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DESCRIPCION

Polimeros fluorescentes de compuestos de la 7-hidroxicumarina, captadores quimicos que los comprenden vy
compuesto fluorescente polimerizable de la 7-hidroxicumarina

Ambito técnico

La invencién concierne a polimeros fluorescentes susceptibles de ser obtenidos mediante la polimerizacion de
compuestos fluorescentes, polimerizables de la 7-hidroxicumarina, y mas particularmente del umbeliferon-4-acetato
de etil-2-metacrilato.

De forma mas precisa, la invencion concierne a polimeros de derivados fluorescentes, particularmente polares e
hidréfobos de la 7-hidroxicumarina que comprenden en la posicion 4 un sustituyente polimerizable que no modifica,
o que no modifica de manera sustancial, las propiedades electronicas y la fotoluminiscencia del ntcleo de cumarina.

La invencidn trata igualmente de un nuevo compuesto fluorescente polimerizable de la 7-hidroxicumarina y de su
preparacion.

La invencion, ademas, trata de capturadores que comprenden estos polimeros fluorescentes como material sensible,
particularmente para la deteccion y/o la cuantificacion de compuestos nitrados u organofosforados, de explosivos y
de compuestos toxicos.

La invencién trata finalmente de la utilizacién de estos polimeros fluorescentes para la realizacién de sondas
fluorescentes, de marcadores bioldgicos y de materiales fluorescentes, fotoluminiscentes y/o radioluminiscentes y/o
catodoluminiscentes.

El ambito técnico de la invencién puede definirse asi, de forma general, como el de los polimeros fluorescentes.
Estado de la técnica anterior

Actualmente estamos asistiendo a una demanda creciente de polimeros fluorescentes en unos sectores muy
diversos. Asi, en el ambito de la seguridad, el marcaje fluorescente presenta un interés para luchar contra la
falsificacion [1]. En el ambito criminalistico, se utilizan en las investigaciones policiales [2]. Los polimeros
fluorescentes también se utilizan en les capturadores quimicos para la deteccién de contaminantes o de compuestos
téxicos en el agua o en el aire [3] [4] [5] v [6].

En el ambito de la obtenciéon de imagenes, particularmente mediante microscopia confocal [7] o microscopia de
fluorescencia, los polimeros fluorescentes pueden encontrar igualmente aplicaciones.

En los ambitos terapéuticos o farmacéuticos, los polimeros fluorescentes pueden ser acoplados a un ligando
bioldgico y utilizados asi en ensayos de deteccion de moléculas diana [8].

En el ambito de las artes gréficas, pueden ser utilizados en pinturas, en tintas de impresion sobre textil o para el
grabado [9].

En la bibliografia se recogen igualmente otras aplicaciones originales de polimeros fluorescentes tales como la
descrita por Uchiyama et al. [10] que han desarrollado unos termémetros moleculares fluorescentes acoplando la
poli(N-isopropilacrilamida), conocida por experimentar una transicion de fase en solucién acuosa hacia los 32 °C,
con un derivado fluorescente de tipo benzofurazano, cuya fluorescencia depende de la polaridad del disolvente.

Si nos interesamos ahora por las cumarinas, la umbeliferona (o 7-hidroxicumarina) presenta una emision de
fluorescencia azul (300, 305 y 325 nm) cuando es excitada por una radiacion situada en el ultravioleta. Un gran
namero de sus derivados tiene una gran importancia en la fisica, la quimica, la biologia y la medicina, y se han
utilizado para diversas aplicaciones [11].

En particular, las propiedades fotoquimicas y fotofisicas en el estado excitado de la 4-metilumbeliferona (4MU) se
conocen desde hace tiempo, y este fluoréforo se ha utilizado como sonda de pH y como colorante laser [12] [13] y
[14].

En el ambito biomédico, la 4MU ha revelado ser igualmente un inhibidor de la sintesis del acido hialurénico [16] [17]
[18], que es uno de los principales componentes de la matriz extracelular que contribuye de forma significativa a la
proliferacién y a la migracion de las células, y que se encuentra asi implicado en la progresién de ciertos tumores
malignos. Una revision reciente de Yu et al. [19] describe ademas el estudio de mas de 150 derivados de tipo
cumarina y su eficacia como agentes anti-VIH. En lo que respecta a la 4-heptadecil-7-hidroxicumarina, lipéfila, se ha
utilizado como sonda para estudiar las propiedades de bicapas fosfolipidicas en la interfase de agua/lipido, o para
medir diferencias de pH en las interfases membranales [20].
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Faciles de acoplar con otras entidades a través de una quimica convencional, las cumarinas son atractivas por sus
propiedades originales, a saber, particularmente la absorcién y la emision de luz modulables y la fotodimerizacion
reversible. La idea de utilizarlas en polimeros, para sintetizar arquitecturas macromoleculares con unas propiedades
especificas, ha aparecido por lo tanto rapidamente [11].

Por ejemplo, las propiedades de fotodimerizacion y de fotoescision de las cumarinas se han explotado para fabricar
polimeros de cristales liquidos y polipéptidos biodegradables. Otras utilizaciones han tenido por objeto la obtencion
de polimeros « electroluminiscentes, o incluso de recoger y transferir la energia solar

Para obtener polimeros fluorescentes existen varios procedimientos. El mas simple consiste en dispersar las
moléculas fluorescentes en una matriz de tipo polimero. Campbell y Barlett [7] han sintetizado asi esferas de
poli(metilmetacrilato) (PMMA) monodispersadas mediante la copolimerizacion de metacrilato de metilo y de acido
metacrilico en presencia de un colorante no polimerizable. Asi se han obtenido coloides de PMMA muy
fluorescentes.

Molecular Probes® [21] comercializa microesferas de poliestireno de diversos tamafios y de colores diferentes
dependiendo de la naturaleza del colorante que esta dispersado en ellas (FluoSpheres®). Estas bolitas
fluorescentes se han utilizado como trazadores de células microinyectables, como marcadores de antigenos, para la
citometria de flujo o incluso para estudiar los fenémenos de fagocitosis o cuantificar el flujo sanguineo en los tejidos.
Aungue estas microesferas presentan un gran brillo y no parecen experimentar un fotoblanqueamiento notable, el
hecho de que el colorante no esté fijado de una forma covalente a la matriz implica una heterofase y un riesgo de
liberacion del colorante en el medio bioldgico. El injerto covalente de un fluoréforo es por lo tanto preferible para
evitar estos inconvenientes.

Otro procedimiento recogido consiste por lo tanto en « post-funcionalizar » cadenas de polimeros no fluorescentes a
partir de sustituyentes que permiten un acoplamiento reactivo con un fluoréforo. Saegusa [22] ha descrito asi la
sintesis de poli-oxazolinas mediante la polimerizaciéon de 2-metil-2-oxazolina con una apertura del ciclo, y después
una funcionalizacién del polimero mediante la hidrélisis de grupo metilo lateral, seguida de un acoplamiento con el
acido 7-cumariloxiacético.

Igualmente, el documento de Rhum y Matthews [23] se refiere a la copolimerizacion de hidroxietiimetacrilato (HEMA)
y de metilmetacrilato (MMA), seguido del acoplamiento del grupo hidroxilo del HEMA con la 4-carboximetil-
umbeliferona, proporcionando asi un indicador de pH no hidrosoluble.

Dicho de otro modo, el documento [23] (US-A-5,019,350) describe polimeros fluorescentes que son utiles como
indicadores para la determinacion de la concentracion de las sustancias disueltas en un medio acuoso.

En particular, este documento describe la sintesis de un polimero fluorescente a partir del acido umbeliferon-4-
acético (CMU) y del polimero poli(HEMA-MMA) en el que el HEMA es el metacrilato de hidroxietilo y el MMA es el
metacrilato de metilo.

De forma similar, el documento de Bouma y Celebuski [24] concierne a derivados de la 7-hidroxicumarina que tienen
unos sustituyentes en la posicion 4.

Estos sustituyentes comprenden grupos funcionales que permiten acoplarlos a moléculas biolégicas, se trata
normalmente de sustituyentes con una terminacion -OH, -SH o -NH.

