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@Resumen:

Material polimérico para la especiacién de mercurio
inorgéanico y metilmercurio.

El mercurio es un elemento pesado de elevada
toxicidad debido principalmente a su elevada
biodisponibilidad y bioacumulacién en el organismo.
Esta acumulacién depende de su forma quimica
siendo las especies organicas, como el metilmercurio,
las que representan un mayor peligro para la salud, lo
que hace necesario disponer de metodologias
analiticas sencillas controlar el mercurio en los
alimentos.

La presente invencién muestra un nuevo material
polimérico para la especiacion y andlisis selectivo de
mercurio permitiendo realizar una separacion entre el
mercurio inorgéanico y el metilmercurio en muestras
medioambientales y alimentarias.
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DESCRIPCION

Material polimérico para la especiacion de mercurio inorganico y metilmercurio

Sector de la Técnica

La presente invencion pertenece al campo de métodos analiticos para el analisis de
mercurio. De forma mas concreta, se refiere a la fabricacion de materiales poliméricos
para la pre-concentracién y determinacion de especies de mercurio, en especial, en

muestras medioambientales y alimentos.

Estado de la técnica

El mercurio es un elemento pesado de elevada toxicidad debido principalmente a su
elevada biodisponibilidad y bioacumulacién en el organismo. Esta acumulacion
depende de su forma quimica siendo las especies organicas, como el metilmercurio,
las que representan un mayor peligro para la salud. La legislacion vigente limita el
contenido de mercurio en alimentos, especialmente pescados, lo que hace necesario

disponer de metodologias analiticas sencillas controlar el mercurio en los alimentos.

También la especiacidn y analisis de las distintas especies de mercurio en muestras

medioambientales constituye hoy en dia un topico de gran interés.

Se han desarrollado numerosos procedimientos y técnicas analiticas en los tdltimos
aflos (Noal, E. M. et al. Chem. Rev. 108 (2008) 3443-3480; Liu, z. et al. Anal. Chem.
81(2012) 10170-10174; Gao, W. et al. J. Anal. At. Spectrom. 26 (2011) 126-132).
Entre los métodos de analisis mas extendidos pueden citarse el uso de Espectroscopia
de Absorcién Atdémica (AAS) (Ignacio, L.G. et al. Anal. Chim. Acta 743 (2012) 69-
74), Espectrometria de Fluorescencia (AFS) (A1, X. et al. Analyst 138 (2013) 3494-
350; Da Silva, M.J. et al. Anal. Chim. Acta 667 (2010) 43-48), Cromatografia Liquida
(LC) (Gao, Z. et al. Chim. Acta 702 (2011) 50-55; Yin, Y.G. et al. J. Anal At
Spectrom. 24 (2009) 1575-1578), Cromatografia de Gases (GC) acoplada a diversos
detectores (Carro, M. et al. Chromatographia 56 (2002) 733; Logar, M. et al. Anal.
Bioanal. Chem. 374 (2002)1015; Berzas Nevado, J. et al. J Chromatogr. A 1218
(2011) 4545-4551; Mishra, S. et al. Anal. Chim. Acta 551 (2005) 192-198),



10

15

20

25

ES 2 556 156 Al

Electroforesis capilar (CE) (Chen, C. et al. Anal. Methods (2012) 1185-1191; Lai, E.P.
et al. Anal. Chim. Acta 264 (1998) 63-74; Li, Y. et al. Electrophoeresis 26 (2005) 661-
667) o ICP-MS (de Souza, S.S. et al. J Anal At. Spectrom. 25 (2010) 79-83;
Debeljak, M. et al. Anal. Chim. Acta 787 (2013) 155-162). En general, el uso de estas

técnicas requiere procedimientos complejos de tratamiento de la muestra.

