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RESUMEN

Este estudio presenta la sintesis enzimatica de dos derivados polifendlicos
a partir de acido galico y 4-fluoroguayacol. En el primer caso, se sintetizd un
material semiconductor con altos rendimientos (82%) a partir del abundante &cido
galico natural polimerizado oxidativamente con lacasa de Trametes versicolor. La
Kmn determinada de 0.418 mM indicé una buena afinidad de esta enzima hacia al
acido galico. Este material novedoso fue soluble en agua (hasta 150 mgmL™)
mientras que fue poco soluble en solventes organicos. ElI material presentd una
estructura molecular con propagacion tipo fenil-fenil, lo cual permiti6 que la
conductividad en estado sélido alcanzara un maximo de 10* Sm™ con una banda
de energia prohibida optica de 2.41 eV. Adicionalmente, en el espectro UV-Vis se
observé un pico que aumenté conforme avanzé la reaccién y los analisis de
voltamperometria ciclica en solucion acuosa evidenciaron dos ondas anddicas
entre 0.40 y 0.80 V y una catddica en 0.35 V vs Ag/Ag’ a cualquier velocidad de
barrido; interesantemente, el pico de corriente de las ondas se incremento al

aumentar la velocidad de barrido.

Por otro lado, la polimerizacién oxidativa enzimética de 4-fluoroguayacol se
llevé a cabo con lacasa de Trametes versicolor en mezclas acuosas de solventes
organicos a pH 5. Este material versatil emitié fluorescencia en las regiones azul,
verde y rojo después de ser excitadas con radiacion UV-Vis de acuerdo a los
resultados de la microscopia confocal de barrido por laser y la espectrofotometria
de fotoluminiscencia de peliculas. Los rendimientos alcanzaron hasta un 52% con
un M, determinado por cromatografia de exclusién molecular de 1,100 gmol™,
usando acetona (30%). Los productos fueron caracterizados por analisis de RMN,
FT-IR y MALDI-TOF, evidenciando que la reaccion de polimerizacion oxidativa se
realizd a través de propagacion fenil-oxi y deshalogenacion. Se determind una
cristalinidad de 50% de acuerdo a los espectros de difraccion de rayos X en polvo,
mientras que los analisis térmicos demostraron una buena estabilidad térmica por

arriba del punto de fusion, lo que permitié la produccion de peliculas por fundicién.
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ABSTRACT

This study is concerned with the enzymatic syntheses of two polyphenolic
derivatives of gallic acid and 4-fluroguaiacol. In the first case, a semiconducting
material was attained in high yield (82%) from Trametes versicolor laccase-
mediated oxidative polymerization of naturally abundant gallic acid. The
determined K, was 0.418 mM, thus showing a good affinity of this enzyme for the
substrate. This novel polyphenolic can be solubilized in water up to 150 mgmL™,
whereas it presents poor solubility in organic solvents. The molecular structure
presented phenylene propagation which allowed for a maximum conductivity in
solid state of 10* Sm™ with an optic bandgap of 2.41 eV. Additionally, a growing
absorption peak at 450 nm in UV-Vis spectra was observed during polymerization
and cyclic voltammetry studies in aqueous solution of the polymers displayed a
cathodic wave around 0.35 V vs Ag/Ag” and two anodic waves between 0.40 and
0.80 V vs Ag/Ag" at any scan rate for all samples; interestingly, the peak current of

the waves increased with the increase of the scan rate.

On the other hand, the enzymatic oxidative polymerization of 4-fluroguaiacol
was successfully achieved using Trametes versicolor laccase in organic
solvent/buffer (pH 5) reaction media. The novel material was insulator but
displayed photoluminescence with emissions in blue, green and red upon applied
UV-light frequencies as determined by laser scanning confocal microscopy and
photoluminescence on sample films. The highest product yield was up to 52% of a
polymer with a M, determined by size exclusion chromatography of 1,100 gmol™
using acetone (30 vol%). The products were fully characterized by NMR, FT-IR
and MALDI-TOF analyses showing that the polyoxidation reaction underwent
throughout defluorination and phenyl-oxy propagation. Powder X-ray diffraction
spectra showed ca. 50% crystallinity for all samples and thermal analyses
demonstrated high thermal resistance of the polymer well above its melting point

which allowed for the production of films by melting.