No obstante, este procedimiento de « post-funcionalizaciéon » sé6lo se aplica a un ndmero restringido de polimeros
que tienen los grupos funcionales adecuados, tales como -COOH, -OH, -SH, -NH; o -NCO, y no permite el control ni
del indice ni de la reparticion del injerto de fluoréforo en el polimero.

Debe destacarse que estos grupos funcionales no son grupos que se puedan calificar de grupos polimerizables.

Los fluoréforos que pueden ser utilizados directamente como mondmero o comonémero presentan la ventaja de
resolver los inconvenientes indicados mas arriba. Pitschke et al. [25] describen la sintesis de un monémero derivado
de la 7-aminocumarina, sustituido en la posicion 3 por un grupo polimerizable estirénico (la formula de mas abajo).
Sin embargo, la sustitucion del nucleo de cumarina en la posicion 3 es conocida por modificar profundamente las
propiedades electrénicas del nacleo de cumarina de original [23].

Rathbone et al. [26] describen por su parte la utilizacion del monémero de 7-hidroxi-4-metilcumarina acrilato (la
férmula 1b de mas abajo) para la sintesis de polimeros fluorescentes de huella molecular. No obstante, el bloqueo
de la funcién fenol en la posicién 7 por parte del grupo acrilato provoca la pérdida de un sitio de interaccién por
puentes de hidrégeno esencial para numerosas aplicaciones, tales como particularmente las mediciones de pH.
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(1a) (1b)
Estructura de los monédmeros fluorescentes descritos por Pitschke et al. (1a) y por Rathbone et al. (1b).

El documento de KREJCOVES J. et al.: « The preparation and characterization of some novel fluorescence labels
derived from 7-substituted 2H-1-Benzopirane-2-Ones", Collection of Czechoslovak Chemical Communications,
Institute of Organic Chemistry & Biochemistry, Prague; CZ, vol. 44, 1 de enero de 1979, paginas 2211-2220, divulga
la preparacion de compuestos fluorescentes derivados de las cumarinas. En particular, el compuesto XVIII de este
documento es un derivado de la 7-OH cumarina.

El documento US-A1-2007/254859 divulga particularmente un derivado de la 7-OH cumarina acoplado con
polietilenglicol (PEG1000).

En resumen, la dispersion del colorante en los polimeros no es satisfactoria, ya que en este caso el colorante no
esta injertado por covalescencia en el polimero, lo que no permite asegurar una durabilidad suficiente e implica un
riesgo de liberacion del colorante.

Por otro lado, el acoplamiento reactivo de un colorante en cadenas de polimeros preformados por un lado no permite
controlar el injerto (indice de reparticion) y por lo tanto las propiedades fisicoquimicas de los materiales, y por otro
lado, restringe a la vez el nUmero de polimeros y el tipo de colorante utilizable con los compuestos que comprenden
funciones reactivas tales como -OH, -NH;, -SH, -NCO, -COOH.

Finalmente, hemos constatado que actualmente se comercializa Unicamente un restringido nimero de fluoréforos
directamente polimerizables, y que los raros derivados de la cumarina modificados quimicamente para que sean
polimerizables ya no presentan las propiedades originales de la cumarina.

Existe, por lo tanto, en lo que respecta a lo anterior, una necesidad de un compuesto fluorescente o fluoréforo
derivado de la cumarina, y particularmente de la 7-hidroxicumarina, que sea directamente polimerizable, es decir,
provisto de un sustituyente polimerizable, pero en el que las propiedades electrénicas y la fotoluminiscencia del
ndcleo de cumarina no estan, o no estan sustancialmente, afectadas por este sustituyente polimerizable.

En otros términos, existe una necesidad de un compuesto fluorescente polimerizable derivado de la cumarina como
fluor6foro de base en el que las propiedades originales, particularmente las propiedades electronicas y de
fotoluminiscencia de este fluoréforo de base, estén integramente, 0 al menos en su mayor parte, conservadas.

En particular, seria interesante poder disponer de un compuesto mondémero polimerizable derivado de la 7-
hidroxicumarina en el que todas las propiedades de la 7-hidroxicumarina estuvieran conservadas y en el que la
funcién fenol en la posicion 7 del ciclo de cumarina, del que se conoce la importancia en numerosas aplicaciones,
permaneciera intacta.

Ademas, existe una necesidad de dicho compuesto fluorescente polimerizable que pueda ser facilmente
polimerizado, particularmente mediante los procedimientos de polimerizacion radicalaria controlada o no, y que por
lo tanto pueda unirse de una forma covalente a cadenas de homopolimeros y/o de copolimeros, por ejemplo,
vinilicos, acrilicos o estirénicos.

El objetivo de la invencion es proporcionar un compuesto polimerizable, también denominado mondémero
polimerizable, que responde, entre otras, a las necesidades enumeradas mas arriba.

El objetivo de la invencion es incluso proporcionar un compuesto polimerizable que no presenta los inconvenientes,
los defectos, las limitaciones y los inconvenientes de los compuestos polimerizables mencionados mas arriba y que
resuelve los problemas de estos compuestos.

Exposicion de la invencion

Este objetivo e incluso otros se consiguen segun la invenciéon mediante un compuesto fluorescente polimerizable, la
7-hidroxicumarina, que es el umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato.

El compuesto segun la invencion no ha sido descrito en la técnica anterior.
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El compuesto segln la invencion puede definirse como un derivado fluorescente polimerizable, polar, de la 7-
hidroxicumarina que comprende en la posicidn 4 un sustituyente polimerizable que no modifica, o que no modifica de
forma sustancial, las propiedades electronicas y la fotoluminiscencia del nicleo de cumarina de base.

El compuesto segun la invenciéon puede considerarse en particular como un derivado de la 4-metilumbeliferona,
denominada también 7-hidroxi-4-metilcumarina.

El compuesto segun la invencién no presenta los inconvenientes de los fluoréforos a base de cumarina conocidos,
descritos mas arriba, y aporta una solucién a los problemas presentados por estos fluor6foros a base de cumarina
conocidos.

Asi, en el compuesto segln la invencion, por un lado, se conservan las propiedades electronicas y de
fotoluminiscencia del fluoréforo de origen, a saber, la 7-hidroxicumarina, gracias a la funcionalizacién del nucleo de
cumarina especificamente en la posicién 4, y por otro lado se preserva la accesibilidad de la funcion fenol de origen
en la posicién 7.

Es extremadamente importante que esta funcién sea conservada en el compuesto monémero segun la invencion, ya
que es esencial para las mediciones de pH o para generar interacciones por puentes de hidrégeno con otros
sustratos 0 moléculas para aplicaciones en el ambito de la deteccién, por ejemplo.

En conclusién, segin la invencién, proporcionamos por primera vez compuestos de cumarina modificados
guimicamente para que sean directa y facilmente polimerizables y que, de forma sorprendente, todavia presentan
todas las propiedades ventajosas de la cumarina de base, tal como la 7-hidroxicumarina.

La invencién concierne, ademas, a un procedimiento de preparacién del umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato,
en el que se hace reaccionar el acido umbeliferon-4-acético con un compuesto, que es el metacrilato de 2-
hidroxietilo, que comprende por un lado una funcioén hidroxi susceptible de reaccionar con el grupo acido carboxilico
del acido umbeliferon-4-acético, y por otro lado un grupo quimico polimerizable R que es un grupo metacrilato, por
medio de lo cual se produce un acoplamiento del grupo acido carboxilico del acido umbeliferon-4-acético con dicha
funcién hidroxi para formar el umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato.

La invencion concierne igualmente a un polimero fluorescente susceptible de ser obtenido mediante la
polimerizacién de un compuesto mondémero fluorescente polimerizable de la 7-hidroxicumarina que responde a la
siguiente formula (I):

HY o Q

0

en la que G es un sustituyente que comprende un grupo quimico polimerizable R; y eventualmente al menos otro
monémero polimerizable (1V).

Por grupo quimico polimerizable en el sentido de la invencién, se entiende cualquier grupo susceptible de
experimentar una reaccién de polimerizacion.

El grupo quimico polimerizable R se elige entre los grupos vinilicos, estirénicos, diénicos, acrilicos y metacrilicos.
Entre los compuestos de formula (1), el umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato es un compuesto nuevo.

