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Resumen

Objetivo: Desarrollar un polimero de impronta molecular para la determinacién de metilmercurio en muestras
de alimentos de origen marino.

Material y métodos: Se sintetiz6 un polimero de impronta molecular (MIP) que emplea fenobarbital como li-
gando no vinilado para unirse al metilmercurio. Se utilizd la técnica de polimerizacion por precipitacion. El
MIP sintetizado fue empleado para funcionalizar nanoparticulas magnéticas con el fin de mejorar el proceso
de extraccion del metilmercurio de las muestras.

Resultados: EI MIP con fenobarbital fue aplicado para la determinacién de la concentracién de metilmercurio
en dos materiales de referencia de concentracion certificada para el analisis de muestras de alimentos marinos
(BCR-463, tejido de atun, y TORT-2, hepatopancreas de langosta). Los valores de concentracion experimen-
tales obtenidos fueron de 3,04+0,16 pg/g y 0,152+0,013 pg/g respectivamente, coincidiendo con los valores
certificados de forma estadisticamente significativa (test t, 95% confianza).

Conclusiones: Se ha sintetizado un MIP para la determinacion de la concentracion de metilmercurio a bajas
concentraciones en muestras de alimentos de origen marino.
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Abstract

Objective: The development of a molecularly imprinted polymer support for methylmercury determination in
fish and seafood samples.

Materials and methods: A molecularly imprinted polymer was synthesized using the precipitation technique and
phenobarbital as a non-vinylated ligand for binding methylmercury. The synthesized MIP was used for the func-
tionalization of magnetic nanoparticles in order to improve the process of methylmercury extraction from the
samples.

Results: The MIP prepared with phenobarbital was applied to the determination of methylmercury concentra-
tion in two certified reference materials used for fish and seafood samples analysis (BCR-463, tuna fish, and
TORT-2, lobster hepatopancreas). The experimental values (3.04+0.16 pg/g and 0.152+0.013 pg/g respecti-
vely) and the certified values showed no statistically significant difference (t test, 95% confidence level).
Conclusions: We have synthesized a MIP for determining methylmercury in fish and seafood samples at low
concentrations.
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I Introduccion

Los niveles de mercurio en el medio ambiente debido a la
actividad humana han aumentado considerablemente en
los Ultimos afios debido a procesos como la utilizacion de
combustibles fosiles, la mineria o la incineracién de resi-
duos. EIl mercurio tiene gran facilidad para formar especies
organicas en los medios naturales, siendo éstas las mas pe-
ligrosas debido a su elevada toxicidad. Una de estas espe-
cies, el metilmercurio, es generada en los medios naturales
por accion microbiana o por el metabolismo de los orga-
nismos marinos, con una mayor acumulacion en los anima-
les de mayor tamario, como es el caso del at(in o el pez es-
pada. Al tratarse de una especie liposoluble, sortea
facilmente la barrera hematoencefalica y actla como un
potente neurotéxico, afectando principalmente al sistema
nervioso central. Adicionalmente, existen evidencias cre-
cientes de que los sistemas cardiovascular e inmunoldgico
también pueden ser afectados. EI metilmercurio se absorbe
posiblemente como cloruro de metilmercurio en el tracto
intestinal, por inhalacién o a través de la piel. La intoxica-
cién provoca inicialmente ataxia, dificultades en la audi-
cion y el habla, y constriccion del campo visual. En casos
extremos conduce al coma y a la muerte [1]. La Agencia
Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién (AESAN)
ha desaconsejado el consumo de atin y pez espada por
parte de embarazadas y nifios menores de tres afios [2].
Por todo ello, la peligrosidad del metilmercurio a muy ba-
jas concentraciones pone de manifiesto la necesidad de de-
sarrollar un método sensible y selectivo para su determina-
cidn en muestras de alimentos marinos.

