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@Resumen:

Copolimero y procedimiento para determinar la
concentracion de cobre en mosto o vino basado en el
mismo.

La invencion se refiere a un copolimero cromégeno,
en el que uno de sus mondmeros es un derivado del
acido bicinconinico (BCA); al procedimiento de
sintesis del copolimero cromdégeno y a un
procedimiento para determinar la concentracién de
cobre en mosto o vino que comprende incubar el
copolimero cromégeno con muestras de mosto o vino
y obtener la concentracion de cobre a partir de un
pardmetro de color de una imagen digital del
copolimero cromdgeno.
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DESCRIPCION

COPOLIMERO Y PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE
COBRE EN MOSTO O VINO BASADO EN EL MISMO

SECTOR DE LA TECNICA

La invencidn se relaciona con procedimientos de determinacion de la concentracién de cobre
en muestras de mosto o vino. El procedimiento de la invencién esta basado en un copolimero

cromoégeno, en el que uno de sus mondmeros es un derivado del acido bicinconinico (BCA).
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El control de calidad en el vino, tanto en el producto final como en las etapas intermedias,
requiere determinar la concentracion de diferentes marcadores relacionados con distintas

propiedades, como el color, el sabor, etc.

En las etapas intermedias de produccion, cuando el vino es todavia mosto, contiene 120-250
g/L de azucar y 2,5-3,5 g/L de sustancias minerales. El cobre es una parte minoritaria de
dichas sustancias minerales, por lo que su cantidad es bastante baja. Sin embargo, su
presencia es esencial para obtener un vino de calidad, ya que cationes metalicos como el
cobre, el potasio, el magnesio, el hierro, el calcio, el cobalto y el zinc son necesarios para la

correcta fermentacion alcoholica de los azucares.

El contacto de los mostos con materiales que contienen metales como el cobre, o los
tratamientos antifungicos de las uvas con sulfato de cobre, pueden producir un aumento no
deseado de la concentracion de este metal, dando lugar a las llamadas quiebras cupricas,
que se manifiestan como precipitados de color marréon rojizo. La quiebra cuprica es

especialmente importante en los vinos blancos y rosados.

Hay varias técnicas de referencia para medir el cobre en mostos de uva, que incluyen la
espectroscopia de absorcion atomica por llama (AAS, del inglés “Atomic absorption
spectrometry”) y la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS,

del inglés “inductively coupled plasma mass spectrometry”).

Ambas técnicas implican el transporte de muestras y el analisis por personal especializado y

utilizando equipos de alto coste. Instalar un fotdmetro de llama o un espectrémetro de masas
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en cada bodega es extremadamente costoso. Ademas, no todas las bodegas disponen de
laboratorios o personal especializado para llevar a cabo los complejos protocolos para llevar

a cabo las técnicas de referencia.

Por ello, existe la necesidad de desarrollar nuevos métodos de analisis del cobre en los

mostos de uva que superen los inconvenientes descritos anteriormente.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

A efectos de la presente invencién, un color se puede descomponer en distintos parametros
en funcion del espacio de color especificado. Entre ellos se encuentra el espacio de color RGB
(rojo, del inglés “red” (R), verde, del inglés “green” (G) y azul, del inglés “blue” (B)). Cada
parametro (rojo, verde y azul) es una coordenada en el espacio tridimensional cubico formado

por los ejes X,Y,Z (rojo, verde, azul), cuyo rango va desde 0 hasta 255.

A efectos de la presente invencion, “copolimero” se refiere a un polimero que se obtiene por

polimerizacion de mas de un monémero estructuralmente diferente.

A efectos de la presente invencion, “reticulado” se refiere a un copolimero que forma una red
formada por la unioén de diferentes cadenas poliméricas. La formacién de dicha red a partir de
diferentes cadenas poliméricas se denomina reticulacion y los monémeros responsables de
la unién de las diferentes cadenas poliméricas, para formar dicha red, se denominan

monoémeros entrecruzantes o reticulantes.

A efectos de la presente invencion, “alquilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada alifatica
saturada. A efectos de la presente invencién, “arilo” se refiere a un grupo que puede
comprender uno o mas anillos aromaticos hidrocarbonados sustituidos o no sustituidos con
otros grupos funcionales. A efectos de la presente invencion, “heteroarilo” se refiere a un grupo
que puede comprender uno o mas anillos aromaticos que comprenden uno o mas

heteroatomos.

A efectos de la presente invencion, el término “mondmeros que contienen silicio” se refiere a

unidades monoméricas que comprenden uno o mas atomos de silicio.

El problema técnico a resolver consiste en proporcionar un procedimiento rapido, sencillo,

fiable y econdmico de determinacién de la concentracion de cobre en mosto o vino.
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La invencion, tal y como se describe en las reivindicaciones, soluciona dicho problema técnico.

