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JUSTIFICACION

Un campo que ha atraido un gran interés durante la década pasada es la sintesis y
caracterizacion de polimeros conductores, debido a sus potenciales aplicaciones en muy
diversos campos, como diodos emisores de luz, baterias (Saraswathi et. al., 1999),
dispositivos electrocromicos, sensores, escudos electromagnéticos, inhibidores de

corrosion y matrices para inmovilizacion de enzimas (Alvarez et. al., 2003).

Las moléculas con dobles enlaces conjugados y/o capacidad de donar protones son
caracteristicas estructurales que sugieren una potencial utilidad para polimeros
conductores. Polimeros, como la polianilina (Sayed y Salem, 2000; Cataldo y Maltese,
2001), el policarbazol (Grazulevicius et. al., 2003), poliindol, polipirrol (Inganas et. al.,
1997), politiofeno (Bakhshi et. al., 1987, Cirpan et. al., 2002), polifenol (Akkara et. al.,
1991; Ayyagari et. al., 1996) y polifurano (Bakhshi et. al., 1987) etc., han sido estudiados.

Estos polimeros son excelentes conductores, pero el desarrollo de aplicaciones no ha
sido facil debido a la existencia de inconvenientes como baja procesabilidad, baja

solubilidad o inestabilidad de los polimeros obtenidos (MacDiarmid y Epstein, 1994).

El empleo de enzimas en sintesis organica presenta varias ventajas como: i) catalisis bajo
condiciones de reaccién moderadas (pH, presion y temperatura) lo cual frecuentemente
conlleva una remarcable eficiencia energética, ii) alta enantio, regio y quimioselectividad
permitiendo el desarrollo de nuevas reacciones para obtener compuestos funcionales de
utilidad, y iii) catalisis natural que permite beneficios comerciales cumpliendo a su vez

con requerimientos ecoldgicos (Kobayashi et. al., 2001).

La técnica de polimerizacién enzimatica ha tenido mucho interés debido a la posibilidad
de utilizar diferentes sustratos, entre los que se encuentran los sacéridos, las lactonas (e-
caprolactona), el xilano, la quitina, compuestos poliaromaticos (Kobayashi, 1999; Uyama
y Kobayashi, 2002), y algunos otros como la anilina y el fenol (Shan y Cao, 2000; Shan et.
al., 2003; Fukuoka et. al., 2003; Kobayashi, 1999).



En vista de lo innovador del campo de polimerizaciones enzimaticas y el gran numero de
polimeros conductores sintetizables, es necesario profundizar en este campo de
investigacion que permita la obtencion de polimeros conductores. Por este motivo, el
presente estudio propone la sintesis enzimatica de polimeros conductores a partir de

compuestos aromaticos utilizando peroxidasa de rdbano (HRP).




OBJETIVO GENERAL

IT Obtencién de homopolimeros potencialmente conductores a partir de anilina,
fenol e indol mediante catdlisis enzimética mediada por peroxidasa de rabano.

OBJETIVOS PARTICULARES

11 Definir las condiciones generales de reaccion (concentracion de sustrato,
concentracion de catalizador, concentracion de agente oxidante y medio de
reaccion) que permitan la sintesis enzimatica de polimeros de fenol, anilina e

indol por peroxidasa de rabano.

1 Realizar la sintesis enzimética de homopolimeros a partir de anilina, fenol e

indol.

11 Realizar la sintesis enzimatica de un heteropolimero a partir de la mezcla de

anilina, fenol e indol.

1 Realizar la caracterizacion de los polimeros obtenidos mediante técnicas

cromatograficas, espectroscopicas y térmicas.




Capitulo |

INTRODUCCION

SINTESIS ENZIMATICA DE POLIMEROS

En los ultimos afios se ha incrementado el interés en el area de reacciones organicas
catalizadas con enzimas in vitro, ya que muchas familias de enzimas pueden ser

utilizadas en la transformacién de un amplio rango de compuestos.

Las enzimas son generalmente clasificadas en seis grupos, de acuerdo a la naturaleza
catalitica de las mismas: Oxidoreductasas, Transferasas, Hidrolasas, Liasas, Isomerasas
y Ligasas. Dentro de las oxidoreductasas se encuentran las peroxidasas, las cuales son
un tipo de enzimas ampliamente extendido en plantas, tejidos animales vy
microorganismos. Las peroxidasas catalizan reacciones que pueden ser agrupadas dentro

de cuatro categorias (Colonna et. al., 1999):

1. Deshidrogenacién oxidativa

2RH + H202 —_ 2Re+ 2 HZO
2. Halogenacion oxidativa

RH + H,0, + H? + X0 7™ RX + 2H,0
3. Descomposicién de perédxido de hidrégeno

2 H,0O, E— 2H,0 + O,
4. Transferencia de oxigeno

RH + H,0, » ROH+H0O

Las peroxidasas pueden comportarse como monooxigenasas al catalizar la oxidacion de
heteroatomos (S-oxidacion, y N-oxidacién); epoxidacién y oxidacién de enlace carbono-
hidrogeno (oxidacion alilica/bencilica, oxidacion de alcoholes y oxidacién de indoles;
Colonna et. al., 1999). La gran mayoria de las peroxidasas contienen una protoporfirina 1X
(hemo) como grupo prostético, por lo que son consideradas hemoproteinas.



La peroxidasa de rabano (HRP) contiene dos diferentes tipos de centros metalicos el
hierro (Ill) de la protoporfirina IX y dos atomos de calcio. Ambos esenciales para la
estructura e integridad funcional de la enzima. El hierro del grupo hemo esta
pentacoordinado a cuatro nitrégenos pirrélicos; como quinto ligando presenta a un
nitrégeno del grupo imidazol de la Histidina proximal (His170). El segundo sitio de
coordinacién axial esta desocupado en el estado basal de la enzima, pero disponible para
peréxido de hidrégeno en el proceso de biotransformacion. Pequefias moléculas como
mondxido de carbono, cianuro, fluoruro y azida se enlazan al atomo de hierro en este sitio
distal dando un complejo sextacoordinado que no presenta actividad catalitica.

Los dos sitios de enlace de calcio estan localizados en posiciones distal y proximal al
plano del hemo, los cuales se encuentran unidos al hemo por una red de puentes de
hidrégeno. Cada sitio estd heptacoordinado con ligandos donadores de oxigeno. La
pérdida de calcio resulta en un decremento tanto de actividad como de estabilidad
térmica, asi como un sutii cambio en el ambiente del grupo hemo que puede ser
detectado espectroscopicamente. La estructura de la enzima, es casi en su totalidad, o-
hélice; aunque también presenta una pequefa region compuesta por una cadena tipo p.
Los substratos aroméaticos son oxidados en la periferia del grupo hemo pero no se
enlazan al hierro del hemo. La HRP es la peroxidasa con la mas amplia especificidad para
deshidrogenacién oxidativa, siendo capaz de producir una gran variedad de compuestos
utiles (Veitch, 2004).

El ciclo catalitico general de la peroxidasa de rabano presenta en un inicio a la porfirina
con el Fe(lll) pentacoordinado en estado basal, a partir del cual la catalisis se inicia por la
reduccion de una molécula de peréxido de hidrégeno, para dar una oxo Fe(lV) porfirina, la
cual es llamada Compuesto I. A partir de dicho compuesto se pueden dar tres rutas
(Figura 1).

La primera ruta da lugar a la actividad de deshidrogenacion oxidativa (peroxidasa), en
donde el compuesto | es reducido por ganancia de un electron para formar un centro
oxiferril coordinado a una porfirina (Compuesto IlI) con la respectiva oxidacién de una
molécula de sustrato organico. El compuesto Il es reducido nuevamente por un electréon a

su estado basal con la oxidacion simultanea de otra molécula de sustrato.




La segunda ruta corresponde a la actividad de descomposicion de peroxido (catalasa) que
consiste en la descomposiciéon de una segunda molécula de H,0O,, presentandose la

liberacion de O, y el retorno del grupo hemo al estado basal.

La tercera ruta es la halogenacién oxidativa en donde el compuesto | reacciona con un
halégeno para formar un intermediario hipohalogenado con una forma de fierro llamada

Compuesto X. El halégeno es trasferido a una molécula de sustrato con la regeneracion

del estado basal de la peroxidasa.

Compuesto I
e
eAH 40 %/ eAH+ H Ruta 1
Restmgenzyme AHo
.. Compuesto
HOOH 2'.’
15 ||
g —
|"
o+ HO HOCH His
Ruta 2
x
Ruta 3
AX 4+ H
j Compuesto

His

Figura 1. Ciclo catalitico general de la peroxidasa de rabano (HRP).

Muchos roles fisioldgicos han sido asignados a las diferentes isoenzimas de la peroxidasa
de rabano en la naturaleza, incluyendo el metabolismo del &cido-3-indolin-acético,
lignificacién, entrecruzamiento de polimeros de la pared celular y resistencia a la
infeccién. El estudio de la combinacion entre HRP y el &cido-3-indolin-acético 6 sus
derivados esta siendo evaluado hoy en dia como una potencial alternativa de terapia en

cancer (Veitch, 2004).




En la actualidad, se cree que la interaccidbn enzima-sustrato se debe al reconocimiento
molecular de la enzima por el sustrato a través de interacciones supramoleculares y no a
una estricta relacion llave-cerradura. Al no ser absoluta la relacién enzima-sustrato, las
enzimas pueden, en algunas ocasiones, reconocer sustratos no naturales in vitro,
situacion que ha permitido la sintesis de algunos polimeros no naturales que han llegado
a ser de utilidad (Kobayashi et. al., 2001).