De entre todos los métodos de extraccion y determina-
cién de mercurio y metilmercurio, la extraccion en fase soli-
da empleando polimeros de impronta molecular (MIP-SPE)
como sorbentes altamente selectivos, nos permite analizar
concentraciones bajas debido a su capacidad para precon-
centrar las especies de interés al mismo tiempo que elimi-
namos posibles interferencias para la determinacion. La
técnica de la impronta molecular se basa en la prepara-
cién de un polimero altamente entrecruzado alrededor de
un analito «plantilla», en presencia de un monémero ade-
cuado. A continuacion, se realiza la polimerizacion en
presencia de un entrecruzante. Por Gltimo, el polimero de-
be ser sometido a un proceso de limpieza para eliminar el
analito de las cavidades formadas, que seran capaces, pos-
teriormente, de retener selectivamente el analito en una
muestra compleja [3]. El objetivo de nuestro trabajo es de-
sarrollar un polimero de impronta molecular para la de-
terminacion de metilmercurio en muestras de alimentos de
origen marino.

I Material y métodos

Para la sintesis del polimero se emple6 cloruro de metil-
mercurio (Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.), fenobarbital
(Sigma-Aldrich, Steinhelm, Alemania), acido metaacrilico
(Sigma-Aldrich, Steinhelm, Alemania), etilenglicoldimeta-
crilato (Sigma-Aldrich, Steinhelm, Alemania), 2,2’ azobi-
sisobutironitrilo (Fluka, Steinhelm, Alemania), acetonitri-
lo (Scharlau, Barcelona, Espafia), tolueno (Scharlau,
Barcelona, Espafia) y tiourea (Sigma-Aldrich, Steinhelm,
Alemania). Ademas se han utilizado nanoparticulas de
oxido de hierro (Fe;O,) y PEG-6000 (Sigma-Aldrich,
Steinhelm, Alemania). Los materiales de referencia certifi-
cados utilizados para comprobar la exactitud del método
fueron el BCR-463 (tejido de atin) (Community Bureau
of Referente BCR, Bruselas, Bélgica) y el TORT-2 (hepa-
topancreas de langosta) (National Research Council, Ot-
tawa, Canada).

Para la sintesis polimérica se emple6 una incubadora de
temperatura controlable (JP-Selecta, Barcelona, Espafa) y
un Roller Movil-Rod® (JP-Selecta, Barcelona, Espafia) pa-
ra agitacion. Para la determinacion de la concentracion de
metilmercurio de las muestras se empled un equipo de ab-
sorcion atdmica de fuente continua de alta resolucion Con-
trAA® 300 acoplado a un sistema de generacién de vapor
frio (CV-HRCSAAS) (Analytik Jena, Jena, Alemania). Para
la caracterizacion de los polimeros sintetizados se emplea-
ron los siguientes instrumentos: un analizador elemental
Flash 1112 (Termo Finnigan, Waltham, EE.UU.), un anali-
zador elemental EA 1108 (Carlo Erba, Milan, Italia), un es-
pectrometro de fluorescencia de rayos X con anodo de mo-
libdeno y otro con anodo secundario de pirografito y
hierro, de manufactura propia de la Universidad de Santia-
go de Compostela, un microscopio electrénico de barrido
de emision de campo FESEM Ultra Plus (Zeiss, Oberko-
chen, Alemania) y un espectrémetro FT-IR-UATR Spec-
trum Two (PerkinElmer, Waltham, EE.UU.).

Para la sintesis del polimero de impronta molecular se
utilizé cloruro de metilmercurio como plantilla, fenobarbi-
tal como ligando para formar el complejo con el metilmer-
curio, acido metaacrilico (MAA) como mon6mero y etilen-
glicol dimetacrilato (EGDMA) como entrecruzante. Como
disolvente de polimerizacion se empleé una mezcla de ace-
tonitrilo y agua. La polimerizacién se llevé a cabo bajo
agitacion lenta a 60° C durante 24 horas. Para el polimero
blanco o NIP, el procedimiento de sintesis fue el mismo pe-
ro sin afiadir la plantilla de metilmercurio. Las masas de
reactivos utilizadas en la sintesis de estos polimeros se
muestran en la Tabla 1. Antes de poder emplear el MIP pa-
ra realizar la extraccion, la plantilla de metilmercurio tuvo
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Tabla 1. Cantidades de reactivos para sintetizar el MIP de fenobarbital y masa de polimero obtenida

Plantilla Ligando Monémero Entrecruzante Iniciador Masa

(MeHg?) (Fenobarbital) (MAA) (EGDMA) (AIBN) Polimero
MIP 18,3 mg 61 mg 51,2 uL 365 pL 43,3 mg 1,7915¢
NIP - 61 mg 51,2 uL 365 pL 43,3 mg 1,5129 ¢

que ser eliminada de la matriz polimérica, pasando una di-
solucion concentrada acuosa de tiourea y acido clorhidrico
a través del cartucho en un proceso que se denomina san-
grado. Una vez sangrado el polimero, el cartucho quedé
listo para realizar la SPE.

