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Procedimiento para la inmovilizacién de un ligando sobre
un soporte.

El procedimiento, en el que (i) al menos uno de dichos li-
gando o soporte contiene, al menos, un grupo carbonilo
alfa-beta insaturado conjugado con, al menos, un anillo
aromatico, y (ii) el otro de dichos ligando o soporte con-
tiene, al menos, un doble enlace, comprende irradiar con
luz visible o ultravioleta una mezcla formada por dichos
ligando y soporte para generar un anillo de ciclobutano, a
partir de los dobles enlaces presentes en dichos ligando
y soporte, mediante una reaccion de cicloadicion fotoqui-
mica 2 + 2, con lo que dicho ligando queda inmovilizado
sobre dicho soporte. De utilidad para inmovilizar sustra-
tos, reactivos, catalizadores, enzimas aditivos, farmacos
0 microorganismos en sustratos poliméricos.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la inmovilizaciéon de un ligando sobre un soporte.
Campo de la invencion

La invencién se refiere, en general, a la inmovilizacion de ligandos de interés sobre soportes.
Antecedentes de la invenciéon

Debido a las numerosas ventajas que puede aportar, la inmovilizacién de productos de interés (por
ejemplo, sustratos, reactivos, catalizadores, aditivos, firmacos, enzimas o bacterias) sobre soportes (por
ejemplo, oligémeros y polimeros) estd siendo cada vez mds ampliamente utilizada con diferentes fines:
insolubilizacidon, catélisis heterogénea, liberacién controlada de productos o farmacos, reactivos insolubi-
lizados, reacciones soportadas sobre polimeros o superficies con propiedades especificas, etc.

Las técnicas generales para la inmovilizacién en soportes de productos de interés se dividen, en gene-
ral, en tres tipos fundamentales: adsorcidn fisica, atrapamiento o enlace covalente.

La generacion de los soportes, o el proceso de formacién del enlace covalente, en los métodos actual-
mente empleados se basan en reacciones quimicas entre grupos funcionales y, a menudo, son necesarias
varias etapas y reacciones consecutivas [por ejemplo, reaccién de un grupo amino con un aldehido para
formar una imina y reduccién posterior de la imina a amina] , muchas veces en condiciones de reaccién
muy enérgicas, que no soportan, sin alterar sus propiedades, los ligandos a inmovilizar.

La presente invencién utiliza unos soportes y/o ligandos funcionalizados que contienen grupos car-
bonilo alfa-beta insaturados conjugados con anillos aromaticos, por ejemplo, derivados, generalmente
ésteres, del dcido cindmico [dcido 3-fenil-propenoico|, o de un andlogo del mismo, de los soportes y/o de
los ligandos para inmovilizar dichos ligandos sobre dichos soportes mediante una reaccién de cicloadicién
fotoquimica concertada entre los grupos funcionales reactivos presentes en los soportes y en los ligandos
a inmovilizar.

Se han descrito con anterioridad diferentes aplicaciones de los ésteres del acido cindmico, y andlogos
del mismo, que pueden dar reacciones de entrecruzamiento mediante una reacciéon fotoquimica concer-
tada que ha sido utilizada ampliamente en fotorresinas entrecruzables para aplicaciones fotograficas, en
escultura dental, etc. También se han utilizado dichos ésteres del acido cinamico, y sus andlogos, como
protectores solares en cremas. En la BIBLIOGRAFIA se recogen diversas referencias bibliograficas re-
lacionadas derivados del acido cindmico, y sus analogos, y sus aplicaciones. Sin embargo, en ninguna
de dichas referencias bibliograficas se hace mencién a ningiin método de inmovilizacién de productos de
interés sobre soportes que utilice ésteres del acido cindmico, o sus andlogos, como reactivos o soportes de
inmovilizacién.

Compendio de la invencién

La invencion se enfrenta, en general, con el problema de proporcionar un procedimiento alternativo
para la inmovilizacién de ligandos a soportes.

La solucién aportada por la invencién se basa en que los inventores han observado que la cicloadicion
fotoquimica concertada de soportes y ligandos que poseen grupos carbonilo alfa-beta insaturados con-
jugados con un anillo aromatico permite generar enlaces covalentes en condiciones muy suaves, lo que
facilita la inmovilizacién de ligandos sobre soportes, en particular, de ligandos que serian muy dificiles de
inmovilizar sobre soportes poliméricos por otros procedimientos.

La invencién se ilustra mediante la inmovilizacién de ligandos a soportes por enlaces covalentes (Ejem-
plos 1 a 3), la funcionalizacién de soportes para la inmovilizacién de ligandos por enlace covalente (Ejem-
plos 4 y 5), la inmovilizacién de enzimas (Ejemplo 6), y la eliminacién de fenol de aguas residuales
(Ejemplo 7) como ilustracién de una de las posibles aplicaciones précticas del procedimiento proporcio-
nado por esta invencién.