Recientemente, HRP ha recibido mucha atencion como catalizador de polimerizaciones
oxidativas en condiciones suaves de reaccién utilizando compuestos fendlicos y derivados

de la anilina para producir nuevos compuestos poliaromaticos.
El proceso de polimerizacién de HRP en presencia de H,O, se simplifica a continuacion:

HRP + H0O, — Compuesto |
Compuesto | +RH —» Re+Compuestoll
Compuestoll + RH —>» Re + HRP

Donde RH corresponde al sustrato (mondmero o oligdbmero) y R® son las especies
radicales formadas. Estos radicales libres se enlazan para producir el dimero y mediante
oxidaciones sucesivas se forma el polimero (Xu et. al., 1996).

La reaccién general de acoplamiento puede ser expresada como:

2R—H + HO,—RP__ 5 R—R + 2H0

La catalisis enzimatica ha provisto de una nueva estrategia de sintesis de polimeros, los
cuales han resultado utiles en diversas areas y muchos de los cuales son dificiimente
producidos mediante catalisis quimica convencional. Kobayashi (1999), informa de la
sintesis enzimatica in vitro de celulosa, amilosa, xilano, quitina y polimerizacion de
azucares, ésteres, fenol y anilina (Tabla ). Las macromoléculas blanco de la
polimerizacion enzimatica se han diversificado desde compuestos como la o-toluidina
(Nabid y Entezami, 2003), hasta poliaromaticos como antraceno, fluoreno, acenafteno y

acenaftileno (Johannes y Majcherczyk, 2000).
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Tabla I. Polimeros tipicamente producidos por diferentes enzimas (Uyama y Kobayashi, 2002).

Enzimas Polimero tipico
Oxidoreductasas Polifenoles, polianilinas, vinilpolimeros
Transferasas Polisacaridos, oligosacaridos ciclicos,
poliésteres
Hidrolasas Polisacaridos, poliésteres,
Policarbonatos, poli(aminoacido)s

La polimerizacién enzimatica presenta ventajas en comparacion con la catalisis quimica,
como el ser ambientalmente benigno, ofrecer un alto grado de control sobre la
temperatura, pH, presion y cinética de la reaccion, asi como tener el potencial de producir
un producto con alto rendimiento. EI mayor inconveniente de la sintesis enzimética es
gue, tan pronto como el polimero se forma en soluciones acuosas, precipita y Unicamente

se obtienen polimeros de bajo peso molecular (oligémeros; Rao et. al., 1993).

Con el fin de mejorar la procesabilidad y la estabilidad a la oxidacion de polimeros
obtenidos por via enzimética, se ha estudiado el efecto del medio de reaccion (Akkara et.
al., 1991; Ikeda et. al.,, 1996), la modificacion de mondmeros en solucion acuosa
(Ghioureliotis y Nicell 1999), el uso de micelas (Liu et. al., 1999), micelas inversas (Xu et.
al., 1996), asi como realizar la polimerizacién en la interfase agua-aire (Bruno et. al.,
1995).

POLIMEROS ENZIMATICOS CON PROPIEDADES CONDUCTORAS

Dentro de la gran variedad de polimeros que pueden ser sintetizados por via enzimatica,
es de destacar el esfuerzo reciente en la obtencion de aquellos que presentan
propiedades conductoras o semi-conductoras. Tales polimeros, son de gran interés en
aplicaciones como sensores, baterias recargables y solares, capacitores, membranas,
diodos emisores de luz, pantallas épticas, dispositivos electrocrémicos, matrices para
inmovilizacion de enzimas, inhibicion de la corrosion, recubrimientos antiestaticos, etc.
(Yagciy Toppare, 2003; Cirpan et. al., 2002; Kizilyar et. al., 1999; Bakhshi et. al., 1987).
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Los polimeros con propiedades conductoras que han sido sintetizados se caracterizan por
la presencia alternada de enlaces dobles y simples (conjugacién) proveyendo un sistema
de electrones n altamente deslocalizados a lo largo de las cadenas poliméricas. Las
propiedades conductoras o semiconductoras de estos materiales estan relacionadas con
el traslape de los orbitales pz de dobles o triples enlaces, lo cual conlleva una buena
deslocalizacién de los electrones de valencia y bandas de conductividad (Alvarez et. al.,
2003). Adicionalmente, la geometria planar del sistema aromatico extiende el sistema de
electrones n conjugados. Por otro lado, los polimeros de heterociclos de cinco miembros
tienen una conformacién coplanar que se mantiene cuando los heterociclos son unidos

por sus posiciones o como en el caso del poliazuleno (Hino et. al., 1994).

Desde 1976 se conocen materiales organicos semiconductores como el poli(acetileno),
poli(p-fenil vinileno), poli(fenileno) y politiofeno (Allard et. al., 2003). La polianilina (PANI)
fue sintetizada por primera vez en la segunda mitad del siglo pasado y recientemente re-
descubierta como una consecuencia de la investigacion de polimeros conductores (Lim et.
al., 2000; Liu et. al., 1999; Samuelson et. al., 1998).

Asi, el interés en la polianilina (PANI) se ha retomado debido al bajo costo del monémero,
la tecnologia de sintesis simple, asi como su estabilidad quimica y ambiental (Samuelson
et. al., 1998). Por su parte, los polifenoles son de suma importancia en el campo
industrial, particularmente las resinas, las cuales son comercialmente producidas como
“novolacs” y “resoles” por condensacién del fenol con formaldehido a diferentes relaciones
molares, dependiendo del tipo de polimero que se pretenda disefiar. A pesar de que el
formaldehido es un confirmado carcin6geno y su uso a gran escala en la industria
representa riegos a la salud, su presencia en el producto final es inevitable e indeseable
en los métodos de sintesis convencional (Dordick et. al., 1986; Uyama et. al., 1996;

Ayyagary et. al., 1996).

Los intentos por obtener materiales con tantas posibilidades de aplicacién ha llevado a la
investigacion en la polimerizacion de compuestos que contienen atomos de azufre o
nitrégeno en su estructura, como los politiofenos y policarbazoles los cuales han mostrado

mucho mayor estabilidad térmica, fotoquimica y ambiental que la de polianilinas 6
polipirroles (Abthagir et. al., 1998; Cirpan et. al., 2002).
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En efecto, los polimeros basados en carbazol son atractivos como fotoconductores o

materiales transportadores de carga

debido a que los grupos carbazoilo forman

facilmente radicales catidnicos estables, permitiendo la obtenciébn de compuestos que

exhiben relativamente alta movilidad de cargas, ademas de ser un material barato

facilmente obtenido por destilacién de alquitran de carbén (Grazulevicius, et. al., 2003).

Existe una gran cantidad de estudios que refieren las ventajas y desventajas en la sintesis

quimica y/o electroquimica de polimeros conductores a partir de compuestos aromaticos

(Tabla Il). Sin embargo, la presencia de compuestos altamente téxicos, condiciones de

reaccidon severas asi como propiedades fisicas y quimicas inadecuadas de los productos

son una desventaja.

Tabla Il. Resumen de alternativas de sintesis de polimeros conductores y sus desventajas.

Métodos de
Polimero po||mfer|zaC|on Tipos de p_o||meros Inconvenientes Alternativas
comunmente obtenidos usadas
usados
Condiciones de
sintesis drasticas. | Utilizacién de
(Oxidacion de | polielectrolitos (lignina
anilina en  H,SO. | sulfonada o poliestireno
usando  dicromato | gyifonado)
de potasio,
persulfato de e .
amonio, Utilizacion de diferentes
peroxidisulfato, monc’)meros: y
nitato o sulfato | (N,N-  alquilanilinas,  N-
cérico como | fenilanilina, o,m,p-toluidina,
oxidante (Genies et. | o,m,p-  anilinahalogenada,
al., 1990)). fenilendiaminas, m-
acidoaminobenzensulfénico
. etc.)
- Se requieren
Quimica asos adicionales i el ;
Homopolimeros vy 3 ificacid Utilizacion de diferentes
Polianilina Electroquimica Heteropolimeros en € purmncacion 'y | tinos de sistemas de

Galvanostatica
Potenciostatica

sdlidos o peliculas

separacion antes

de que el
procesado del
polimero sea
posible.

(Samuelson et. al.,
1998)

Baja  solubilidad
en disolventes
comunes, poca
procesabilidad,
estabilidad
eléctrica y
ambiental

(Sun et. al., 1999)

reaccion.

(Mezclas de disolventes
organicos con agua, micelas
inversas, Monocapas de
Langmuir (Premachandran
et. al., 1996; Dordick et. al.,
1987))

Polimerizaciéon oxidativa
con enzimas como
catalizadores.

(Bilirrubin oxidasa, lacasas,
Peroxidasa de soya (SBP) o
de rabano (HRP))
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Condiciones de
sintesis drasticas

(Uso limitado de
formaldehido a
causa de su
toxicidad (Ayyagari
et. al., 1995))

Utilizacion de diferentes
mondmeros.

(p-fenilfenol, alquilfenol, p-
cresol, p- metoxifenol, p-
clorofenol, 2,6-dimetilfenol,
4,4 -bifenol etc. (Uyama et.
al., 1994; Kurioka et. al.,
1994)

Utilizacion de diferentes
tipos de sistemas de
reaccion.