Extraccion del MeHg"

Para liberar el metilmercurio de los productos pesqueros
se realiz6 una extraccion en medio orgénico (tolueno), uti-
lizando un método desarrollado a partir del Kwasniak et
al. [4]. Porciones de 200 mg de cada muestra se llevaron a
tubos de centrifuga. Cada porcién se lavé primero con
acetona, y después se le afiadieron 2,5 mL de HCI 6M vy
2,5 mL de tolueno. Los tubos se colocaron en un bafio de
ultrasonidos durante 30 minutos a 60° C y los extractos se
centrifugaron otros 30 minutos a 3.500 rpm a temperatu-
ra ambiente. La fraccion organica se recogio, se repitio la
extraccion con otros 2,5 mL de tolueno y finalmente se
juntaron los extractos.

MIP-SPE

Para la extraccién del metilmercurio en fase solida (SPE)
se empaqueto una porcién de MIP (150 mg) en un cartu-
cho. El extracto organico obtenido previamente a partir
de la muestra de alimento se hizo pasar a través del cartu-
cho, previamente acondicionado al pH adecuado (8,5), a
un flujo bajo (0,5 mL/min), produciéndose la retencién
del metilmercurio en el MIP empaquetado. Tras la carga
de la muestra, el metilmercurio fue eluido del cartucho
con una disolucion de tiourea acidificada.

I Resultados

En los experimentos preliminares a la sintesis del poli-
mero se realizaron experimentos con distintos agentes
complejantes para evaluar su capacidad de retencién y su
afinidad por el mercurio inorganico y el metilmercurio.
Los ligandos seleccionados para el estudio fueron el amo-
nio pirrolidin ditiocarbamato (APDC), el ditiocarbamato
(DDTC), el EDTA, el fenobarbital y la ditizona. Se reali-
zaron extracciones (en duplicado) liquido-liquido en clo-
roformo empleando patrones de Hg(ll) y metilmercurio

(MeHg*) para poder comparar el poder complejante con
respecto a las dos especies.

Asumiendo que el complejo entre el ligando y el mercu-
rio pasa a la fase organica, se analizaron las fases acuosas
para comprobar qué cantidad de mercurio o metilmercu-
rio quedaba sin complejar (a menor cantidad en la fase
acuosa, mayor retencién por parte del ligando). Los resul-
tados indicaron que el fenobarbital extrae el metilmercu-
rio a un nivel similar a la ditizona, pero extrae peor el
Hg(Il). Es decir, es mas selectivo para el metilmercurio que
la ditizona (Figura 1).

Tras la seleccion del fenobarbital se repitio el experimen-
to s6lo para este ligando, tamponando la fase acuosa a di-
ferentes pHs entre 4,5y 10,5. De nuevo se analizd la canti-
dad de mercurio que no quedaba retenida y que
permanecia en la fase acuosa, dando como resultado que
la mayor retencién por parte del fenobarbital se produce a
un pH en torno a 8,5 (Figura 2).

Sintesis del polimero de impronta molecular

El MIP de fenobarbital se sintetizd utilizando el método
de precipitacion segun el procedimiento experimental deta-
Ilado con anterioridad. Las masas de polimero obtenidas
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Fig. 1. Evaluacion de la eficacia de diferentes complejantes para
Hg(ll) y MeHg* (ug de Hg no retenidos).
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Fig. 2. Eficacia de extraccion de Hg(ll) y MeHg" para el fenobar-
bital a diferentes pH (pg no retenidos).

para el MIP que empleaba fenobarbital como complejante
del metilmercurio y el NIP se muestran en la Tabla 1. Las di-
ferencias entre uno y otro podrian deberse a diferencias en
el grado de hidratacion tras el proceso de secado en estufa.