Un objeto de esta invencién lo constituye un procedimiento para inmovilizar un ligando en un soporte
mediante una reaccién de cicloadicién fotoquimica concertada entre el soporte y el ligando que genera
un anillo de ciclobutano cuando se irradia con luz visible o ultravioleta una mezcla que contiene dichos
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soporte y ligando.
Descripcion detallada de la invencién

La invencién proporciona un procedimiento para la inmovilizacién de un ligando en un soporte, en
el que (i) al menos uno de dichos ligando o soporte contiene, al menos, un grupo carbonilo alfa-beta
insaturado conjugado con, al menos, anillo aromético, y (ii) el otro de dichos ligando o soporte contiene,
al menos, un doble enlace, que comprende irradiar con luz visible o ultravioleta una mezcla formada por
dichos ligando y soporte para generar un anillo de ciclobutano, a partir de los dobles enlaces presentes
en dichos ligando y soporte, mediante una reaccién de cicloadicién fotoquimica 2 + 2, con lo que dicho
ligando queda inmovilizado sobre dicho soporte.

El ligando puede ser cualquier producto de interés, por ejemplo, un sustrato, un reactivo, un cata-
lizador, un aditivo, un farmaco, una enzima, un microorganismo, etc., que posee, de forma natural o
artificial, al menos, un doble enlace. Preferentemente, dicho ligando posee, al menos, un grupo carbonilo
alfa-beta insaturado conjugado con, al menos, un anillo aromatico. En una realizacién particular dicho
ligando esta derivatizado en forma de un éster del acido cindmico, o de un anélogo del mismo.

En el sentido utilizado en esta descripcién, el término “andlogo del acido cindmico” se refiere a un
compuesto que contiene un grupo carbonilo alfa-beta insaturado, o gamma-delta, diinsaturado conjugado
con un anillo aromético.

El soporte puede ser cualquiera de los soportes habitualmente utilizados en la inmovilizaciéon de pro-
ductos, preferentemente, un oligémero o un polimero, con un peso molecular igual o superior a 500, que
posee, de forma natural o artificial, un grupo funcional apropiado que contiene, al menos, un doble enlace.
Preferentemente, dicho soporte posee, al menos, un grupo carbonilo alfa-beta insaturado conjugado con,
al menos, un anillo aromatico. En una realizacién particular dicho soporte estd derivatizado en forma de
un éster del acido cindmico, o de un anédlogo del mismo.

De acuerdo con el procedimiento de inmovilizacién de ligandos sobre soportes proporcionado por esta
invencién, al menos uno de dichos ligando o soporte debe contener, al menos, un grupo carbonilo alfa-beta
insaturado conjugado con, al menos, un anillo aromatico, mientras que el otro de dichos ligando o soporte
debe contener, al menos, un doble enlace. En una realizacién particular y preferida, ambos miembros,
ligando y soporte, contienen, al menos, un grupo carbonilo alfa-beta insaturado conjugado con, al menos,
un anillo aromatico.

Tanto el soporte como el ligando pueden estar en forma sélida o disueltos o suspendidos en unos
disolventes apropiados.

Para la irradiacién con luz visible o ultravioleta se debe controlar la intensidad y el tiempo de la
irradiacién. En general, intensidades de irradiacién superiores a 5 lux son suficientes para provocar la
transformacién. No obstante, la cantidad de energfa recibida (intensidad por tiempo) necesaria depende
de la cantidad de materia a transformar. En este sentido debe tenerse presente que, en general, los
rendimientos cuénticos suelen ser muy altos, normalmente del orden del 80 %.

La reaccion de cicloadicién fotoquimica concertada 2+2 genera enlaces covalentes entre el soporte y
el ligando en condiciones muy suaves, lo que permite su empleo en la obtencién de soportes de inmovi-
lizacién o en la inmovilizacién y anclaje de ligandos. Ademds, dicha reaccién es muy versatil y resuelve
diferentes inconvenientes de numerosos procesos industriales.

El procedimiento de inmovilizacién de ligandos sobre soportes proporcionado por esta invencién per-
mite inmovilizar practicamente cualquier ligando de interés, bajo condiciones suaves, impidiendo de
este modo que se alteren sus propiedades, y presenta numerosas aplicaciones en diversos sectores de la
técnica, por ejemplo, en alimentacién (para la creacién de superficies antioxidantes o conservantes), en el
tratamiento de aguas residuales (mediante la inmovilizacién de enzimas que eliminan determinados com-
puestos nocivos o t6xicos), en farmacia (para la elaboracién de medicamentos con liberacién controlada
de farmacos),etc.

En una realizacién particular del procedimiento Proporcionado por esta invencién, tanto el ligando
como el soporte estan derivatizados en forma de un éster del acido cindmico, o de un andlogo del mismo.
En este caso particular, el procedimiento para la inmovilizacién de un ligando en un soporte proporcionado
por esta invencién comprende irradiar con luz visible o ultravioleta, una mezcla que contiene:
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i) un soporte que comprende, unido a dicho soporte, al menos, un grupo de férmula general (I)
-X»,-CO-CR1=CR2-(CR3=CRA4),-Ar €

donde
X es el resto de un grupo funcional presente en el soporte;