(Mezclas de disolventes
orgénicos con agua, micelas
inversas, Monocapas de
Langmuir (Premachandran
et. al., 1996; Dordick et. al.,

Resoles y Pérdida de Ia 1987))
Polifenol Quimica Novolacs conjugacion  por
(DOI’diCk et. al., 1987) metilenos 0 Utili L, d
. ilizacion e
ep(')igzz eter en deel catalizadores inorgénicos
p . . L, (Ayyagari et. al., 1996)
polimerizacion
(Ayyagari et. al.,
1996)
Polimerizacion oxidativa
con enzimas como
catalizadores.
(Bilirrubin oxidasa, lacasas,
Peroxidasa de soya (SBP) o
de rabano (HRP))
Presentan baja
fnogljé)sl“dad Y| utilizacién de diferentes
. alquil-mondémeros.
propiedades
L . mecanicas Y| Utilizacién de diferentes
- Quimica Homopolimeros vy | fisicas. - )
Politiofeno y . tipos de sistemas de
Polipirrol - het}eropohme}rgs en - reaccion
Electroquimica peliculas y sélidos. Pérdida de Ia ’
g(;g]itégamor; a Mediante la técnica de
obtencion de polimerizacion viviente o
; macromoléculas.
polimeros
ramificados.
. . Utilizacion de diferentes
POI|(N-V|n|Icarba;oI tipos de sistemas de
(PVK),  poli(N- - reaccion.
Quimica epOX|pr0p|Icar,bazoI (3,ond|9|onels _ de (mezclas, disoluciones,
(PEPK) y polimeros | sintesis drasticas. | syspensiones, estado sélido
Policarbazol que presentan al cristalino 6 por procesos de

Electroquimica

grupo carbazol en
la cadena

deposito de vapor)
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De entre los polimeros conductores sintetizados, es notable destacar el poliacetileno, la
polianilina, el poli-p-fenileno, el poliazuleno, polipirrol, politiofeno, poli(3-metiltiofeno),
poli(2-metilanilina) y poli (N-vinilcarbazol). La Tabla 1l muestra las condiciones de
reaccion que han sido probadas para algunos de ellos y las caracteristicas de los
polimeros obtenidos en investigaciones previas. De estos, el polipirrol y la polianilina
fueron recientemente comercializados por BASF (Alemania) y Corporacién Bridgestone
(Japon), respectivamente, para aplicaciones en baterias (Saraswathi et. al., 1999). En
tanto que las propiedades fotoconductoras y fotorefractivas del poli N-vinilcarbazol
permitieron que IBM introdujera al mercado su copiadora serie | como resultado de las

aplicaciones practicas de las propiedades de este polimero (Grazulevicius et. al., 2003).

Tabla lll. Formulaciones probadas y caracteristicas de polifenol y polianilina enzimaticamente
sintetizados.

Polimero sintetizado Condiciones de obtencién Caracteristicas reportadas del producto
POLIANILINA La polimerizacion fue realizada con | Obtencién de un solido negro
(orto- fenilendiamina) sustrato (10mmol) en una mezcla | Rendimiento 33%
(Kobayashi et. al., 1992) de 14-dioxano (80mL) con | M= 20 000

amortiguador de fosfatos (20mL)
pH 7.0 utilizando 10mg de HRP. La
polimerizacion fue iniciada por la
adicion de peroxido de hidrégeno al
30% (230uL, 2mmol) a temperatura
ambiente. La misma cantidad fue

adicionada 4 veces en un intervalo

de 1hr.
POLIANILINA La anilina (12.5mmol) fue | La polianilina obtenida estda compuesta
(Lim y Yoo, 2000) polimerizada usando HRP (20mg) | de unidades enlazadas mediante las

en una mezcla de amortiguador de | posiciones orto y para del monoémero. La
fosfato de sodio 1M (10mL) y | relaciébn de unidades orto/para depende
disolvente organico (40mL). La | de las condiciones como el pH y las
polimerizacién fue iniciada por la | caracteristicas del solvente utilizado (log
adicion de peroxido de hidrégeno | P, constante dieléctrica ).

(142pL, 1.25mmol), el cual fue [ La PANI en la cual las unidades son
adicionado a la mezcla cada 5 min. | predominantemente enlazadas por la
por 10 veces a temperatura | posicién orto puede ser obtenida por un
ambiente. incremento del pH (hasta 10.0) del
amortiguador o adoptando un solvente
con alta constante dieléctrica o log de P
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La PANI enlazada principalmente por la
posicion orto en comparacion con la
PANI enlazada por la posicion para se
estimo  termalmente mas flexible,
eléctricamente conductora y soluble en N-

metilpirrolidona.

POLIANILINA
(Diaminas)
(Shan y Cao, 2000)

Se utilizaron 5mmol de sustrato en
una mezcla de 10mL de 1/4-
dioxano con 2.5mL de
amortiguador de fosfatos pH 6.0-
7.0 utilizando 5mg de HRP. La
reaccion fue iniciada después de la
adicion de 115-460uL de una
solucion de peréxido de hidrégeno
(30%). La reaccion se llevo a cabo
a temperatura ambiente. Una hora
después se adicionaron 0.46-
1.84mL de H,0; adicionales en 4hr.
La reaccién continto por un total de
45hr.

Poli (fenilendiaminas)

Los polimero son obtenidos como solidos
negros, cuya solubilidad en solventes
organicos varia dependiendo de la
posicién relativa de los dos grupos amina

en el monémero. Rendimiento 77.8%.

Poli (4-aminofenol)

El polimero obtenido es un sélido negro
soluble en DMF y DMSO vy parcialmente
soluble en acetona y THF. Rendimiento
64.6%.

Polianilinas
(Shan et. al., 2003)

El sustrato (5mmol) fue disuelto en
10mL de 1,4-dioxano y 2.5mL de
amortiguador de fosfatos pH 7.0 y
5mg de HRP. La reaccion fue
iniciada por la adicion de 230uL de
solucion de peroxido de hidrégeno
al 30% a temperatura ambiente.

Una hora después se adicionaron
0.92uL dentro de 4hr. La reaccion

contindo por un total de 45hr.

Poli (4-aminofenol)

Solido negro, soluble en DMF, DMSO y
parcialmente soluble en acetona 'y THF.
Rendimiento 92%

My = 1.11x 10*

Poli (2-aminofenol)

Solido café-morado soluble en DMF y
DMSO y parcialmente soluble en acetona
y THF.

Rendimiento 82.5%

My = 0.49x10"

POLIFENOL
(Dordick et. al., 1987)

En una mezcla de 85% de 1,4-
dioxano y 15% de amortiguador de
acetatos (10mM, pH 5.0) con fenol
(5mM-100mM)  utilizando  HRP
(0.5mg/mL) y 10mM de H,O, (un
total de 1M de H,O; fue adicionado

en un periodo de 75hr).

Poli (p-fenilfenol)

Polimero gris obscuro parcialmente
soluble en Dioxano y DMF

Peso molecular 2.6x10°D

Rendimiento 86%

Poli (p-cresol)

Polimero naranja

Peso molecular 1.9x10°D

POLIFENOL

La polimerizacion fue realizada con

Producto parcialmente soluble en DMF y
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(Uyama et. al., 1994)

fenol (0.47g, 5.0mmol) y 10mg de
HRP fueron disueltos en 20mL de
1,4-dioxano y 5mL de amortiguador
de fosfatos pH 7.0 mediante la
adicién de peréxido de hidrégeno al
30% (28uL, 0.25mmol). La misma
cantidad de H,O, fue adicionada
19 veces mas a intervalos de
15min. Después de 24hr el
polimero  fue colectado por

filtracion. Lavado y secado

DMSO. La fraccion soluble en DMF
presento un peso molecular de 3.5 x10*
Rendimiento 72%

POLIFENOL
(Uyama et. al., 1996)

La polimerizacion fue realizada con
fenol (0.47g, 5mmol) y HRP (10mg)
en una mezcla de 1,4-dioxano y
0.1M de amortiguador de fosfatos
pH -7.0 (80:20 vol%). El peréxido
de hidréogeno (30% sol. acuosa,
28uL, 0.25mmol) fue adicionado a
la mezcla cada 15min por 20
veces. La reaccion fue realizada a
20 °C por 24hr.

Polimerizacion de fenol (0.47g,
5mmol) catalizada por HRP (10mg)
en una mezcla de acetona y
amortiguador de fosfatos pH 7.0
(80:20 vol%) a 20°C por 24hr

Materiales solidos, solubles en DMF y
DMSO. El peso molecular de la parte
soluble en DMF fue de 3.5x10"
Rendimiento 75%

Si se aumenta el amortiguador al 60% en
la mezcla de reaccién el rendimiento es
del 95% con un M,= 0.62x10"

Rendimiento del 71%
Mn >40x10*

POLIFENOL
(Oguchi et. al., 2000)

Se coloco fenol (1.00g, 10.6mmol)
y HRP-C (20mg) en una mezcla de
10mL de metanol y 10mL de 0.05M
de amortiguador de fosfatos pH
7.0. La reaccién se realizo por la
adicion de perodxido de hidrégeno al
6% (10.6mmol) mediante goteo
durante 25hr.

La reaccion se llevo a acabo a
temperatura ambiente 'y  5hr
después el precipitado fue
colectado por filtracion, lavado y

secado.

Rendimiento 86%
Polimero soluble en DMF
M, aprox. 3 000
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Actualmente se estan realizando nuevas investigaciones en el campo de polimeros
conductores debido al potencial de este campo y al nimero ilimitado de posibles
polimeros conductores a sintetizar. En particular, se han propuesto compuestos

heterociclicos con anillos de cinco y seis miembros.