INTRODUCCION

La polimerizaciéon de fenoles catalizada por enzimas ha sido estudiada
durante la ultima década' debido a sus ventajas sobre las rutas quimicas
tradicionales, tales como condiciones de reaccion no drasticas en ausencia de
reactivos téxicos, asi como su estabilidad, versatilidad y actividad.”™ Su sintesis
se ha hecho importante porque la consecucién de derivados polifendlicos con
estructuras altamente conjugadas ha encontrado aplicaciones en los campos de la
microelectronica, la optica no lineal y de sensores debido a su buena estabilidad
térmica y propiedades mecénicas.””’ Recientemente, se ha propuesto para su

sintesis el uso de enzimas®*!

tales como oxidoreductasas, principalmente
peroxidasa de rabano (HRP), peroxidasa de soya (SBP), cloroperoxidasa y en
menor medida, lacasas. Las publicaciones sobre el uso de estas ultimas han sido
limitados comparados con HRP o la SBP,'>** debido principalmente a la alta
actividad enzimética de éstas Ultimas comparando con las lacasas, no obstante las
ventajas que conlleva el uso de la primera. Entre ellas, destaca que se evita el uso
de H,O, asociado a las peroxidasas, el cual tiene, a altas concentraciones, un
efecto desactivante sobre las enzimas de las cuales es sustrato y es dificil de
manejar a grandes volumenes a escala industrial, mientras que las lacasas, al
activarse con oxigeno molecular, son enzimas mucho mas versatiles. En general,
en estas reacciones es dificil tener control sobre la estructura del producto, debido
a que el mecanismo de polimerizacion consiste en la formacion de radicales libres
y en el medio de reaccion es donde éstos se acoplan al azar mediante enlaces
fenil-oxi o fenil-fenil;***° no obstante, se han realizado esfuerzos para controlar la
estructura molecular y caracteristicas de los derivados, ya sea tanto modificando

las condiciones de reaccién como por la presencia de sustituyentes.®*"2

En este trabajo se ha estudiado la polimerizacion oxidativa enzimatica
mediada por lacasa de Trametes versicolor (LTV) de sustancias y derivados
naturales —acido galico (AG) y 4-fluoroguayacol (4FG)-, buscando productos que

exhibieran propiedades electro-0pticas tales como conductividad o luminiscencia.

3



ANTECEDENTES

1. ANTECEDENTES

1.1. Compuestos organicos electro-opticos

A mediados del siglo pasado, las propiedades eléctricas de los materiales
moleculares llamaron la atencion con un considerable interés en los procesos
electrénicos en sistemas bioquimicos y polimeros conjugados. Eley (Reino Unido)
y Vartanyan (URSS) en los afios 40 consiguieron cristales de ftalocianina y de
ftalocianina de cobre con propiedades semiconductoras; mientras que alrededor
de 1950 el grupo de trabajo de Akamatu en la Universidad de Tokio empezo a
investigar las propiedades eléctricas de los materiales organicos, por ejemplo la
fotoconductividad de la violantrona.?*?® Mas tarde, en 1977, Shirakawa,
MacDiarmid y Heeger (Premio Nobel de Quimica, 2000) publicaron su célebre
trabajo sobre el aumento de la conductividad de poliacetilienos cuando se
exponian a vapores de halégenos (I,, Br, y Cl, figura 1), dicho aumento en la
conductividad fue mayor cuando se usé |, y menor con Cl, como dopante.® Este
trabajo reforzo el concepto entonces emergente de materiales organicos no como

aislantes, sino con comportamiento metalico o semiconductor.?