R1, R2, R3 y R4, independientemente entre si, iguales o diferentes, representan hidrégeno; halégeno;
alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o mas halégeno, alquilo de
1 a 10 atomos de carbono, arilo de 5 a 12 atomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -
COOR, -CONHR, o -CONRg; cicloalquilo de 3 a 6 d4tomos de carbono, opcionalmente sustituido
por uno o mas halégeno, alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono,
-CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR, -CONHR, o -CONRy; o arilo de 5 a 12 4tomos de carbono,
opcionalmente sustituido por uno o més halégeno, alquilo de 1 a 10 d4tomos de carbono, arilo de 5
a 12 dtomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR, -CONHR, o -CONRgy;

Ar es arilo de 5 a 12 dtomos de carbono opcionalmente sustituido por uno o més halégeno, alquilo
de 1 a 10 atomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR,
-COOR, -CONHR, o - CONR3 ;

R es hidrégeno, un grupo alquilo de 1 a 10 dtomos de carbono o un grupo arilo de 5 a 12 dtomos
de carbono;

mes 06 1;

nes0o61l;y

iii) un ligando de férmula general (II)
L-Yp-CO-CR1=CR2-(CR3=CR4),,-Ar (I1)

donde

L es el resto de un ligando;

Y es el resto de un grupo funcional presente en el ligando;
pes061;y

R1, R2, R3, R4, Ar y n son los definidos previamente;

para generar un anillo de ciclobutano, mediante una reaccién de cicloadicién fotoquimica 2+2, y
obtener un ligando inmovilizado sobre dicho soporte de férmula general (IIT)

— X, — CO— CR1— CR2— (CR3=CR4),— Ar

| |
Ar— (CR3=CR4), ~ CR2 — CRIl —Yp L (IID)

donde
X, Y, L, R1, R2, R3, R4, Ar, m, n y p son los definidos previamente.

La proporcion entre la cantidad de soporte y la cantidad de ligando presente en la mezcla puede ser
cualquiera, si bien, en general, dichas proporciones seran del mismo orden. En una realizacién particular,
el nimero de equivalentes (referidos a ntimero de dobles enlaces reactivos por mol) de soporte es igual o
superior al nimero de equivalentes de ligando.

El ligando puede ser cualquier producto de interés, por ejemplo, un sustrato, un reactivo, un ca-
talizador, un aditivo, un firmaco, una enzima, un microorganismo, etc., que posee un grupo funcional
que permite obtener el ligando de férmula (II). El grupo carbonilo alfa-beta insaturado conjugado a un
anillo aromético presente en el ligando (II) puede estar presente en dicho ligando bien de forma natural,
por ejemplo, en el caso del 4cido cafeico, o bien artificial mediante derivatizacién del ligando con acido
cindmico (o un anédlogo del mismo) o con un derivado activado del mismo, por ejemplo, un haluro, prefe-
rentemente cloruro, del dcido cindmico (o un andlogo del mismo) que puede reaccionar con, por ejemplo,
un grupo hidroxilo presente en el ligando y obtener un ligando derivatizado de férmula (II) en el que Y
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es 0y pes 1, es decir, un éster del dcido cindmico (o de un andlogo del mismo) y el ligando.

En una realizacién particular, en el ligando (II), Y es 0, p es 1, Ar es fenilo opcionalmente sustituido
con uno o mas grupos hidroxilo o aldehido, n es 0 y R1 y R2 son hidrégeno.

El soporte puede ser cualquiera de los soportes habitualmente utilizados en la inmovilizaciéon de pro-
ductos, preferentemente, un oligdmero o un polimero, con un pesé molecular igual o superior a 500, y
debe poseer al menos un grupo funcional que permita obtener el soporte derivatizado de férmula (I). El
grupo carbonilo alfa-beta insaturado conjugado a un anillo aromético presente en el soporte (I) puede
estar presente en dicho soporte bien de forma natural o bien artificial mediante derivatizacién del soporte
con cida cindmico (o un anédlogo del mismo) o con un derivado activado del mismo, por ejemplo, un
haluro, preferentemente cloruro, del dcido cindmico (o un andlogo del mismo) que puede reaccionar con,
por ejemplo, un grupo hidroxilo presente en el soporte y obtener un soporte derivatizado de fdrmula (I)
en el que X es 0 y m es 1, es decir, un éster del dcido cindmico (o de un andlogo del mismo) y el soporte.

En una realizacién particular, en el soporte (I), X es 0, m es 1, Ar es fenilo, n es 0 y R1 y R2 son
hidrégeno.

Tanto el soporte (I) como el ligando (II) pueden estar en forma sélida o liquida, disueltos o suspen-
didos en unos disolventes apropiados.

Para la irradiaciéon con luz visible o ultravioleta se debe controlar la intensidad y el tiempo de la
irradiacién. En general, intensidades de irradiacién superiores a 5 lux son suficientes para provocar la
transformacién. No obstante, tal como se ha mencionado previamente, la cantidad de energia recibida
(intensidad por tiempo) necesaria depende de la cantidad de materia a transformar.

La reaccién de cicloadicién fotoquimica concertada 2+2 genera enlaces covalentes entre el soporte (I)
y el ligando (II) en condiciones muy suaves, lo que permite su empleo en la obtencién de soportes de
inmovilizacién o en la inmovilizacién Y anclaje de ligandos. Ademads, dicha reaccién es muy versitil y
resuelve diferentes inconvenientes de muchos procesos industriales.