Los compuestos de férmula () pueden definirse como derivados fluorescentes polimerizables, polares, de la 7-
hidroxicumarina que comprenden en la posicion 4 un sustituyente polimerizable que no modifica, 0 que no modifica
de forma sustancial, las propiedades electrénicas y la fotoluminiscencia del nicleo de cumarina de base.

Los compuestos de férmula () pueden considerarse en particular como derivados de la 4-metilumbeliferona,
denominada también 7-hidroxi-4-metilcumarina.

En los compuestos de formula (1) por un lado se conservan las propiedades electrénicas y de fotoluminiscencia del
fluor6foro de origen, a saber, la 7-hidroxicumarina, gracias a la funcionalizacién del nacleo de cumarina
especificamente en la posicion 4, y por otro lado se preserva la accesibilidad de la funcién fenol de origen en la
posicion 7.
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Es extremadamente importante que esta funcion sea conservada en el compuesto monémero de férmula (1), ya que
es esencial para las mediciones de pH o para generar interacciones por puentes de hidrégeno con otros sustratos o
moléculas para aplicaciones en el ambito de la deteccién, por ejemplo.

En conclusion, los compuestos de férmula (I) son compuestos de cumarina modificados quimicamente para que
sean directa y facilmente polimerizables y que, de forma sorprendente, todavia presentan todas las propiedades
ventajosas de la cumarina de base, tal como la 7-hidroxicumarina.

Los compuestos de formula (1) pueden prepararse mediante un procedimiento en el que se hace reaccionar un
compuesto de formula (I1):

HO o e
{1I)

en la que H es un sustituyente que comprende una funcién reactiva A, con un compuesto (lll) que comprende por un
lado, una funcidn reactiva B susceptible de reaccionar con la funcién reactiva A, y por otro lado, un grupo quimico
polimerizable R, por medio de lo cual se produce un acoplamiento de la funcién reactiva A con la funcion reactiva B
para formar el sustituyente G que comprende el grupo quimico polimerizable R.

Este procedimiento puede definirse como un procedimiento de sintesis de un mondmero polimerizable fluorescente
perteneciente a la familia de las cumarinas.

De forma mas exacta, este procedimiento consiste en acoplar una cumarina (ll), cuyo sustituyente del nucleo
aromatico en la posicién 4 comprende una funcién reactiva A, con un compuesto, que también se puede denominar
monomero polimerizable, que por su parte comprende una funcion reactiva B susceptible de reaccionar con la
funcién reactiva A.

El acoplamiento de los dos compuestos, las entidades (1) y (lll) por la intermediacion de dos funciones compatibles
Ay B se realiza sin que las propiedades de la cumarina de origen, particularmente las propiedades de emision de la
cumarina de origen, se vean afectadas, y dejando intacto el grupo polimerizable R.

Ademas, en este procedimiento, la importante funcién -OH en la posicion 7 del ndcleo de cumarina no se ve
afectada por el acoplamiento, mientras que la cumarina esta provista en la posicion 4 (alejada de la posicion 7) de
un grupo polimerizable R que no afecta a las propiedades fundamentales del nicleo de cumarina y que permite la
polimerizacion de compuesto fluorescente de una manera facil.

Ventajosamente, la funcién reactiva A y la funcién reactiva B pueden elegirse entre los grupos amino, hidrazina,
hidrazona, azida, isocianato, isotiocianato, alcoxiamina, aldehido, epoxi, nitrilo, maleimida, halégeno, hidroxi, tiol,
anhidrido, &cido carboxilico, cloruro de &cido, tal como cloruro de acilo.

Bien entendido, A y B se eligen generalmente de forma que sean compatibles, es decir, de forma que puedan
reaccionar entre si para formar un enlace covalente.

La funcion reactiva A puede estar unida directamente al nicleo de cumarina, o bien puede estar unida al nicleo de
cumarina por un brazo separador tal como un grupo alquileno, preferiblemente un grupo alquileno de entre 1 y 10
atomos de carbono, mas preferiblemente de entre 1 y 4 atomos de carbono, que puede estar eventualmente
interrumpido por uno o varios grupo(s) elegido(s) entre -O-; -CO-; -S-; y -N-.

El conjunto de la funcion reactiva A y del brazo separador forman entonces el sustituyente H del compuesto (ll).

El grupo quimico polimerizable R puede elegirse entre los grupos vinilicos, estirénicos, diénicos, acrilicos y
metacrilicos.

Ventajosamente, el compuesto (Ill) puede elegirse entre alquilacrilatos, alquilmetacrilatos, alquillacrilamidas,
alquilmetacrilamidas, ésteres vinilicos, estireno y dienos, que comprenden una funcién reactiva B.

En particular, la una entre la funcién reactiva A y la funcion reactiva B puede ser un grupo acido carboxilico, y la otra
entre la funcién reactiva A y la funcién reactiva B puede ser una funcion hidroxi, y el acoplamiento de la funcién
reactiva A con la funcion reactiva B puede producirse entonces segin una reaccion de esterificacion.

Ventajosamente, el compuesto (II) puede ser el acido umbeliferon-4-acético, y el compuesto (Ill) puede ser un
compuesto con una funcién reactiva B, que es una funcién hidroxi tal como metacrilato de 2-hidroxietilo, y asi se
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prepara el nuevo compuesto umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato.

El polimero fluorescente segun la invencién comprende por lo tanto motivos repetitivos procedentes del compuesto
monomero fluorescente de férmula (1) y eventualmente motivos repetitivos procedentes de al menos otro monémero
polimerizable (1V).

Al igual que en el compuesto de formula (I), las propiedades de la cumarina de origen, particularmente las
propiedades de emision de la cumarina de origen, no se ven afectadas y estan integramente conservadas en el
polimero segun la invencion.

Ademas, en el polimero segun la invencion, la importante funcion -OH en la posicién 7 del nacleo de cumarina no se
ve afectada por la polimerizacién y permanece libre, disponible.

El polimero segin la invencién se beneficia por lo tanto de todas las propiedades ventajosas del monémero de
férmula (1) del que procede.

El polimero segun la invencién puede ser un homopolimero susceptible de ser obtenido mediante la polimerizacion
de un compuesto mondémero fluorescente de formula (1).

Dicho homopolimero no ha sido descrito o sugerido jamas en la técnica anterior.

Preferentemente, este homopolimero es susceptible de ser obtenido mediante la polimerizacion del umbeliferon-4-
acetato de etil-2-metacrilato.

O bien, el polimero segun la invencién puede ser un copolimero estadistico, alterno o secuencial (en bloque)
susceptible de ser obtenido mediante la polimerizacién de al menos un compuesto monémero fluorescente de
férmula (1) y de al menos otro mondmero copolimerizable.

Ventajosamente, este otro monémero copolimerizable se elige entre monémeros acrilicos, monémeros estirénicos y
mondmeros vinilicos.

Los copolimeros preferidos son el copolimero, preferiblemente estadistico, susceptible de ser obtenido mediante la
copolimerizacion del umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato, el metacrilato de 2-hidroxietilo y el divinilbenceno, y
el copolimero, preferiblemente estadistico, susceptible de ser obtenido mediante la copolimerizacién del umbeliferon-
4-acetato de etil-2-metacrilato, la 4-vinilpiridina y el divinilbenceno.

El polimero segun la invencién puede presentarse ventajosamente en forma de esferas, particularmente de
microesferas con un diametro de entre 0,1 y 500 ym, preferiblemente de entre 0,1 y 200 ym.

El polimero segun la invencién puede presentarse en forma de una pelicula fina depositada sobre al menos una
superficie de un sustrato, o de una pelicula gruesa.

La invencion trata, ademas, de un captador que comprende el polimero segun la invencién como material sensible.

La utilizacion de los polimeros segln la invencion en dichos capturadores no ha sido descrita o sugerida jamas en la
técnica anterior.

Ventajosamente, este captador es un captador Optico cuyo funcionamiento se basa en la cuantificacion de las
variaciones en la intensidad de la fluorescencia emitida por el polimero.

La invencion concierne ademas a la utilizacion de los capturadores tales como los definidos méas arriba para la
deteccién y/o la cuantificacion de uno o varios compuestos o moléculas, diana.

Preferentemente, este(os) compuesto(s) esta(n) en fase de vapor, en forma gaseosa.