La presente invencion proporciona un copolimero que comprende:

5 - un primer monémero de Férmula I:

en el que cada uno de R4, Rz se selecciona independientemente del grupo que consiste
en: OH, C4-Cq2 alquilo lineal o ramificado, halégeno, Cs-Ci2 cicloalquilo, arilo,
10 heteroarllo -SOst, -OR5, -C(O)Rs, NR6R7, -C O)NR6R7, -C(O)ORG

“Q,, Ya, o,
4, Yo,

en el que cada uno de Rs, Rs y R7 se selecciona independientemente de entre Hy Ci-
C+2 alquilo lineal o ramificado;

15 en el que cada uno de Rs y R4 se selecciona independientemente del grupo que
consiste en: H, C4-C12 alquilo lineal o ramificado, halégeno, Cs-C2 cicloalquilo, arilo,
heteroarilo, -SO2Rs, -ORs, -C(O)Rs, -NRsR7, -C(O)NRsR7, -C(O)ORs,

S Y

en el que cada uno de Rs, Rs y R7 se selecciona independientemente de entre Hy Ci-

Iz

20 C+2 alquilo lineal o ramificado;
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0, alternativamente, en el que dos de los grupos Rs y R4 se encuentran en carbonos
fendlicos consecutivos y se encuentran unidos formando un grupo arilo o hereroarilo

de 5 0 6 miembros;

en el que cuando R1 y R se seleccionan del grupo que consiste en: C4-C12 alquilo
lineal o ramificado, halégeno, Cs-Ci2 cicloalquilo, arilo, heteroarilo, -SO2Rs, -ORs, -
C(O)Rs, -NRsR7, -C(O)NRsR7, -C(O)OR,

“Q,, Yo, ra,
4, Y,

R3;esHyRses H;

y en el que cuando R3 y R4 se seleccionan del grupo que consiste en: H, C1-C12 alquilo

lineal o ramificado, halégeno, Cs-Ci2 cicloalquilo, arilo, heteroarilo, -SO2Rs, -ORs, -
C(O)Rs, -NRsR7, -C(O)NRgR7, -C(O)ORes,

S Y

Ries OHy R; es OH;
en el que el primer monémero de Férmula | es cromogeno;

- un segundo mondémero o una mezcla de segundos monoémeros;
en el que el copolimero se encuentra reticulado; y

en el que el copolimero es también cromogeno.

Uno de los mondémeros del copolimero cromoégeno de la invencion deriva del acido
bicinconinico (BCA, acido [2,2'-biquinolina]-4,4'-dicarboxilico), un receptor cromégeno para el
cobre que ha sido modificado quimicamente, introduciendo un grupo polimerizable en su
estructura. El copolimero cromogeno de la invencion es resistente a la manipulacion, dado
que contiene mondmeros que aportan rigidez al copolimero. Gracias a ello, el copolimero
cromogeno de la invencién puede ser utilizado en las bodegas para un analisis sencillo in situ
del cobre en los mostos o vinos, incluso por personal no especializado. Esto supone una gran
ventaja para las bodegas, ya que reduce los tiempos de espera, reduce el transporte de

muestras, aumenta la productividad y reduce el riesgo de grietas cupricas.
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Por otro lado, el copolimero cromdgeno de la invencion tiene caracter hidrofilico, dado que
contiene mondmeros que proporcionan dicho caracter hidrofilico, lo que permite que pueda
absorber la muestra de mosto (medio acuoso). El copolimero cromégeno de la invencion es,

ademas, termoestable, gracias a que se encuentra reticulado por reticulacion quimica.

En una realizacion preferente del copolimero de la invencidn, el primer monémero de Férmula

| se selecciona del grupo que consiste en:
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e
N
H

Mas preferentemente, el primer monémero de Férmula | es:

X

En otra realizacion preferente del copolimero de la invencion, el segundo mondémero se
selecciona del grupo que consiste en: monomeros vinilicos, acrilatos, metacrilatos,
acrilamidas, metacrilamidas, alcoholes, monosacaridos, oxidos de Vvinilo, diacidos

carboxilicos, dicloruros de acido, diésteres, diaminas y mondmeros que contienen silicio.

En una realizacién mas preferente del copolimero de la invencion, el segundo monémero se
selecciona del grupo que consiste en: monomeros vinilicos que comprenden un grupo
hidroxilo, acrilatos que comprenden un grupo hidroxilo, metacrilatos que comprenden un grupo
hidroxilo, acrilamidas que comprenden un grupo hidroxilo y metacrilamidas que comprenden

un grupo hidroxilo.

En otra realizacion preferente del copolimero de la invencion, el segundo mondémero se
selecciona del grupo que consiste en metacrilato de metilo, acrilato de 2-hidroxietilo,
vinilpirrolidona y metacrilamida de 2-hidroxietilo. Mas preferentemente, el copolimero de la
invencion comprende una mezcla de segundos mondmeros, en los que los segundos

monomeros son 1-vinil-2-pirrolidona y metacrilato de metilo.
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En otra realizacion preferente, el copolimero de la invencion se encuentra reticulado con un
reticulante seleccionado del grupo que consiste en: dimetacrilato de etilenglicol, dimetacrilato
de dietilenglicol, dimetacrilato de trietienglicol, dimetacrilato de tetraetilenglicol, dimetacrilato
de polietilenglicol, dimetacrilato de propilenglicol, dimetacrilato de dipropilenglicol,
dimetacrilato de tripropilenglicol, dimetacrilato de tetrapolietilenglicol, dimetacrilato de
polipropilenglicol y 1,4-divinilbenceno. Mas preferentemente, el reticulante es dimetacrilato de

etilenglicol.

En otra realizacion preferente del copolimero de la invencion, el primer monémero de Férmula

| es:

que comprende una mezcla de segundos mondmeros, en los que los segundos
monomeros son 1-vinil-2-pirrolidona y metacrilato de metilo y que se encuentra reticulado

con el reticulante dimetacrilato de etilenglicol.

En la realizacion preferente anterior, el copolimero cromdégeno de la invencion (i) es resistente
a la manipulacion, dado que contiene un alto porcentaje de metacrilato de metilo, monémero
que aporta gran rigidez; (ii) tiene cierto caracter hidrofilico, proporcionado por el monémero N-
vinilpirrolidona; y (iii) es termoestable, gracias a la reticulacién quimica con dimetacrilato de

etilenglicol.