/ / / / IZ
=107 S/cm c =38 S/cm

Figura 1. Aumento en la conductividad de poliacetileno mediante dopaje con halégeno.

Los polimeros conjugados se componen de enlaces covalentes alternantes
simples y dobles entre atomos de carbono. Los orbitales del carbono en los dobles
enlaces se encuentran en configuracién sp®p,, en donde la hibridacién sp? da lugar
a enlaces tipo sigma entre carbonos, y/o hidrégeno principalmente, aunque
también puede darse con heteroatomos. Los orbitales p, forman enlaces

moleculares entre carbonos tipo n. Los dobles enlaces conjugados, o en otras

4



ANTECEDENTES

palabras, los electrones que forman estos dobles enlaces se encuentran
deslocalizados a lo largo de los enlaces 1,3-conjugados de la cadena, teniendo asi
una densidad electronica deslocalizada. Esta deslocalizacion electronica provee la
via para el transporte de carga a lo largo de la cadena principal del polimero,
dando como resultado que tales materiales puedan exhibir propiedades
semiconductoras e incluso conductoras.®®>? La unién n puede existir en dos
estados: un estado enlazante n (conocido como HOMO) y un estado
antienlazante " (conocido como LUMO) donde la energia necesaria para el paso

de un estado a otro se conoce como banda de energia prohibida (Eg) (figura

2).31,33,34
‘ 8—8 n" (antienlazante)

Solapamiento
Banda de destructivo
energia
prohibida

1 (enlazante)

Solapamiento
constructivo

Figura 2. Estados my m'de un polimero conjugado.

En fisica del estado solido, un semiconductor usualmente se define como

un material con resistividad en un intervalo de entre 107 y 10° Qcm, o
alternativamente, con una Eg4 para la excitacion electronica entre 0 y 4 eV. Un
semiconductor orgénico tiene como ventajas sobre uno inorganico (como el Si)
qgue son flexibles y que pueden adaptarse facilmente a distintas aplicaciones; por
ejemplo, sus Ey pueden modificarse mas facilmente variando su estructura
quimica.®® Los semiconductores orgénicos pueden dividirse en dos categorias:
moléculas relativamente pequefas (tipicamente, grupos fenil o naftil acoplados
5



ANTECEDENTES

juntos) y polimeros conjugados de peso molecular relativamente bajo.3® También
pueden clasificarse como transportadores de huecos o de electrones, de acuerdo
a si la transferencia ordenada de los transportadores de carga, bajo ciertas
condiciones, se deriva de la remocion de electrones de los orbitales moleculares
llenos o de su adicién a orbitales vacios, respectivamente; e incluso es posible la
existencia de un polimero ambipolar.?®® Algunos polimeros conjugados
semiconductores pueden también emitir luz cuando regresan al estado basal
después de su excitacion, ya sea por accion de fotones (fotoluminiscencia), un
campo eléctrico (electroluminiscencia) e incluso calentamiento
(termoluminiscencia) (figura 3); estos materiales han despertado un creciente
interés por sus propiedades, procesabilidad y posibles aplicaciones en el campo
de la optoelectrénica.®****>3" Entre los materiales moleculares electrénicos mas
usados actualmente sobresalen los mostrados en la figura 4 y entre sus

aplicaciones sobresalen los diodos organicos emisores de luz (OLEDs) y los
transistores.>®

/ — LUMO
[ — + —
S T
Cuatro orbitales p, Excitacion + Emision ﬂ HOMO
con electrones (n

(A, E, A) de luz
deslocalizados % %

)

Configuracion Configuracion Vuelta al
electrénica en el electrénica en el estado
estado basal estado excitado basal

Figura 3. Esquema de ocurrencia de la luminiscencia en compuestos orgénicos.
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Figura 4. Materiales moleculares electrénicos usados actualmente.
1.2. Derivados fendlicos