Aunque se ha descrito con anterioridad que los ésteres del acido cindmico y sus andlogos pueden dar
reacciones de, entrecruzamiento mediante una reaccién fotoquimica concertada, su potencialidad como
medio para unir entre si dos compuestos diferentes con el fin de obtener copolimeros o con el fin de
injertar mondmeros en un polimero existente previamente ha resultado sorprendente.

La invencién también proporciona un procedimiento para la generacién de un soporte adecuado para
la inmovilizacién de ligandos por adsorcién fisica y/o atrapamiento covalente, que comprende irradiar
con luz visible o ultravioleta, a un soporte, en estado sélido, que comprende, unido a dicho soporte, al
menos, un grupo de la férmula general (I) antes mostrada.

El soporte asi generado es susceptible de inmovilizar un ligando de la férmula general (II) antes mos-
trada, por reaccién entre dicho soporte y el ligando (II).

La invencién también proporciona un procedimiento para la generacién de un ligando adecuado para
ser inmovilizado sobre un soporte por adsorcién fisica y /o atrapamiento covalente, que comprende irradiar
con luz visible o ultravioleta a un ligando de la férmula general (II) antes mostrada, en estado sélido. El
ligando asi generado es susceptible de ser inmovilizado sobre un soporte de la férmula general (I) antes
mostrada, por reaccién entre dicho soporte (I) y el ligando.

Modos de realizacion de la invencion y ejemplos de aplicaciones posibles

La presente invencién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos donde se muestran,
sin pretender limitar el alcance de la invencién, diferentes formas de utilizar el procedimiento de inmovi-
lizacién basado en la reaccién antes descrita. Se ordenan y clasifican los ejemplos atendiendo a algunas
aplicaciones concretas desarrolladas y verificadas experimentalmente del procedimiento.

Para la realizacién de los ejemplos se prepararon previamente los monocinamatos de dcido ascérbico
y pirogalol asi como los derivados totalmente esterificados de los siguientes compuestos:

Ligandos: 4-hidroxi-benzaldehido y 1,2-diisopropilidén-Dglucofuranosa.

Monoémeros de pequeno tamano(especialmente monosacédridos): D - arabinosa, D - glucosa, D -
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glucitol, D - manitol, D - arabinohexosulosa (D - glucosona), glicerina.
Oligémeros (tamano intermedio): Lactosa, maltosa.

Polimeros: alcohol polivinilico, inulina, dextrina, dextrano. Para éstos se obtuvieron también con

diferentes grados de esterificacién (30 %, 40 %, 60 %, 80 %).

En todos los casos se utilizé piridina como disolvente y cloruro de cinamoilo como reactivo mediante
el procedimiento descrito en la referencia bibliografica [1].

En el Esquema de Reaccién 1 se ilustra un caso particular de dicha reaccién previa de preparacién del
soporte o ligando, en donde el soporte y el ligando tienen grupos hidroxilo, el compuesto que contiene el
grupo carbonilo alfa-beta insaturado conjugado con un anillo aromatico es el cloruro de cinamoilo y el
disolvente utilizado es piridina.

Esquema de Reaccion 1

1.1 Preparacion del soporte

CH-——CH/Q

oH + crco’ —  »
Z

CH=CH :

7/
0—CO

SNSRI

SN

N

1.2 Preparacion del ligando

/CH:CH/Q _cH=CH

L—oH + crco ——> L—0—CO

NS

N

Las irradiaciones con luz ultravioleta (uv) se realizaron con una ldmpara Osram Hol-125 desprovista
de su envoltura exterior de cristal (para maxima intensidad en la regién ultravioleta) a una distancia de
40 cm lo que equivalia a una intensidad de iluminacién de 500 lux aproximadamente.

1. Inmovwilizacion directa por enlace covalente

El procedimiento consiste en irradiar juntos el soporte y el ligando a inmovilizar, funcionalizados en
forma de ésteres del acido cinamico, o sus analogos.

Ejemplo 1
Inmovilizacion de pirogalol

Se utilizaron como soportes poliméricos los derivados totalmente cinamoilados de alcohol polivinilico
e inulina.

Para realizar la inmovilizacién se prepararon disoluciones (5 g/litro) en cloroformo de cada uno de los
soportes y a diferentes fracciones de ellas se adicioné monocinamato de pirogalol para obtener relaciones

6
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ligando/soporte de: 1/10, 1/20, 1/100 (en peso).

Muestras de esas disoluciones se extendieron sobre superficies de vidrio planas o sobre la superficie
de bolas de vidrio de 3 mm de didmetro, se dejé evaporar el disolvente y se sometieron a irradiaciéon uv
durante 15 minutos.