La presente invencion también proporciona un procedimiento de fabricacién del copolimero,
que comprende:
(a) disolver el primer monémero de Férmula I, tal como se ha definido previamente, en un
disolvente;
(b) anadir el segundo mondémero o la mezcla de segundos monémeros y un reticulante a

la disolucion resultante de la etapa (a);
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(c) afadir un iniciador; y
(d) someter la mezcla resultante de la etapa (c) a una temperatura entre 0 y 100°C durante

un tiempo entre 0,1 y 24 horas.

En una realizacién preferente del procedimiento de sintesis de la invencion, el disolvente se
selecciona del grupo que consiste en: dimetilsulfoxido, dimetilformamida, dimetilacetamida,
metanol, etanol y N-metil-2-pirrolidona. Mas preferentemente, el disolvente es

dimetilsulféxido.

En una realizacion preferente del procedimiento de sintesis de la invencion, el primer

monomero de Formula | se selecciona del grupo que consiste en:
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Mas preferentemente, el primer monémero de Férmula | es:

X

En otra realizacion preferente del procedimiento de sintesis de la invencion, el segundo
monomero se selecciona del grupo que consiste en: monomeros vinilicos, acrilatos,
metacrilatos, acrilamidas, metacrilamidas, alcoholes, monosacaridos, oxidos de vinilo,
diacidos carboxilicos, dicloruros de acido, diésteres, diaminas y mondmeros que contienen

silicio.

En una realizacién mas preferente del procedimiento de sintesis de la invencion, el segundo
monomero se selecciona del grupo que consiste en: monémeros vinilicos que comprenden un
grupo hidroxilo, acrilatos que comprenden un grupo hidroxilo, metacrilatos que comprenden
un grupo hidroxilo, acrilamidas que comprenden un grupo hidroxilo y metacrilamidas que

comprenden un grupo hidroxilo.

En otra realizacion preferente del procedimiento de sintesis de la invencion, el segundo
monomero se selecciona del grupo que consiste en metacrilato de metilo, acrilato de 2-
hidroxietilo, vinilpirrolidona y metacrilamida de 2-hidroxietilo. Mas preferentemente, el
copolimero de la invencidn comprende una mezcla de segundos monomeros, en los que los

segundos monomeros son 1-vinil-2-pirrolidona y metacrilato de metilo.

10
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En otra realizacion preferente del procedimiento de sintesis de la invencion, el reticulante se
selecciona del grupo que consiste en: dimetacrilato de etilenglicol, dimetacrilato de
dietilenglicol, dimetacrilato de trietienglicol, dimetacrilato de tetraetilenglicol, dimetacrilato de
polietilenglicol, dimetacrilato de propilenglicol, dimetacrilato de dipropilenglicol, dimetacrilato
de tripropilenglicol, dimetacrilato de tetrapolietilenglicol, dimetacrilato de polipropilenglicol y

1,4-divinilbenceno. Mas preferentemente, el reticulante es dimetacrilato de etilenglicol.

En otra realizacion preferente del procedimiento de sintesis de la invencion, el iniciador se
selecciona del grupo que consiste en: azo-bis-isobutironitrilo, peréxido de benzoilo, fenil-azo-
trifenilmetano y 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona. Mas preferentemente, el iniciador es azo-bis-

isobutironitrilo.

En otra realizacion preferente del procedimiento de sintesis de la invencion, el primer

monoémero de Formula | es:

en el que el copolimero ademas comprende una mezcla de segundos mondémeros, en los
que los segundos monomeros son 1-vinil-2-pirrolidona y metacrilato de metilo y en el que

el copolimero se encuentra reticulado con el reticulante dimetacrilato de etilenglicol.

En una realizacion mas preferente del procedimiento de sintesis de la invencion, en la etapa
(d), la temperatura es entre 30 y 90°C, entre 40 y 80°C, entre 50 y 70°C o entre 55 y 65°C.

Mas preferentemente, la temperatura es 60°C.
En una realizacion mas preferente del procedimiento de sintesis de la invencion, en la etapa

(d), el tiempo es entre 4 y 20 horas, entre 6 y 18 horas, entre 8 y 16 horas, entre 10 y 14 horas

o entre 11 y 13 horas.

11
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La presente invencidon también proporciona un copolimero obtenible por el procedimiento de

sintesis de la invencion.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona un procedimiento para determinar la
concentracién de cobre en muestras de mosto o vino, que comprende:
(a) ahadir un compuesto reductor a una muestra de mosto o vino;
(b) incubar el copolimero de la invencién con la muestra de mosto o vino resultante de la
etapa (a) durante un tiempo entre 0,1y 24 horas; y
(c) obtener la concentraciéon de cobre en dicha muestra a partir de un parametro de color
de una imagen fotografica digital obtenida del copolimero tras la incubacién de la etapa
(b), utilizando una ecuacion de referencia previamente calculada que relaciona dicho
parametro de color con concentraciones de cobre determinadas con una técnica de

referencia.

El procedimiento de la invencién para determinar la concentracion de cobre se lleva a cabo
con el copolimero cromogeno de la invencion, que comprende un mondmero que deriva del
acido bicinconinico (BCA), receptor cromégeno para el cobre que ha sido modificado
quimicamente, introduciendo un grupo polimerizable en su estructura. El copolimero
cromdgeno de la invencion puede estar en forma de pelicula, capaz de interactuar con el Cu(l),

proporcionando un cambio de color de dicho copolimero cromoégeno.

En el procedimiento de la invencion para determinar la concentracién de cobre, se analiza una
imagen fotografica digital del copolimero cromdgeno de la invencion y se obtiene un parametro

de color de dicha imagen que se correlaciona con la concentracién de cobre en la muestra.

