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@Resumen:

Sensores fluorimétricos de aniones.

El presente documento describe copolimeros, asi
como métodos de obtencion de éstos, donde dichos
copolimeros comprenden una sal de un resto de
formula (1):

mn

donde uno de los grupos R3, R4, Rs, Rg, R7, Rg 0 Rg es
un grupo ORyg, Y el resto de los grupos se selecciona
cada uno independientemente entre H, OH, halégeno,
sulfonilo, NRi1R12, COORjp, CONR311Ri2, alquilo,
cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; donde Rip se
selecciona entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo
o hetarilo; y donde Ri1 y R12 se seleccionan cada uno
independientemente entre H, alquilo, cicloalquilo, arilo,
heterociclo o hetarilo.

Dichos copolimeros son de aplicacién en la deteccion
de aniones, y en particular de cloruros en aguas
industriales y aguas de consumo humano, o en el
sudor. Estos copolimeros se pueden utilizar por tanto
como detectores de cloruro en continuo (en el caso de
aguas industriales o de consumo humano), asi como
en apoasitos (en el caso del sudor) para el diagndstico
de enfermedades.
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DESCRIPCION
SENSORES FLUORIMETRICOS DE ANIONES.

OBJETO DE LA INVENCION:

La presente invencién esta relacionada con la preparacion de nuevos materiales poliméricos
que se comportan como sensores fluorimétricos para aniones y, en particular, para cloruros,
en medios acuosos, como por ejemplo las aguas industriales, las aguas de consumo humano

y/o el sudor.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION:

Hoy en dia son numerosas las normas y/o directivas que se aplican en el campo del control
de especies quimicas en aguas industriales y aguas de consumo humano (Real Decreto
140/2003, de 7 de febrero). Entre dichas especies quimicas, diversos aniones, entre los que
se encuentran los aniones cloruro, son medidos semanalmente, ya que pueden variar mucho
y muy rapidamente. Habitualmente se utilizan sales de cloro para evitar el crecimiento de
microorganismos en aguas de consumo humano. Un defecto en los niveles de esas sales de
cloro puede favorecer el crecimiento de microrganismos, sin embargo, un exceso también
puede provocar que las concentraciones de aniones cloruro crezcan exponencialmente, con

todos los riesgos para la salud que ello conlleva.

Dentro de los métodos mas utilizados para la deteccion de cloruros en aguas destaca, sin
duda, el electrodo ion selectivo de cloruros. Se trata basicamente de un dispositivo que
traduce la concentracion de cloruros en una seial eléctrica que, posteriormente, se analiza y
se interpreta. Como es obvio, el equipo requiere de una toma de corriente eléctrica para su

funcionamiento, ademas de un calibrado previo a la medicion.

También existen métodos basados en la precipitacion de sales insolubles de cloruro, como el
cloruro de plata. En este caso, la técnica requiere manipular diversos reactivos quimicos,
algunos de los cuales alcanzan precios bastante altos, lo cual también supone una limitacion

a la hora de realizar ensayos rutinarios.

En cuanto a los métodos utilizados para la deteccion de cloruros en sudor, destaca el llamado
“test del sudor’ o “Método de Gibson y Cooke” (G. Mastella, G. Di Cesare, A. Borruso, L.
Menin, L. Zanolla, Acta Pediatr., 2000, 89, 933-937), que se aplica sobre todo en pacientes
de corta edad como método sencillo para el pre-diagndstico de la fibrosis quistica y cuyo

procedimiento se encuentra ampliamente detallado en la bibliografia (V. A. LeGrys, J. R.

2



10

15

20

25

ES 2 695 246 Al

Yankaskas, L. M. Quittell, B. C. Marshall, P. J. Mogayze, J. Pediatr., 2007, 151, 1, 85-89). Una
concentracién alta (por encima de 60 milimoles por litro) de cloruros en el sudor, es uno de
los sintomas mas representativos de la fibrosis quistica. Actualmente existen varios ejemplos
de kits comercializados para la realizacién de este ensayo. Todos ellos se basan en tres
pasos: (1) la estimulacion de las glandulas sudoriparas por iontoforesis (J. Guodemar, P.
Garcia, E. M. Rodriguez, Revista de la Facultad de Ciencias de la Salud, 2004, 2, “lontoforesis,
dosis y tratamientos”) y con la ayuda de pilocarpina (I. Largo-Garcia, Rev. Ped. Elec., 2009,

6, 1-18); (2) recogida de la muestra; y (3) analisis.

Ademas de la fibrosis quistica, existen otras enfermedades relacionadas con una
concentracion alta de cloruros en el sudor como, por ejemplo: Insuficiencia adrenal no tratada,
displasia ectodérmica, sindrome de colestasis familiar, hipotiroidismo, desnutricion, sindrome
maurico, enfermedad por almacenamiento de glucégeno tipo 1, mucopolisacaridosis, diabetes

insipida nefrogénica, fucosidosis, nefrosis o deficiencia de glucosa 6 fosfato.

En este marco, el desarrollo de polimeros y copolimeros basados en monémeros con distintas
funcionalizaciones y con forma de membranas hidrofilicas que tienen comportamiento de gel,
y que detectan diferentes especies quimicas, tanto en disolucién, como en fase gas, es un
tema de gran interés cientifico (S. Vallejos, A. Mufioz, S. lbeas, F. Serna, F. Garcia, J. M.
Garcia, J. Mater. Chem. A. 2013, 1, 15435-15441, S. Vallejos, A. Mufioz, S. Ibeas, F. Serna,
F. Garcia, J. M. Garcia, J. Hazard. Mater. 2014, 276, 52-57, S. Vallejos, A. Mufoz, S. Ibeas,
F. Serna, F. Garcia, J. M. Garcia, ACS Appl. Mater. Interfaces. 2015, 7, 921-928, J. L. Pablos,
S. Vallejos, A. Mufoz, M. J. Rojo, F. Serna, F. C. Garcia, J. M. Garcia, Chem. Eur. J. 2015,
21, 8733-8736, S. Vallejos, A. Mufoz, F. Garcia, R. Colleoni, R. Biesuz, G. Alberti, J. M.
Garcia, Sens. Actuators B. 2016, 233, 120-126). Los citados materiales pueden tener forma
de membrana (para su uso en la deteccion de cloruros en medios acuosos) o, incluso, forma

de apdsito (para su uso como alternativa al test del sudor).

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un copolimero que comprende una sal de un resto de

férmula (1):
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| RS
R +
8 N
= | Rs
Rs A Rs
R Re
(1

donde uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg €s un grupo ORyo, y el resto de los grupos
se selecciona cada uno independientemente entre H, OH, halégeno, sulfonilo, NR11R12,
COOR+p, CONR11R12, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; donde Ry se selecciona
entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; y donde R+1 y R12 se seleccionan cada

uno independientemente entre H, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un método de obtenciéon de un copolimero

que comprende una sal de un resto de formula (1):

| HS
R +
g M
s | Ra
Rs A Rs
R Rs
(1)

donde dicho método comprende los pasos de:

(a) obtencién de un copolimero mediante la polimerizacion de al menos dos monémeros,
donde al menos uno de dichos dos monémeros, es un monémero Z que comprende
un grupo Ry, donde:

- dicho grupo Rz comprende un anillo aromatico o un anillo no aromatico y/o
una cadena alifatica, y

- Rsse encuentra, ademas, substituido con al menos un halégeno,

y donde dicha polimerizacion se lleva a cabo por reaccién directa de grupos

polimerizables presentes en cada uno de los monémeros;
4
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(b) reaccién del copolimero obtenido en el paso (a) con un compuesto de férmula (la):

Rs
R N
- | Ra
Ra X Rs
Rz Rs

(1a)

donde uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg es un grupo ORyg, y el resto de los
grupos se selecciona cada uno independientemente entre H, OH, halégeno, sulfonilo,
NR11R12, COOR19, CONR11R12, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; donde R1g
se selecciona entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; y donde R4 y R12 se
seleccionan cada uno independientemente entre H, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo

o hetarilo.