Los materiales polifendlicos han atraido un especial interés debido a sus
estructuras conjugadas y a sus propiedades de estabilizacion de la oxidacion
térmica. Esto les confiere aplicaciones potenciales en los campos de la
microelectrénica, la éptica no lineal y los sensores.® Estos materiales son, en
muchos casos, de ocurrencia natural en los organismos vivos y exhiben un amplio
intervalo de propiedades fisiolégicas (anticancerigeno, antimicrobiano,
antiinflamatorio, etc.), siendo sus propiedades antioxidantes muy importantes, por
lo que las investigaciones en torno a ellos se dan principalmente en el sector de la

salud y en quimica de alimentos.***

1.2.1. Acido gaélico

El AG (nombre IUPAC: acido 3,4,5-trihidroxibenzoico, en la figura 5 puede
observarse su estructura) es un derivado fendlico natural, que se encuentra en el
metabolismo de muchas plantas por lo que puede considerarse no téxico, ademas

de ser relativamente barato.®*® Su demanda mundial anual se estima en 8,000
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toneladas (en el 2010) y se produce industrialmente por la hidrélisis acida de
galotaninos (presentes en el aceite de la nuez de agalla) y en menor grado a
través de la hidrélisis enzimatica de éstos usando caldos agotados de Aspergillus
niger o Penicillium glaucum que contengan tanasas.***! Los usos principales del
AG se dan en fotografia, en tintas de impresiéon, en la producciéon de
antimicrobianos, antivirales, analgésicos e incluso exhibe actividad citotoxica
contra células cancerosas;*® también se utiliza en la determinacién de fenoles
totales de extractos expresados como equivalentes de AG mediante el
procedimiento de Folin—Ciocalteu®® y para la manufactura de alquil galatos, los

cuales son usados como antioxidantes en aceites y productos grasos.*

La primera homopolimerizacion quimica publicada del AG la realizaron
Kricheldorf y Stukenbrock en 1998 (figura 5).** Dicha polimerizacion se realizé en
dos pasos: primero, el AG se acetilé6 con anhidrido acético usando piridina como
catalizador en tolueno en reflujo; después, el acido 3,4,5-triacetoxi-benzoico
obtenido se polimeriz6 en masa a 230 °C. El rendimiento global fue de 75%, con
un peso molecular promedio del material (M) de hasta 23,000 g/mol, un indice de

polidispersidad (PDI) de 2.1 y una temperatura de transicion vitrea de 167 °C.

O, OH
Alueno

HO OH 3)1\)]\—»)]\ oj\+3Hoj\
OH ﬁ/O

®) OH

Acido gilico Anhidrido Acido 3,4,5-triacetoxi-benzoico
acético
230 °c, 5 h +0.5 h al vacio
)L Jl\ -
en masa, N,

Acido 3,4,5- tr1acet0x1—ben101c0 poli(acido galico)

Figura 5. Homopolimerizacién quimica del AG.*
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Aungue el objetivo de su estudio fue sintetizar materiales hiperramificados,
debido al impedimento estérico, durante la homopolimerizacion no reaccionaron
los tres grupos acetoxi de cada unidad monomeérica, sino un maximo de dos, por lo

que continuaron su estudio evaluando la copolimerizacion del AG.

Por otro lado, Jeon et al. (2010)* lograron la homo y copolimerizacién
enzimatica de AG y otros mondémeros usando LTV en una mezcla acuosa de
etanol como medio de reaccion. El objetivo de su estudio fue obtener colorantes
que pudieran ser Utiles como tintes para cabello. Dado que el homopolimero de
AG no mostré los parametros de color adecuados, continuaron su estudio
utilizando copolimeros de AG y &cido siringico, descubriendo que a pesar de
agregarse al inicio de la reaccion en cantidades estequiométricas, el producto final
era una mezcla de homopolimeros; esta mezcla fue adecuada como tinte castafo.
Se describio también que, en la mezcla, el diametro promedio de las particulas fue
de entre 130 y 400 nm y que la absorcién UV-Vis fue mayor al disminuir la longitud

de onda; no se publicaron los rendimientos.
1.2.2. 4-fluoroguayacol.