El indol contiene un anillo aromatico de cinco miembros lo que da la posibilidad que el
poliindol presente conformacion planar. El indol tiene una estructura de un anillo pirrélico
fusionado con un anillo de benceno que incrementa el sistema de electrones =«
conjugados. Si el grado de polimerizacion de poliindol y polipirrol es de orden similar, y si
hay una relacion entre la longitud de la cadena conjugada y la conductividad a causa del
grado de deslocalizacion de electrones =, la conductividad de poliindol debera ser mucho
mayor que la de polipirrol (Suematsu, et. al., 2000; Cirpan, et. al., 2002; Yagci y Toppare,
2003; Allard, et. al., 2003).

El poliindol ha sido previamente sintetizado por via quimica y electroquimica (Billaud et.
al., 1995; Abthagir et. al., 1998; Tuken et. al., 2004). Sin embargo, la eficiencia en la
polimerizacion y la conductividad del poliindol son menores que en otros polimeros
conductores. Una de las razones es que los esquemas de acoplamiento resultan en
variadas formas de ramificacion y pérdida de la planaridad, lo que ocasiona un grado de

conjugacion menor al deseado (Yurtsever y Yurtsever, 2002).

El objetivo del presente estudio es sintetizar tres homopolimeros a partir de anilina, fenol e
indol, asi como el correspondiente copolimero en presencia de la enzima peroxidasa de
rabano. Tales polimeros seran caracterizados por espectrometria UV-Vis, Fluorometria,
CCF, FTIR, 'H y *C RMN asi como calorimetria diferencial de barrido (DSC). Se espera
gue la sintesis por via enzimatica permita la obtencién de nuevos polimeros con una

potencial aplicacién en el campo de polimeros conductores o semi-conductores.
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Capitulo 11
MATERIALES Y METODOS

La peroxidasa de rabano (HRP, EC 1. 11. 1. 7) Tipo VI fue adquirida a Sigma vy el
peréxido de hidrégeno (30% w/v) fue adquirido en Fermont. El fenol se adquirié en Sigma,
el indol en Aldrich y la anilina en Baker. La anilina fue purificada mediante destilacion
antes de su uso. El fosfato monobasico y dibasico de sodio utilizados para la preparacion
del amortiguador de fosfatos se adquirieron con Spectrum Chemical. La acetona fue
proporcionada por J.T. Baker, el acetonitrilo por Burdick & Jackson y el 1,4-dioxano se

adquirié con Sigma-Aldrich.

POLIMERIZACION ENZIMATICA

En el presente trabajo se definid polimerizacion enzimatica como sintesis quimica de
polimeros in vitro (en tubos de ensayo) catalizada por una enzima aislada mediante una

via no-biosintética (no-metabdlica) de la misma (Kobayashi et. al., 2001).

La polimerizacion enzimatica se realiz6é a 25°C con una agitacion de 140 rpm en tubos de
20 mL en los que se colocd indol (0.20 mmol) y HRP (0.20 mg) en una solucién
compuesta de un disolvente organico (2 mL) y amortiguador de fosfatos 60 mM pH-7.0
(8 mL) (Fig. 2). Los disolventes organicos utilizados fueron acetonitrilo, acetona y 1,4-
dioxano. La reaccion se inici6 mediante la adicion de perdxido de hidrégeno (100 pL,
50 mM) el cual se adicion6é siete veces cada hora para disminuir el riesgo de la
inactivacion por peroxido del biocatalizador. Al término de la reaccidn, el polimero se
separd por centrifugacion, se lavé con una mezcla de disolvente/amortiguador en la que
fue sintetizado y se llevé hasta sequedad a 100 °C durante 24h. El producto asi obtenido

se caracteriz6 mediante técnicas espectroscopicas, cromatograficas y térmicas.

A partir del sobrenadante se determind la cantidad de sustrato consumido mediante
Cromatografia de Liquidos a Alta Presion (HPLC) en un equipo Hewlett Packard Serie
1100, con una columna Cg SUPELCO y un detector UV-Visible de arreglo de diodos. El
homopolimero de anilina (PANI) y el de fenol (Polifenol) fueron sintetizados bajo las

mismas condiciones que el poliindol utilizando acetona como codisolvente.
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La polimerizacion de indol en ausencia del catalizador se realizé6 en 20:80 %v/v de
disolvente/amortiguador, mediante la adicion de peréxido de hidrogeno cada 24 h durante
14 dias. EIl polimero se separé por filtracion, se lavdé con una mezcla de disolvente/
amortiguador en el que fue sintetizado y se sec6 a 100 °C durante 24 h. El producto asi

obtenido se caracteriz6 mediante técnicas espectroscépicas, cromatogréaficas y térmicas.

La sintesis del copolimero se realiz6 en las condiciones ya descritas anteriormente
utilizando acetona como disolvente con una concentracion 20 mM de cada sustrato, es
decir, indol, fenol y anilina. A partir del sobrenadante se cuantifico la cantidad consumida
de cada uno de los sustratos. El producto se separd por centrifugacion, se lavd y seco

para su caracterizaciébn como el resto de los polimeros sintetizados.

CARACTERIZACION DE LOS POLIMEROS

La cromatografia en capa fina (TLC) se realizé en placas flexibles de silica gel (grosor
250 um) de Whatman. El sistema de elucion fue hexano-acetato de etilo (de 1:1 v/v) para
los homopolimeros enzimaticos a partir de indol. El resto de productos se eluyeron en un

sistema hexano-acetato de etilo (7:3 v/v).

Para cada producto se obtuvo su espectro de UV-Vis en un Espectrofotometro UV-Visible
marca ThermoSpectronic, modelo Helios a. Los espectros de los polimeros fueron
realizados a una concentracion de 0.05 mg/ml en acetonitrilo. Los espectros de UV-Vis de
cada monomero se realizaron a una concentracién 0.1 mM en acetonitrilo. Los espectros
de fluorescencia de los mondmeros y los polimeros se obtuvieron en una concentracion
de 10 uM y 50 ng/ml respectivamente, en un Espectrofotémetro de Fluorescencia RF-
5301PC SHIMADZU equipado con una lampara de Xe 150 W. A partir de los espectros de
emision asi obtenidos se calculd el centro espectral de masas (CEM), el cual es una
prueba del microambiente en el que se encuentran los cromoéforos, ya que su valor

cambia con la temperatura y la polaridad.
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En esté técnica se relacionan los cambios de intensidad con la longitud de onda dentro de
un intervalo establecido. Un desplazamiento batocromico o hipsocrémico esta asociado
con un ambiente polar y no polar respectivamente. El valor de CEM de cada monomero y
su respectivo polimero se calcularon en el mismo intervalo de longitud de onda usando la

siguiente ecuacion:

*x)

CEM= 2kl
PRIN

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron por dos técnicas, la de reflectancia difusa
depositando una pelicula por evaporacion sobre un cristal de ZnSeGe o bien dispersando
la muestra en KBr previamente secado a 100 °C por 24 h utilizando un Espectrofotdmetro
de infrarrojo (FTIR) 470 Nicolet.

Los espectros RMN de *H (300 6 400 MHz) y *C (75.5 6 100 MHz) de los productos
fueron realizados en la USAI, Facultad de Quimica, UNAM en equipos Variant modelo

Unity Inova. El disolvente utilizado para cada polimero fue N,N-dimetilformamida d-.

La caracterizacion térmica de los polimeros se realiz6 en un Calorimetro Shimadzu
modelo DSC-60, con una muestra de aprox. 4.0 mg en un intervalo de temperatura de
—30 a 300 °C y flujo de 20 mL/min de N,. Previa a la obtencién de los correspondientes
termogramas, los productos se acondicionaron a un 30% de humedad relativa para lo cual
se colocaron en un desecador con una solucién saturada de CaCl, durante 24h. Se
realizaron dos a tres barridos en el intervalo de temperatura indicado con el fin de obtener

transiciones térmicas no debidas a la historia térmica del material en estudio.
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Capitulo 111
RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERISTICAS GENERALES

Se sintetizaron tres polimeros de indol usando Peroxidasa de rdbano (HRP) como
catalizador en un sistema disolvente-amortiguador de fosfatos 20:80 (%ov/v), pH-7.0. Los
disolventes organicos utilizados (ACN, acetona, 1,4-dioxano) fueron elegidos con la
finalidad de obtener un polimero de indol con alta conjugacién de dobles enlaces y
adecuado rendimiento y que han sido ampliamente utilizados en otros estudios (Dordick
et. al., 1986; Uyama et. al., 1996; Lim y Yoo, 2000). Se ha observado que la naturaleza
del sistema de reaccién afecta de manera importante las interacciones moleculares entre
la enzima, el disolvente y el substrato; por lo que las propiedades fisicoquimicas y
rendimiento del polimero obtenido pueden ser muy diferentes (Akkara et. al., 1999;

Ayyagary et. al., 2002).

Adicionalmente, se efectud la sintesis de un polimero de indol en el sistema descrito
anteriormente pero en ausencia de HRP, como ensayo control de la polimerizacién
quimica provocada por la presencia de peréxido de hidrogeno (1 mM) que funciona como
iniciador. El tiempo de sintesis sin biocatalizador fue de 336 h comparado con las 8 h en

presencia de la enzima.

Los homopolimeros de indol obtenidos en sistemas con acetona y dioxano fueron sélidos
café claro, en tanto, que el homopolimero sintetizado en acetonitrilo fue un sdélido claro
amarillo-verdoso. La disolucion de los anteriores soélidos en tetrahidrofurano (THF)
presentaron una coloracion similar entre ellos (café ladrillo, ver Figura 2). La Figura 3
muestra la apariencia de la polianilina, el polifenol, el poliindolaceona Y del copolimero

disueltos en THF.
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Figura 2. Poliindolacn, poliindolacetona Y poliindolgioxano disueltos en THF (de izquierda a derecha).