La presente invencion también se refiere a un copolimero que comprende una sal de un resto

de férmula (1), obtenible por el método de obtencion descrito en la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un copolimero que comprende una
sal de un resto de férmula (1), de la presente invencion, para la deteccion y/o cuantificacion de

aniones, y en particular de cloruros.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere al uso de un copolimero que
comprende una sal de un resto de formula (1), de la presente invencion, para la deteccion de
una enfermedad seleccionada independientemente entre fibrosis quistica, insuficiencia
adrenal no tratada, displasia ectodérmica, sindrome de colestasis familiar, hipotiroidismo,
desnutricién, sindrome maurico, enfermedad por almacenamiento de glucégeno tipo 1,
mucopolisacaridosis, diabetes insipida nefrogénica, fucosidosis, nefrosis o deficiencia de

glucosa 6 fosfato.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un apdsito que comprende un copolimero
que comprende a su vez una sal de un resto de férmula (l), de la presente invencién, para la
deteccion de una enfermedad seleccionada independientemente entre fibrosis quistica,
insuficiencia adrenal no tratada, displasia ectodérmica, sindrome de colestasis familiar,

hipotiroidismo, desnutricion, sindrome maurico, enfermedad por almacenamiento de
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glucogeno tipo 1, mucopolisacaridosis, diabetes insipida nefrogénica, fucosidosis, nefrosis o

deficiencia de glucosa 6 fosfato.

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere por tanto a un copolimero que comprende una sal de un resto

de férmula (1)

Rs
. |+
9 N
= | Re
Rs A Rs
R+ Rs

0]

donde uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Re 0 Rg €s un grupo ORyo, y el resto de los grupos
se selecciona cada uno independientemente entre H, OH, halégeno, sulfonilo, NR11R1z2,
COOR+p, CONR11R12, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; donde Ry se selecciona
entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; y donde R11 y R12 se seleccionan cada

uno independientemente entre H, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo.

A efectos de la presente invencion ejemplos de sales del resto de formula (I) comprenden
sales de un acido organico o inorganico. En una realizacion dicha sal se selecciona
independientemente entre una sal de fluoruro, cloruro, bromuro, ioduro, sulfato, sulfito, fosfato,
carbonato, bicarbonato, nitrato, nitritos hidréxido, acetato, lactato, citrato u oxalato. De manera
general, en una realizacion de la invencion, dicha sal comprende cualquier anidén presente en
aguas industriales, aguas de consumo humano, o en el sudor. En una realizacién de la
invencion, la sal es una sal de fluoruro, cloruro, bromuro o ioduro, mas preferentemente

bromuro.

A efectos de la presente invencion el término “alquilo” se refiere a una cadena alifatica
hidrocarbonada lineal o ramificada de 1 a 20 carbonos que puede presentar o no diferentes
sustituciones. En una realizacién preferente dicho alquilo se selecciona independientemente

entre metilo, etilo o propilo.
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A efectos de la presente invencién el término “cicloalquilo” se refiere a un grupo ciclico
hidrocarbonado que puede presentar o no diferentes sustituciones. En una realizacion
preferente dicho cicloalquilo se selecciona independientemente entre ciclopropil, ciclopentil o

ciclohexil.

A efectos de la presente invencién el término “alcoxi” se refiere a un grupo hidrocarbonado
unido a un atomo de oxigeno tal como OR1o. En una realizacion preferente dicho grupo alcoxi
se selecciona independientemente entre metoxi, etoxi, butoxi, propoxi, isopropoxi, tert-butoxi,

fenoxi. En una realizacion mas preferente dicho grupo alcoxi es metoxi.

A efectos de la presente invencion el término “heterociclo” se refiere a un anillo
hidrocarbonado alifatico, que presenta al menos un heterodtomo, y que puede presentar o no
diferentes sustituciones. En una realizaciéon preferente dicho heterociclo se selecciona
independientemente entre piperidil, pirrolidina, tetrahidropirano, tetrahidrofurano o

tetrahidrotiofeno.

A efectos de la presente invencién el término “arilo” se refiere a un grupo que puede
comprender uno 0 mas anillos aromaticos hidrocarbonados sustituidos o no sustituidos con
otros grupos funcionales. En una realizacion preferente dicho grupo arilo se selecciona

independientemente entre fenilo o naftilo.

A efectos de la presente invencién el término “hetarilo” se refiere a un grupo que puede
comprender uno o mas anillos aromaticos que comprenden uno o mas heteroatomos. En una
realizacion preferente dicho grupo hetarilo se selecciona independientemente entre piridilo,

pirrol, pirano, furano o tiofeno.

Dicho resto de féormula (I) interacciona con aniones, y en particular con cloruros,
produciéndose un cambio en la fluorescencia del copolimero y, por lo tanto, permitiendo la
deteccioén y/o cuantificacion de dichos aniones. En concreto la fluorescencia del material se

ve mermada, es decir, se produce un proceso de apagado (ON-OFF) de la fluorescencia.

Este proceso se puede observar en un fluorimetro (espectrofotémetro de fluorescencia). En
el caso de la deteccién de aniones cloruro, la banda de fluorescencia centrada a unos 440 nm
(observada cuando se excita la muestra a 321 nm), empieza a decrecer, hasta practicamente
su desaparicion, a medida que se incrementa la concentracion de cloruros en el medio. El
cambio en la fluorescencia es tan grande que, ademas de con un fluorimetro, el cambio

también se puede apreciar deforma cualitativa a simple vista.
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Ademas, la utilizacion de los copolimeros de la presente invencion es totalmente reversible,
de modo que, si dicho copolimero se lava con agua, una vez utilizado para la deteccién de un

anion, vuelve a ser totalmente operativo.

Los copolimeros de la presente invencion son, por tanto, de aplicacién en la deteccion y/o
cuantificacion de aniones, y en particular de cloruros. Una realizacion se refiere al uso de los
copolimeros que comprenden una sal de un resto de féormula (I) para la deteccion y/o
cuantificacién de aniones y, de cloruros en particular, en aguas industriales y en aguas de

consumo humano.

Ademas, los copolimeros de la presente invencion son biocompatibles para su aplicacion en
la deteccion y/o cuantificacion de cloruros en el sudor. Esta propiedad de deteccion y/o
cuantificacién de cloruros por inmersion del copolimero de la invencion en un medio acuoso,
o simplemente por contacto, en el caso del sudor, da lugar a que estos copolimeros se puedan
utilizar como detectores de cloruro en continuo (en el caso de aguas industriales o de consumo

humano), asi como en un apésito (en el caso del sudor) que los contenga.

Por tanto, otra realizacién se refiere al uso de los copolimeros de la invencién para la deteccién

y/o cuantificacién de cloruros en el sudor.

La deteccién de la cantidad de cloruros en el sudor, mediante la utilizacién de los copolimeros
de la presente invencion, es de aplicaciéon en la deteccion y el diagndstico de enfermedades
relacionadas con una concentracion alta de cloruros en el sudor, tales como la fibrosis
quistica, insuficiencia adrenal no tratada, displasia ectodérmica, sindrome de colestasis
familiar, hipotiroidismo, desnutriciéon, sindrome madrico, enfermedad por almacenamiento de
glucogeno tipo 1, mucopolisacaridosis, diabetes insipida nefrogénica, fucosidosis, nefrosis o

deficiencia de glucosa 6 fosfato.