El procedimiento de la invencién para determinar la concentracion de cobre simplifica los

reactivos y equipos necesarios para determinar dicha concentracién en mosto o vino.

En una realizacion preferente del procedimiento de la invencién para determinar la
concentracion de cobre, en la etapa (a), el compuesto reductor se selecciona del grupo que
consiste en: acido ascorbico, a-tocoferol, polifenoles y neocuproina. Mas preferentemente, el

compuesto reductor es acido ascérbico.

En una realizacion preferente del procedimiento de la invencién para determinar la

concentracién de cobre, el parametro de color es el parametro de color G.

12
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En otra realizacién preferente del procedimiento de la invencién para determinar la
concentracion de cobre, la técnica de referencia se selecciona de entre espectroscopia de

absorcion atomica por llama y espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente.

En otra realizacién preferente del procedimiento de la invencién para determinar la
concentracion de cobre,
la ecuacién de referencia es y = -0,065x + 11,70, donde “x” es el valor del parametro de

color G e “y” es el valor de la concentracién de cobre en ppm; y

en el que la técnica de referencia es espectroscopia de absorcidén atémica por llama.

En otra realizacién preferente del procedimiento de la invencién para determinar la
concentracion de cobre de la invencion, la imagen fotografica digital se obtiene con un teléfono

inteligente.

En otra realizacién preferente del procedimiento de la invencién para determinar la
concentracion de cobre, en la etapa (b), el tiempo es entre 4 y 20 horas, entre 6 y 18 horas,

entre 8 y 16 horas, entre 10 y 14 horas o entre 11 y 13 horas.

La presente invencion también proporciona el uso del copolimero de la invencién para
determinar la concentracion de cobre en muestras de mosto o vino.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, el término “comprende”, “que comprende”
y sus variantes no son de naturaleza limitativa y, por lo tanto, no pretenden excluir otras
caracteristicas técnicas. El término “comprende”, “que comprende” y sus variantes, a lo largo
de la descripcion y las reivindicaciones, incluye, especificamente, el término “consiste en”,

“que consiste en” y sus variantes.

Como se usa en esta descripcion y en las reivindicaciones, las formas singulares “el’, “la”
incluyen referencias a las formas plurales a menos que el contenido indique claramente lo

contrario.
A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados a lo

largo de la descripcion y reivindicaciones, tienen el mismo significado que el comunmente

entendido por un experto en el campo de la invencion.

13
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. A. Respuesta colorimétrica de la interaccion entre el monémero Mono-BCA y el Cu(l)
en medio organico (dimetilsolféxido). B. Representacion de la intensidad de la absorbancia
frente a la concentracion de Cu(l) (M). La curva ajustada se utilizé para el céalculo de la

constante de formacién del complejo.

Figura 2. A. Fotografias del ensayo para comprobar la respuesta colorimétrica del copolimero
Film-BCA con 30 cationes. B. Representacion de la concentracion de cobre frente al
parametro de color G de imagenes de las laminas cuadradas de 8 mm de lado del copolimero
Film-BCA, sumergidas durante 12 horas en soluciones acuosas que contenian 2 mL de Cu(ll)
(concentraciones entre 0,5y 10 ppm) y 50 uL de soluciéon acuosa de acido ascérbico (0,08
g/mL) tamponada a pH 5. Los datos son medias + error estandar de 2 réplicas. Se representan

también los datos de la recta de ajuste.

Figura 3. Resumen grafico del método de la invencion para determinar la concentracion de
cobre en muestras de mosto o vino. En la etapa 1, se sumergieron las laminas cuadradas del
copolimero Film-BCA en 2 mL de vino o mosto con 50 pyL de solucién acuosa de acido
ascorbico (0,08 g/mL) tamponada a pH 5. Las laminas cuadradas se fotografiaron con un
teléfono inteligente y se obtuvo el parametro de color G de las imagenes digitales obtenidas.
En la etapa 2, se correlaciond el parametro de color G con los valores de concentracion de
Cu obtenidos por la técnica de referencia (espectroscopia de absorcion atomica por llama)
frente al parametro de color G. Los datos son medias * error estandar de 2 réplicas. Se

representan también los datos de la recta de ajuste.
DESCRIPCION DE MODOS DE REALIZACION
Materiales y métodos

Reactivos y materiales

Se utilizaron los siguientes materiales y disolventes: 1-vinil-2-pirrolidona (VP) (99%, Aldrich),
metacrilato de metilo (MMA) (99%, Aldrich), dimetacrilato de etilenglicol (E) (97,5%, Aldrich),
acetona (99%, VWR), nitrato de zinc(ll) hexahidratado (98%, Sigma-Aldrich), nitrato de
hierro(lll) nonahidratado (99%, Sigma-Aldrich), nitrato de manganeso(ll) hexahidratado (98%,

Alfa Aesar), nitrato de cobalto(ll) hexahidratado (=299%, Labkem), nitrato de calcio