Existen otras aproximaciones a la especiacion de mercurio entre las que cabe destacar
el disefio de sensores fluorescentes (FL) utilizando “quantum dots” (QDs), “metal-
organic dots” (MOFs) o nanoparticulas de oro (AuNp), entre otros (Yuan, C. et al.
Anal. Chem. 84 (2012) 9792-9801; Wang, H. et al. Anal. Chem. 80 (2008) 9021—
9028; Park, M. et al. Chem. Commun. 46 (2010) 4478-4480; Lin, Y.W. et al. Analyst
136 (2011) 3323-3328; Wang, C. L et al. Anal. Chim. Acta 745 (2012) 124-130; Ma,
C. etal. Anal. Chim. Acta 734 (2012) 69-78; Xu, F. et al. Anal. Chim. Acta 804 (2013)
240- 245; Sener, G. et al. Anal. Chem. 86 (2014) 514-520; An, J. H. et al. ACS Nano
7 (2013) 10563-10571).

La determinacion directa de dichas especies de una manera sencilla y utilizando
técnicas que proporcionen una elevada sensibilidad sigue siendo de interés ya que son
numerosos los problemas asociados practicamente a todas las metodologias
propuestas. Su sensibilidad y selectividad normalmente son insuficientes para bajos

niveles de concentracidon de analitos.

En este sentido, la utilizacion de polimeros impresos moleculares (MIPs) es una
técnica novedosa para el reconocimiento de especies ya que ofrece una serie de
ventajas analiticas: permiten realizar un clean-up de la muestra de forma rapida y
eficaz, permiten preconcentrar los analitos que se encuentran a bajas concentraciones,
son muy selectivos con el/los analito/s de interés, su sintesis es sencilla y de bajo
coste, pueden ser robustos y duraderos y pueden ser reutilizables. Sin embargo,
aunque se utilizan ampliamente para el reconocimiento de moléculas organicas no
sucede lo mismo para el reconocimiento de iones y/o especies metalicas. Hasta la

fecha, son muy pocos los polimeros desarrollados capaces de retener metales y menos
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con capacidad selectiva de reconocer distintas especies de los mismos. Por ello, el

desarrollo de materiales selectivos sigue siendo de gran interés.

En la presente invencién se presenta un nuevo polimero sintetizado a través de un
proceso de polimerizacidn por precipitacion y que resulta selectivo hacia el mercurio
permitiendo realizar una separacion entre el mercurio inorganico y el metilmercurio
constituyendo, por tanto, una herramienta para facilitar la especiacion de Hg en
laboratorios de rutina para su especiacién en alimentos. El polimero desarrollado

puede ser utilizado también en medios acuosos.

Descripceion detallada de la invencion

El material polimérico de se sintetiza mediante polimerizacioén radicalaria utilizando
como reactivos un monémero derivado de 8-hidroxiquinolina de Formula I
(vinilbenzoatos de quinolin-8-ilo), un agente entrecruzante y un iniciador de la

polimerizacion en presencia de un disolvente.

\_Ej\ﬂ/o

(0]

El polimero asi obtenido se caracteriza mediante el estudio en cartuchos de extraccion

en fase solida (procedimiento MIPSE), optimizando previamente todas las etapas.

La cuantificacion del mercurio se lleva a cabo mediante la técnica CV-AFS (Cold

Vapour-Atomic Fluorescence Spectroscopy).

El polimero obtenido posee elevada afinidad hacia el mercurio (en sus distintas formas
quimicas) y un alto factor de preconcentracion. Presenta alta eficacia hacia la
retencion de especies tanto de mercurio inorgdnico como metilmercurio tanto en
matrices salinas como el agua del mar, sin necesidad de tratamiento previo de la

muestra. Permite, por tanto, la especiacion de metilmercurio y mercurio inorganico
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por elucién secuencial de las especies y constituye una herramienta novedosa para
facilitar la especiacion de Hg en laboratorios de rutina para su especiacién en

alimentos y muestras de interés mediambiental.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el esquema general de la especiacion de mercurio inorganico, Hg
(II) y metilmercurio, MeHg, siguiendo el procedimiento MISPE: 1)
acondicionamiento, 2) carga de la muestra, 3) lavado, 4) elucion de mercurio

inorgéanico, Hg (II) y 5) elucidon de metilmercurio, MeHg.

Modo de realizacion de la invencion
La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, los

cuales no pretenden ser limitativos de su alcance.