Por tanto, una realizacion se refiere al uso de los copolimeros de la invencién para la deteccién
de una enfermedad relacionada con una concentracién alta de cloruros en el sudor.
Preferentemente, dicha enfermedad se selecciona independientemente entre fibrosis quistica,
insuficiencia adrenal no tratada, displasia ectodérmica, sindrome de colestasis familiar,
hipotiroidismo, desnutriciéon, sindrome madrico, enfermedad por almacenamiento de
glucogeno tipo 1, mucopolisacaridosis, diabetes insipida nefrogénica, fucosidosis, nefrosis o
deficiencia de glucosa 6 fosfato. Mas preferentemente, dicha enfermedad es la fibrosis

quistica.
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El método de deteccion y/o cuantificacion de cloruros descrito en la presente invencion se
basa, por tanto, en la capacidad de dichos aniones cloruro para eliminar la florescencia del
resto de formula (I) presente en los copolimeros de la presente invencion. Dicho resto de
férmula (1), presente en los copolimeros de la presente invencion, es un grupo derivado de
quinolina unido a la cadena polimérica por el atomo de nitrégeno de la quinolina, y donde

dicho atomo de nitrdgeno es un nitrégeno cuaternario cargado positivamente.

Los copolimeros de la presente invencién, que comprenden al menos una sal de un resto de

férmula (1), pueden ser copolimeros lineales o reticulados.

El término polimero se refiere a una molécula que comprende una o mas unidades
estructurales que se repiten sucesivamente. Dichas unidades se denominan mondémeros. Los
polimeros se obtienen por la unién repetitiva de dichos monémeros mediante reaccion de
grupos reactivos (0 grupos polimerizables) presentes en cada uno de los mondémeros, en un
proceso denominado polimerizacion. Un copolimero comprende por tanto mas de un
monomero diferente, y se obtiene, por tanto, por polimerizacién de al menos dos o mas

mondmeros diferentes.

Se denomina copolimero reticulado, un copolimero que forma una red formada por la unién
de diferentes cadenas poliméricas. La formacion de dicha red a partir de diferentes cadenas

poliméricas se denomina reticulacion.

Los copolimeros que comprenden una sal de un resto de formula (1), descritos en la presente
invencion, se presentan en forma de filmes o0 membranas sélidas. Dichas membranas sélidas
pueden ser membranas densas, 0 membranas porosas. La presente invencion se refiere a
dichas membranas densas, pero también a las membranas porosas obtenidas mediante
procesos de espumado quimicos y/o fisicos, llevados a cabo a partir de las membranas

densas descritas previamente.

Los copolimeros que comprenden una sal de un resto de formula (1), descritos en la presente
invencién, presentan cambios de fluorescencia en presencia de aniones. A efectos de la
presente invencion son ejemplos no limitantes de aniones, el cloruro [CI], el bromuro [Br], el
yoduro [I], o el acetato [CH3COO7]. En una realizacion preferente dicho cambio de

fluorescencia ocurre cuando hay aniones cloruro presentes en el medio.

A efectos de la presente invencion, el término copolimero se utiliza de manera equivalente al
término membrana, debido a la estructura de membrana que presentan los copolimeros

descritos en el presente documento. Asimismo, los copolimeros lineales o reticulados que

9
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comprenden una sal de un resto de formula (l), descritos en la presente invencion, se
denominan indistintamente membrana sensora, copolimero sensor, o sensores fluorogénicos,

debido a las propiedades que presentan, descritas en este documento.

Una realizacién de la presente invencion se refiere a un método de obtencion de un

5  copolimero que comprende una sal de un resto de formula (l):

q'T' Rz
R =+
g N
= | Re
Rs A Rs
R7 Rs
(1)

donde dicho método comprende los pasos de:

(a) obtencién de un copolimero mediante la polimerizacién de, al menos, dos monémeros,
donde al menos uno de dichos dos mondmeros, es un monémero Z que comprende
10 un grupo Rz donde,
- dicho grupo R2 comprende un anillo aromatico, un anillo no aromatico y/o
una cadena alifatica, y

- R2se encuentra ademas substituido con al menos un halégeno,

y donde dicha polimerizacion se lleva a cabo por reaccion directa de grupos

15 polimerizables presentes en cada uno de los monémeros;

(b) reaccioén del copolimero obtenido en el paso (a) con un compuesto de férmula (la):

Rs
Ra N
. | Ra
Rz A Rs
Rz Re

(1a)

10
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donde uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg es un grupo ORyg, y el resto de los
grupos se selecciona cada uno independientemente entre H, OH, halégeno, sulfonilo,
NR11R12, COOR19, CONR11R12, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; donde R+
se selecciona entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; y donde R11y Rq2 se
seleccionan cada uno independientemente entre H, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo

o hetarilo.

En una realizacion preferente, uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg es un grupo ORyo,
y el resto de los grupos es H; donde R, se selecciona entre alquilo, cicloalquilo, arilo,
heterociclo o hetarilo. Mas preferentemente R1g es un grupo alquilo, aun mas preferentemente

R1o se selecciona entre metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo o tert-butilo.

En una realizacion preferente, uno de los grupos Rs, R4, Rs, Re, R7, Rs 0 Rg €s un grupo metoxi,

y el resto de los grupos es H.

En una realizacion aun mas preferente Rs es un grupo OR1o y el resto de los grupos es H;
donde Rip se selecciona entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo. Mas
preferentemente Rio es un grupo alquilo, ain mas preferentemente Rq se selecciona entre

metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo o tert-butilo.
En una realizacién aun mas preferente Rs es un grupo metoxi y el resto de los grupos es H.

En otra realizacion preferente uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg es un grupo ORqj,
y el resto de los grupos se selecciona cada uno independientemente entre H o CHs; donde
R1o se selecciona entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo. Mas preferentemente
R10 es un grupo alquilo, ain mas preferentemente Ri se selecciona entre metilo, etilo, propilo,

isopropilo, butilo o tert-butilo. Mas preferentemente R1, es metilo.

En una realizacion mas preferente Rs es un grupo OR1 y el resto de los grupos se selecciona
cada uno independientemente entre H o CHs; donde Rio se selecciona entre alquilo,
cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo. Mas preferentemente Rio es un grupo alquilo, aun
mas preferentemente Rio se selecciona entre metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo o tert-

butilo. Mas preferentemente Rqo es metilo.

En otra realizacion preferente uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg es un grupo ORyq,
y el resto de los grupos se selecciona cada uno independientemente entre H o sulfonilo; donde

R1o se selecciona entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo. Mas preferentemente
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R10 s un grupo alquilo, aun mas preferentemente R1o se selecciona entre metilo, etilo, propilo,

isopropilo, butilo o tert-butilo. Mas preferentemente R4, es metilo.

En una realizacion mas preferente Rs es un grupo OR1 y el resto de los grupos se selecciona
cada uno independientemente entre H o sulfonilo; donde Rio se selecciona entre alquilo,
cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo. Mas preferentemente Rio es un grupo alquilo, adn
mas preferentemente Rio se selecciona entre metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo o tert-

butilo. Mas preferentemente Rqo es metilo.

Los mondmeros utilizados en el paso (a) descrito en la presente invencion, pueden ser tanto

mondémeros comerciales como mondémeros de sintesis.

En una realizacién preferente de la presente invencion, la reaccion del paso (b) entre el

copolimero obtenido en el paso (a) y un compuesto de formula (la) comprende:

i. realizar una inmersién del copolimero obtenido en el paso (a) en dicho
compuesto de formula (la), o en una disolucion del mismo, a una temperatura

de entre 0°C y 150°C durante al menos 5 horas,

ii.  realizar una inmersién del copolimero obtenido en el paso (i) en un disolvente
organico, y repetir este proceso hasta eliminar el compuesto de férmula (la) que

no ha reaccionado,
iii.  realizar una inmersion del copolimero obtenido en el paso (ii) en agua destilada.