Figura 3. Polianilina, polifenol, poliindolacetona Y cOpolimero disueltos en THF (de izquierda a derecha).
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En el analisis por cromatografia de capa fina (CCF) se observdé mas de una banda para
cada poliindol, sin embargo, dada la capacidad de quimioselectividad que presentan las
enzimas (HRP), atribuimos cada banda observada a productos de diferente tamafio con la
misma estructura (ver mas adelante). Los tres polimeros enzimaticos presentaron una
fraccidon con valor de rf de 0.37 la cual corresponderia al producto con menor peso
molecular si se considera que a menor tamafio de la molécula existira un mayor
desplazamiento de la molécula y por lo tanto un rf mayor. Asi, los polimeros sintetizados
en acetonitrilo y acetona que presentaron una banda adicional con rf de 0.26, se debe a
un producto de mayor grado de polimerizaciébn, mayor tamafio, y por lo tanto de menor

capacidad de migracion en CCF.

Por otro lado, se obtuvo el mayor rendimiento de producto seco en acetona (0.3870 g
producto/g iniciales) y el menor en acetonitrilo (0.2520 g producto/g iniciales, Tabla IV).
Dado el resultado anterior y los multiples factores que intervienen en la polimerizacion
enzimatica (reconocimiento del substrato por HRP, concentracion de oxidante y reactivos,
baja precipitacion de oligébmeros, etc.), se determind utilizar el sistema con acetona, para
sintetizar los homopolimeros enzimaticos de fenol y anilina. Estos homopolimeros fueron
sintetizados como referencia para el estudio de un copolimero que contuviera las tres

unidades.

Asi, el polifenol obtenido fue un sélido de color lila-grisaceo que, disuelto en THF,
presentd una coloracién café ladrillo. Dicho polimero no eluyé en la fase movil utilizada
observandose sélo el punto de aplicacién. Lo anterior puede explicarse por la obtencién
de un polifenol de alto peso molecular. El rendimiento de polifenol fue de 0.646 g

producto/g iniciales.

Estudios anteriores sobre la polimerizacion de fenol catalizada por HRP en una mezcla de
1,4-dioxano y amortiguador de fosfatos pH-7.0 (80:20 vol%) y ante la presencia de
peroxido de hidrogeno indican que el medio de reaccion se torna negro y se forma un fino
precipitado negro (M, = 3.5x10%. Uyama et. al. (1996) reportaron que en un sistema con
60% de 1,4-dioxano se obtiene polifenol cuantitativamente (100%) como un sélido de
color amarillo palido. Sin embargo, el uso de acetona al 80% en lugar de dioxano permite

la obtencién de un polimero de mayor peso molecular (M, > 40x10%).
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Los resultados proporcionados en estos reportes nos permiten vislumbrar que el polifenol
sintetizado probablemente presentaria alto peso molecular (no determinado) en tanto que
la apariencia y el rendimiento presentan una estrecha relacion con el disolvente y la

cantidad del mismo en el sistema de reaccion.

La polianilina (PANI) obtenida fue un sélido de color negro que, en disolucion en THF,
present6é una coloracién amarillo &mbar. El analisis por CCF reveld la presencia de tres
productos con rf's de 0.6, 0.43, 0.22 y el punto de aplicacion. Estos resultados nos indican
la existencia de al menos tres productos de diferente peso molecular, si se considera la
posibilidad de una relacion entre el tamafio y la capacidad de movilidad en CCF de una
molécula ademas de su polaridad. El rendimiento de polianilina fue de 0.504 g producto/g
iniciales. Para los polimeros de derivados de anilina y fenol se ha indicado que presentan
color negro (Shan et al., 2000). Sin embargo, hay diversos estudios que muestran que
existe una clara relacién entre el pH del medio de reaccién y los diferentes estados de
oxidacion de la polianilina que otorga diferentes coloraciones (Samuelson et. al., 1998).

La sintesis del copolimero se realiz6 en presencia de fenol, anilina e indol, con una
concentracion de 20 mM de cada mondmero en un sistema acetona-amortiguador. El
producto de dicha reaccion fue un solido café obscuro que, disuelto en THF, present6 una
coloracién naranja. En CCF se observaron dos manchas con rf de 0.6 y 0.3 los cuales no
corresponden con los valores de rf de los monémeros, lo que nos permitié asegurar la
ausencia de los monémeros como contaminantes. La cuantificacion por HPLC de
consumo de sustratos reveld que el fenol se consume mayoritariamente (70%) seguido de
anilina (56%) e indol (39%), obteniéndose un rendimiento de 0.214 g de producto/g

iniciales con base en un peso molecular promedio de las tres unidades.

Por dltimo, el poliindol sintetizado en ausencia de HRP, es un polvo grueso de color
verde, el cual presenté cuatro manchas con valores de rf de 0.5, 0.42, 0.25, 0.11, y el
punto de aplicacion en CCF. Diferentes autores han reportado que la polimerizaciéon de
indol ya sea mediante oxidacién quimica (Billuad et. al., 1995) o bien electroquimica en
acetonitrilo (Tuken et. al., 2004), presenta color verde en estado dopado y exhibe
propiedades electrocrémicas. Ellos reportan que las propiedades morfolégicas y de
conductividad son fuertemente dependientes de las condiciones experimentales de

sintesis.
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Tabla IV. Caracteristicas de los polimeros enzimaticamente sintetizados.

Rendimiento Color
Polimero Rf Disuelto en
(gproducto/ginicial ) Producto THE

ACN 0.2520 0.37, 0.26 A”:ja“”o' Café ladrillo
Poliindol Verdoso .

Acetona 0.3870 0.37,0.26 |Café claro Café ladrillo

Dioxano 0.3120 0.37 Café claro Café ladrillo
Polifenol 0.646 N.E.2 Lila grisaceo | Café ladrillo
Polianilina 0.504 0'60’ 2'322’ Negro Amarillo ambar
Copolimero 0.214 0.6,0.3 Café obscuro | Naranja

Valores de rf de los monémeros: Indol (0.65), Anilina (0.48) y Fenol (0.57). a) No Eluye

Cada uno de los homopolimeros de indol, fenol y anilina, asi como el copolimero se
caracterizaron por UV-VIS, Fluorescencia, FTIR, *H y **C RMN y Calorimetria diferencial
de barrido (DSC).

ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Los espectros de UV-Vis del indol y de sus respectivos polimeros enziméticos se
muestran en la Figura 4. La banda | (220 nm aprox.) correspondiente a la transicion n-n*
etilénica se observé tanto para el monémero como en los polimeros, sin embargo, en
éstos ultimos se observé un incremento de la absorbancia que podria corresponder a un
aumento del sistema de enlaces conjugados. El indol presenta un maximo de absorcién
(Amax) @ 270 nm correspondiente a la transicion n-t* bencenoide. Los tres polimeros
presentan un maximo de absorcion entre 250-280 nm que indica la existencia de
diferentes transiciones n-n* bencénicas. La aparicion de una sefial ancha con maximo de
absorcion a 379 nm en los polimeros podria explicarse por una substitucion cromoéfora
(transicion n-nt*) (Silverstein, 1991) que ocasiona una conjugacién mas compleja que la
observada en el monémero. Adicionalmente, la presencia de la banda a 524 nm de baja

absortividad se explicaria por dichas transiciones n- n*(Silverstein, 1991).
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Figura 4. Espectros de UV-Vis del indol (linea negra continua), poliindolacetona (Ilinea negra punteada);
poliindolacn (linea roja), y poliindolgioxano (linea azul). El inserto muestra la banda de absorcion del

poliindolacn @ 524 nm.

El espectro del polimero sintetizado por via quimica (ensayo control) mostro tres bandas
de absorcion a 229, 392 y 595 nm (Figura 5). De est4d forma, se observo un
desplazamiento batocromico con respecto al monémero de la banda Il (Silverstein, 1991)
y que puede estar asociado a la presencia de transiciones n-n* (banda R) que
desplazaron la banda bencénica a mayor longitud de onda. Dichas transiciones se
explican por la presencia de grupos croméforos en el anillo bencénico a lo largo de la

cadena polimérica.
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Figura 5. Espectros de UV-Vis del poliindolacy enzimético (linea negra) y poliindol quimico (linea azul).

El inserto muestra la banda de absorcién del poliindolacny @ 524 nm.

La comparaciéon del espectro de UV-Vis del homopolimero de indol enzimatico versus el
guimico (Figura 5), muestra que ambos polimeros presentaron bandas a altas longitudes
de onda; sin embargo, el poliindol quimico present6 una mayor absorcién en tales bandas
lo que implicaria la presencia de una mayor cantidad de grupos cromoéforos producidos
por la baja selectividad de la reaccion quimica con respecto al homopolimero de indol

enzimatico.

La Figura 6 muestra los espectros UV-Vis de fenol y polifenol. El fenol presenta dos Amax. &
216 nm (banda E;) y a 272 nm (banda B) (Silverstein, 1991). Ambas bandas
corresponden a transiciones n - n*, la primera de tipo etilénica y la segunda de tipo
bencenoide. Por otra parte, el polifenol presenta una absorcién constante con dos
maximos a 250 y 352 nm. Dado el proceso de polimerizacion, las bandas etilénicas

presentan un desplazamiento batocrémico y cubren a la banda bencénica.
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Figura 6. Espectros de UV-Vis del fenol (linea negra), polifenol (linea punteada) y los espectros de

emision del fenol (linea roja) y polifenol (linea azul).