Estos compuestos que se van a detectar y/o a cuantificar pueden elegirse particularmente entre los compuestos
nitrados y los compuestos organofosforados.

Los compuestos nitrados pueden elegirse entre compuestos nitroaromaticos, nitraminas, nitrosaminas y ésteres
nitricos.

De forma preferida, el polimero fluorescente segun la invencién, y por lo tanto, el captador que comprende este
polimero, pueden utilizarse para la deteccion y/o la cuantificacién de explosivos o de compuestos, particularmente
de gas, téxicos, en particular neurotdxicos.
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La invencién concierne finalmente a la utilizaciéon de los polimeros segun la invencién para la realizacion de sondas
fluorescentes, para la realizacion de marcadores biolégicos, para la realizacion de materiales fluorescentes,
fotoluminiscentes y/o radioluminiscentes y/o catodoluminiscentes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién surgiran mejor tras la lectura de la descripcién que sigue,
proporcionada a titulo ilustrativo y no limitante, y que se hace con referencia a los dibujos adjuntos, en los cuales:

Breve descripcién de los dibujos

- Lafigura 1 es un grafica que muestra los espectros de emision de soluciones de 4MU (curva A) y de U4AEMA
(curva B) a 0,01 g en etanol puro, de una solucién de 4MU a 0,01 g/l en etanol puro con la adiciéon de 2 ppm de
PMP (curva C) y de una solucion de U4AEMA a 0,01 g/l en etanol puro con la adicién de 2 ppm de PMP (curva
D), para una longitud de onda de excitacién Ax de 370 nm. Los espectros de la 4MU y del U4AEMA han sido
normalizados a la misma intensidad.

En ordenadas se indica la intensidad de la fluorescencia (en u.a.) y en abscisas se indica la longitud de onda (en
nm).

- La figura 2 es una vista en perspectiva de una cubeta de cuarzo para la cuantificacion de la fluorescencia
aumentada para una cuantificacion en una atmoésfera estatica a una presion de vapor saturante de
nitrobenceno.

- Lafigura 3 es una gréafica que proporciona la variacion en la intensidad de la fluorescencia de depdsitos de un
copolimero fluorescente a base de umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato, de 4-vinilpiridina y de
divinilbenceno, en presencia de vapores estaticos de nitrobenceno (curva A), de etanol (curva B), de tolueno
(curva C), de acetona (curvas D1y D2) y de Metil-Etil-Cetona (MEK) (curva E) (longitud de onda de excitacion A«
= 320 nm, longitud de onda de emisiéon Ay = 390 nm, hendidura = 0,1 nm, frecuencia = 10 s'l).

En ordenadas se indica la variacién en la intensidad de la fluorescencia (en % del valor en t = 0) y en abscisas se
indica el tiempo (en minutos).

Exposicion detallada de los modos de realizacion par  ticulares

Los compuestos o0 monomeros fluorescentes, polimerizables, de la 7-hidroxicumarina que pueden ser utilizados para
la preparacion de los polimeros segun la invencion, responden a la siguiente formula (1):

G

s

HG ] Q

)

en la que G es un sustituyente que comprende un grupo quimico polimerizable R.
R es generalmente un grupo que comprende un doble enlace carbono - carbono insaturado etilénicamente.

Otros grupos quimicos polimerizables son los grupos que permiten reacciones de condensacion, o los grupos que
permiten reacciones de acoplamiento organometalico u oxidante.

Entre los grupos R que comprenden un doble enlace carbono - carbono insaturado etilénicamente, se pueden citar
los grupos vinilicos, estirénicos, diénicos, acrilicos y metacrilicos.

El grupo R puede estar unido directamente al nicleo de cumarina en la posicion 4 de éste, o bien puede estar unido
al nicleo de cumarina por la intermediacion de un grupo de enlace tal como un grupo alquileno, que comprende
generalmente entre 1y 10 C, preferiblemente entre 1 y 4 C, que puede estar eventualmente interrumpido por uno o
varios grupos elegidos entre -O-; -CO-; -S-; y -N-.

Entre estos compuestos fluorescentes, algunos son nuevos, de los cuales en particular el umbeliferon-4-acetato de
etil-2-metacrilato.

La invencion concierne por lo tanto también al umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato como compuesto nuevo.

El procedimiento de preparacion de los compuestos de férmula (1) consiste en acoplar segun el esquema 1 una 7-
hidroxicumarina cuyo sustituyente de nucleo aromatico en la posiciéon 4 comprende una funcion reactiva A, con un
mondémero polimerizable que comprende un grupo polimerizable R y una funcién reactiva B, susceptible de
reaccionar con la funcion reactiva A.
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El acoplamiento de estas dos entidades, a saber, por un lado, la 7-hidroxicumarina y por otro lado el monémero
polimerizable, no afecta a las propiedades de emision de la 7-hidroxicumarina de partida.

K
I
2 |
£ [
S =
+ B LR
OH (8] 8] OH O 0

Esquema 1: principio de sintesis de los derivados de la cumarina polimerizables de férmula (1).

La funcién reactiva A y la funcion reactiva B pueden elegirse entre los grupos amino, hidrazina, hidrazona, azida,
isocianato, isotiocianato, alcoxiamia, aldehido, epoxi, nitrilo, maleimida, halégeno, hidroxi, tiol, anhidrido, acido
carboxilico, cloruro de acido, tal como cloruro de acilo.

En el esquema 2, R representa cualquier tipo de grupo quimico polimerizable, tal como el definido mas arriba.

Cualquier monémero que comprenda al menos una funcién reactiva B capaz de reaccionar con la funcion reactiva A
y un grupo polimerizable R distinto a dicha funcién reactiva B puede ser conveniente para llevar a cabo la sintesis de
un compuesto polimerizable de férmula () mediante el procedimiento expuesto mas arriba.

En este monémero polimerizable, la funcién reactiva B y el grupo polimerizable R pueden estar unidos directamente,
pero generalmente estan separados por un grupo de unién tal como grupo alquileno, que comprende generalmente
entre 1y 10 C, preferiblemente entre 1 y 4 C, que puede estar eventualmente interrumpido por uno o varios grupos
elegidos entre -O-; -CO; -S-; y -N-.

Un monoémero particularmente adaptado, cuya estructura se representa a continuacién (férmula (2), es el metacrilato
de 2-hidroxietilo, que posee como funcién reactiva B, una funcién alcohol reactiva, y como grupo polimerizable R, un
grupo metacrilo, estando R y B unidos por una cadena -(CO)-O-(CHz).-OH.

>_<0
0_\—0H (2)

Otros ejemplos no limitantes de mondémeros apropiados para la sintesis del compuesto mondmero fluorescente
polimerizable de férmula (I) son los derivados funcionales de mondmeros tales como alquilacrilatos,
alquilmetacrilatos, alquilacrilamidas, alquilmetacrilamidas, ésteres vinilicos, estirenos y dienos. Por derivados
funcionales, se entiende que estos compuestos, ademas de un grupo polimerizable tal como un grupo metacrilo,
acrilo, vinilo, comprenden una funcién reactiva B tal como la definida mas arriba.

El experto en la materia sabra elegir entre las funciones A y las funciones B aquellas que puedan proporcionar las
reacciones de acoplamiento adecuadas, y sabra determinar facilmente las condiciones de estas reacciones,
particularmente con el fin de que el grupo hidroxi de la posicion 7 no se vea afectado.

En particular, la reaccién de acoplamiento entre la funcién reactiva A y la funcion reactiva B puede ser una reaccion
de esterificacion entre un alcohol y un acido carboxilico, pudiendo ser el acido carboxilico indistintamente la funcién
reactiva A o la funcion reactiva B.

Segun un modo de realizacion preferido de la invencion, se podra partir por lo tanto del acido umbeliferon-4-acético,
gue es un derivado de la 7-hidroxicumarina sustituida en la posicién 4 por un grupo acido acético y que responde a
la siguiente férmula (3):

O
OH

HO 070
{3)



5

10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2661 963 T3

La preparacion del derivado de la 7-hidroxicumarina, fluorescente sustituido en la posicién 4 por un grupo
polimerizable se lleva a cabo segln el esquema de sintesis 2.

a o}

o OreenD  Foria

e + HO—_R N

HO [ \—@N THF HO o "0

Esquema 2: sintesis de un monémero fluorescente derivado de la 7-hidroxicumarina (R: el grupo porta una funcién
polimerizable).