En una realizacién de la invencién, el paso (b) comprende (i) realizar una inmersion del
copolimero obtenido en el paso (a) en un compuesto de férmula (la), o en una disolucién del

mismo, a una temperatura de entre 50°C y 100°C durante al menos 5 horas.

En una realizacién de la invencion, el paso (b) comprende (i) realizar una inmersion del
copolimero obtenido en el paso (a) en un compuesto de férmula (la), o en una disolucién del

mismo, y calentar a una temperatura entre de entre 50°C y 150°C durante al menos 12 horas.

En una realizacion de la invencién, el paso (b) comprende (ii) realizar una inmersion del
copolimero obtenido en el paso (i) en un disolvente organico, y repetir este proceso al menos
5 veces. En una realizacion preferente del paso (b) de la presente invencidn comprende (ii)
realizar una inmersién del copolimero obtenido en el paso (i) en un disolvente organico, y
repetir este proceso al menos 5 veces, cada una de dichas inmersiones de 5 minutos de

duracion.

12
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En una realizacion preferente de la invencion, el paso (b) comprende (ii) realizar una inmersién
del copolimero obtenido en el paso (i) en un disolvente organico, y repetir este proceso hasta
eliminar el compuesto de formula (la) que no ha reaccionado, donde dicho disolvente organico

es un disolvente organico miscible con agua.

5 A efectos de la presente invencioén el término “disolvente organico miscible con agua”, se
refiere a cualquier disolvente organico que puede mezclarse en cualquier proporcién con

agua, siendo la mezcla resultante una mezcla homogénea o disolucion.

En una realizacion mas preferente dicho disolvente organico se selecciona entre acetona,
dimetilformamida, acetonitrilo, dimetilacetamida, dimetilsulfoxido, N-metilpirrolidona, metanol,
10  etanol, isopropanol o THF. En una realizacion aun mas preferente dicho disolvente organico

es acetona.

A efectos de la presente invencidon los copolimeros resultantes del paso (a) se obtienen
mediante polimerizacion, donde dicha polimerizacién se realiza por union o reaccion directa
entre mondémeros, donde dichos mondmeros comprenden grupos polimerizables

15 responsables de la reaccién de polimerizacién que da lugar al polimero.

A efectos de la presente invenciéon son ejemplos no limitantes de grupos polimerizables el

grupo vinilo, metacrilato, acrilato, metacrilamida o acrilamida:

R, 0 0
H OR
e T o
H

grupo vinilo grupo grupo
metacrilato  acrilato

0 (8]
\Rs HLN.Ra
g, I A

grupo grupo
metacrilamida acrilamida

donde Ra=Rp=R es un grupo que se selecciona cada uno independientemente entre H, alquilo,
20  alquenilo, arilo o un grupo Rz, donde dicho grupo Rz es un grupo que comprende un anillo

aromatico, un anillo no aromatico y/o una cadena alifatica, y donde dicho R, se encuentra
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ademas substituido con al menos un atomo del grupo de los halégenos tal como se define

anteriormente.

A efectos de la presente invencién, la realizacién de una inmersion implica que el copolimero

se encuentra totalmente sumergido en la disolucién utilizada.

En una realizacién preferente el copolimero obtenido en el paso (a) se obtiene en presencia

de un iniciador térmico o fotoquimico.

El grupo R> del monémero Z utilizado en el paso (a) del método de la presente invencion, se
denomina, a efectos de la presente descripcion, grupo de anclaje Rz, dado que dicho grupo
es el responsable de la unién posterior de los restos de formula (1) que actian como grupos

sensores fluorogénicos para aniones, preferentemente cloruros.

Se denomina monémero de anclaje, a efectos de la presente invencion, al monémero Z
utilizado en el paso (a) del método de obtencion de la presente invencién, donde dicho

monomero Z de anclaje, comprende un grupo de anclaje Rz y un grupo polimerizable.

El mondmero de anclaje Z comprende un grupo de anclaje Rz y un grupo polimerizable, donde
dicho grupo polimerizable se selecciona independientemente entre vinilo, metacrilato, acrilato,
metacrilamida o acrilamida, tal como se describen anteriormente, y R> es un grupo que
comprende un anillo aromatico, un anillo no aromatico y/o una cadena alifatica, y donde dicho
R2 se encuentra ademas substituido con al menos un atomo del grupo de los halégenos tal

como se define anteriormente.

En una realizacion preferente el grupo polimerizable del monémero de anclaje Z es un grupo

vinilo y se denomina monémero de férmula (11):

donde Ri se selecciona independientemente entre H o CHs; R, comprende un anillo
aromatico, un anillo no aromatico y/o una cadena alifatica y donde, R, se encuentra ademas

substituido con al menos un halégeno.

En una realizacién mas preferente el monémero de formula (Il) es 5-bromo-1-penteno o 4-
bromo-1-buteno. En una realizacién aun mas preferente el mondémero de férmula (1) es 5-

bromo-1-penteno.
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De la misma manera, el copolimero obtenido en el paso (a) se denomina, a efectos de la
presente invencién, copolimero de anclaje, 0 membrana de anclaje, dado que comprende
grupos de anclaje Rz que permiten de acuerdo con el paso (b) del proceso de la presente
invencion, la unién posterior de restos de formula (I). El paso (b) del proceso de la presente
invencion se denomina, por tanto, a efectos de la presente invencion, proceso de anclado de

los restos de formula (1).

El proceso de anclado y formacion de restos de formula (1) sensores del paso (b) del proceso
de la presente invencion, que se produce cuando un compuesto de férmula (la) reacciona con
el halégeno del grupo de anclaje Ro., formando un copolimero que comprende una sal de un
resto de formula (I), de la presente invencion, se puede representar de acuerdo con el

siguiente Esquema 1:

g Rs
. |+
g N
'\!|u la - | Ra
Hal »
Rs X Rs
_ Ry Re
Hal 0]

Esquemat

donde uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg €s un grupo ORyo, y el resto de los grupos
se selecciona cada uno independientemente entre H, OH, halégeno, sulfonilo, NR11R12,
COOR+p, CONR11R12, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; donde Ry se selecciona
entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; y donde R+1 y R12 se seleccionan cada
uno independientemente entre H, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo, y donde Hal
es un halégeno que sustituye un grupo R, donde dicho grupo R, forma parte de un copolimero
de anclaje obtenido segun el paso (a) anteriormente descrito. Dicho halégeno Hal que

sustituye al grupo R: se selecciona independientemente entre FI, Cl, Bro I.

En una realizacion preferente de la invencion, la polimerizacion de al menos dos monémeros
del paso (a), donde al menos uno de dichos dos mondmeros es un monémero Z, comprende
ademas mondmeros X e Y, donde la proporcion de Z representa entre 0,1% a 10% del numero

total de mondémeros, y donde la proporcién de X respecto a Y es de 1:9 hasta 9:1.
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En una realizacién preferida la proporcion de X respecto a Y es de 3:1. En una realizacién

preferente Z representa 1% del numero total de monémeros.

En otra realizacion preferente X representa entre 70% a 80%, Y representa entre 19% a 29%
y Z representa 1%, del numero total de monémeros. En otra realizacién preferente de la
invencion X representa 74.25%, Y representa 24.75% y Z representa 1%, del nimero total de

mondémeros.