Desde los primeros estudios en polimerizaciébn enzimatica de fenol (poli(4-etilfenol))
(Premachandran et. al., 1996), los maximos a longitudes mayores de 385 nm se
atribuyeron a transiciones n-n* de grupos carbonilo quinoidales. En tales estudios se
concluye que, pese a que el principal acoplamiento de las unidades es orto-orto, el
acoplamiento orto-para lleva a la formacion de estructuras ceténicas en la cadena
polimérica (Premachandran et. al., 1996). En el presente estudio, la presencia de un
méaximo a 352 nm en el polifenol puede estar asociado con dicho tipo de estructuras en la

cadena polimérica.

La Figura 7 muestra el espectro UV-Vis de la anilina y la polianilina. El espectro de anilina
presenta dos bandas de absorcion a 240 (banda E;) y 290 nm (banda B) (Silverstein,
1991). Por su parte, la polianilina presenta dos bandas de absorcion a 300 y 412 nm. El
desplazamiento batocrémico de la banda etilénica se asocié a un aumento en el sistema
de conjugacion. Lo anterior, ocasiondé un desplazamiento de la banda bencénica. El

maximo a 412 nm se asoci6 a la presencia de grupos amina que presentan transiciones n-

TC*
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Figura 7. Espectros de UV-Vis de la anilina (linea negra), PANI (linea punteada) y de emision de anilina

(linearoja) y de polianilina (linea azul).

Diferentes estudios mencionan que la absorcion a 414 y 843 nm son consistentes con la

forma de sal de emeraldina (PANI) y que tales se deben a transiciones de bandas polarén

(Liu et. al., 1999; Samuelson et. al., 1998). Estos reportes nos sugieren que el maximo
observado a 412 nm en PANI podria deberse a que, al menos, una parte del polimero se

encuentra en forma de dicha sal.

Por dltimo, se obtuvo el espectro UV-Vis del copolimero enzimatico que contiene
unidades de anilina, fenol e indol (Figura 8). Se observé una banda ancha de absorcién

entre 240 a 320 nm seguido de una segunda banda ancha entre 360-400 nm que se

atribuyen a las transiciones n-n* bencénicas y cromoforicas (n-c*), respectivamente. Lo

anterior implica que el copolimero posee una estructura electronica diferente con respecto

a los homopolimeros de cada unidad estructural.
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Figura 8. Espectro UV-Vis del copolimero enzimatico (00) y de emision a Aexc.=262 nm (linea punteada)

Y Aexc.=371 nm (linea continua).

ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

En la Figura 9 se muestran los espectros de fluorescencia del indol, de los poliindoles

enzimaticos y del poliindol quimico. El espectro de emision del monomero presenté una

banda correspondiente a la emision de fluorescencia con maximo a 341 nm, mientras que

a 530 nm se observa una banda ancha caracteristica de fosforescencia de excimeros. Un

excimero es un complejo entre una molécula en estado basal y una en estado excitado.

Los tres polimeros enzimaticos presentaron una banda angosta con maximo a 292 nm, la

cual podria atribuirse a una parte de la cadena polimérica que presenta un arreglo

estructural, mas ordenado que el monémero.
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De igual forma, en los tres homopolimeros se presentd una banda con maximo a 320 nm,
cuyos valores de CEM presentados en la Tabla V mostraron que los poliindoles
sintetizados en dioxano y acetona (353.9 y 360.4 nm, respectivamente) presentaron un
desplazamiento hipsocromico con respecto al valor del monémero (366.2 nm), lo que
indica que en estos polimeros existe una regiébn polimérica en la cual los grupos
cromoforos presentes se encuentran en un ambiente no polar con respecto al monémero,

lo cual puede deberse al aumento de enlaces C-C en la polimerizacion.

Adicionalmente, el homopolimero sintetizado en acetonitrilo presentd otro maximo a
360 nm gque se atribuyd a una regiéon polimérica con arreglo diferente al atribuido a las
bandas anteriormente presentadas. El valor del CEM de dicho polimero (370.1 nm)
present6 un desplazamiento batocrémico con respecto al monémero, lo que implica que el
ambiente en el polimero es polar con respecto al monémero (Aburto y Le Borgne, 2004).
Lo anterior sugiere la presencia de grupos polares en la cadena polimérica.

El poliindol quimico presenta un espectro de emision con bandas finas, lo que implica que
este polimero presenta un arreglo mas ordenado que el mondémero, lo cual podria
explicarse por una imposibilidad de formar puentes de hidrogeno. Adicionalmente, su
valor de CEM (437.9 nm) presento un marcado desplazamiento batocromico con respecto
al valor del monémero, lo que puede ser indicativo de la presencia de un mayor grado de

insercion de oxigeno que de formacion de enlaces C-C.
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Figura 9. Espectros de emision indol (linea negra), poliindol acetona (linea azul), poliindolacn (linea

amarilla), poliindol gioxano (linea rosa). El inserto muestra el espectro de emisién del poliindol quimico.

Indol Aexe. 280nm;  poliindol acn Aexc. 267nm; poliindol acetona Aexe. 268nNM; poliindol gioxano Aexc. 269Nm; poliindol quiMico Aexe
391nm.

Tabla V. Valores de CEM de monémeros y polimeros

Monémero CEM (nm) Polimero CEM (nm)
FENOL 304.3 POLIFENOL 334.5
ANILINA 339.6 POLIANILINA 336.5
POLIINDOL (gcetona 360.4
INDOL 366.2 POLIINDOL (gioxano) 353.9
POLIINDOL (acny 370.1
POLIINDOL oumico 437.9
. 335.6

FENOL, ANILINA, INDOL COPOLIMERO Aexc. 262 nm

COPOLIMERO Aexc. 371 nm 393.3

Los espectros de emisiéon del fenol y el polifenol se muestran en la Figura 6. El fenol
presenta una banda con méaximo a 296 nm. Por su parte, el espectro del polifenol
presenta una banda a 272 nm que coincide con la longitud de excitacion del monémero, lo
cual sugiere la presencia del grupo fenol en la cadena polimérica. Las bandas anchas con
maximo a 320 y 443 nm pueden corresponder a fracciones poliméricas que presentan

grupos ceténicos y/o quinoidales que favorecen la formacion de puentes de hidrégeno.
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En este respecto, existen estudios como el de Premachandran et. al. (1996), de polimeros
fluorescentes con moléculas de naftol (poli-(2-naftol)) en el que el maximo de emision del
polimero coincide con el del monémero. Esto se asign6 a la presencia de residuos del
mondémero en el polimero en tanto que los maximos entre 450 y 485 nm se atribuyeron a

la presencia de segmentos quinoidales en el polimero.

El valor de CEM del polifenol (334.5 nm) present6 un desplazamiento batocrémico con
respecto al monémero (304.3 nm), lo que indica el paso a un ambiente polar (Aburto y Le
Borgne, 2004) que en este caso puede ser explicado por el aumento en el nimero de

grupos OH 6 cetdnicos presentes en la cadena polimérica.

El espectro de emision de PANI (Figura 7) muestra bandas mas finas que la anilina y que
se puede atribuir a una estructura con mayor conjugacion y que, a diferencia del
monomero, no favorece la formacion de puentes de hidrégeno. Ya que el maximo de
emision del polimero coincide con el del monémero (331 nm), los grupos NH, de la
unidad se mantienen a pesar del proceso de polimerizacion.

El valor del CEM de la anilina de 339.6 nm pas6 a 336.5 nm en la polianilina, este
desplazamiento hipsocromico refleja el paso a un ambiente no polar de los grupos

cromoforos, que puede deberse al aumento de enlaces C-C en el polimero.

La Figura 8 muestra los espectros de emision del copolimero obtenidos a dos longitudes
de excitacion. Con base en los datos de CCF y UV-Vis se presume corresponden a dos
fracciones poliméricas estructuralmente diferentes. El espectro de emision obtenido a una
Aexc. d& 262 nm presenta una banda ancha con dos maximos, el primero a 290 nm vy el
segundo a 320 nm, los cuales corresponden con los maximos de emisién observados en
poliindol sintetizado en acetona y en polifenol, lo que sugiere que esta regién del polimero
presenta un arreglo en el que fenol e indol presentes mantienen su capacidad de emisién

y de formacion de puentes de hidrégeno.
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El valor del CEM de este espectro (335.6 nm) comparado con el de polianilina (336.5 nm)
y poliindol (353.4 nm) presenta un desplazamiento hipsocrémico, lo que indicaria que esta
fraccion polimérica presenta un mayor grado de enlaces C-C que estos homopolimeros, lo
que explicaria que los grupos croméforos reflejen un ambiente no polar. Asi, el
desplazamiento batocrémico que presenta el copolimero con respecto al polifenol (334.5
nm) puede deberse a un mayor numero de fenoles en estructuras quinoidales y/o su

grupo OH libre ocasionando un ambiente polar con respecto al homopolimero.

Por otra parte, el espectro de emision obtenido a una ie. de 371 nm muestra bandas
angostas que reflejan una fraccion polimérica estructuralmente mas conjugada, cuyo valor
de CEM se desplaz6 batocromicamente (393.3 nm) con respecto al CEM de cada uno de
los homopolimeros lo que indica que en esta fraccion polimérica los grupos cromoforos se
encuentran en un ambiente polar con respecto a como se encuentran en los
homopolimeros.

Adicionalmente, se observa una banda ancha con maximo a aprox. 443 nm que se
presenta en ambos espectros de emision y la cual podria atribuirse a la presencia de
grupos ceténicos en ambas fracciones poliméricas.