Ejemplo 1
En este ejemplo de muestra la sintesis del mondémero p-vinilbenzoato de quinolin-8-

ilo (Esquema I).

Sobre una disolucion de acido p-vinilbenzoico (830 mg, 5.6 mmol) en THF anhidro
(15 mL) se afiade DMF anhidra (12 gotas). La mezcla se enfria a 0°C y se afiade
cloruro de oxalilo (0.7 mL, 8.02 mmol) gota a gota. La mezcla se agita 3 h a 20°C, a
continuacién se elimina el disolvente y el exceso de cloruro de oxalilo a vacio. El
residuo se disuelve en THF anhidro (15 mL), y se afiade 8-hidroxiquinolina (0.82 g,
5.6 mmol) y trietilamina (ImL, 7.2 mmol). La mezcla se agita durante 4 h a 20°C.
Posteriormente, se extrae con diclorometano, se lava con agua y se seca sobre MgSOy,.
El disolvente se elimina a vacio y el sdlido obtenido se purifica por cromatografia

obteniéndose un sélido blanco (0.78 g, 50%).P.f.: 148-150 °C.

'"H RMN (CDCls): 5.43 (d, J= 11 Hz, 1H), 5.92 (d, J= 17.7 Hz, 1H), 6.82 (dd, J=17.7,J =
11 Hz, 1H), 7.42 (dd, J= 8.3 , J=4.2 Hz, 1H), 7.57 (m, 4H), 7.76 (m, 1H), 8.19 (dd, J = 8.3
Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 8.31 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.89 (dd, J= 4.3 , J = 1.7 Hz 1H).>C RMN
(CDCly): 165.2 (C=0), 150.6 (CH), 147.8 (Cq), 142.5 (CH), 141.4 (Cq), 136.1 (Cq), 135.9
(CH), 130.9 (CH), 129.6 (Cq), 128.6 (Cq), 126.3 (CH), 126.2 (CH), 125.9 (CH), 121.7 (CH),
121.6 (CH), 116.7 (CH,). IR (KBr): 1736, 1604, 1499, 1266, 1234, 1173, 1096 cm™. MS (EI)
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m/z: 275.09 (M™, 66%), 132.05 (52%), 131.05 (100%), 103.05 (73%), 77.04 (68%). Analisis
elemental: C, 78.53; H, 4.76; N, 5.09 CgH3NO, requiere C, 78.60; H, 4.73; N, 5.13.

OH
EtsN

Esquema

Ejemplo 2

En este ejemplo se representa la sintesis del polimero de formula IV (Esquema 1I)

El material polimérico de se sintetiza mediante polimerizacién radicalaria utilizando
como reactivos un monoémero de Formula Il (p-vinilbenzoato de quinolin-8-ilo), un
agente entrecruzante de Formula III (acrilato de 2-acriloilamidoetilo, NOBE) y un
iniciador de la polimerizacion (2,2’-azobis-isobutironitrilo, AIBN) en presencia de un

disolvente (acetonitrilo).

La polimerizacién se lleva a cabo en botes de topacio en atmosfera de argon,
utilizando una placa calefactora con agitacién, manteniendo una temperatura de 65°C
durante 24 h. Se introducen 0,13 mmol (35 mg) del monémero 1 disueltos en 4 mL de
acetonitrilo (pureza HPLC), 3 mmol de NOBE (600 mg) y posteriormente el iniciador
(AIBN). La mezcla se agita a 65 °C durante 24 h. El precipitado obtenido se pesa,
obteniendo alrededor de 600 mg de un so6lido blanco en cada proceso de

polimerizacion.
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Ejemplo 3
En este ejemplo se muestra la caracterizacion del polimero del ejemplo 2 mediante

procedimiento MIPSE (Figura 1).