El acoplamiento se realiza segun una reaccion de esterificacion entre el compuesto representado en la figura 4 y un
alcohol portador de un grupo polimerizable R en presencia de diciclohexilcarbodiimida y de una base nitrogenada tal
como la etil piridina en un disolvente tal como THF.

Asi se obtiene un mondémero fluorescente polimerizable, derivado de la 7-hidroxicumarina, que porta una funcion
polimerizable R que comprende, por ejemplo, un doble enlace carbono-carbono insaturado etilénicamente.

Un compuesto monémero fluorescente polimerizable preferido, nuevo segin la invencion, cuya sintesis se puede
llevar a cabo mediante el procedimiento descrito mas arriba, es el umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato de
formula (4).
@]
O/\/OZO
S
HO 0" o
(4)

Este compuesto puede ser preparado mediante una reaccion de esterificacion del compuesto de férmula (3) con el
metacrilato de 2-hidroxietilo representado por la formula (2).

Segun la invencién, los polimeros, los homopolimeros y los copolimeros pueden ser preparados mediante la
polimerizacién de los monémeros fluorescentes polimerizables de formula (I) descritos mas arriba y cuya sintesis se
ha descrito igualmente mas arriba.

El polimero segun la invencion puede ser un homopolimero, es decir, que se prepara a partir de un inico compuesto
monomero de férmula (I). En otros términos, esta constituido por un Unico motivo repetitivo procedente de un
compuesto, el monémero de férmula (1).

Dicho homopolimero puede ser preparado mediante cualquier procedimiento de polimerizacion conocido. Sin
embargo, preferiblemente, este homopolimero se prepara mediante un procedimiento de polimerizacion radicalaria,
controlada o no.

Un homopolimero segin la invencidn tiene generalmente un grado de polimerizacién n de entre 1 y 10000,
preferiblemente de entre 5y 100.

En particular, la invencién concierne a los homopolimeros susceptibles de ser preparados mediante la polimerizacion
del compuesto de férmula (6), el umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato.

Estos homopolimeros estan representados por la formula (5):

Fmrry
: S
='|
. (3)

en la que n es un numero entero entre 1 y 10000, preferiblemente entre 5y 100.
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Se ha puesto en evidencia que el homopolimero de la férmula (5), preparado a partir del umbeliferon-4-acetato de
etil-2-metacrilato, presenta de forma inesperada unas propiedades singulares.

En efecto, se ha constatado que el homopolimero correspondiente a un grado de polimerizacion de n O 120,
presenta una transicion en la temperatura de tipo LCST (« Lower Critical Solution Temperature » en inglés) cuando
es solubilizado en tetrahidrofurano (THF).

Asi, a la temperatura ambiente, la solucién del polimero en el THF es monofasica. Cuando la solucién se calienta, se
observa una separacion de fases y una mezcla bifasica. El fendmeno es perfectamente reversible y se recupera una
solucion limpida si se deja que la muestra vuelva a la temperatura ambiente.

El grupo lateral de cumarinilo puede formar en efecto un enlace de H «intramotivo» (Férmula 6) 0 «

intermotivo/intercadena » (Férmula 7) que puede justificar la existencia de esta transicion. Esta propiedad original
podria asi ser explotada para la fabricacion de termémetros fluorescentes, por ejemplo.

Q
S oy
o

9]
o]
o~
° o
H-o 0
(6)
-
\HO S H O/
|
|
o]
T (7)

Por consiguiente, otra innovacion interesante relacionada con la sintesis de este tipo de mondémero fluorescente es
la posibilidad de formar un enlace de hidrégeno intramolecular, que le confiere unas propiedades singulares a los
polimeros que se obtienen.

En una variante, el polimero segln la invenciéon puede ser un copolimero, es decir, que se prepara entonces
mediante la polimerizacion de varios monémeros segun la invencién que responden todos a la formula (l), o
mediante la polimerizacién de uno o varios monémeros de férmula (I) segun la invencién y de uno o varios de otros
monomeros polimerizables.

Este o estos otro(s) mondmero(s) copolimerizable(s) puede(n) elegirse entre monémeros (met)acrilicos, mondémeros
estirénicos y mondémeros vinilicos.

Algunos ejemplos de estos otros mondémeros copolimerizables son acrilato de metilo, metacrilato de metilo,
cianoetilacrilato, metacrilato de 2-hidroxietilo, divinilbenceno, 4-vinilpiridina.

Los copolimeros fluorescentes segin la invencion pueden ser copolimeros estadisticos, alternos o secuenciales (en
bloque) segun las proporciones de reactividad de los comonémeros.

Los copolimeros preferidos son los copolimeros susceptibles de ser obtenidos mediante la copolimerizacion del
umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato, del metacrilato de 2-hidroxietilo y del divinilbenceno y los copolimeros
susceptibles de ser obtenidos mediante la copolimerizacién del umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato, de la 4-
vinilpiridina y del divinilbenceno.
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En los copolimeros segun la invencion preparados a partir de un mondémero fluorescente de formula (1) segun la
invencion y de un otro monémero polimerizable, el grado de polimerizacién n del monémero fluorescente de formula
(I) segun la invenciéon es generalmente de entre 1 y 10000, preferiblemente de entre 5 y 100, y el grado de
polimerizacién n’ del otro monémero es generalmente de entre 1 y 10000, preferiblemente de entre 5 y100.

La férmula (8) representa como ejemplo un copolimero fluorescente procedente de la copolimerizacion de un
mondémero fluorescente polimerizable de férmula (I) segun la invencién, a saber, el umbeliferon-4-acetato de etil-2-

metacrilato y de otro monémero polimerizable P.
j?g
cH
(8

;H;HVO/\/
El copolimero representado en esta formula (8) en la que n y n’ son tal como los definidos mas arriba, puede ser

también un copolimero estadistico, tal como un copolimero alterno, un copolimero secuencial.

)

Ademas, los copolimeros segun la invencion pueden ser hidrosolubles o solubles en disolventes organicos, mientras
que los homopolimeros generalmente son Gnicamente organosolubles. Esta solubilidad de los polimeros segun la
invencion ha demostrado ser particularmente interesante para la preparacion de peliculas finas a partir de estos
polimeros.

Su solubilidad, particularmente en agua, puede ser facilmente controlada por el experto en la materia ajustando la
naturaleza y la proporcién de cada uno de los comonomeros. Asi, si se desea que el copolimero sea soluble en
agua, el otro mondémero polimerizable se elegira entre los mondmeros hidréfilos conocidos por el experto en la
materia en una proporcion tal que se obtenga la solubilidad buscada.

Los copolimeros segun la invencion pueden ser preparados mediante cualquier procedimiento de polimerizacion
conocido. Sin embargo, preferiblemente estos copolimeros se preparan mediante un procedimiento de
polimerizacién radicalaria, controlada o no. Como se ha precisado mas arriba, segin la proporcién de reactividad de
los comondmeros, los copolimeros obtenidos podran ser estadisticos, alternos o en bloque, y la solubilidad de los
polimeros podra ser controlada por el experto en la materia eligiendo de forma adecuada la naturaleza y la
proporcion de cada uno de los comonémeros.

El polimero segun la invencion puede presentarse en cualquier forma.

El polimero segun la invencién puede presentarse ventajosamente en forma de esferas, particularmente de
microesferas con un diametro de entre 0,1 y 500 ym, preferiblemente de entre 0,1 y 200 ym.

Los polimeros segun la invencién pueden presentarse en forma de un monolito, por ejemplo, de un cilindro que
presenta preferiblemente una cierta porosidad, de forma que sea accesible la totalidad del polimero a los
compuestos que se van a detectar o a cuantificar.

Los polimeros segun la invencién también pueden presentarse en forma de peliculas.

Estas peliculas pueden ser peliculas finas, generalmente depositadas sobre al menos una superficie de un sustrato.
En el caso de un sustrato plano, esta pelicula fina puede recubrir una o ambas caras del sustrato.

Cuando el polimero segun la invencion se presenta en forma de una pelicula fina, ésta tiene generalmente un
espesor de entre 10 Angstroms y 100 micrémetros.