Tal parece que el ambiente oxidante que proporciona la presencia del H,O, y HRP

favorece reacciones laterales sobre los grupos hidroxilo y amina.
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ESPECTROSCOPIA DE INFRA-ROJO (FTIR)

El espectro de infra-rojo del poliindol sintetizado en acetonitrilo (Figura 10) presenta una
banda a 3399 cm™ (vN-H), 3128-2975 cm™ (vC-H aromaticos), la banda de 1687 cm™
(vC=0 de amida), y la banda en 1486 cm™ (8NH). Los homopolimeros de indol
sintetizados en acetona y dioxano presentan el mismo espectro infra-rojo descrito
anteriormente. Se realizd el andlisis cuantitativo de relacion de areas de las sefiales
correspondientes a (vNH)/(vC-H) con el objeto de observar el efecto de la polimerizacién
enzimatica sobre el contenido del grupo amina y metileno del mismo. Se encontré que tal
relacién es aproximadamente cinco veces mayor en los polimeros con respecto al indol.
Lo anterior muestra que la union de las unidades de indol se realiza principalmente a
través del anillo bencénico y no del grupo amina, lo que confirma lo observado en UV-Vis

y fluorescencia.

Indol

80 liindol

acetona

olnndolACN

3128- 2975 (vC-H)

oliindol

dioxano
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o
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-100 4 3399 (vN-H) 1486 (3NH)

T T T T T T
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NUmero de onda (cm™)

Figura 10. Espectros de FTIR de los homopolimeros de indol.

En efecto, diferentes autores (D’Ischia et. al., 1990; D’Ischia et. al., 1991; Pezzella et. al.,
1996), concluyen que en la polimerizacion de 5,6-dihidroxiindoles con peroxidasas, la

unién de las unidades de indol se da en las posiciones 2,7" y 2,4".
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Asimismo, se ha reportado que HRP puede oxidar al acido-3-indolin acético a 3-metileno-
2-oxindol (Veitch, 2004), en tanto que Ximenes et. al. (2001), reportaron que la oxidacion
del 2-metil-indol da como productos el orto-acetamidobenzaldehido, la orto-
acetamidoacetofenona y el 2,2"-dimetil-2"2-diindoxilo. Por su parte, Van de Velde et. al.
(1999), encontraron que la CPO en presencia de H,O, oxida al indol a 2-oxoindol y bajo
condiciones de saturacion, tal reaccién es muy rapida (ke = 740s™, Van Rantwijk vy
Sheldon, 2000).
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El homopolimero de indol sintetizado por via quimica (control) mostré una baja solubilidad
en varios disolventes, por lo que su espectro de FTIR se obtuvo por la técnica de
reflectancia difusa, empleando para ello KBr (Figura 11). EI homopolimero presento
bandas en 3342 cm™(vN-H), 3121-3056 cm™ (vC-H, arématicos), 1725 (vC=0), 1662 cm ™
(vC=0 de amida). El polimero presenté un valor 1.33 veces mayor con respecto al
mondomero en la relacion de areas de las bandas correspondientes a (vN-H)/(vC-H) lo que
sugiere un menor grado de polimerizacion asi como la insercion de oxigeno en el carbono
alfa al nitrégeno. Al comparar la relacion de areas de (vN-H/vC-H) del poliindol enzimético
frente a la del quimico, el primero presenta un valor 4 veces mayor que sugiere un mayor

grado de polimerizacion del poliindol enzimatico.

809 Poliindal Quimico
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3332 (vN-H) Poliindol, ., Enzimatico
20 4

Transmitancia (%)

-20

Ht—_—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntmero de onda (cm™)

Figura 11. Espectros de FTIR de poliindolacy enzimético y poliindol quimico.

Estudios tedricos de la polimerizacion de indol, como el realizado por Talbi et. al. (1998 y
1999) 6 el de Yurtsever y Yurtsever (2002), han determinado que, de los 7 posibles sitios
de acoplamiento del indol, la posicién 2 es la méas favorable para la polimerizacién debido
a que la unién a partir de este sitio resulta en un angulo de torsibn muy pequefio entre las
moléculas de indol, lo que permite que se mantenga la planaridad que se observa en el
mondmero. Las posiciones 3 y 7 son muy cercanas en reactividad a la posicién 2, en tanto
que las posiciones 4 y 6 son las menos reactivas y que el atomo de nitrégeno no esta
involucrado en los enlaces entre las unidades de indol ya que es un acoplamiento poco
estable.
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El polifenol mostré6 una banda ancha con centro en 3330 cm™ (vO-H), 3064-2979 cm™
(vC-H, aromaticos), 1699 cm™ (vC=0), 1588 y 1487cm™ correspondientes a enlaces C-C
de aromaticos (Figura 12). El analisis de dicho espectro mostrd que la relacion de areas
de (vO-H)/(vC-O) en el polimero fue mayor que en el monémero, lo cual indica que la
formacion de un grupo éter no es favorecida frente a la existencia del grupo OH libre. La
banda vC-O en el mon6mero permanece en el polimero, de existir un grupo éter

desapareceria la banda de aprox.1210 cm™ y seria sustituida por otra en 1250 cm™ (1270-

1280 de éteres aromaticos no aparece).
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Figura 12. Espectro de FTIR de fenol y polifenol.

Asimismo, hay un decremento en la intensidad de la banda de 1365 cm™ correspondiente
al 80-H en el plano, lo cual implica que algunos grupos OH se pierden durante la
polimerizacion. Sin embargo, la banda de vOH practicamente se mantiene tanto en el
monoémero como en el polimero. Estos datos indican que la estructura del polimero esta
conformada mayoritariamente por unidades de fenileno que por unidades oxofenileno
(Uyama et. al., 1996; Premachandran et al., 1996; Kurioka et. al., 1994). En efecto, el
trabajo de Uyama et. al. (1996), demostré que la oxidacion enzimatica de fenol produce

una mezcla de unidades de fenileno y oxifenileno.
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Figura 13. Espectro de FTIR de anilina y polianilina.

Con respecto al polimero de anilina (PANI), se observan bandas en 3467 cm™, 3337 cm™
(vNH,), en 3060-2927cm™ (vC-H), en 1564cm™ (8NH,), y en 1213 cm™ (vC-N). La
presencia de la banda en 3337 cm™ en el polimero indica la presencia de una amina
primaria aromatica (Figura 13). La relacion de areas de (vNH,)/(vC-N) presenta
aproximadamente el mismo valor en el polimero que en el mondmero, lo cual indica que
en el polimero se mantiene el enlace C-N. La relacion de areas de (vNH,)/(vC-H) fue tres
veces menor en el polimero con respecto al mondémero y que se debe a que el area de
vNH, se mantiene con la disminucion del area de vC-H, lo que implica que el polimero

presenta grupos amino libres.

El infra-rojo del copolimero (Figura 14) presenta una banda en 3500-3200 con centro en
3345 c¢cm™ similar en forma a la banda vN-H del indol, Sin embargo, el que dicha banda
sea un poco ancha puede deberse a vOH fendlicos y a la formacién de puentes de
hidrogeno entre las unidades estructurales. La banda a 3058 cm™ corresponde a los
grupos metilo-metileno, la cual presenta una relacién de areas de (vN-H/vC-H) mucho
mayor a la observada en los homopolimeros. La presencia de una pequefia banda a 1700
cm™ puede corresponder a grupos quinoidales formados a partir del fenol, sin embargo la
mayor intensidad de la banda de 1225 cm™ atribuida a la vC-O de fenoles con OH’s libres

indican que en la cadena polimérica persisten los fenoles sobre la formacion de los grupos
quinoidales.
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Las bandas a 1588 y 1496 cm™ pueden deberse a la vC=C de anillos arométicos ¢ al
8NH,. Sin embargo, la primera de estas dos bandas s6lo aparece cuando un grupo fenilo
esta conjugado con grupos insaturados 0 con grupos que presentan pares de electrones
desapareados. Estos datos en conjunto pueden proponer que la unién de los monémeros
se da mayoritariamente a través de enlaces C-C favoreciendo el aumento en la

conjugacion y permaneciendo los grupos NH, de la anilina y OH del fenol.

120 4

Copolimero

100 —

80

60+

1700 grupos quinoidales

3$45 (VN-H)

40 4

Transmitancia (%)

1225 (vC-0)

20 4 1588 y 1496 (vC=C)

0 T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

NUmero de onda (cm™)

Figura 14. Espectro de FTIR del copolimero.
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR'Hy **C

Los espectros *H RMN del homopolimero de indol sintetizado enzimaticamente en
diferentes disolventes mostraron un patron de sefiales similar entre ellos, lo que nos
indica que poseen la misma estructura (Figura 15, 16 y 17). El espectro presenta 3 zonas
caracteristicas, 3.6 ppm (2H, -CH;-), 6.7-8.1 ppm (protones arométicos) y 11.1 ppm (1H, -
NH-C-OH). El polimero sintetizado por via quimica muestra una relacion de areas 8¢.7-
8.1/811.1 menor con respecto al polimero enzimatico, lo que indica un menor nimero de
protones aromaticos (Figura 17 y 18). Esto implica menor grado de formacion de enlaces
C-C y por tanto, un menor grado de polimerizacién. El espectro *C NMR presenta 2
zonas caracteristicas en los homopolimeros enzimaticos de indol, la primera entre 5140-
100 ppm correspondiendo a carbonos aromaticos, y la segunda a 6161 ppm perteneciente

al grupo carbonilo adyacente a la amina secundaria del indol (Figura 22, 23, 24).