Se utiliza el material polimérico como soporte en cartuchos de vidrio de 6 mL dotados
con fritas de teflén de 0,22 micras. La cantidad depositada en los cartuchos es de 50
mg de polimero, llevandose a cabo las siguientes etapas del procedimiento.
- Acondicionamiento del material con 5 mL de HCI 2M en metanol y 5 mL H,O
Milli-Q
- Carga: ImL de 25 pg.L™' de Hg (II) y CH;Hg, en agua, tanto individual como
conjuntamente.
- Lavado: con 1 mL de acetonitrilo para eliminar posibles interferentes y las

uniones inespecificas.
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- Elucion: en el caso de sélo cargar mercurio inorgénico, su elucion se realiza
con 5 mL de HCI 2M en metanol; si se ha cargado con metilmercurio, la
elucion se realiza con 5 mL de NaClO al 20% en 1M HCI. Y en el caso de
cargar ambos analitos se lleva a cabo la elucidn secuencial de las especies

(eluyendo primero el mercurio inorganico).

Ejemplo 4

Selectividad del polimero del ejemplo 2 hacia el mercurio.

Los estudios de reactividad cruzada se realizan siguiendo el procedimiento MIPSE
utilizando otros elementos que estan presentes en cl medio ambiente, como son As,
Cd y Pb y permiten demostrar la elevada selectividad de este material hacia el
mercurio. Se consigue un factor de preconcentracion de 40 aplicado en agua de mar
para mercurio inorgdnico y organico, teniendo una eficiencia de recuperacion del
100% para el caso del mercurio inorganico y del 80% para el metilmercurio. Ademas,
el procedimiento MIPSE permite diferenciar entre ambas especies en etapas

consecutivas de elucidn, obteniendo una separacion secuencial.

Ejemplo §
Se muestra la aplicacion del material polimérico del ejemplo 2 a muestras reales

biologicas o de pescados.

En primer lugar, se liofilizan las muestras de pez espada y atin, previamente
compradas en el supermercado. Se realiza una extracciéon con HCl SM durante 30
minutos en un bafio de ultrasonidos; posteriormente se centrifuga para recoger el
sobrenadante, siendo el extracto de interés. Antes de realizar el procedimiento MISPE,
el extracto se diluye para que su concentracion final sea de 2,5 M de HCL. Tras ello se

procede a realizar el procedimiento descrito anteriormente.

De este modo se puede evaluar el contenido de metilmercurio directamente, sin
necesidad de preconcentrar el extracto. El procedimiento es validado mediante el

analisis de un material de referencia BCR-646 (metilmercurio de atun).
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REIVINDICACIONES

1. Monémero derivado de 8-hidroxiquinolina de férmula I:

S
T
o}
T
I

2. Monoémero derivado de 8-hidroxiquinolina (p-vinilbenzoato de quinolin-8-ilo),

segun reivindicacién 1, de férmula I1:

I1

3. Método de obtencion del mondémero p-vinilbenzoato de quinolin-8-ilo, segin

reivindicacion 2, a partir de acido p-vinilbenzoico y 8-hidroxiquinolina.

4. Método de obtencion del mondmero p-vinilbenzoato de quinolin-8-ilo, segin

reivindicacion 3, caracterizado porque se lleva a cabo en dos etapas:

a) Disolucion de acido p-vinilbenzoico en THF anhidro y posterior adicién de
DMF anhidra y cloruro de oxalilo.

b) Eliminacion del disolvente y el exceso de cloruro de oxalilo, disolucion en
THF anhidro y adicion de 8-hidroxiquinolina y trietilenamina. El sélido

blanco obtenido se recupera y purifica.

5. Material polimérico que comprende el monémero p-vinilbenzoato de quinolin-8-

ilo.
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Material polimérico, seglin reivindicacion 5, que comprende el mondémero p-

vinilbenzoato de quinolin-8-ilo y un agente entrecruzante.

Material polimérico, segun reivindicaciéon 6, caracterizado porque el agente

entrecruzante es acrilato de 2-acriloilamidoetilo (NOBE).

Método de obtencion de material polimérico, segin reivindicaciones 5, y 6,

caracterizado porque comprende:

- Disolver el monémero (p-vinilbenzoato de quinolin-8-ilo) en un disolvente
pordgeno.