Dicha pelicula puede ser preparada mediante cualquier procedimiento conocido por el experto en la materia para la
preparacion de una pelicula fina sobre la superficie de un sustrato, por ejemplo:

- mediante una pulverizacion, un recubrimiento centrifugo (« spin coating ») o una deposicion por goteo (« drop
coating »);

- mediante un recubrimiento por inmersion (« dip-coating »);

- mediante la técnica de Langmuir-Blodgett;

- mediante un depésito electroquimico;

- mediante una polimerizacion in situ, es decir, directamente sobre la superficie del sustrato.

12
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Los polimeros segun la invencion presentan generalmente una solubilidad en disolventes organicos tales como
acetona, cloroformo, THF, DMF, DMSO, NMP, que los hace particularmente aptos para ser utilizados en los
procedimientos de preparacion de capas finas en solucion.

El polimero segun la invenciéon también puede presentarse en forma de una pelicula gruesa, generalmente
autosoportada.

Dicha pelicula gruesa tiene generalmente un espesor de desde 100 ym hasta uno o varios mm (por ejemplo, 2, 3, 4,
5 mm) y puede ser preparada mediante pulverizacion, polimerizacion in situ, dispersion manual (« hand coating »),
prensado en caliente, extrusion.

La invencion trata, ademas, de capturadores que comprenden dicho polimero en cualquier forma que sea como
material sensible.

Estos capturadores que comprenden, por ejemplo, el polimero en forma de una capa fina o bien de microesferas,
pueden ser particularmente capturadores épticos cuyo funcionamiento se basa en la medicién de variaciones en la
intensidad de la fluorescencia emitida por el polimero.

El principio de funcionamiento de los capturadores Opticos a base de fluorescencia ha sido descrito particularmente
por B. Valeur en Molecular Fluorescence: Principles and Applications, 2002, Ed. WILEY VCH, New York.
Generalmente, estos capturadores comprenden un sustrato de vidrio de calidad 6ptica en el que una de las caras
esta recubierta por una pelicula fina del material sensible. La intensidad de la fluorescencia emitida por el material
sensible puede ser medida en el conjunto del espectro de emision de este material. Sin embargo, es preferible
realizar las mediciones de la intensidad de la fluorescencia a la longitud de onda de emision que proporciona los
valores de intensidad maximos para la longitud de onda de excitacién que da lugar a la mejor proporcion de
sefial/ruido para la adquisicion de las intensidades de fluorescencia.

Se revelan capturadores que comprenden un polimero tal como el definido previamente, como material sensible, que
presentan numerosas ventajas, particularmente:

* una aptitud para detectar especificamente los compuestos nitrados, y en particular los compuestos
nitroaromaticos, asi como los compuestos organofosforados, con una gran sensibilidad, ya que son capaces de
detectar la presencia a unas concentraciones inferiores a ppm (partes por millén) e incluso de décimas de ppm,
el doble de la especificidad con respecto a estos compuestos,

* una rapidez de respuesta y una reproductibilidad de esta respuesta,

* una estabilidad del comportamiento con el tiempo y, por lo tanto, una vida Util muy satisfactoria,

* una aptitud para funcionar de forma continua,

* un coste de fabricacién compatible con una produccién de capturadores en serie, siendo necesaria una muy
baja cantidad de polimero (es decir, en la practica algunos mg) para la fabricacién de un capturador, y

* |a posibilidad de ser miniaturizados, y por lo tanto, de ser facilmente transportables y manipulables en cualquier
tipo de sitio.

Estos capturadores pueden ser utilizados particularmente para la deteccién y/o la cuantificacién de uno o de varios
compuestos o0 moléculas, diana.

Estos compuestos diana pueden presentarse en forma solida, liquida o gaseosa (vapor), pero preferiblemente estos
compuestos estan en fase de vapor, en forma gaseosa.

En otros términos, en el ambito de la deteccion quimica, los polimeros fluorescentes segun la invencion se han
revelado capaces de sefalar la presencia de moléculas diana en fase de vapor. La deteccion se basa en la medicion
de las variaciones en la fluorescencia del polimero, por ejemplo, en forma de una pelicula, cuando es expuesto a los
vapores de la molécula diana.

La calidad, definida por la sensibilidad, la selectividad y la reversibilidad de la deteccion, estd en gran parte
condicionada por las propiedades de la capa sensible, y se ha demostrado que los polimeros fluorescentes segun la
invencion poseen unas propiedades de fotoluminiscencia particularmente interesantes para este tipo de aplicaciones
con objeto de la deteccidn y/o de la cuantificacion de compuestos.

Los compuestos que se van a detectar y/o a cuantificar pueden elegirse particularmente entre compuestos nitrados y
compuestos organofosforados.

Los compuestos nitrados pueden elegirse entre compuestos nitroaromaticos, nitraminas, nitrosaminas y ésteres
nitricos.

Como ejemplos de compuestos nitroaromaticos, se pueden mencionar nitrobenceno, dinitrobenceno, trinitrobenceno,
nitrotolueno, dinitrotolueno, trinitrotolueno, dinitrofluorobenceno, dinitrotrifluorometoxibenceno, aminodinitrotolueno,
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dinitrotrifluorometilbenceno, clorodinitrotrifluorometilbenceno, hexanitroestilbeno o incluso trinitrofenol (o0 acido
picrico).

Como ejemplos de nitraminas, se pueden mencionar ciclotetrametilentetranitramina (u octogeno),
ciclotrimetilentrinitramina (u hexogeno) y trinitrofenilmetilnitramina (o tetrilo), mientras que las nitrosaminas son, por
ejemplo, la nitrosodimetilamina.

Como ejemplo de ésteres nitricos, se pueden mencionar pentrita, dinitrato de etilenglicol, dinitrato de dietilenglicol,
nitroglicerina o nitroguanidina.

Como ejemplos de compuestos organofosforados, se pueden mencionar el Sarin, el VX, el Tabun, el Soman, el
Ciclosarin, el diisopropil fluoro fosfonato (DFP), la Amiton o VG, el Paration, el Dimetoxi metilfosfonato (DMMP).

De forma preferida, el polimero fluorescente segun la invencion, y por lo tanto el captador que comprende este
polimero, pueden ser utilizados para la deteccion y/o la cuantificacion de explosivos o de compuestos,
particularmente de gas, de tdxicos, en particular neurotoxicos, estando comprendidos los pesticidas
organofosforados.

Como ejemplo, una pelicula de polimero obtenida mediante la copolimerizacion del mondmero fluorescente de
umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato, de 2-hidroxietiimetacrilato y de divinilbenceno (véase el ejemplo 5),
presenta de forma inesperada un aumento en su intensidad de fluorescencia a 390 nm en presencia de vapores de
dietilclorofosfato (Férmula 9), un semejante de los gases neurotdxicos organofosforados. Por otro lado, una pelicula
de un polimero obtenido mediante la copolimerizacién del monémero fluorescente de umbelliferon-4-acetato de etil-
2-metacrilato, de 4-vinilpiridina y de divinilbenceno, ha presentado una atenuacién de la fluorescencia a 390 nm en
presencia de vapores de nitrobenceno (Férmula 10), un semejante de los explosivos nitroaromaticos (véase el
ejemplo 5).

Asi, los polimeros fluorescentes de esta invencion presentan unas propiedades de emision de fluorescencia
explotables para la deteccién quimica.

O
1]
o~ R-OCHCH; QNoz
OCH,CHs
(9) (10)

Ademas de su utilizacion como material sensible en capturadores, los polimeros segun la invenciéon pueden ser
utilizados para la realizacion de sondas fluorescentes, para la realizacion de marcadores biolégicos, para la
realizacién de materiales fluorescentes, fotoluminiscentes y/o radioluminiscentes y/o catodoluminiscentes. Dichos
materiales encuentran aplicacion particularmente en la realizacién de dispositivos de obtencion de imagenes y de
laseres orgéanicos totalmente sélidos.

Asi, en un dispositivo de obtencion de imagenes, el polimero fluorescente depositado sobre un sustrato capta
fotones, electrones, radiaciones... que lo hacen fluorescer. La luz emitida es recuperada por la intermediaciéon de una
camara CCD que permite realizar un analisis espaciotemporal.