A su vez, el 4FG (nombre IUPAC: 4-fluoro-2-metoxifenol, figura 6) es un
compuesto derivado del guayacol natural, que ha sido estudiado recientemente
por sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes.*>*® Estas propiedades se
las confiere su similitud con la apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona), un
compuesto natural extraido de las raices de Picrorhiza kurroa de los Himalayas y
cuya capacidad antiinflamatoria ha sido demostrada.*” Sin embargo, no existen
trabajos acerca de su polimerizacion quimica, y la Unica publicacion existente
sobre su polimerizacion enzimatica proviene del grupo de trabajo del Laboratorio
314 de la Facultad de Quimica de la UNAM.’
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Figura 6. Estructura del 4-fluoroguayacol.
1.3. Sintesis enzimatica de compuestos organicos

Actualmente, los polimeros derivados de compuestos fendélicos se producen
industrialmente por sintesis quimica, lo que involucra el uso de compuestos
téxicos (p.e.: formaldehido y piridina), incluidos metales pesados (p.e.: complejos
de Cu), ademas de que se tiene un bajo control sobre la estructura del

producto.®”*3

El estudio de la polimerizacion enzimatica provee una alternativa
prometedora para sintetizar polifenoles, ya que es ventajosa al ofrecer condiciones
de reaccién suaves y benignas ambientalmente.®*® Adicionalmente, se espera que
los catalizadores enzimaticos puedan proveer nuevos materiales poliméricos en
términos de estructura molecular dificiles de obtener por otras rutas mas

convencionales.®

La naturaleza provee un claro ejemplo del poder de las enzimas en la
preparacion de polimeros fendlicos a través de la sintesis de lignina, uno de los
polimeros mas abundante sobre la tierra. Las condiciones suaves de reaccion
aunadas a la alta reactividad y estabilidad de la familia de las oxidoreductasas las
hacen ideales para las aplicaciones de sintesis. En particular, la peroxidasa de
soya (SBP), la peroxidasa de rabano (HRP) y lacasas, especialmente la obtenida
de Trametes versicolor (LTV), han sido usadas para sintetizar polimeros y
copolimeros fendlicos a partir de un amplio nimero de mondémeros, incluyendo p-

cresol, p-fenilfenol, varios naftalenos y el mismo fenol. Tanto SBP como HRP
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producen productos poliméricos similares, lo cual parece ser representativo de la
mayoria de las peroxidasas de plantas. Desafortunadamente, en soluciones
acuosas, la pobre solubilidad de los monémeros fendlicos aunado a la ain mas
baja solubilidad de sus derivados polimerizados oxidativamente resulta en
terminacién temprana por precipitacion en el seno de la reaccion.*® Una forma de
mejorar las condiciones de reaccion es aprovechar la relativa estabilidad y
actividad de las peroxidasas en soluciones microacuosas de disolventes

orgénicos.®1048-51

1.3.1. Lacasa de Trametes versicolor

El uso de lacasas [bencenodiol: oxidoreductasa de oxigeno, EC 1.10.3.2]
para biorremediacion, biosensores, decoloracion de pigmentos, blanqueado y
deslignificacién de pulpa de papel, tratamiento de aguas residuales, modificacién
de biopolimeros y sintesis organica ha sido ampliamente estudiado en las ultimas
décadas.’®*® Particularmente, la LTV (figura 7), producida principalmente por
cultivo del hongo en liquido aunque su fermentacion en estado solido también ha
sido estudiada;**** es una de las enzimas conocidas como oxidasas “azules’;
contiene 4 atomos de cobre en el sitio activo como cofactores para reducir el
oxigeno molecular a agua.’®>® Consta de aproximadamente 500 residuos de
aminoAcidos,> organizados en tres dominios secuenciales y con los atomos de
cobre organizados en dos regiones: una conteniendo un atomo de cobre (sitio T1)
y otra agrupando tres atomos de cobre (sitio T2/T3), un atomo T2 y dos atomos
T3.1® La LTV efectta la catélisis por un mecanismo de 6xido-reduccion, que se