14
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tetrahidratado (299%, Sigma-Aldrich), nitrato de mercurio(ll) (98%, Alfa Aesar), nitrato de
cadmio tetrahidratado (98,5%, Alfa Aesar), nitrato de potasio (99%, Sigma-Aldrich), nitrato de
plomo(ll) (= 99%, Fluka), sulfato de hierro(ll) heptahidratado (99%, Sigma-Aldrich), nitrato de
magnesio hexahidratado (= 99%, Labkem), sulfato de cobre(ll) pentahidratado (98%, Sigma-
Aldrich), yoduro de cobre(l) (99%, Riedel-de-Haen), nitrato de niquel(ll) hexahidratado (98,5%,
Sigma-Aldrich), nitrato de sodio (99%, LabKem), nitrato de cesio(l) (299%, Fluka), cloruro de
bario(ll) dihidratado (99%, Labkem), nitrato de amonio (298%, Sigma-Aldrich), nitrato de
cromo(lll) (98,5%, Alfa Aesar), nitrato de rubidio(l) (99,95%, Sigma-Aldrich), nitrato de
disprosio(lll) (99,9%, Alfa Aesar), cloruro de litio (299%, Sigma-Aldrich), cloruro de cerio(lll)
tetrahidratado (299,99%, Sigma-Aldrich), cloruro de circonio(IV) (98%, Alfa Aesar), nitrato de
lantano(lll) hexahidratado (99,9%, Alfa Aesar), nitrato de samario(lll) (99,9%, Alfa Aesar),
nitrato de aluminio(lll) (298,9%, Sigma-Aldrich), nitrato de plata(l) (299,9%, Sigma-Aldrich),
nitrato de neodimio(lll) (99,9%, Alfa Aesar), nitrato de estroncio(ll) (99%, Sigma-Aldrich),
hidréxido de potasio (99%,VWR-Prolabo), acido clorhidrico (37%, VWR-prolabo), etanol
(299,9%, VWR), metanol (299,8%, VWR), tetrahidrofurano (THF) (=99,9%, VWR), acetato de
etilo (299,9%, VWR), dimetilformamida (99,9%, Supelco), 4-aminoestireno (=98%, TCI), N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (99%, Sigma-Aldrich) y sal disddica del &cido bicinconinico
(298%, TCI). El compuesto azo-bis-isobutironitrilo (AIBN, Aldrich, 98%) se recristaliz6 dos

veces a partir de metanol.

Las muestras de mosto fueron proporcionadas por la empresa “Groupe ICV”, recogidas a
finales del verano de 2021, congeladas y enviadas a la Universidad de Burgos para realizar
el analisis de cobre utilizando el material polimérico cromogeno de la invencion. Por otro lado,
las muestras fueron también enviadas al centro ICV Toulouges para realizar el analisis de
cobre por espectroscopia de absorcion atomica por llama (AAS). Las muestras de mosto
fueron estabilizadas con azida sddica (NaNs) antes de la congelacion, para evitar la formacion

de sedimentos cuando las muestras de mosto fueran descongeladas.
Instrumentacion

La caracterizacion térmica y mecanica del copolimero Film-BCA se realiz6 mediante: a)
analisis termogravimétrico (analizador Q50 TGA, TA Instruments, New Castle, DE, EE.UU.)
con 10-15 mg de muestra bajo atmdsfera sintética de aire y nitrogeno a 10°C-min-1; b)
calorimetria diferencial de barrido, con 10-15 mg de la muestra bajo atmdsfera de nitrogeno a
una velocidad de calentamiento de 10°C min-1 (analizador Q200 DSC, TA Instruments, New

Castle, DE, EE.UU.), y c) analisis de las propiedades de traccién de las muestras (5x9.
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44x0,122 mm a 1 mm-min’') (Shimadzu EZ Test Compact Table-Top Universal Tester,

Shimadzu, Kyoto, Japon).

La espectroscopia de absorcion atdomica por llama (AAS) se realiz6é con un espectrofotometro

de absorcion atémica (Hitachi Z-8200 Polarized Zeeman, Hitachi, Tokio, Japén).

Los espectros UV/Vis se registraron con un espectrofotometro (Hitachi U-3900, Hitachi, Tokio,
Japon). Se utilizé una cubeta rectangular de 10 mm para las mediciones. Todos los datos se
midieron a 25°C + 0,1 °C.

El porcentaje en peso del agua absorbida por las peliculas al sumergirlas en agua pura a 20
°C hasta alcanzar el equilibrio (porcentaje de hinchamiento de agua, WSP) se obtuvo a partir
del peso de una pelicula de muestra seca (wq) ¥ su peso hinchado de agua (ws) utilizando la

siguiente expresion WSP = 100 x [(ws - Wa)/Wd].

Se tomaron imagenes digitales en una caja de luz casera para reproducir las mismas
condiciones de iluminacion, utilizando un teléfono inteligente Huawei p30 pro (Huawei,
Shenzhen, China). La distancia entre el objeto y el teléfono inteligente era de 13 cm. El
parametro de color G de las imagenes digitales se extrajo utilizando la aplicacion para

teléfonos inteligentes “Colorimetric Titration”.
Limites de deteccién (LOD) y de cuantificacion (LOQ)

El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) se calculd mediante las
siguientes ecuaciones LOD=3,3xSD/s y LOQ=10xSD/s, respectivamente, donde “SD” es la

desviacion estandar de la muestra en blanco y “s” es la pendiente de una curva de calibracion

en la regién de bajo contenido de analito (por debajo de 1 ppm).

Ejemplo 1. Sintesis del monémero Mono-BCA

Se prepard el monémero Mono-BCA en un solo paso utilizando la sal disédica del acido
bicinconinico como reactivo. La ruta de sintesis de Mono-BCA se muestra abajo (compuesto
1: sal disddica del acido bicinconinico, compuesto 2: 4-aminoestireno, compuesto 3:

Monémero Mono-BCA).
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Ejemplo 2. Sintesis y caracterizacion del copolimero Film-BCA

La ruta de sintesis del copolimero Film-BCA se muestra abajo.