Esquema de Reaccién 2

CH=CH/©

_co’ e
0—Cco €00

y
H—CH OH
OH

Transcurrida la reaccién en estado sélido [véase el Esquema de Reaccién 2], las bolas se lavaron con
un disolvente, por ejemplo, cloroformo/hexano 1:3, para disolver el cinamato del ligando que no hubiera
sufrido entrecruzamiento, y las muestras irradiadas en cristales se disolvieron en cloroformo, precipitando
el polimero por adicién de hexano hasta la mencionada relacion.

i
(9]
o

s

El producto resultante tiene aplicacion en la obtencién de superficies con propiedades antioxidantes.
La capacidad antioxidante fue valorada cualitativa y cuantitativamente mediante diferentes métodos
(nitrato de plata amoniacal) (Fehling) obteniendo rendimientos entre el 60 % y el 80 % del valor maximo
esperado para la reaccién total.
Ejemplo 2
Inmovilizacion de dcido cafeico
Se repitid el procedimiento descrito en el Ejemplo 1 pero utilizando cinamato de inulina como soporte
y 4cido cafeico (directamente) como ligando, tal como se muestra en el Esquema de Reaccién 3, en una

relacién ligando/soporte de 1/100.

El producto resultante tiene aplicacién en la obtencién de. superficies con propiedades antioxidantes
naturales. Los ensayos; de reductores fueron positivos.

Esquema de Reaccién 3

: CH=CH AR

§ o0—co —>» {07C0 l _CO-OH
CO-OH : CH—CH

: CH=CH H

HO
HO
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Ejemplo 3
Inmovilizacion de aditivos sobre acetato de polivinilo

El acetato de polivinilo se usa ampliamente en tecnologia de alimentos como recubrimiento. Este
ejemplo ilustra una de las posibilidades de introducir sobre el acetato de polivinilo aditivos que perma-
nezcan unidos a la envoltura o que puedan liberarse de forma controlada.

A partir de acetato de polivinilo de bajo peso molecular comercial se preparé un derivado cinamoilado
al 10 % por reaccién con cloruro de cinamoilo en piridina, tal como se describe en la referencia bibliografica

[1].

Por otra parte, se preparé el aditivo a inmovilizar [un derivado monocinamoilado de dcido ascérbico
(véase el Esquema de Reaccién 4)].

Para la inmovilizacién del aditivo se procedié como en el Ejemplo 1 con una relacién ligando/soporte
de 1/100. Los productos obtenidos, que tienen aplicacién en la conservacién de alimentos, dieron positivos
los controles de poder reductor.

Esquema de Reaccién 4

| __co-cH
CH=CH GH—CH
L 0—co’ —> °—°°l ‘ co-0
co-0 : ]
: cH=CcA | CH—CH
SHOH CHOH
o o
° o
HO
HO oH

OH

I1. Funcionalizacion (activacion) de soportes para inmovilizacion por enlace covalente

La introducciéon de un nimero determinado de grupos funcionales en un soporte polimérico puede
realizarse mediante el procedimiento de esta invenciéon de forma muy segura pues basta con disolver
conjuntamente las cantidades adecuadas del soporte funcionalizado en forma de un derivado de éster
cindmico o un anélogo del mismo y del compuesto que contenga el grupo funcional elegido, evaporar el
disolvente y realizar la irradiacién visible o ultravioleta. El mismo procedimiento puede utilizarse también
para copolimerizar moléculas con diferentes grupos funcionales.

Entre los numerosos métodos utilizados para unir covalentemente enzimas a soportes se encuentra
uno que comprende utilizar la reacciéon de un grupo amino de la enzima con un grupo aldehido del so-
porte para dar la correspondiente imina que después puede reducirse. Los Ejemplos 4 y 5 ilustran la
introduccién de grupos aldehido en un soporte.

Ejemplo 4
Introduccion de grupos aldehido en un soporte
Como soportes poliméricos se utilizaron los derivados totalmente cinamoilados de dextrina e inulina,

y como ligando que aporta el grupo funcional se preparé el 4,6-dicinamato de 1,2-diisopropilidén-D-
glucofuranosa tal como se menciona en la referencia bibliogréfica [2].



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 189 602 Bl

La inmovilizacién se realizd siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. El producto obtenido
se tratd con agua acidulada durante una noche para romper el acetal ciclico protector y generar el grupo
aldehido libre [véase el Esquema de Reaccién 5)).

Esquema de Reaccién 5

: }; ,CH—CH
— —» i—0—CO ' co-0
i —0—co’
'7 cHe CHCCHI) : CH—CH |
S T & it
_co- O—CH | LoogH
CH=CA Q/C”‘c”
o o3
|
. —CH 0—¢—CHs
du, CH3
@ ]
H3O g /CH"‘CH
——» §—0—CO )/co-o
: CH—CA |
O g
CO-O0—CH

S
CH=CH OH
OH

El producto resultante (soporte funcionalizado con grupos aldehido) dio positivas las pruebas de gru-
pos aldehidos (reaccién con fenil hidrazina, reductores, etc.).

El producto resultante puede ser utilizado para inmovilizar enzimas. Se ha ensayado la inmovilizacién
de una peroxidasa sobre dicho soporte funcionalizado obteniéndose excelentes resultados.

Ejemplo 5
Introduccion de grupos aldehido en un soporte

Como soportes poliméricos se utilizaron los derivados totalmente cinamoilados de dextrina e inulina, y
como ligando que aporta el grupo funcional se prepard el cinamato de 4-hidroxibenzaldehido. Mediante el

procedimiento del Ejemplo 1 se realizé la preparacién de los soportes funcionalizados con grupos aldehido
[véase el Esquema de Reaccién 6].
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Esquema de Reaccién 6

CH=CH :

o —
0—Co cO-0

e
e CH—CH
San O

CHO

i
2]
o

I

CHO

El producto resultante (soporte funcionalizado con grupos aldehido) dio positivas las pruebas de gru-
pos aldehidos (reaccién con fenil hidrazina, reductores, etc.).