Caracterizacion del MIP de fenobarbital

El polimero sintetizado fue caracterizado mediante distin-
tas técnicas: analisis elemental (Tabla 2), espectroscopia in-
frarroja, fluorescencia de rayos X (XFR) y microscopia
electronica de barrido. Los espectros de fluorescencia per-
mitieron observar la presencia del mercurio en la matriz
polimérica del MIP y como se elimina en la etapa de san-
grado (Figura 3). Las imagenes de microscopia muestran
las diferencias en la morfologia entre el MIP de fenobarbi-
tal y el NIP o polimero blanco, sintetizado sin la presencia
de la plantilla de metilmercurio (Figura 4). Estas diferencias
en cuanto a porosidad podrian deberse al distinto grado de
hidratacion. En cuanto a los espectros infrarrojos, no se ob-
servaron diferencias significativas entre los espectros de
MIP, MIP sangrado y NIP.

Tabla 2. Andlisis elemental del MIP de fenobarbital

Elemento MIP fenobarbital MIP fenobarbital
(sangrado)
Nitrégeno 57,19% 55,26%
Carbono 7,42% 7,23%
Hidrégeno 0,62% 0,74%
Azufre - 2,08%
Oxigeno 21,18% 20,92%
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Fig. 3. Espectros XRF del MIP de fenobarbital con plantilla de
MeHg" y sangrado.

Fig. 4. Micrografias del MIP de fenobarbital (izquierda) y el NIP
(derecha).

Determinacién de metilmercurio en materiales de
referencia certificados

Los resultados de la medida de los extractos obtenidos en
triplicado a partir de los materiales de referencia analizados
se muestran en la Tabla 3. ElI material de referencia BCR-
463, se trata de una muestra de tejido de atun liofilizado en
el que la préctica totalidad del mercurio se encontraba co-
mo metilmercurio. Sin embargo, el material TORT-2 era
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Tabla 3. Comparacion entre los valores de concentracién obtenidos para los materiales de referencia y sus

valores certificados

Material de referencia

Valor certificado (ug/g)

MIP fenobarbital (ug/g)

BCR-463 (musculo de pescado)
TORT-2 (hepatopancreas de langosta)

3,04+0,16
0,152 £ 0,013

3,14+0,20
0,155 + 0,006

Tabla 4. Cantidades de reactivo afiadidas y masa obtenida de nanoparticulas derivatizadas (NMIP)

Plantilla
(MeHg")

Ligando

Mondémero Entrecruzante
(MAA)

Iniciador NPs Masa de

(EGDMA)  (AIBN)

funcionalizadas polimero

NMIP fenobarbital 9,15 mg 30,5 mg

25,6 L

(Fe;0,-PEG)

2335uL 21,65 mg 250 mg 316,9 mg

una muestra de hepatopancreas de langosta con un conteni-
do en mercurio total de 0,27 + 0,06 pg/g, es decir, solamen-
te el 55% es metilmercurio. Mediante el método desarrolla-
do, se pudo diferenciar, por tanto, entre concentracion de
metilmercurio y mercurio total.

Sintesis de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con
polimeros de impronta molecular

Una vez obtenido el polimero de impronta molecular, se
utilizo para el desarrollo de un nuevo método de extrac-
cién en fase sélida empleando nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas con dicho polimero. La utilizacién de na-
noparticulas nos permitioé trabajar con particulas esféricas
maés regulares y de menor tamafio, aumentando el area su-
perficial y, por tanto, la capacidad de absorcion de las
mismas, ademas de lograr mayor reproducibilidad entre
réplicas.

Las nanoparticulas funcionalizadas con MIPs (NMIPs)
se sintetizaron siguiendo la técnica descrita por Hu et al.
[5]. En tubos de vidrio se introdujeron las cantidades co-
rrespondientes de fenobarbital y metilmercurio como mo-
lécula plantilla. Sobre la mezcla so6lida se afiadieron 6 mL
de dimetilformamida (DMF) como disolvente y se agitd
hasta una disolucion completa. Por dltimo, se afiadio el
mondémero (MAA) y se conservl la mezcla en oscuridad
12 horas. Pasado este tiempo, se afiadid la mezcla anterior
sobre una disolucion acuosa de nanoparticulas funcionali-
zadas con polietilenglicol (PEG), formandose una emul-
sion entre la fase organica y la acuosa en la que se produ-
jo la polimerizacion. Se agrego el entrecruzante (EGDMA)
y el iniciador (AIBN) y se colocé el recipiente en un bafio
de ultrasonidos durante 4 horas a 60° C.