El espectro de *H RMN de polifenol presenta tres zonas, la primera a §3.9 ppm que puede
deberse a grupos cetonicos presentes (Premachandran et. al., 1996), la tercera
correspondiente a protones aromaticos 66.0-8.0 ppm y por ultimo, un ancho pico 9.6 ppm
correspondiente a protones fendlicos (Figura 20) . El espectro de **C RMN present6
sefiales entre $115-135 y 6151-162 ppm. No se observan sefiales entre §140-150 ppm
indicando que un acoplamieto oxifenileno es descartado (Figura 27). Uyama et. al (1996),
reportaron que en *C RMN las sefiales a 6115, 123, 130 y 154 ppm corresponden a
carbonos de poli(fenileno) 2,6 disubstituido, en tanto que las sefiales 6119 y 157 ppm se
asignaron a carbonos de poli(oxifenileno) 1,4-disubstituidos. A partir de estos datos
espectrales y los estudios mostrados se consideré que la polimerizacion de fenol se llevé
a cabo principalmente a través de acoplamientos orto-carbono-carbono y para-carbono-

oxigeno.

OH

HRP

H,0,
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En el espectro *"H RMN de PANI se observan dos zonas de interés, la primera a 83.5 ppm
(1H, -NH,), la segunda a 86.0-9.2 ppm (-CH,-) correspondiente a los protones aromaticos
(Figura 19). El espectro de **C RMN del polimero presenta la sefial caracteristica de
carbonos aromaticos entre §100-130 ppm asi como una sefial a 6162 ppm
correspondiente a una amina primaria (Figura 26). A partir de estos datos espectrales, se
consider6 que la polimerizacion se llevd a cabo mayoritariamente a través de uniones

orto—carbono-carbono.
_ NH, -

HZOZ

NH,

n

El copolimero presentd tres zonas caracteristicas en *H RMN (Figura 21). La primera a
84.1 ppm que puede corresponder a los protones de aminas, la segunda a 86.0-8.0 ppm
correspondiente a protones aromaticos y, por ultimo, a 811.1 ppm que corresponderia a
protones fendlicos y/o cetdnicos. El espectro de *C RMN muestra dos sefiales
importantes, la primera de los carbonos aromaticos (6115-140 ppm) y la segunda

correspondiente a 8162 ppm que se atribuyé a una amina primaria (Figura 28).

43



11.16 ppm
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Figura 17. Espectro de 'HRMN de poliindolacn enzimatico.

Figura 18. Espectro de 'H RMN de poliindol quimico.
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Figura 19. Espectro de *H RMN de polianilina.

9.6 ppm 4.1 ppm P .36 ppm

Figura 20. Espectro de "H RMN de polifenol.
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Figura 21. Espectro de '"H RMN del copolimero.
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Figura 22. Espectro de *C RMN de poliindolacetona.
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Figura 23. Espectro de **C RMN de poliindolgioxano-
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Figura 24. Espectro de **C RMN de poliindolacy enzimatico.
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Figura 25. Espectro de **C RMN de poliindol quimico.
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Figura 26. Espectro de **C RMN de polianilina.

Figura 27. Espectro de **C RMN de polifenol.
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Figura 28. Espectro de **C RMN del copolimero.
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PROPIEDADES TERMICAS

Se realizo el estudio de todos los polimeros sintetizados por calorimetria de barrido
diferencial (DSC) en un rango de -30 a 300 °C bajo una atmdsfera de nitrégeno, para lo

cual se registraron los datos del segundo o tercer barrido

T,=6.9°C
» 2

Poliindol_
quim

ACN

Exotérmico

liindol

acetona

Poliindol

dioxano

-30 -20 -10 0 10 20 30
Temperatura (°C)

Figura 29. Termogramas de los diferentes poliindoles sintetizados.

Cada uno de los poliindoles presentd sélo una transicion. La Tg del poliindolgioxano S€
observd a 3.4 °C y la del poliindolaceona S€ Observé a 11.7 °C, las cuales son mas bajas
que la presentada por el poliindolacy (21.7 °C). La diferencia en los valores de Tg's
pueden deberse a que el sistema en el que se sintetiza el polimero pudiera tener un
efecto sobre el grado de polimerizacién y conformacién del polimero. El poliindolacy
presento el valor de Tg mas alto, lo cual podria indicar que este presenta el mayor peso
molecular. Los tres polimeros presentaron temperaturas de transicion bajas, lo cual podria

permitir que su manipulacion y aplicacion fueran factibles.
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El poliindol quimico presento una sola transicion a 6.9 °C, dicho valor de Tg es menor
gue la del poliindol enzimatico sintetizado en acetonitrilo, lo cual, indicaria que el poliindol
quimico presentd un menor grado de polimerizacién que el poliindol enzimético (Figura

29).

PANI

Polifenol

Exotérmico

Poliindol

acetona

COPOLIMERO

-30 -20 -10 0 10 20 30
Temperatura (°C)

Figura 30. Termogramas de los homopolimeros y el copolimero.

El polifenol sintetizado en este estudio present6 una transicion a 7.1 °C (Figura 30). Esta
temperatura es menor a la reportada para el poli (2,6-dimetil-1,4-oxifenileno) de 136 °C
(Ikeda et. al., 1996). Por su parte, Uyama et. al. (1996) y Oguchi et. al. (2000) reportaron
que polifenoles enziméticos no presentan Tg debajo de 300 °C. Adicionalmente, se sabe
gue la Tg de resoles liquidos es inferior a la temperatura ambiente, lo cual nos permite
inferir haber obtenido un polimero de alto peso molecular, cuyo arreglo espacial pudiera

ser similar al de los resoles liquidos.
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Asimismo, este resultado muestra que los polifenoles sintetizados enzimaticamente
pueden presentar transiciones vitreas, y que el no observarlas no necesariamente es una
propiedad caracteristica de dichas resinas fendlicas (Uyama et. al., 1996; Oguchi et. al.,
2000).

La polianilina obtenida present6 una transicion vitrea a 7.5 °C. La polianilina sintetizada
presentd un valor de Tg bajo en comparacion con el valor reportado para polianilina orto
dirigida (100-140 °C) (Lim et. al., 2000). Lo anterior, hace evidente que la polianilina
sintetizada en este trabajo cuenta con mayor espacio disponible entre las cadenas

poliméricas. Estos datos sugieren la obtencidn de una polianilina procesable.

Por ultimo, el termograma del copolimero sintetizado presenté tres transiciones vitreas a -
3.5, 3.8 y a 13.6 °C, las cuales no coinciden con las observadas para los homopolimeros
lo que nos indica la formacion de un producto totalmente diferente a los homopolimeros.
De forma similar a lo observado en los homopolimeros, las temperaturas de transicion son
bajas lo que indica la existencia de espacio disponible entre las cadenas poliméricas. El
gue este polimero presente Tg's bajas es una caracteristica interesante que lo hace mas
manipulable y flexible que polimeros con Tg’'s altas, lo cual puede ser aplicado en

multiples campos de interés.
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Capitulo IV
CONCLUSIONES

La técnica de polimerizacion enzimatica permiti6 la sintesis de polimeros cuyas
caracteristicas cromatogréficas, espectroscopicas y térmicas demuestran la obtencion de

polimeros novedosos y de interés en diferentes areas de aplicacion.

De las condiciones de reaccion estudiadas para la polimerizacion de indol, el sistema con
acetona permitié la obtencién de un producto con mayor rendimiento, sin embargo, el
estudio en cromatografia en capa fina mostré6 que el sistema con dioxano permite la

obtencion de solo una fraccion polimérica.

Las diferentes técnicas espectroscopicas mostraron que los homopolimeros sintetizados
en acetona y dioxano presentan gran similitud estructural. A partir de los datos obtenidos
de estas técnicas se infirid6 que la polimerizacion se da principalmente mediante uniones
del anillo bencénico del indol. En lo que se refiere a sus propiedades térmicas,
presentaron una diferencia de 8° en la transicion vitrea, lo cual indica una diferencia en su

grado de polimerizacion o arreglo espacial.

Por su parte, el homopolimero de indol sintetizado en acetonitrilo presentd, al igual que el
poliindol sintetizado en acetona, dos fracciones poliméricas. Sin embargo, los espectros
de fluorescencia e infrarrojo mostraron que, ademas del proceso de polimerizacion, se
presenta la insercion de oxigeno en el carbono alfa al nitrégeno.

El estudio de calorimetria corrobora que el proceso enzimético permite un mayor grado de
polimerizacion con respecto al proceso en ausencia de HRP. La polimerizacion con

peroxido de hidrogeno favorece la oxidacion por insercion de atomos de oxigeno.
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Los homopolimeros de fenol y anilina sintetizados en este trabajo, pese a ser
estructuralmente similares a los reportados por diferentes autores, presentaron una gran
diferencia en la temperatura de transicion vitrea, lo cual es posible se deba a que los

polimeros presentan un M, muy bajo.

Por dltimo, en el copolimero conformado por anilina, fenol e indol, las unidades se unen
principalmente mediante enlaces carbono-carbono obteniéndose un sistema altamente
conjugado aparentemente aun mayor al observado en los homopolimeros. El estudio
cromatogréafico y espectroscopico del heteropolimero demuestran la obtencién de dos
fracciones poliméricas que presentan un arreglo totalmente diferente entre ellas. En el
estudio térmico del mismo, fueron evidentes tres transiciones vitreas, de las cuales las
mMAas cercanas es posible correspondan a una misma fraccién con diferente conformacion

en tanto que la transicion restante corresponderia a la segunda fraccion polimérica.
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