucion homogénea 12.

En este método particular, a esta segunda disolucion se le afiade un acido organico fuerte
7’, como por ejemplo el acido metanosulfénico, donde la proporciéon en volumen entre la
segunda disolucion 12 y el acido organico fuerte 7’ es de 4:1. De este modo se obtiene
una disolucion final 13. Esta disolucion final es independiente de la muestra a analizar, por
lo que puede ser preparada con antelacion antes de la mezcla con la muestra cuya
oxidacion se quiere medir. Incluso es posible preparar la disolucion final y proporcionarla
por separado, contribuyendo de manera decisiva a la realizacion del método de acuerdo

con la invencion.

11
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Una vez obtenida esta disolucién final 13, se mezcla con la muestra organica 14 cuya
capacidad antioxidante o prooxidante se desea medir. En este caso, la proporcién utilizada
en esta mezcla es de 4 volumenes de disolucion final 13 por cada volumen de muestra
organica 14. La etapa de mezclar la muestra organica con la disolucion final se realiza a
una temperatura de 40°C, agitando la mezcla 15 durante 5 minutos y dejando reposar 15
minutos a temperatura ambiente hasta que se separe la fase acuosa 8 de la fase aceitosa
9.

La fase acuosa 8 se separa y se agita para homogeneizar, y posteriormente se mide la
capacidad antioxidante de dicha fase acuosa por triplicado, agitando la muestra antes de

cada medida.

La capacidad antioxidante se mide de la siguiente manera (estas etapas son las que se
realizan por triplicado, obteniendo posteriormente el valor medio de las mismas):

situar la fase acuosa agitada en una tira fungible 16 que contiene un electrodo de
trabajo de carbono, un electrodo de pseudoreferencia de Ag y un electrodo auxiliar de
carbono;

aplicar mediante un potenciostato 17 al menos un rango de tensiones al electrodo
de trabajo segun voltametria de barrido lineal, estando el rango de tensiones comprendido
dentro del intervaloentre 0y 2 V

obtener una senal de variacion de corriente a lo largo de dicho rango de tensiones;

calcular la carga para el rango de tensiones aplicado por el potenciostato mediante
la integracion de la senal de variacién de corriente,

transformar las cargas en valores adimensionales para obtener un valor de
referencia representativo de la capacidad antioxidante y/o prooxidante de la muestra

organica.

Por el contrario, si lo que se desea es medir la capacidad prooxidante de la muestra, el

rango de tensiones se aplicara en sentido inverso, es decir, desde 2V hasta 0V.
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REIVINDICACIONES

1.- Método para medir parametros de oxidacion de una muestra organica, comprendiendo
el método las etapas de:

preparar un primer compuesto (10) que comprende un solvente eutéctico profundo
natural;

agitar el primer compuesto (10) durante un tiempo comprendido entre 30 y 120
minutos a una temperatura comprendida entre 0 y 80°C y dejar enfriar a temperatura
ambiente, obteniendo una primera disolucién (11),

afiadir agua (3) y una sal inorganica (4) a la primera disolucion, obteniendo una
segunda disolucion (12), donde el volumen de agua anadida representa entre el 1% vy el
40% de la segunda disoluciéon (12) y la sal inorganica (4) se encuentra en una
concentracion comprendida entre 0,001 My 1 M en la segunda disolucion (12);

anadir al menos un compuesto catalizador adicional (7, 7°) a la primera disolucion,
obteniendo una disolucion final (13), donde el compuesto catalizador es un acido organico
fuerte, como por ejemplo el acido metanosulfénico, donde la proporcién en volumen entre
la segunda disolucién y el catalizador esta comprendida entre 4:0,25 y 4:3, particularmente
comprendida entre 4:0,95 y 4:1,05;

mezclar con agitacion la muestra organica (14) con la disolucion final (13), dando
lugar a una mezcla de medida (15);

obtener la fase acuosa (8) de la mezcla de medida (15) y agitarla

situar la fase acuosa agitada en un transductor electroquimico (16) que contienen
un electrodo de trabajo de carbono, un electrodo de pseudo-referencia de plata y un
electrodo auxiliar de carbono;

aplicar mediante un potenciostato (17) al menos un rango de tensiones al electrodo
de trabajo segun voltametria de barrido lineal, estando el rango de tensiones comprendido
dentro del intervaloentre 0y 2 V

obtener una senal de variacion de corriente a lo largo de dicho rango de tensiones;

calcular la carga para el rango de tensiones aplicado por el potenciostato mediante
la integracion de la sefial de variacion de corriente,

transformar las cargas en valores adimensionales para obtener un valor de
referencia representativo de la capacidad antioxidante y/o prooxidante de la muestra

organica.