También se sintetizaron nanoparticulas con polimero
blanco NIP, con idéntico procedimiento pero sin afiadir la

plantilla de metilmercurio. Las masas obtenidas de NMIPs
se muestran en la Tabla 4. Al igual que ocurre con el MIP li-
bre, las nanoparticulas funcionalizadas tienen que ser some-
tidas a un proceso de sangrado para eliminar la plantilla de
metilmercurio. En este caso ha de controlarse la disolucion
del extractante, ya que las nanoparticulas de hierro se disuel-
ven en un medio elevadamente 4cido. Se seleccion6 una mez-
cla de tiourea 1M en acido acético al 20% y metanol al 50%
como disolucién extractante, consiguiendo la eliminacion
practicamente completa del metilmercurio de la matriz (Fi-
gura 5). Los experimentos preliminares con estas nanoparti-
culas derivatizadas son prometedores pero se deben optimi-
zar los parametros de la carga y elucion, tales como el
tiempo de agitacion o el pH de la muestra, ademés de tratar
de mejorar el procedimiento para la eliminacién de la planti-
lla. Una vez optimizado el proceso, el siguiente paso seria la
aplicacion a muestras reales de pescados y moluscos.

I Discusion

Los polimeros sintetizados para la determinacion de
mercurio suelen emplear ligandos que poseen atomos de
azufre en su estructura, por la facilidad para unirse al mer-
curio. Se ha determinado mercurio inorganico en aguas
utilizando MIPs sintetizados mediante polimerizacion por
dispersién empleando un tiazol como ligando [6] 0 en
muestras de suero con MIPs sintetizados a partir de deriva-
dos de la cisteina [7]. Otros trabajos que emplean esta téc-
nica de polimerizacion para determinar mercurio en mues-
tras acuosas realizan la polimerizacién sobre superficies o
silice modificada [8][9]. En el caso de la especie metilmer-
curio, se han empleado los MIPs sintetizados por precipita-
cién para el anélisis de muestras de suelo o pelo humano
[10], y los sintetizados por dispersion para el analisis de
muestras de agua de mar [11].
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Fig. 5. Espectros XRF de las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con el MIP de fenobarbital sangrado (F1) y con plantilla (F2).
En los espectros de la derecha se observa la desaparicion de la sefial correspondiente al Hg.

Otros trabajos recogidos en la bibliografia también estu-
dian la determinacion de metilmercurio y principalmente
mercurio inorganico mediante la utilizacion de nanoparticu-
las metalicas. Asi, las nanoparticulas de plata y especialmen-
te de oro derivatizadas se utilizan para la determinacion co-
lorimétrica [12-16], y los quantum dots (nanoparticulas
semiconductoras) para la deteccion fluorimétrica [17-19].
Las nanoparticulas magnéticas, principalmente de 6xido de
hierro, y derivatizadas con MIPs aumentan la capacidad de
extraccion del analito de la disolucion, simplificando los mé-
todos de SPE, y han sido utilizadas para la posterior determi-
nacion de mercurio mediante técnicas atémicas [20][21].

El polimero de fenobarbital es el segundo que se sintetiza
en este grupo de investigacion para la determinacién de

MeHg*. Anteriormente se habia desarrollado un MIP que
empleaba ditizona como ligando y 4-vinilpiridina como
mondmero, el cual se basaba principalmente en anteriores
trabajos sobre polimeros de impronta idnica para el niquel,
como los realizados por Otero et al., [22] y Saraji et al.,
[23]. El polimero que emplea el fenobarbital se basé en los
métodos tradicionales colorimétricos para la determinacién
de barbituricos y en los MIPs sintetizados para la determi-
nacion de este farmaco [24-27].