VP MMA E VP MMA Mono-BCA E

60°C, 12h

\ j\: 0=, AN
N
Mono-BCA + (jo* o CI,+ g —
o)

Se prepard el copolimero Film-BCA mediante polimerizacion radical masiva iniciada
térmicamente. Asi, se mezclaron los monémeros 1-vinil-2-pirrolidona (VP) y metacrilato de
metilo (MMA), un reticulante (dimetacrilato de etilenglicol, E), el mondmero Mono-BCA y
metanol (el mismo volumen que la suma de mondmeros) en una proporciéon molar de
49,75/49,75/0,5//0,1 (VP/MMA/Mono-BCA//E). Ademas, se afadi6 el iniciador térmico azo-bis-
isobutironitrilo (AIBN, 1% en peso). Se inyectd la mezcla en un molde (de 200 um de grosor)
compuesto por dos vidrios silanizados sellados y se calenté durante toda la noche a 60 °C,
donde la polimerizacién tuvo lugar bajo una atmdsfera libre de oxigeno. Finalmente, se lavo
el material resultante con agua y metanol, y se cort con tijeras de plastico en cuadrados de
8 mm de lado. Durante todo el proceso se utilizd material de plastico o de vidrio para evitar la

contaminacion con cobre.

El copolimero Film-BCA es termoestable y esta reticulado quimicamente con dimetacrilato de
etilenglicol. La relacion de reticulacion nominal del material polimérico es de 1000, que esta
directamente relacionada con el porcentaje de hinchamiento en agua del material y alcanza

un valor del 75%. El copolimero Film-BCA tenia una temperatura de transicién vitrea de
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142°C, una resistencia térmica, en términos de pérdida de peso del 5% y del 10%, de 351y

370°C, respectivamente, y un modulo de Young de 299 MPa.

Ejemplo 3. Estudio de la interaccion del monémero Mono-BCA con Cu(l)

Se estudié la interaccion entre el mondmero Mono-BCA vy el Cu(l) siguiendo su respuesta
colorimétrica. Una solucién del monémero Mono-BCA (1,04x10* M, dimetilsulféxido), se
valoré con una soluciéon de Cu(S04)x5H,0 (concentraciones que iban de 4,9x10° M a 4,1x10-
4 M, dimetilsulféxido). La solucion de Cu(SQO4)x5H,0 incluia 0,06 mg/mL de acido ascérbico,
necesario para reducir el Cu(ll) a Cu(l) y permitir la formacion de complejos con Mono-BCA.
Los espectros UV-Vis se registraron a 25°C + 0,1°C utilizando las siguientes condiciones:

anchura de la rendija = 2 nm; velocidad de barrido = 600 nm/min; paso = 0,5 nm.

Se observé un aumento de la banda colorimétrica centrada en 570 nm (Figura 1A).
Representando la absorbancia frente a la concentracién de Cu(l), se obtuvo la constante de

formacion del complejo, 3.6x10° M (Figura 1B).

Ejemplo 4. Comportamiento del copolimero Film-BCA en soluciones acuosas

Se realizoé un estudio de selectividad para evaluar la respuesta colorimétrica del copolimero
Film-BCA con 30 cationes diferentes para comparar la respuesta colorimétrica del sistema y
sOlo se observo una respuesta colorimétrica con Ag(l) y Cu(l). Las laminas cuadradas se
sumergieron en soluciones acuosas de cationes (5x10 M, agua destilada) durante 12 horas.
Finalmente, las laminas cuadradas se lavaron con agua y metanol y se fotografiaron juntos

bajo las mismas condiciones de luz.

Como se muestra en la Figura 2A, la intensidad de color debida a la interaccion con Ag(l) es
mucho menor que la intensidad de color debida a la interaccion con Cu(l). Ademas, el cation
Ag(l) no se encuentra en los mostos y vinos, 0 se encuentra en concentraciones mas bajas

que el Cu ya que la concentracion de Ag(l) suele oscilar entre 0,5-5 ppb.

Se realizé la valoracion del copolimero Film-BCA en muestras acuosas con concentraciones
crecientes de Cu (de 0,5 a 10 ppm). A continuacion, como se muestra en la Figura 2B, se
eligio el parametro de color G para correlacionarlo con las concentraciones de cobre, ya que

seguia una tendencia clara. Este experimento se realiz6 por duplicado.
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La recta de ajuste obtenida fue la siguiente:
y =-0,17x + 26,51

donde “x” es el valor del parametro de color G e

(ppm).

y” es el valor de la concentracion de cobre

Finalmente, se realiz6 otra curva de valoracion con concentraciones bajas de Cu (de 0,25 a 1
ppm) por duplicado para calcular los limites de deteccién y cuantificacion del sistema (LOD y
LOQ), obteniendo los valores de LOD = 0,08 ppm y LOQ = 0,25 ppm. Estos limites son

adecuados para su aplicacién en mostos.

Ejemplo 5. Determinacion de la concentraciéon de cobre en mostos

Se midieron 18 mostos por duplicado. Se mezclaron 2 mL de mostos y 50 pyL de solucién
acuosa de acido ascorbico (0,08 g/mL) tamponada a pH 5. A continuacién, se sumergieron
las laminas cuadradas (de 8 mm de lado) durante 12 horas, y se lavaron con agua (10 mL
durante 15 minutos), metanol (10 mL durante 15 minutos) y finalmente con agua de nuevo (10
mL durante 15 minutos). Después, se fotografiaron las laminas cuadradas y se obtuvo el
parametro de color G de las imagenes digitales obtenidas. Los resultados se correlacionaron
con los datos de referencia obtenidos por espectroscopia de absorcién atdomica por llama
(AAS), de forma que el parametro de color G obtenido en las laminas cuadradas de copolimero
Film-BCA se represento frente a esos datos de referencia. La recta de ajuste obtenida fue la

siguiente:

y =-0,065x + 11,7

donde “x” es el valor del parametro de color G e

(ppm).

y” es el valor de la concentracion de cobre

Finalmente, reintroduciendo el parametro de color G de cada muestra en esa ecuaciéon de
ajuste, se obtienen los datos de concentracidon de cobre que se muestran en la Tabla 1. Dicha
tabla muestra también, a efectos comparativos, los datos de concentraciéon de cobre obtenidos

por espectroscopia de absorcion atomica por llama (AAS).