2.- Método segun la reivindicacién 1, en el que la etapa de aplicar un rango de tensiones

al electrodo de trabajo se realiza de manera lineal, comenzando por el valor mas bajo del
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rango de tensiones e incrementando la tensién hasta el valor mas alto del rango de

tensiones.

3.- Método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de aplicar un rango de tensiones
se realiza de manera inversa, comenzando por el valor mas alto de tension y disminuyendo

hasta el valor mas bajo.

4.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de
preparacion del primer compuesto se realiza mezclando al menos dos sustancias
formadores de enlaces de hidréogeno, en particular realizando una de las siguientes
mezclas

cloruro de colina (1) y 4cido lactico (2), donde la proporcién en molaridad del cloruro
de colina (1) con respecto al acido lactico (2) estd comprendida entre 1:1 y 1:4,
particularmente entre 1:1,9y 1:2,1, o bien

cloruro de colina y glucosa, donde la proporcion en molaridad del cloruro de colina
con respecto a la glucosa esta comprendida entre 1:0,1 y 1:4, particularmente entre 1:0,9
y 1:1,1, o bien

acido lactico y glucosa, donde la proporciéon en molaridad del acido lactico con
respecto a la glucosa esta comprendida entre 6:0,1 y 6:4, particularmente entre 6:0,9 y
6:1,1.

5.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de
mezclar la muestra organica (14) con la disolucion final (13) se realiza a una temperatura

comprendida entre 0°C y 60°C, particularmente entre 30°C y 40°C, agitando la mezcla.

6.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de
mezclar la muestra organica (14) con la disolucion final (13) comprende adicionalmente

dejar reposar la mezcla de medida (15) antes de obtener la fase acuosa (8).

7.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las etapas de
situar la fase acuosa en un receptor, aplicar un rango de tensiones, obtener una senal,
calcular la carga y transformar las cargas en valores adimensionales se realizan mas de

una vez, agitando la parte acuosa antes de realizar cada una de las etapas.

8.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las etapas de

mezclar con agitacion la muestra organica con la disolucion final, obtener la fase acuosa
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(8) de la mezcla de medida (15), situar la fase acuosa agitada en un receptor y medir la
oxidacion de la fase acuosa se repiten, transcurrido un tiempo utilizando como muestra
organica una segunda muestra organica semejante a la primera muestra organica en la

que se ha aplicado temperatura y adicién de aire.

9.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que, una vez obtenida

la primera disolucion, se mantiene a temperatura ambiente en un recipiente en oscuridad.

10.- Método segun la reivindicaciéon 9, donde la primera disolucién (11) se mezcla con un
disolvente organico (5, 6) antes de afadir el compuesto catalizador (7, 7’), donde la
proporcion en volumen entre la segunda disolucién y el disolvente organico esta

comprendida entre 2:1 y 1:5, particularmente comprendida entre 1:0,9y 1:1,1.

11.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10, donde el compuesto
catalizador es una sal organica, como por ejemplo el hexafluorofosfato de tetrabutilamonio
o0 TBAPF®G, a una concentracion final comprendida entre 0,1 y 5 mM, particularmente entre
0,9y 1,1 mM.

12.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la etapa de mezclar
la muestra organica con la disolucion final, se lleva a cabo con una relaciéon volumétrica
entre la disolucion y la muestra comprendida entre 24:1y 0,5:1, especialmente entre 1:0,95
y 1:1,05.

13.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de
mezclar la muestra organica con la disolucién final, se lleva a cabo con una relacion
volumétrica entre la disolucion y la muestra comprendida entre 20:1 y 1,25:1,

especialmente entre 4:0,95 y 4:1,05.
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