El producto resultante puede ser utilizado para inmovilizar enzimas. Se ha ensayado la inmovilizacién
de una peroxidasa sobre dicho soporte funcionalizado obteniéndose excelentes resultados.

IIL. Generacién de soportes para inmovilizacién por adsorcion fisica y/o atrapamiento covalente

Un buen soporte de adsorcidn fisica requiere reunir, entre otras, caracteristicas adecuadas de hidrofilia
o hidrofobia, tamano molecular, y linealidad o ramificacién molecular.

Mediante el procedimiento de esta invenciéon es muy facil obtener de forma controlada las carac-
teristicas del soporte que se desee. Por ejemplo, en ésteres cindmicos derivados de carbohidratos estas
caracteristicas pueden obtenerse de la siguiente manera:

Hidrofilia o hidrofobia: Se obtendré un soporte mds hidrofdbico al aumentar el % de hidroxilos del
carbohidrato esterificados como cinamato. El grado de cinamoilacién se sigue con gran comodidad me-
diante diferentes técnicas, por ejemplo, espectroscopia IR 6 'H RMN.

Tamaifio molecular: Se obtendrd mayor tamafio molecular a mayor tiempo de irradiacién (grado de
entrecruzamiento). Dicho grado de entrecruzamiento se sigue con gran comodidad evaluando el % de
enlaces reactivos que quedan después de la reaccién por sus bandas en espectroscopia IR 6 UV.

Linealidad o ramificacién molecular: Se obtendra un soporte mas lineal utilizando un polisacarido li-
neal de mayor longitud de cadena como soporte base a esterificar. Por el contrario, en el extremo opuesto,
si se utilizan derivados totalmente cinamoilados de monosacaridos, por ejemplo, el penta derivado de D-
glucosa, de un solo punto pueden partir muchas ramificaciones (5 en el ejemplo) por lo que se obtienen
dendrimeros.

Ejemplo 6
Inmovilizacion de enzimas

Se utilizaron como mondémeros a oligomerizar o polimerizar mediante radiacién uv todos los cinamatos
nombrados previamente, incluso como copolimeros de varios de ellos. Se estudiaron, entre otros, los efectos
del tamano molecular, grado de cinamoilacién, grado de entrecruzamiento y tiempo de irradiacion sobre la
actividad y estabilidad de las enzimas inmovilizadas. Las enzimas utilizadas fueron peroxidasa de rabano
(EC.1.11.1.7) de Sigma Chemical Co., tipo VI, suministrada como polvo liofilizado, y $-galactosidasa
(EC.3.2.1.23) de Novo Nordisk A/S, suministrada como preparacién enzimdtica liquida. Los resultados
obtenidos fueron excelentes.

10
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Ejemplo 7
Eliminacion de fenol de aguas residuales

Se realizd el siguiente ejemplo para ilustrar una de las muchas aplicaciones préacticas del procedimiento
proporcionado por esta invencién.

Se sumergieron bolas de vidrio de 3 mm de didmetro en una disolucién de 15 g/1 de cinamato de
inulina en cloroformo y se dejé evaporar el cloroformo de la pelicula liquida qué retuvieron al sacarlas.
A continuacién, las bolas se irradiaron durante 1 minuto y se sumergieron en una disolucién de tampén
fosfato 0,1 M, pH 7, con una concentracién de la enzima peroxidasa de rabano de 1,96.1072 mg/ml du-
rante 12 horas a 4°C; transcurrido ese tiempo se lavaron durante 1 hora en agua corriente y con ellas se
construyé una columna (reactor de leché fluidizado). Con dicha columna se ensayé la aplicacién practica
de eliminacién de fenol de aguas residuales. Aguas con contenidos en fenol de 0,5 g/1 quedaron libres de
fenol con tiempos de circulacién a través de esa columna inferiores a 1 hora.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la inmovilizacién de un ligando en un soporte, en el que (i) al menos uno de
dichos ligando o soporte contiene, al menos, un grupo carbonilo alfa-beta insaturado conjugado con, al
menos, un anillo aromaético, y (ii) el otro de dichos ligando o soporte contiene, al menos, un doble enlace,
que comprende irradiar con luz visible o ultravioleta una mezcla formada por dichos ligando y soporte
para generar un anillo de ciclobutano, a partir de los dobles enlaces presentes en dichos ligando y soporte,
mediante una reaccién de cicloadicién fotoquimica 2 + 2, con lo que dicho ligando queda inmovilizado
sobre dicho soporte.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicho ligando se selecciona entre un sustrato, un
reactivo, un catalizador, un aditivo, un farmaco, una enzima y un microorganismo.

3. Procedimiento segtn la reivindicacién 1, en el que dicho ligando posee, de forma natural o artificial,
al menos, un doble enlace.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicho ligando posee, de forma natural o artificial,
al menos, un grupo carbonilo alfa-beta insaturado conjugado con, al menos, un anillo aromatico.