Con este nuevo polimero, se han conseguido mejorar algu-
nas de las caracteristicas del procedimiento de SPE desarro-
llado que utilizaba el MIP de ditizona. La sintesis del MIP de
ditizona generaba particulas mas grandes e irregulares, impi-
diendo empaquetar correctamente el mismo en cartuchos y
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que con éstos se pudiesen obtener resultados reproducibles.
Tanto la eliminacién de la plantilla de metilmercurio como
la SPE se tenia que realizar en modo discontinuo (modo
batch), el cual, a pesar de lograr resultados precisos y exac-
tos, es un método que necesita de unas etapas de filtrado y
recuperacion del MIP que resultan lentas y tediosas, ademas
de la inevitable pérdida de masa de polimero en cada uno de
los ciclos. EI modo batch consiste en afiadir una cantidad co-
nocida de polimero a la disolucion de la que se quiere extra-
er el analito. Tras la extraccién es necesario recuperar las
particulas de polimero mediante filtracion. EI modo cartu-
cho del MIP de fenobarbital evita estas etapas de filtrado, no
se producen pérdidas de polimero y se acortan los procesos
de sangrado, carga y elucién, pudiéndose ademas controlar
los flujos de muestra o eluyente que pasan a través del cartu-
cho mediante la bomba peristaltica acoplada. La posibilidad
de hacer la SPE tanto de muestras acuosas como en disolven-
tes organicos con recuperaciones proximas al 100% aporta
versatilidad a la hora de tratar diferentes tipos de muestras y
extractos. La principal ventaja de la carga de los MIPs con la
fase organica radica en que, habitualmente, al realizarse una
extraccion de este tipo de analitos con tolueno, éstos necesi-
tan ser separados y determinados mediante cromatografia
de gases [28], o si no realizar una nueva etapa de reextrac-
cién a fase acuosa, con el fin de determinar estas especies
por absorcion atémica [20].

La novedad con respecto a otros trabajos sobre polime-
ros de impronta molecular para la determinacion de
MeHg* es que se ha conseguido aplicar los MIPs para me-
tilmercurio al modo columna. Buyuktiryaki et al., [11]
realizan todos los experimentos utilizando el modo batch y
Liu et al. [10] nombran el modo en columna pero realiza
casi todos los experimentos en modo batch, lo que da a en-
tender que los resultados en modo columna no fueron del
todo satisfactorios.

El pH 6ptimo para la extraccion en fase sélida del MIP
sintetizado es de 8,5. Es ligeramente superior al de los otros
trabajos anteriores, ya que el polimero sintetizado por Bu-
yuktiryaki et al. [11], utilizando metacriloil-(L)-cisteina me-
tilester (MAC) como agente complejante, tiene su maximo
de adsorcion a pH 7,0. No podemos observar si se produce
una caida en la retencion del polimero a pHs mas basicos
debido a que solo evalla la retencién hasta pH 8. EI MIP
desarrollado por Liu tiene ese maximo a pH 5, utilizando
en este caso 4-etenilfenil-4-formato-6-fenil-2,2’-bipiridina
como ligando, aunque la retencion se mantiene estable en el
intervalo de pH 4-6.

El método de polimerizacion por precipitacién utilizado
en este trabajo es mas sencillo que la polimerizacién por

dispersion empleada en los trabajos anteriormente cita-
dos, asi como el método de extraccion de la plantilla. Liu
et al. [10], por ejemplo, tratan el polimero sintetizado en
una disolucidn de tiourea 1M en HCI 6M durante 48 ho-
ras y calentando a 60° C, mientras que el sangrado com-
pleto de las jeringas del MIP de fenobarbital se consigue
en un periodo de 3-4 horas. A pesar de que este polimero
ha sido sintetizado preferentemente con el objetivo de
aplicarlo al analisis de muestras de productos pesqueros,
en vista de su versatilidad (puede emplearse con muestras
acuosas 0 extractos organicos), podria utilizarse para la
determinacién de metilmercurio en otras matrices diferen-
tes, y por tanto destinarse al andlisis de, por ejemplo,
aguas naturales o residuales, muestras de sedimentos y
suelos (MSPD) [29]. 1
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