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en los datos mostrados en la

Tabla 1 obtenidos por ambos métodos.
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La Tabla 1 muestra la concentracién de Cu del mosto medido obtenido por la técnica de
referencia (espectroscopia de absorcion atdomica por llama, AAS) y por una realizacion del
procedimiento de la invencion para determinar la concentracién de cobre, basada en el uso

del copolimero Film-BCA y un teléfono inteligente.

Tabla 1

Concentracion
. Concentracion Cu (ppm)

mule[;tra geggggf?co Cu (ppm) [Método de la
[AAS] invencion
Film-BCA]
A Trébes 0,73 0,89 + 0,03
B Trébes 0,59 1,02 + 0,03
C Trébes 1,3 1,54 + 0,03
D Provence 2,08 2,45+ 0,29
E Provence 6,08 5,85+0,16
F Provence 1,09 1,05 + 0,26
G Toulouges 1,5 1,87 £ 0,03
H Beaumes 1,25 1,25+ 0,26
| Beaumes 2,17 1,70 £ 0,20
J Beaumes 0,84 0,49 £ 0,03
K Beaumes 0,41 0,56 + 0,10
L Beaumes 2,22 2,13+0,23
M Maurin 3,66 3,08 +0,13
N Toulouges 1,1 1,15+ 0,03
(0] Nimes 2,2 2,78 + 0,03
P Nimes 0,92 0,89 +0,16
Q Toulouges 1,3 0,93 + 0,07
R Narbonne 1,77 1,93 +0,23
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REIVINDICACIONES

Un copolimero que comprende:

un primer mondmero de Férmula I:

en el que cada uno de R4, Rz se selecciona independientemente del grupo que consiste
en: OH, C4-Cq2 alquilo lineal o ramificado, halégeno, Cs-Ci2 cicloalquilo, arilo,
heteroarllo -SOst, -OR5, -C(O)Rs, NR6R7, -C O)NR6R7, -C(O)ORG

“Q,, Ya, o,
4, Y,

en el que cada uno de Rs, Rs y R7 se selecciona independientemente de entre Hy Cq-
C+2 alquilo lineal o ramificado;

en el que cada uno de Rs y R4 se selecciona independientemente del grupo que
consiste en: H, C4-C12 alquilo lineal o ramificado, halégeno, Cs-C. cicloalquilo, arilo,
heteroarilo, -SO2Rs, -ORs, -C(O)Rs, -NRsR7, -C(O)NRsR7, -C(O)ORs,

en el que cada uno de Rs, Rs y R7 se selecciona independientemente de entre Hy Ci-

I

C+2 alquilo lineal o ramificado;
0, alternativamente, en el que dos de los grupos Rs y Rs se encuentran en carbonos
fendlicos consecutivos y se encuentran unidos formando un grupo arilo o hereroarilo

de 5 0 6 miembros;
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en el que cuando R1 y R se seleccionan del grupo que consiste en: C4-C12 alquilo
lineal o ramificado, halégeno, Cs-Ci2 cicloalquilo, arilo, heteroarilo, -SO2Rs, -ORs, -
C(O)Rs, -NRsR7, -C(O)NRsR7, -C(O)OR,

“Q,, Ya, o,
4, Yo,

R3;esHyRses H;

y en el que cuando R3 y R4 se seleccionan del grupo que consiste en: H, C1-C12 alquilo

lineal o ramificado, halégeno, Cs-C12 cicloalquilo, arilo, heteroarilo, -SO2Rs, -ORs, -
10 C(O)Rs, -NRsR7, -C(O)NRsR7, -C(O)ORs,

S Y

Ries OHy R; es OH;
en el que el primer monémero de Férmula | es cromogeno;
- un segundo mondémero o una mezcla de segundos monoémeros;
15 en el que el copolimero se encuentra reticulado; y

en el que el copolimero es también cromogeno.

2. El copolimero segun la reivindicacion 1, en el que el primer monémero de Formula | se

selecciona del grupo que consiste en:

20
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3. El copolimero segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el segundo monomero se selecciona
del grupo que consiste en: monomeros vinilicos, acrilatos, metacrilatos, acrilamidas,
metacrilamidas, alcoholes, monosacaridos, o6xidos de vinilo, diacidos carboxilicos,

dicloruros de acido, diésteres, diaminas y mondmeros que contienen silicio.

4. EIl copolimero segun la reivindicacion 3, en el que el segundo mondémero se selecciona
del grupo que consiste en: mondmeros vinilicos que comprenden un grupo hidroxilo,
acrilatos que comprenden un grupo hidroxilo, metacrilatos que comprenden un grupo
hidroxilo, acrilamidas que comprenden un grupo hidroxilo y metacrilamidas que

comprenden un grupo hidroxilo.
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El copolimero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el segundo
monomero se selecciona del grupo que consiste en metacrilato de metilo, acrilato de 2-

hidroxietilo, vinilpirrolidona y metacrilamida de 2-hidroxietilo.