En una realizacion preferente de la invencién, los mondmeros X e Y utilizados en el paso (a)
se seleccionan cada uno independiente entre N-vinil pirrolidona, metacrilato de metilo, acrilato
de butilo, metacrilato de butilo, acrilato de metilo, estireno, acrilato de 2-hidroxietilo,
metacrilato de 2-hidroxietilo, metacrilato de 2-etoxietilo, acrilato de laurilo, metacrilato de
laurilo, acetato de vinilo, acido metacrilico, anhidrido metacrilico, acido acrilico, metacrilamida

o metacrilato de 2-N,N-dimetilaminoetilo.

En una realizacién preferente los monémeros X e Y utilizados en el paso (a) se seleccionan
cada uno independientemente entre N-vinil pirrolidona, acrilato de 2-hidroxietilo, metacrilato

de 2-hidroxietilo, o metacrilato de metilo.

En una realizacion preferente de la invencion, uno de los mondmeros utilizados en el paso (a)

es N-vinil pirrolidona.

En una realizacién preferente de la presente invencién, uno de los mondémeros utilizados en

el paso (a) es acrilato de 2-hidroxietilo.

En una realizacion preferente de la presente invencion, la polimerizacion de al menos dos
monomeros del paso (a), donde al menos uno de dichos dos monémeros es un monémero Z,
comprende ademas monoémeros X e Y, donde los monédmeros X e Y son respectivamente N-
vinil pirrolidona y acrilato de 2-hidroxietilo. En una realizacién mas preferente el monémero Z
es 5-bromo-1-penteno o 4-bromo-buteno. En una realizacion ain mas preferente el monémero

Z es 5-bromo-1-penteno.

En una realizacion preferente de la invencion, la polimerizacion descrita en el paso (a), se

lleva a cabo en disolucion o en bloque.

A efectos de la presente invencion se denomina polimerizacion en bloque, o polimerizacion
en masa, a la técnica de polimerizacion en la cual solamente los mondmeros y el iniciador

estan presentes en el medio de reaccion. En el caso de que la polimerizacion se realice por
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iniciacion térmica sin necesidad de iniciador, solamente estan presentes los monémeros en el

medio de reaccion.

A efectos de la presente invencion se denomina polimerizacion en disolucién a la técnica de

polimerizacion en la cual ademas de los mondémeros e iniciador, se emplea un disolvente.

En una realizacion preferente del paso (b) de la presente invencioén, el compuesto de férmula

(la),

Rs
Rs N
~ | Ra
Ra AN Rs
R7 Re

(1a)

donde uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg es un grupo metoxi, y el resto de los
grupos es H. En otra realizacién preferente uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg es
un grupo metoxi, y el resto de los grupos se selecciona independientemente entre H o CHs.
En otra realizacion preferente uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg €s un grupo metoxi,

y el resto de los grupos se seleccionan cada uno independientemente entre H o sulfonilo.

En otra realizacion preferente Rs es un grupo OR1o y el resto de los grupos es H; donde R
se selecciona entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo. Mas preferentemente Rio
es un grupo alquilo, aun mas preferentemente R1g se selecciona entre metilo, etilo, propilo,

isopropilo, butilo o tert-butilo. Mas preferentemente R1, es metilo.

En otra realizacién preferente Rs es un grupo OR1 y el resto de los grupos se selecciona cada
uno independientemente entre H o CH3; donde R1o se selecciona entre alquilo, cicloalquilo,
arilo, heterociclo o hetarilo. Mas preferentemente Rig es un grupo alquilo, ain mas
preferentemente Rqo se selecciona entre metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo o tert-butilo.

Mas preferentemente R1o es metilo.

En una realizacion preferente Rs es un grupo OR1o y el resto de los grupos se selecciona cada
uno independientemente entre H o sulfonilo; donde Rio se selecciona entre alquilo,

cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo. Mas preferentemente Rio es un grupo alquilo, adn
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mas preferentemente Ry se selecciona entre metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo o tert-

butilo. Mas preferentemente R+, es metilo.

En una realizacion preferente del paso (b) de la presente invencioén, el compuesto de férmula

(la) es 6-metoxiquinolina.

La sintesis de los copolimeros que comprenden una sal de un resto de férmula (l), descritos
en la presente invencidén, no se puede llevar a cabo por rutas convencionales en quimica
organica, es decir, (i) sintetizando un monémero derivado de quinolina que presenta un resto
de formula (I) vy, (ii) realizando una posterior copolimerizacion con otros mondmeros
comerciales, tal y como esta descrito en la bibliografia (S. Vallejos, P. Estévez, A. Mufioz, S.
Ibeas, F. Serna, F. Garcia, J. M. Garcia, Sens. Actuators, B, 2011, 157, 686-690). Dicho
proceso convencional no es posible debido a que las especies con cargas formales, tales
como la estructura de férmula (1), idnica, inhiben los procesos de polimerizacién radicalaria
(A. A. Yassin, J. Polym. Sci., Part A: Polym. Chem., 1978, 16, 1475-1485; A. A. Yassin, N. A.
Rizk, POLYMER, 1978, 19, 57-62), y por tanto seria imposible obtener los copolimeros que
comprenden una sal de un resto de formula (I) de la invencién por dichas rutas

convencionales.

Sin embargo, al realizar la sintesis primero de un copolimero de anclaje en el paso (a) del
método de obtencidn de la presente invencidn, la especie con cargas formales de formula (1)
se forma una vez hecha la polimerizacion y se puede obtener el copolimero sensor sin
problema de acuerdo con el paso (b) del método de la presente invencion. Para ello, resulta
necesario el uso de un mondémero anclaje Z que comprende un grupo Ry, responsable de la

reaccion descrita en el paso (b) del método de la presente invencion.

En una realizacién de la invencion, la polimerizacion del paso (a) del método de obtencion de
la invencion, comprende un monémero Z que es un mondémero de férmula (ll), un monémero
X que es un monoémero de formula (111), y un monédmero Y que es un monémero de formula
(IV):
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donde cada R se selecciona independientemente entre H o CH3, donde R, comprende un
anillo aromatico, un anillo no aromatico y/o una cadena alifatica y donde, R, se encuentra
ademas substituido con al menos un halégeno. En una realizacién preferente, el monémero
(I1) representa entre 0,1% a 10% del numero total de mondémeros y la proporcion del
monomero (lll) respecto al monémero (IV) es de 1:9 hasta 9:1 En una realizacion mas
preferente, la proporcion del monémero (lll) respecto al monémero (IV) es de 3:1. En una

realizacién mas preferente el mondémero (Il) representa 1% del numero total de monémeros.

Una realizacion del método de obtencion de un copolimero que comprende una sal del resto

de formula (1), de la presente invencion, comprende:

(a) obtencién de un copolimero mediante la polimerizacion de al menos dos mondémeros,
donde al menos uno de dichos dos mondmeros es un monomero de formula (ll), y
comprende, ademas, monoémeros de férmula (I111) y mondmeros de formula (1V), descritos
anteriormente, y donde dicha polimerizacion se lleva a cabo por reaccion directa de
grupos polimerizables presentes en cada uno de los monémeros.;

(b) reaccion del copolimero obtenido en el paso (a) con un compuesto de formula (la) descrito

anteriormente.
En una realizacién preferente, el compuesto de formula (la) es 6-metoxiquinolina.

En una realizacion preferente, el mondémero (Il) representa entre 0,1% a 10% del numero total
de monémeros y la proporcion del monédmero (lll) respecto al monémero (V) es de 1:9 hasta
9:1 En una realizacion mas preferente la proporcién del monémero (1) respecto al monémero
(IV) es de 3:1. En una realizacion aun mas preferente el monémero (Il) representa 1% del

numero total de mondmeros.