5. Procedimiento segin la reivindicacion 1, en el que dicho ligando estd derivatizado en forma de un
éster del acido cindmico, o de un analogo del mismo.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicho soporte es un oligdmero o un polimero,
con un peso molecular igual o superior a 500, que posee, de forma natural o artificial, un grupo funcional
que contiene, al menos, un doble enlace.

7. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicho soporte posee, al menos, un grupo carbo-
nilo alfa-beta insaturado conjugado con, al menos, un anillo aromatico.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicho soporte estd derivatizado en forma de un
éster del acido cindmico, o de un analogo del mismo.

9. Procedimiento segtin la reivindicaciéon 1, en el que tanto el ligando como el soporte, contienen
cada uno de ellos, al menos, un grupo carbonilo alfa-beta insaturado conjugado con, al menos, un anillo
aromatico.

10. Procedimiento segin la reivindicacion 1, en el que tanto el soporte como el ligando se encuentran
en forma sélida.

11. Procedimiento segin la reivindicacion 1, en el que tanto el soporte como el ligando se encuentran
disueltos o suspendidos en unos disolventes apropiados.

12. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la irradiaciéon con luz visible o ultravioleta se
efectiia con una intensidad de irradiacién superior a 5 lux.

13. Un procedimiento para la inmovilizaciéon de un ligando en un soporte que comprende irradiar con
luz visible o ultravioleta, una mezcla, que contiene:

(i) un soporte que comprende, unido a dicho soporte, al menos, un grupo de férmula general (I)
-X,»,-CO-CR1=CR2 - (CR3 =CR4) ,-Ar €

donde
X es el resto de un grupo funcional presente en el soporte;

R1, R2, R3 y R4, independientemente entre si, iguales o diferentes, representan hidrégeno; halégeno;
alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o mas halégeno, alquilo de
1 a 10 atomos de carbono, arilo de 5 a 12, atomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -
COOR, -CONHR, o -CONRg; cicloalquilo de 3 a 6 d4tomos de carbono, opcionalmente sustituido
por uno o mas, halégeno, alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, arila, de 5 a 12 4tomos de carbono,
-CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR, -CONHR, o -CONRy; o arilo de 5 a 12 4tomos de carbono,
opcionalmente sustituido por uno o més halégeno, alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, arilo de 5
a 12 dtomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR, -CONHR, o -CONRy;

13
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Ar es arilo de 5 a 12 dtomos de carboné opcionalmente sustituido por uno o més halégeno, alquilo
de 1 a 10 4tomos de carbono, arilo de 5 a 12. 4tomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR,
-COOR, - CONHR, o - CONR3, ;

R es hidrégeno, un grupo alquilo de 1 a 10 dtomos de carbono o un grupo arilo de 5 a 12 dtomos
de carbono;

mes061;

nes061;y

(ii) un ligando de férmula general (II)
L-Y p-CO-CR1=CR2-(CR3=CR4),,-Ar (I1)

donde

L es el resto de un ligando;

Y es el resto de un grupo funcional presente en el ligando;
pes061;y

R1, R2, R3, R4, Ar y n son los definidos previamente;

para generar un anillo de ciclobutano, mediante una reaccién de cicloadicién fotoquimica 2+2, y
obtener un ligando inmovilizado sobre dicho soporte de férmula general (IIT)

— X, — CO— CR1— CR2— (CR3=CR4),— Ar

| |
Ar— (CR3=CR4), ~ CR2 ~ CRI  Yp L ()

donde
X, Y, L, R1, R2, R3, R4, Ar, m, n y p son los definidos previamente.

14. Procedimiento segin la reivindicacién 13, en el que dicho ligando se selecciona entre un sustrato,
un reactivo, un catalizador, un aditivo, un farmaco, una enzima y un microorganismo.

15. Procedimiento segin la reivindicacién 1, en el que en dicho ligando de fé6rmula general (II), Y es
0, p es 1, Ar es fenilo opcionalmente sustituido con uno o més grupos hidroxilo o aldehido,nes 0 y R1 y
R2 son hidrégeno.

16. Procedimiento segin la reivindicacién 13, en el que dicho soporte es un oligémero o un polimero,
con un peso molecular igual o superior a 500, que posee, de forma natural o artificial, al menos un grupo
de férmula general (I), en el que X es 0, m es 1, Ar es fenilo, n es 0 y R1 y R2 son hidrégeno.

17. Procedimiento segin la reivindicacion 13, en el que tanto el soporte como el ligando se encuentran
en forma sélida.

18. Procedimiento segin la reivindicacion 13, en el que tanto el soporte como el ligando se encuentran
disueltos o suspendidos en unos disolventes apropiados.

19. Procedimiento segin la reivindicacién 13, en el que la irradiaciéon con luz visible o ultravioleta se
efectiia con una intensidad de irradiacién superior a 5 lux.