En un laser organico solido, la fuente fluorescente liquida, tal como la cumarina en solucion, es sustituida por el
polimero.

La invencion se describird a continuacion en referencia a los siguientes ejemplos, proporcionados a titulo ilustrativo y
no limitante.

Ejemplo 1: sintesis del mondémero de umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato (U4AEMA).

C17H1607

332,31 g/mol

Cristales de color amarillo
palido

Punto de fusion

P = 132,2 °C determinado
mediante (DSC)
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En un matraz se introducen 1 g (4,5 mmol) de acido umbeliferon-4-acético y 40 ml de tetrahidrofurano anhidro no
estabilizado, proporcionando una solucion limpida de color amarillo. Después se afiaden a la soluciéon 0,48 g (4,5
mmol) de etilpiridina, 2,96 g (22,5 mmol) de 2-hidroxietilmetacrilato y 0,94 g (4,5 mmol) de diciclohexilcarbodiimida
previamente disueltos en 35 ml de tetrahidrofurano anhidro no estabilizado, protegidos de la luz. La mezcla se agita
a la temperatura ambiente durante 5 horas. Después de eliminar el precipitado de diciclohexilurea mediante una
filtracion, el disolvente se evapora protegido de la luz. El producto se purifica en una columna de gel de silice eluida
con una mezcla de heptano/acetona (3:1, v/v). Después de la evaporacion del disolvente se obtiene el producto puro
en forma de un solido de color amarillo palido. Después de secar se obtiene un rendimiento del 68 %.

RMN *H (200 MHz, CDCls) & (ppm):  1.91 (3H, t, J = 1.5 Hz, -CHs: HY), 3.78 (2H, s, CH,COO, H®), 4.40 (4H, m,
O(CH,),0: HS'G%, 5.59 (1H, m, =CH trans, H%), 6.06 (1H, m, =CH, cis, H?),
6.24 (1H, s, H™), 6.83 (1H, dd, J = 2.4/8.6 Hz, H"), 6.89 (1H, d, J = 2.4 Hz,
H'%), 6.99 (1H, s, OH), 7.46 (1H, d, J = 8.6 Hz, H'®).

RMN **C (200 MHz, CDCls) & (ppm): 18.19 (C1), 38.06 (C°), 63.35 (C°.%), 103.58 (C**), 112.28 (C'9), 113.53 (C"),
125.87 (C%), 126.45 (C'°), 136.22 (C%), 148.27 (C'), 154.83 (C°), 155.62
(C*"), 160.00 (C*h), 161.57 (C*?), 167.51 (C*), 168.69 (C).

IR (pastilla de KBr) v (cm™): 3210 (m), 2959 (f), 1744 (F), 1704 (F), 1686 (F), 1621 (F), 1609 (F), 1566 (F),
1510 (f), 1453 (f), 1403 (m), 1374 (M), 1341 (m), 1321 (F), 1277 (m), 1235 (f),
1208 (f), 1185 (m), 1157 (F), 1141 (m), 1068 (f), 1052 (f), 1035 (f), 962 (f), 950
(), 935 (f), 894 (f), 876 (f), 843 (f), 821 (f), 744 (f), 717 (f), 698 (f), 653 (f), 610
(f), 593 (f), 484 (f), 455 (f).

Fluorescencia (EtOH) Amax (NM) 464 (A x= 370).

Con el fin de verificar que la funcionalizacién del fluoréforo efectivamente no tiene consecuencias sobre sus
propiedades de fluorescencia, hemos comparado los espectros de emisién de soluciones de 4-metilumbeliferona
(4MU) y de umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato (U4AEMA) en etanol (0,01 g/l). La figura 1 presenta los
resultados obtenidos, asi como el efecto de la adicién de una solucién de un acido fosfénico (el pinacolil
metilfosfonato o PMP, a 2 ppm).

La figura 1 muestra que la funcionalizaciéon de la 4MU se traduce en el espectro de emision en un decalaje
batocromo de 10 nm, demostrando asi que sus propiedades electrénicas no se han visto modificadas de forma
apreciable. El fluor6foro asi funcionalizado sigue siendo sensible a la presencia de un acido en el medio y
experimenta una atenuacion de la fluorescencia a 460 nm.

Ejemplo 2: sintesis del homopolimero de poli(lumbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato) (poli(U4AEMA))

Sélido de color amarillo
Temperatura de transicion vitrea,
Ty =105 °C

En un matraz tricol se disuelven 300 mg (0,9 mmol) de U4AEMA y 6 mg (~ 2 % en peso) de azobisisobutironitrilo
(AIBN) como cebador, en 12 ml de tetrahidrofurano (THF) anhidro no estabilizado, proporcionando una solucion
limpida de color amarillo. La mezcla se coloca 5 minutos en un bafio de ultrasonidos al abrigo de la luz. Al matraz se
le acopla a continuacién un refrigerante y se coloca en un bafio de hielo mientras se efectia una burbuja de argén
durante 10 minutos en la solucién. La mezcla de reaccién se calienta a 60 °C durante 20 horas con agitacién
magnética y un ligero barrido de argén.

El polimero formado se precipita en 200 ml de éter. El precipitado se filtra a continuacion, y después se lava. El
sélido obtenido se recoge en THF, y después se precipita de nuevo en éter. Después de la filtracion y el lavado, el
sélido se seca hasta una masa constante. El polimero se recupera en forma de un soélido de color amarillo
fluorescente con un rendimiento del 52 %.

GPC (patrones de PS en DMF) My = 107300; M, = 38900; Mw/M, = 2.8

RMN *H (200 MHz, CDCls) & (ppm): 0.84 (5H, H'%), 3.81 (2H, H%), 4.17 (4H, H°°), 6.11 (1H, H), 6.61
(2H, H'3 '), 7.37 (1H, H'), 10.54 (1H, OH).

IR (pastilla de KBr) v (cm'l): 3362 (m), 2944 (m), 2803 (f), 2584 (f), 1720 (F), 1609 (F), 1566

(m), 1515 (f), 1445 (m), 1394 (m), 1317 (m), 1267 (m), 1237 (m),
1148 (F), 1138 (F), 1053 (m), 998 (m), 947 (f), 847 (m), 817 (f), 742
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(f), 700 (f), 634 (), 600 (f), 586 (f).
Fluorescenci a (pelicula sobre cuarzo) 435 (A x= 375).
Amax (NM)

Ejemplo 3: sintesis del copolimero de poli(lumbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato-co-estireno).

En un matraz tricol perfectamente seco acoplado a un refrigerante se disuelven 5 mg (15 pmol) de U4AEMA y 20 mg
(~ 2% en peso) de AIBN en 20 ml de tetrahidrofurano (THF) anhidro no estabilizado, introducido bajo argén.
Después se afiade bajo argén 1 g (9,6 mmol) de estireno. A continuacién, el matraz se coloca en un bafio de hielo
mientras se efectla una burbuja de argén durante 20 minutos en la solucién. La mezcla de reaccién, bajo una
atmosfera inerte, se calienta a 60 °C durante 40 horas con agitacion magnética. El polimero formado se precipita en
200 ml de metanol. El precipitado se filtra a continuacion, y después se lava. El solido obtenido se recoge en THF,
después se precipita de nuevo en metanol. Después de la filtracion y el lavado, el sélido se seca hasta una masa
constante. El polimero se recupera en forma de un sélido de color blanco fluorescente con un rendimiento del 2 %.

GPC (patrones de PS en THF) My = 6437; Mn = 5028; MyW/M, = 1.28

IR (pastilla de KBr) v (cm™): 3433 (f), 3100 (f), 3081 (m), 3060 (m), 3025 (F), 3000 (f), 2922 (F), 2847
(m), 1941 (f), 1869 (f), 1800 (f), 1731 (f), 1600 (m), 1582 (f), 1492 (F),
1452 (F), 1368 (f), 1324 (f), 1260 (f), 1180 (f), 1154 (f), 1066 (m), 1028
(m), 976 (f), 961 (f), 938 (f), 904 (f), 837 (f), 801 (f), 756 (F), 700 (F), 668
(f), 538 (m).

Fluorescencia (pelicula sobre cuarzo) 439 (A x= 375).