En una realizacion preferente, la polimerizacion del paso (a) del método de obtencién de la
invencion, comprende un monémero Z que es 5-bromo-1-penteno, un monémero X que es N-

vinil pirrolidona, y un monémero Y que es acrilato de 2-hidroxietilo:

OH Br
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En una realizacion preferente, 5-bromo-1-penteno representa entre 0,1% a 10% del numero
total de mondmeros, y la proporcién de N-vinil pirrolidona respecto a la de acrilato de 2-

hidroxietilo es de 1:9 hasta 9:1

Una realizacién del método de obtencion de un copolimero que comprende una sal del resto

de férmula (1), de la presente invencién, comprende:

(a) obtencién de un copolimero mediante la polimerizacion de al menos dos monémeros,
donde al menos uno de dichos dos monomeros es 5-bromo-1-penteno, y comprende
ademas N-vinil pirrolidona y acrilato de 2-hidroxietilo, y donde dicha polimerizacion se
lleva a cabo por reaccion directa de grupos polimerizables presentes en cada uno de los
mondmeros.;

(b) reaccién del copolimero obtenido en el paso (a) con un compuesto de férmula (l1a)

descrito anteriormente.
En una realizacion preferente, el compuesto de formula (la) es 6-metoxiquinolina.

En una realizacién preferente, 5 -bromo-1-penteno representa entre 0,1% a 10% del nUmero
total de mondémeros y la proporcién N-vinil pirrolidona respecto al acrilato de 2-hidroxietilo es
de 1:9 hasta 9:1. En una realizacién mas preferente la proporcion de N-vinil pirrolidona
respecto a la de acrilato de 2-hidroxietilo es de 3:1. En una realizacién aun mas preferente 5-

bromo-1-penteno representa 1% del numero total de monémeros.

En general la polimerizacion de los mondémeros en el paso (a) descrito en la presente
invencion, tanto si comprende monomeros vinilicos comerciales o no, se puede realizar por
cualquiera de los procedimientos descritos en la literatura para la polimerizacién de enlaces

multiples.

Los mondmeros de anclaje Z, de acuerdo con lo descrito en la presente invenciéon, pueden

obtenerse comercialmente.

En una realizacion preferente de la presente invencion, el monémero anclaje utilizado en el

paso (a) es 5-bromo-1-penteno, que puede obtenerse comercialmente.

Los copolimeros de la invencion poseen una estructura tridimensional que permite la
permeacién cuando son puestos en contacto o sumergidos en agua u otros disolventes. Este
hecho es la base para que se produzca la deteccion y/o cuantificacion de aniones disueltos,
como por ejemplo los cloruros. Dicha permeacion se puede controlar variando la proporcion

entre los distintos mondmeros utilizados para la preparaciéon de los copolimeros.
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Asimismo, los copolimeros de la presente invencidon, membranas, filmes, recubrimientos y
materiales en estado solido que se obtienen a partir de estos, se caracterizan por una
combinacion ideal de propiedades mecanicas tanto en seco, como en hinchado, es decir, con
agua dentro de la red polimérica. Esto convierte los copolimeros de la presente invencion en
materiales adecuados para la elaboracion de membranas densas que se pueden emplear,
entre otros ambitos, en la deteccion y/o cuantificacion de aniones, como el cloruro, en agua

y/o en medios acuosos como el sudor.

Es decir, los copolimeros de la invencion son sensores fluorimétricos de aniones en agua y/o

en medios acuosos como el sudor.

El cambio de fluorescencia por la presencia de aniones, y en particular de cloruros, se observa
por la inmersion de las membranas o copolimeros que comprenden restos de formula (1), de
la presente invencién, en los distintos medios sin ningun tipo de tratamiento previo de la
muestra. Por tanto, los copolimeros de la presente invencion se pueden utilizar como sensores

para la deteccion cualitativa o cuantitativa de los aniones en cuestion.

Por tanto, una realizacion de la presente invencion se refiere al uso de un copolimero obtenido
en el método descrito en la presente invencion, o de un copolimero que comprende una sal
de un resto de formula (1), para la deteccion y/o cuantificacion de aniones, preferentemente

para la deteccion y/o cuantificacion de cloruros.

Una realizacién de la presente invencion se refiere al uso de un copolimero obtenible mediante
el método descrito en la presente invencidn, o de un copolimero que comprende una sal de
un resto de formula (1), en la deteccion y/o cuantificacion de aniones mediante al menos un

meétodo seleccionado independientemente entre:
- deteccion a simple vista; o
- la utilizacion de técnicas espectroscopicas basadas en fluorescencia.

Una realizacién mas preferente se refiere a la deteccién y/o cuantificacién de cloruros en
aguas industriales o de consumo humano. Mas preferentemente la deteccién y/o

cuantificaciéon de cloruros se realiza en sudor.

Otra realizacion se refiere al uso de un copolimero obtenido en el método descrito en la
presente invencion, o de un copolimero que comprende una sal de un resto de férmula (1),
para la deteccién de una enfermedad relacionada con una concentracion alta de cloruros en

el sudor; preferentemente una enfermedad seleccionada independientemente entre fibrosis
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quistica, insuficiencia adrenal no tratada, displasia ectodérmica, sindrome de colestasis
familiar, hipotiroidismo, desnutricién, sindrome madrico, enfermedad por almacenamiento de
glucogeno tipo 1, mucopolisacaridosis, diabetes insipida nefrogénica, fucosidosis, nefrosis o

deficiencia de glucosa 6 fosfato. Mas preferentemente la enfermedad es la fibrosis quistica.

Una realizacidn de la presente invencion se refiere a un aposito que comprende un copolimero
obtenido en el método descrito en la presente invencién, o de un copolimero que comprende
una sal de un resto de formula (I), para la deteccién de una enfermedad relacionada con una
concentracion alta de cloruros en el sudor; preferentemente una enfermedad seleccionada
independientemente entre fibrosis quistica, insuficiencia adrenal no tratada, displasia
ectodérmica, sindrome de colestasis familiar, hipotiroidismo, desnutriciéon, sindrome maurico,
enfermedad por almacenamiento de glucogeno tipo 1, mucopolisacaridosis, diabetes insipida
nefrogénica, fucosidosis, nefrosis o deficiencia de glucosa 6 fosfato; mas preferentemente

para la deteccion de la fibrosis quistica.

Una realizaciéon de la invencion se refiere asimismo a las membranas porosas obtenidas
mediante procesos de espumado quimicos y/o fisicos a partir de las membranas sélidas
descritas previamente. Como ejemplos de proceso de espumado fisico esta la disolucién de
gas a alta presion (CO: y/o N2), y como procesos de espumado quimico se incluyen algunos
ejemplos no limitantes como la lixiviacion a partir de sales o mezclas de polimeros o la
utilizacion de agentes de espumado quimicos endo o exotérmicos que producen la estructura
celular por calentamiento y liberacion del gas, y en general cualquier proceso de espumado

que origine una estructura porosa dentro de la membrana solida.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Desaparicion de la banda de fluorescencia de un copolimero de la invencién
preparado segun Ejemplo 2 y sumergido en agua MiliQ. Se afiadieron distintas cantidades de
NaCl, y se analizé el efecto en la desaparicién de una banda en el espectro de fluorescencia.
La figura 1A muestra el decrecimiento de la banda de fluorescencia centrada a 440 nm a
medida que la concentracion de cloruros aumenta en el medio, y que se obtiene al excitar la
muestra a 321 nm; la figura 1B muestra la relacion entre la concentracién de cloruro mM
anadido y la intensidad de fluorescencia normalizada como [1-(Intensidad / Intensidad inicial)]
de la citada banda a 440 nm, y la figura 1C muestra la relaciéon entre el logaritmo de la
concentracién de cloruro afadido y la intensidad de fluorescencia normalizada como [1-

(Intensidad / Intensidad inicial)] de la citada banda a 440 nm, dado que de esta manera se
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pueden apreciar mas facilmente los valores de intensidad de fluorescencia para cada una de

las concentraciones de cloruros ensayadas.