- Afiadir un agente entrecruzante

- Afladir un iniciador de polimerizacion

- Recuperar el producto obtenido

Método de obtencion de material polimérico, segun reivindicacién 8, donde el

agente entrecruzante es 2-acriloilamidetilo (NOBE).

Método de obtencion de material polimérico, segun reivindicaciones 8 y 9, donde

el iniciador de la polimerizacion es AIBN.

Método de obtencion de material polimérico, segin reivindicaciones 8, 9 y 10,

donde el disolvente pordgeno es acetonitrilo.

Método de obtencion de material polimérico, segin reivindicaciones 8 a 11,

donde la polimerizacion se lleva a cabo por precipitacion.

Uso del material polimérico reivindicado para la preconcentracion y especiacion

selectiva de especies de mercurio inorganico y organico.

Uso del material polimérico, segun reivindicacion 13, donde las especies de

mercurio provienen de aguas naturales.

Uso del material polimérico, seglin reivindicacion 13, donde las especies de

mercurio provienen de alimentos.

10
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16. Uso del material polimérico, segun reivindicacion 15, donde las especies de

mercurio provienen de pescados.

1"
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La invencion se refiere a unos compuestos mondmeros vinilicos derivados de 8-hidroxiquinolina de férmulas 1 y I, al método
de obtenciéon de los mismos, al material polimérico que comprende el mondmero Il y al método de obtencién de dicho
material polimérico. La invencion también se refiere al uso de dicho material polimérico para la concentracion y separacion
selectiva de especies de mercurio organico y/o inorganico procedente de aguas naturales o alimentos.

El documento DO1 divulga unos compuestos derivados benzoatos de 8-hidroxiquinolina qzue actian como sensores
fluorogénicos altamente selectivos para la deteccion de metales de transicion como ng+ y Cu®" en agua. En particular se
divulgan los compuestos 3a-e que son estructuralmente parecidos a los monémeros | y Il de la invencion pero no tienen un
sustituyente vinilo en el resto benzoato de la posicion 8 del sistema de hidroxiquinolina.

El documento D02 se refiere a la sintesis y aplicacion de compuestos 5-azo derivados de 8-hidroxiquinolina benzoatos como
sensores quimicos para la deteccion colorimétrica selectiva de iones ng+. En este caso son compuestos benzoatos de 8-
hidroxiquinolina con varios grupos fenilazo p-sustituidos en la posicion 5 del sistema de hidroxiquinolina que en ningin caso
es un resto vinilo.

El documento D03 divulga un compuesto benzoato 8-hidroxiquinolina con un anillo de porfirina situado en la posicién 4 del
anillo bencénico. Este compuesto tiene actividad como sensor fluorescente radiométrico y altamente selectivo para el
reconocimiento de iones Hg”" en mezclas de agua-etanol.

El documento D04 divulga unos compuestos derivados de 5-cloro y 5-sulfonil-8-hidroxiquinolina que se enlazan covalen-
temente a un gel composite de silice y polialiimina. Estos composites modificados se utilizan para la separacion de metales
de transicion divalentes vy trivalentes, entre otros mercurio, contenidos en efluentes acuosos procedentes de extracciones
mineras.

El documento D05 divulga la obtencion de derivados de 8-hidroxiquinolina acetamida y tioacetamida que tienen aplicacion
para la deteccion selectiva de iones Hg?* en sistemas acuosos quimicos y biolégicos.

No se han encontrado en el estado de la técnica documentos que hagan referencia a compuestos derivados de 8-hidroxi-
quinolina con un sustituyente vinilbenzoato que permita obtener un material polimérico mediante polimerizacion del mismo
en presencia de un agente entrecruzante. Tampoco existen indicios que lleven al experto en la materia a concebir la
utilizacién de estos monémeros y polimeros derivados de p-vinilbenzoato de 8-hidroxiquinolina como materiales para la
deteccidn selectiva de mercurio organico o inorganico procedente de aguas naturales o en alimentos.

En consecuencia, las caracteristicas de las reivindicaciones 1-16 se consideran nuevas y con actividad inventiva y
aplicacion industrial segln los articulos 6.1 y 8.1 LP 11/1986.
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