Amax (NM)

Ejemplo 4: sintesis por precipitacion de microesferas fluorescentes mediante la copolimerizaciéon del umbeliferon-4-
acetato-2-metacrilato, de divinilbenceno y de 2-hidroxietil metacrilato.

En un matraz de un cuello se introduce una mezcla de acetonitrilo/tolueno (3:1, v/v). A continuacion, se introducen 2-
hidroxietil metacrilato y divinilbenceno en una proporcién molar de 1:5 respectivamente y de forma que la mezcla de
disolventes represente un porcentaje en volumen del 96,5 %. El monémero fluorescente se aflade a razéon de 1
mol % con respecto a los otros mondmeros. Una vez afiadido el cebador (AIBN, 2 % en peso), la mezcla de sintesis
se coloca durante 5 minutos en un bafio de ultrasonidos. Se opera una burbuja de argén de 10 minutos seguido de
un barrido de 5 minutos, mientras que la mezcla se mantiene en un bafio de hielo. El matraz se fija a continuacion
sobre un brazo rotatorio que permite hacer girar el matraz siguiendo un eje a 45 °C aproximadamente, mientras se
sumerge en un bafio de aceite. Entonces se aplica una rampa de temperatura de forma que se lleve la temperatura
del bafio de aceite desde 20 hasta 60 °C en un periodo de 2 horas. El medio de reaccién se calienta a continuacion a
60 °C durante 18 horas con una rotacion del matraz a 10 rpm.

Las particulas esféricas formadas se recuperan bien mediante una filtracion a vacio a través de una membrana
millipore de 0,45 um, o bien mediante una centrifugacion a 11000 rpm durante 10 minutos (centrifugadora Sigma
6K15, Fischer Bioblock Scientific).

La extraccion de los mondémeros que no hayan reaccionado se realiza mediante una extraccion Soxhlet con la ayuda
de una mezcla de metanol/acido acético (9:1, v/v) durante una noche (con un vaciado del extractor cada 20 minutos
aproximadamente). Después los materiales se lavan con metanol hasta alcanzar un pH neutro. Se realiza un ultimo
lavado con acetona, antes de secar durante una noche a 40 °C bajo un vacio dinamico.

Finalmente se obtiene un polvo de color blanco (rendimiento del 25 %) constituido por particulas de 2 ym de
diametro.

Ejemplo 5:

Se sintetizan microesferas fluorescentes siguiendo el protocolo descrito en el ejemplo 4, simplemente sustituyendo
el 2-hidroxietilmetacrilato por 4-vinilpiridina.

Se realiza un depésito de estas microesferas fluorescentes sobre un adhesivo de doble cara que se coloca sobre un
sustrato de cuarzo (2) antes de ser introducido en una cubeta de cuarzo para la fluorescencia (1) que contiene
nitrobenceno liquido (4), como se esquematiza en la figura 2. El sustrato de cuarzo (2) estd soportado por un
portamuestras (3). La cubeta cerrada esta asi a una presion de vapor saturante de nitrobenceno (180 ppm).

La figura 3 representa la evolucion de la intensidad de la fluorescencia de las microesferas con el tiempo, medida a
390 nm para una longitud de onda de excitacion de 320 nm, y desde la introduccién de la muestra en la cubeta. A
continuacién, se realiza el mismo experimento con las microesferas fluorescentes en presencia de vapores estaticos
de diferentes disolventes volatiles, a saber, etanol, tolueno, acetona y metiletilacetona. Asi se constata que, al cabo
de una hora, la fluorescencia del polimero se ha extinguido practicamente en su totalidad en presencia de los
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vapores estaticos de nitrobenceno, mientras que la fluorescencia no varia mas que un * 10 % en presencia de
vapores de los disolventes organicos habituales, cuyas presiones de vapor saturantes son por lo tanto mucho mas
elevadas. Ademas, la atenuacion de la fluorescencia por los vapores de nitrobenceno es muy rapida. La sefial cae
instantaneamente cuando se introduce el depésito en la cubeta, y el 50 % de la fluorescencia inicial se extingue en 5
minutos. Las microesferas fluorescentes descritas son por lo tanto capaces de sefialar la presencia de vapores de
un compuesto nitroaromatico y de servir para aplicaciones de deteccion quimica.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto fluorescente polimerizable de la 7-hidroxicumarina que es el umbeliferon-4-acetato de etil-2-
metacrilato.

2. Procedimiento de preparacion del compuesto segln la reivindicacion 1, en el que se hace reaccionar acido
umbeliferon-4-acético con un compuesto, que es metacrilato de 2-hidroxietilo, que comprende por un lado una
funcién hidroxi susceptible de reaccionar con el grupo acido carboxilico del acido umbeliferon-4-acético, y por otro
lado un grupo quimico polimerizable R que es un grupo metacrilato, por medio de lo cual se produce un
acoplamiento del grupo acido carboxilico del acido umbeliferon-4-acético con dicha funcion hidroxi para formar el
umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato.

3. Polimero susceptible de ser obtenido mediante la polimerizacion de un compuesto mondémero fluorescente
polimerizable de la 7-hidroxicumarina que responde a la siguiente férmula (1):

=

HO Q it}

n

en la que G es un sustituyente que comprende un grupo quimico polimerizable R elegido entre los grupos vinilicos,
estirénicos, diénicos, acrilicos y metacrilicos; y eventualmente al menos otro monémero polimerizable (IV).

4. Polimero segun la reivindicacion 3, en el que el compuesto de férmula (1) es el umbeliferon-4-acetato de etil-2-
metacrilato.

5. Polimero segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4, que es un homopolimero, susceptible de ser
obtenido mediante la polimerizacién de un compuesto monémero fluorescente de féormula (1).

6. Polimero segin la reivindicacion 5, que es un homopolimero susceptible de ser obtenido mediante la
polimerizacién del umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato.

7. Polimero segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 que es un copolimero estadistico, alterno o
secuencial, susceptible de ser obtenido mediante la polimerizacion de al menos un compuesto mondémero
fluorescente de formula () y de al menos otro monémero copolimerizable.

8. Polimero segun la reivindicacién 7, en el que el otro monémero copolimerizable se elige entre los monémeros
acrilicos, los mondémeros estirénicos y los monémeros vinilicos.

9. Polimero segun la reivindicacion 8, que es un copolimero, preferiblemente un copolimero estadistico, susceptible
de ser obtenido mediante la copolimerizacién del umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato, de metacrilato de 2-
hidroxietilo y de divinilbenceno, o un copolimero, preferiblemente un copolimero estadistico, susceptible de ser
obtenido mediante la copolimerizacién del umbeliferon-4-acetato de etil-2-metacrilato, de la 4-vinilpiridina y de
divinilbenceno.

10. Polimero segln una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, que se presenta en forma de esferas,
particularmente de microesferas con un diametro de entre 0,1 y 500 ym, preferiblemente de entre 0,1 y 200 um.

11. Polimero segln una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 10, que se presenta en forma de una pelicula fina
depositada sobre al menos una superficie de un sustrato, o de una pelicula gruesa.

12. Captador que comprende el polimero segin una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11 como material
sensible.

13. Captador segun la reivindicacion 12, que es un captador optico cuyo funcionamiento se basa en la medicion de
las variaciones en la intensidad de la fluorescencia emitida por el polimero.

14. Utilizacién del captador segun las reivindicaciones 12 o 13 para la deteccion y/o la cuantificacion de uno o de
varios compuestos o moléculas, diana.

15. Utilizacién segun la reivindicacion 14 en la que dicho(s) compuesto(s) diana esta(n) en fase de vapor, en forma
gaseosa.
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16. Utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 15 en la que el (los) compuesto(s) diana se elige(n)
entre compuestos nitrados y compuestos organofosforados.

17. Utilizacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16 para la deteccion y/o la cuantificacion de
explosivos o de compuestos téxicos, en particular neurotéxicos.

18. Utilizacion del polimero segin una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11 para la realizacion de sondas

fluorescentes, para la realizacion de marcadores biolégicos, para la realizacion de materiales fluorescentes,
fotoluminiscentes y/o radioluminiscentes y/o catodoluminiscentes.
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INTENSIDAD DE LA FLUORESCENCIA (u.a.)
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— 4MU (A)

—— U4AEMA (B)
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FIG. 1
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FIG. 3
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