Figura 2. Desaparicion de la banda de fluorescencia de un copolimero de la invencién
preparado segun Ejemplo 2, y sumergido en una disoluciéon S8 simuladora del sudor humano.
Se afnadieron cantidades crecientes de NaCl/KCI (en un rango molar 8,5/1,5), desde la
concentracién minima hasta la maxima posible presentes en el sudor humano (entre 6,17 mM
y 100,16 mM). La grafica muestra la relaciéon entre la concentracion de cloruro anadido y la
intensidad de fluorescencia normalizada como [1-(Intensidad / Intensidad inicial)] a 440 nm,

que se obtiene al excitar la muestra a 321 nm.

Figura 3. Reversibilidad de la utilizacion de los copolimeros de la invencion. La grafica
muestra los ciclos de uso-lavado, que se traducen en decrecimiento y crecimiento
respectivamente de la banda de fluorescencia centrada a 440 nm, y que se obtiene al excitar

la muestra a 321 nm.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos ilustrativos no pretenden ser limitantes y describen:

(1) Ejemplo 1: Preparacién de un copolimero de anclaje de acuerdo con el paso (a) del método

de obtencién de la presente invencion que comprende un monémero anclaje Z de tipo vinilico;

(2) Ejemplo 2: Preparacion de un copolimero sensor de la presente invencion a partir

copolimero de anclaje obtenido en el Ejemplo 1;

(3) Ejemplo 4: Comportamiento como sensor fluorimétrico del copolimero sensor obtenido en

el Ejemplo 2 frente a la presencia de cloruro en agua;

(4) Ejemplo 5: Comportamiento como sensor fluorimétrico del copolimero sensor obtenido en
el Ejemplo 2 frente a la presencia de cloruro en una simulacion de sudor humano (SS)

preparada en el Ejemplo 3;
(5) Ejemplo 6: Reversibilidad en la utilizacion del copolimero sensor obtenido en el Ejemplo 2.

Ejemplo 1. Preparacion de un copolimero de anclaje de acuerdo con el paso (a) del método

de obtencién de la presente invencion.
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Mediante copolimerizacion en bloque se preparé una membrana con la composicion que se
indica a continuacion. Monédmeros: N-vinil pirrolidona, metacrilato de 2-hidroxietilo y 5-bromo-
1-penteno, con una relacién molar 74,25:24,75:1, respectivamente. Iniciador fotoquimico 2,2-
Dimetoxi-2-fenilacetofenona, con un porcentaje en peso del 1%. La disolucion de copolimero
resultante se inyectd en un molde de cristales silanizados, de 100 um de espesor, en ausencia
de oxigeno, y se colocd bajo una lampara de luz ultravioleta durante toda una noche

obteniéndose dicho copolimero en forma de membrana.

Ejemplo 2. Preparacion de un copolimero sensor que comprende una sal de un resto de

formula (1) de acuerdo con la invencion.

Para la preparacién copolimero sensor, se sumergio un trozo de la membrana preparada en
el Ejemplo 1 en un tubo de ensayo con la cantidad necesaria de 6-metoxiquinolina como para
que el trozo de membrana quedara totalmente cubierto por el reactivo liquido. El tubo de
ensayo se tapd con un trozo de parafilm, y se mantuvo termostatizado a 70°C durante 12
horas. Transcurrido ese tiempo, el reactivo liquido se retiré a un vial para poder ser reutilizado,
y el trozo de membrana se lavo reiteradas veces con acetona. Finalmente, la membrana se

sumergidé en agua destilada, quedando lista para su uso.

Ejemplo 3. Preparacion de una simulacion de sudor humano.

Para la preparacion de una disolucidn simuladora del sudor humano se pesaron las

cantidades correspondientes de las sustancias que se especifican en la Tabla 1.

La Tabla 1 de composicion de una disolucion acuosa que simula el sudor humano, a la que
nos referimos con la abreviatura “SS8”. Se muestran datos de concentracion de las 12 especies
solubles en agua mas abundantes en el sudor, asi como las cantidades de las sales
correspondientes necesarias para preparar la disolucion, y la concentracién resultante de

cada una de ellas en la mezcla.
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Compuesto Quimico | Peso molecular Pasada
(mg)
Cloruro 538,44 0
Sodio 58,44 0
Cloruro de potasio 74,56 350
Sulfato de sodio 142,04 179,5
Cloruro de calcio 110,98 18,4
Cloruro de magnesio 203,3 14,8
Fosfato de sodio 163,94 8,8
Lactato de sodio 112,06 1151,6
Urea 60,06 325,8
Glucosa 180,16 40,8
Amoniaco 17,03 37
Bicarbonato de sodio 84,01 201,9

Compuesto Quimico CDnI:EI'-ItrHI:i(f-II:I (mM)

En la disolucion “Ss”
Cloruro 5,17
Sodio 15,37
Potasio 4,69
Sulfato 1,26
Calcio 0,17
Magnesio 0,07
Fosfato 0,05
Lactato 10,28
Urea 542
Glucosa 0,23
Amoniaco 2,17
Bicarbonato 2,40

Tabla 1

Una vez pesadas se disolvieron en agua destilada, y la disolucién se enrasé a un volumen

final de 1L.

Ejemplo 4. Comportamiento como sensor fluorimétrico del copolimero sensor de la invencion

obtenido en el Ejemplo 2 frente a la presencia de cloruros en agua destilada.

Este ejemplo ilustra el comportamiento como sensor fluorimétrico de un copolimero que
comprende una sal de un resto de formula (1), cuya sintesis se ilustra en el Ejemplo 2, hacia
la presencia de cloruros en medio acuoso. La introduccion de la membrana preparada en el

Ejemplo 2 en agua destilada, dio lugar a un espectro de fluorescencia que presentaba una
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banda desde 350 hasta 600 nm, centrada en 440 nm, al excitar la muestra a 321 nm. La
adicién de cantidades crecientes de cloruro de sodio de entre 1,25E-15 y 0,117 M/L, produjo
la desaparicidon de esa banda de fluorescencia tal y como se observa en la Figura 1A. Por
otro lado, la Figura 1B muestra graficamente los valores normalizados de intensidad de
fluorescencia frente a la concentracién de cloruro, que aparecen en la Tabla 2. Los valores
normalizados de intensidad de fluorescencia se muestran como 1-(Intensidad

medida/Intensidad inicial) indicado como 1-(I/lo) en la Tabla 2 y en la Figura 1B:

[CI] 1-(1/10)
1,25E-15 | 0,00263
2,49E-15 | 0,01598
7,39E-15 | 0,0388
2,20E-14 | 0,06564
341E-14 | 0,07465
8,21E-14 | 0,09942
344E-13 | 0,09705
1,05E-12 | 0,12786
1,03E-11 | 0,20442
2,18E-11 | 0,21015
7,86E-11 | 0,23763
1,01E-10 | 0,23864
9,92E-10 | 0,28343
2,10E-09 | 0,28885
3,21E-09 | 0,28559
541E-09 | 0,29432
9,75E-09 | 0,29542
2,07E-08 | 0,31665
3,15E-08 | 0,3235
7,46E-08 | 0,34095
2,03E-07 | 0,34213
3,10E-07 | 0,34687
2,85E-06 | 0,38854
7,03E-06 | 0,37726
2,79E-05 | 0,40775
4,86E-05 | 0,41427
2,76E-04 | 0,41296
4,80E-04 | 0,43018
6,83E-04 | 0,50345
0,00272 | 0,59941
0,00675 | 0,78772

0,0278 | 1,20839

0,0454 | 1,37806

0,0618 | 1,72403

0,077 1,77505
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0,0912 1,90501
0,104 1,98747

0,117 2,15485
Tabla 2

El limite de deteccion obtenido fue de 8,43-10-'® moles por litro, y el limite de cuantificacion

de 2,55-10"° moles por litro. Los limites de deteccién (LDD) y de cuantificacién (LDC) fueron
estimados con las siguientes ecuaciones: LDD= 3,3xDE/p y LDC=10xDE/p donde DE es la
desviacion estandar, y p es la pendiente de la curva de calibracion en una zona de bajo

contenido de cloruros.