El copolimero segun las reivindicaciones 1 a 5 que se encuentra reticulado con un
reticulante seleccionado del grupo que consiste en: dimetacrilato de etilenglicol,
dimetacrilato de dietilenglicol, dimetacrilato de trietienglicol, dimetacrilato de
tetraetilenglicol, dimetacrilato de polietilenglicol, dimetacrilato de propilenglicol,
dimetacrilato de dipropilenglicol, dimetacrilato de tripropilenglicol, dimetacrilato de

tetrapolietilenglicol, dimetacrilato de polipropilenglicol y 1,4-divinilbenceno.

El copolimero segun las reivindicaciones 1 a 6, en el que el primer monémero de Férmula

| es:

que comprende una mezcla de segundos monomeros, en los que los segundos
monomeros son 1-vinil-2-pirrolidona y metacrilato de metilo y que se encuentra reticulado

con el reticulante dimetacrilato de etilenglicol.

Un procedimiento de fabricacion del copolimero de cualquiera de las reivindicaciones 1 a

7, que comprende:

(a) disolver el primer mondmero de Formula | en un disolvente, en el que la Férmula | se
define de acuerdo con la reivindicacion 1;

(b) anadir el segundo monémero o la mezcla de segundos mondémeros y un reticulante a
la disolucion resultante de la etapa (a);

(c) anadir un iniciador; y

(d) someter la mezcla resultante de la etapa (c) a una temperatura entre 0 y 100°C durante

un tiempo entre 0,1 y 24 horas.
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9. El procedimiento segun la reivindicacién 8, en el que el disolvente se selecciona del grupo
que consiste en: dimetilsulféxido, dimetilformamida, dimetilacetamida, metanol, etanol y

N-metil-2-pirrolidona.

10. El procedimiento segun la reivindicacion 8 6 9, en el que el primer mondmero de Formula

| se selecciona del grupo que consiste en:
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N
H

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que el segundo
monomero se selecciona del grupo que consiste en: mondmeros vinilicos, acrilatos,
metacrilatos, acrilamidas, metacrilamidas, alcoholes, monosacaridos, 6xidos de vinilo,
diacidos carboxilicos, dicloruros de acido, diésteres, diaminas y monémeros que contienen

silicio.

El procedimiento segun la reivindicacion 11, en el que el segundo mondmero se selecciona
del grupo que consiste en: mondmeros vinilicos que comprenden un grupo hidroxilo,
acrilatos que comprenden un grupo hidroxilo, metacrilatos que comprenden un grupo
hidroxilo, acrilamidas que comprenden un grupo hidroxilo y metacrilamidas que

comprenden un grupo hidroxilo.

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que el segundo
monomero se selecciona del grupo que consiste en metacrilato de metilo, acrilato de 2-

hidroxietilo, vinilpirrolidona y metacrilamida de 2-hidroxietilo.

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, en el que el reticulante
se selecciona del grupo que consiste en: dimetacrilato de etilenglicol, dimetacrilato de
dietilenglicol, dimetacrilato de trietienglicol, dimetacrilato de tetraetilenglicol, dimetacrilato
de polietilenglicol, dimetacrilato de propilenglicol, dimetacrilato de dipropilenglicol,
dimetacrilato de tripropilenglicol, dimetacrilato de tetrapolietilenglicol, dimetacrilato de

polipropilenglicol y 1,4-divinilbenceno.
El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14, en el que el iniciador se

selecciona del grupo que consiste en: azo-bis-isobutironitrilo, perdxido de benzoilo, fenil-

azo-trifenilmetano y 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona.
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16. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15, en el que el primer

monoémero de Formula | es:

en el que el copolimero ademas comprende una mezcla de segundos mondémeros, en los
que los segundos monomeros son 1-vinil-2-pirrolidona y metacrilato de metilo y en el que

el copolimero se encuentra reticulado con el reticulante dimetacrilato de etilenglicol.

17. Un copolimero obtenible por el procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 16.

18. Un procedimiento para determinar la concentracion de cobre en muestras de mosto o vino,

que comprende:

(a) ahadir un compuesto reductor a una muestra de mosto o vino;

(b) incubar el copolimero de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o de la reivindicacion
17 con la muestra de mosto o vino resultante de la etapa (a) durante un tiempo entre
0,1y 24 horas; y

(c) obtener la concentraciéon de cobre en dicha muestra a partir de un parametro de color
de una imagen fotografica digital obtenida del copolimero tras la incubacién de la etapa
(b), utilizando una ecuacion de referencia previamente calculada que relaciona dicho
parametro de color con concentraciones de cobre determinadas con una técnica de

referencia.
19. El procedimiento segun la reivindicacion 18, en el que, en la etapa (a), el compuesto
reductor se selecciona del grupo que consiste en: acido ascorbico, a-tocoferol, polifenoles

y neocuproina.
20. El procedimiento segun la reivindicacion 18 6 19, en el que el parametro de color es el

parametro de color G.
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21. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, en el que la técnica de
referencia se selecciona de entre espectroscopia de absorcién atémica por llama y

espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente.

22. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21,

en el que la ecuaciéon de referencia es y = -0,065x + 11,70, donde “x” es el valor del

parametro de color G e “y” es el valor de la concentracion de cobre en ppm; y

en el que la técnica de referencia es espectroscopia de absorcién atémica por llama.

23. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 22, en el que la imagen

fotografica digital se obtiene con un teléfono inteligente.

24. Uso del copolimero de la reivindicacién 1 a 7 o de la reivindicacion 17 para determinar la

concentracion de cobre en muestras de mosto o vino.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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