20. Un procedimiento para la generacién de un soporte adecuado para la inmovilizacién de ligandos
por adsorcién fisica y/o atrapamiento covalente, que comprende irradiar con luz visible o ultravioleta, a

un soporte, en estado sélido, que comprende, unido a dicho soporte, al menos, un grupo de la férmula
general (I)

~X,p-CO-CR1=CR2-(CR3=CRA),-Ar (1)

14
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donde
X es el resto de un grupo funcional presente en el soporte;

R1, R2, R3 y R4, independientemente entre si, iguales o diferentes, representan hidrégeno; halégeno;
alquilo de 1 a 10 atomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o mas halégeno, alquilo de 1 a 10
atomos de carbono, arilo de 5 a 12 atomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR, -CONHR,
o -CONRy; cicloalquilo de 3 a 6 4tomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o mas halégeno,
alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR,
-COOR, -CONHR, o -CONRg; o arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o
més halégeno, alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, -CHO, -COOH,
-OR, -COR, -COOR, -CONHR, o -CONRg;

Ar es arilo de 5 a 12 dtomos de carbono opcionalmente sustituido por uno o més halégeno, alquilo
de 1 a 10, 4tomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR,
-CONHR, o -CONRg;

R es hidrégeno, un grupo alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono o un grupo arilo de 5 a 12 atomos de
carbono;

mes061;y
nes06 1.

21. Procedimiento segtn la reivindicacién 20, en el que el soporte generado se hace reaccionar con un
ligando de la férmula general (IT)

L-Y p-CO-CR1=CR2-(CR3=CR4),,-Ar (I1)
donde
L es el resto de un ligando;
Y es el resto de un grupo funcional presente en el ligando;

R1, R2, R3 y R4, independientemente entre si, iguales o diferentes, representan hidrégeno; halégeno;
alquilo de 1 a 10 atomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o mas halégeno, alquilo de 1 a 10
atomos de carbono, arilo de 5 a 12 atomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR, -CONHR,
o -CONRy; cicloalquilo de 3 a 6 4tomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o mas halégeno,
alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR,
-COOR, -CONHR, o -CONRg; o arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o
més halégeno, alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, -CHO, -COOH,
-OR, -COR, -COOR, -CONHR, o -CONRg;

Ar es arilo de 5 a 12 dtomos de carbono opcionalmente sustituido por uno o més halégeno, alquilo
de 1 a 10 atomos de carbono, arilo de 5 a 12 a4tomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR,
-CONHR, o -CONRgy;

R es hidrégeno, un grupo alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono o un grupo arilo de 5 a 12 atomos de
carbono;

pes061;y
nes06 1.
22. Un procedimiento para la generacién de un ligando adecuado para ser inmovilizado sobre un

soporte por adsorcién fisica y/o atrapamiento covalente, que comprende irradiar cor; luz visible o ultra-
violeta a un ligando de férmula general (IT)

L-Y p-CO-CR1=CR2-(CR3=CR4),,-Ar (I1)
donde
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L es el resto de un ligando;
Y es el resto de un grupo funcional presente en el ligando;

R1, R2, R3 y R4, independientemente entre si, iguales o diferentes, representan hidrégeno; halégeno;
alquilo de 1 a 10 atomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o mas halégeno, alquilo de 1 a 10
atomos de carbono, arilo de 5 a 12 atomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR, -CONHR,
o -CONRy; cicloalquilo de 3 a 6 4tomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o mas halégeno,
alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR,
-COOR, -CONHR, o -CONRg; o arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o
més halégeno, alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, -CHO, -COOH,
-OR, -COR, -COOR, -CONHR, o -CONRg;

Ar es arilo de 5 a 12 dtomos de carbono opcionalmente sustituido por uno o més halégeno, alquilo
de 1 a 10 atomos de carbono, arilo de 5 a 12 atomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR,
-CONHR, o -CONRy;

R es hidrégeno, un grupo alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono o un grupo arilo de 5 a 12 atomos de
carbono;

pes061;y
nes06 1.

23. Procedimiento segin la reivindicacién 22, en el que el ligando generado se hace reaccionar con un
soporte que contiene al menos un grupo de férmula general (I)

-X»,-CO-CR1=CR2-(CR3=CRA4),-Ar )
donde
X es el resto de un grupo funcional presente en el soporte;

R1, R2, R3 y R4, independientemente entre si, iguales o diferentes, representan hidrégeno; halégeno;
alquilo de 1 a 10 atomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o mas halégeno, alquilo de 1 a 10
atomos de carbono, arilo de 5 a 12 atomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR, -CONHR,
o0 -CONRy; cicloalquilo de 3 a 6 atomos de carbono, opcionalmente sustituido pcr uno o mas halégeno,
alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR,
-COOR, -CONHR, o -CONRg; o arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, opcionalmente sustituido por uno o
més halégeno, alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, -CHO, -COOH,
-OR, -COR, -COOR, -CONHR, o -CONRg;

Ar es arilo de 5 a 12 dtomos de carbono opcionalmente sustituido por uno o més halégeno, alquilo
de 1 a 10 atomos de carbono, arilo de 5 a 12 4tomos de carbono, -CHO, -COOH, -OR, -COR, -COOR,
-CONHR, o -CONRy;

R es hidrégeno, un grupo alquilo de 1 a 10 4tomos de carbono o un grupo arilo de 5 a 12 atomos de
carbono;

mes061;y

nes0461.
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