Ejemplo 5. Comportamiento como sensor fluorimétrico del copolimero sensor obtenido en el

Ejemplo 2 frente a la presencia de cloruros en una simulacién de sudor humano (SS)

preparado sequn el Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra el comportamiento como sensor fluorimétrico de un copolimero que
comprende una sal de un resto de férmula (1), cuya sintesis se ilustra en el Ejemplo 2, frente
a la presencia de cloruros en un medio que simula el sudor humano (SS), cuya preparacion
se ilustra en el Ejemplo 3. La introduccion de la membrana preparada en el Ejemplo 2, en la
disolucién preparada en el Ejemplo 3, dio lugar a un espectro de fluorescencia que presentaba
una banda desde 350 hasta 600 nm, centrada en 440 nm, al excitar la muestra a 321 nm. La
adicion de cantidades crecientes de entre 6,17 mM y 100 mM de cloruro de sodio y cloruro de
potasio, en un rango molar de 8,5/1,5 respectivamente, produjo la desaparicion de esa banda
de fluorescencia tal y como se observa en la Figura 2, que reproduce los valores normalizados
de intensidad de fluorescencia frente a la concentracién de cloruro, que aparecen en la Tabla
3. Los valores normalizados de intensidad de fluorescencia se muestran como 1-(Intensidad

medida/Intensidad inicial) indicado como 1-(I/lo) en la Tabla 3 y en la Figura 2:

[CI-]mM | 1-(lllo)

6,17 -0,04516
7,16 -0,03248
9,15 -0,0189
15,09 0,05454
29,8 0,2061

45,24 0,3453
59,5 0,44992
84,66 0,58274
94,72 0,6219

100,16 0,6458
Tabla 3
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Ejemplo 6: Reversibilidad de la utilizacidon de un copolimero que comprende una sal de un

resto de formula (1) para la deteccidn de cloruros.

Se estudié el comportamiento de la membrana preparada en el Ejemplo 2 durante varios ciclos

de uso como sensor de cloruro en agua con un posterior lavado.

Una membrana densa preparada segun Ejemplo 2 fue troquelada en forma de disco de 10
mm de diametro, y sumergida en 2 ml de agua destilada. Se afiadié NaCl hasta alcanzar una
concentraciéon de 100 mM, y se midio el efecto en la desaparicion de una banda en el espectro
de fluorescencia. Posteriormente la membrana fue lavada con agua destilada, y al retirar los
cloruros del sistema la fluorescencia inicial del material se recupera. Este ciclo de uso-lavado
se repiti6 6 veces. La Figura 3 muestra los ciclos de uso-lavado, que se traducen en
decrecimiento y crecimiento respectivamente de la banda de fluorescencia centrada a 440

nm, y que se obtiene al excitar la muestra a 321 nm.
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REIVINDICACIONES

1. Método de obtencién de un copolimero que comprende una sal de un resto de formula

(N:

Rs
o [+
? N

= | Re
Rs A Rs

R+ Rs

(1)
5 donde dicho método comprende los pasos de:

(a) obtencién de un copolimero mediante la polimerizacion de al menos dos mondémeros,
donde al menos uno de dichos dos mondmeros es un mondémero Z que comprende un
grupo Rz donde

- dicho grupo R> comprende un anillo aromatico, un anillo no aromatico y/o
10 una cadena alifatica, y

- R2se encuentra substituido con al menos un halégeno,

y donde dicha polimerizacion se lleva a cabo por reaccion directa de grupos

polimerizables presentes en cada uno de los monémeros.;

(b) reaccién del copolimero obtenido en el paso (a) con un compuesto de férmula (la):

Rs
Rs N
- | Ra
Ra X Rs
Rz Rs

(1a)
15

29



10

15

20

25

ES 2 695 246 Al

donde uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg es un grupo ORyg, y el resto de los
grupos se selecciona cada uno independientemente entre H, OH, halégeno, sulfonilo,
NR11R12, COOR19, CONR11R12, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; donde R+
se selecciona entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; y donde R11y Rq2 se
seleccionan cada uno independientemente entre H, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo

o hetarilo.

Método de obtencién de acuerdo con la reivindicacion 1, donde uno de los grupos Rs, Ra,

Rs, Re, R7, Rg 0 Rg es un grupo metoxi, y el resto de los grupos es H.

Método de obtencién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde la
polimerizacion de al menos dos mondmeros del paso (a), donde al menos uno de dichos
dos monémeros es un mondmero Z, comprende ademas monémeros X e Y, donde la
proporcion de Z representa entre 0,1% a 10% del niumero total de monémeros y donde la

proporcion de X respecto a Y es de 1:9 hasta 9:1.

Método de obtencion de acuerdo con la reivindicacion 3 donde la proporcién de X

respecto a 'Y es de 3:1 y Z representa 1% del niumero total de monémeros.

Método de obtencidn de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el

monoémero Z es un monémero de formula (lI):

R

)\Rz "

donde R se selecciona independientemente entre H o CHs.

Método de obtencién de acuerdo con la reivindicacién 5, el mondmero de férmula (ll) es

5-bromo-1-penteno o 4-bromo-1-buteno.

Método de obtencién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 donde los

monomeros X e Y son respectivamente N-vinil pirrolidona y acrilato de 2-hidroxietilo.

Copolimero obtenible mediante el método de obtencién de cualquiera de las

reivindicaciones 1a 7.

Copolimero que comprende una sal de un resto de formula (1):
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| RS
R +
8 N
= | Rs
Rs A Rs
R Re
(1

donde uno de los grupos Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs 0 Rg es un grupo OR, y el resto de los
grupos se selecciona cada uno independientemente entre H, OH, halégeno, sulfonilo,
NR11R12, COOR1o, CONR11R12, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; donde R+
se selecciona entre alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo o hetarilo; y donde R11 y R12 se
seleccionan cada uno independientemente entre H, alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclo

o hetarilo.

Uso de un copolimero de cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9, para la deteccién y/o

cuantificacion de aniones.
Uso de acuerdo con la reivindicacion 10, donde los aniones son cloruros.

Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, donde la deteccién y/o cuantificacion de cloruros

se realiza en aguas industriales o de consumo humano.

Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, donde la deteccion y/o cuantificacion de cloruros

se realiza en el sudor.

Uso de un copolimero de cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9, para la deteccién de
una enfermedad seleccionada independientemente entre fibrosis quistica, insuficiencia
adrenal no tratada, displasia ectodérmica, sindrome de colestasis familiar, hipotiroidismo,
desnutricidon, sindrome madrico, enfermedad por almacenamiento de glucégeno tipo 1,
mucopolisacaridosis, diabetes insipida nefrogénica, fucosidosis, nefrosis o deficiencia de

glucosa 6 fosfato.

15. Apésito que comprende un copolimero cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9 para la

deteccion de una enfermedad seleccionada independientemente entre fibrosis quistica,
insuficiencia adrenal no tratada, displasia ectodérmica, sindrome de colestasis familiar,

hipotiroidismo, desnutricién, sindrome maurico, enfermedad por almacenamiento de
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glucogeno tipo 1, mucopolisacaridosis, diabetes insipida nefrogénica, fucosidosis,

nefrosis o deficiencia de glucosa 6 fosfato.
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FIGURA 1
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FIGURA 1 (cont.)
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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