esquematiza en la figura 8.
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Figura 7. Diagrama de cintas de LTV. Los a&tomos de cobre se muestran como esferas

azules.”

En presencia de oxigeno molecular, los cuatro atomos de cobre se oxidan,
y el sitio T2/T3 interacciona con ambos atomos de oxigeno. Acto seguido, en
presencia de un sustrato (agente reductor), ambos atomos se reducen a 2
moléculas de agua, que son liberadas junto con los radicales libres formados por
la oxidacién del sustrato;*® por cada ciclo de regeneracién enzimatica se forman
cuatro radicales libres y esta generacién de radicales bajo condiciones suaves es
la Unica funcién de la enzima. Posteriormente, los radicales libres formados,
pueden reaccionar entre si (acoplamiento), dar paso a otras especies radicales por
resonancia o bien sustraer un hidrogeno fendlico de otra unidad monomérica e
incluso oligomeérica, en una reaccion de transferencia. La ocurrencia de radicales
libres da lugar a la formacién de enlaces estables por acoplamiento entre ellos y
por consiguiente, conduce al crecimiento de la cadena por alternancia de esos
pasos;>® sin embargo, cabe recalcar que esta fase de crecimiento no ocurre en el
sitio activo de la enzima sino en el medio de reaccién (figura 8).%" En el sitio activo,
como se ha mencionado anteriormente, se producen radicales libres en el &tomo

oxigeno del compuesto fendlico que posteriormente se difunden hacia el medio.

12



ANTECEDENTES

En la figura 9 se esquematiza un mecanismo de reaccion general para una
polimerizacion enziméatica in vitro empleando en este caso la LTV, el cual puede

ampliarse a otro tipo de oxidoreductasas.
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Figura 8. Mecanismo de formacion de radicales libres de derivados fenélicos con LTV.*
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Figura 9. Mecanismo de polimerizacion de derivados fendlicos con LTV. a) Formacion de
radicales y resonancia; b) acoplamiento de radicales para formar enlaces fenil-oxi o fenil-
fenil; c) transferencia de radical; d) propagacion por alternancia entre los pasos de

transferencia y acoplamiento que conduce al crecimiento polimérico.*
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1.4. Polimerizaciones oxidativas enzimaticas de derivados

fendlicos

Hay muchos trabajos publicados sobre polimerizaciones oxidativas de fenol
y derivados fendlicos empleando oxidoreductasas en sistemas microacuosos, las
primeras publicaciones datan del grupo de Klibanov en el MIT (EUA).>*® Como
ejemplos de polimerizaciones utilizando enzimas, destacan el trabajo de
Kobayashi et al. (2001)*° quienes llevaron a cabo la produccién de “urushi artificial”
(UA, el urushi es un polimero de origen natural usado de manera tradicional en
Japén como recubrimiento) mediante la polimerizaciébn enzimatica de cardanol
(derivado fendlico que es el principal componente obtenido por tratamiento térmico
de aceite de castafia de caju) usando SBP (figura 10 inciso a), el UA obtenido
presentd buenas propiedades elasticas; asimismo, Chelikani et al. (2009)%°
describieron la polimerizacion enzimatica de acido anacardico natural (extraido del
aceite de castafia de caju) con SBP (figura 10 inciso b) con rendimientos de hasta
60% con un peso molecular promedio en peso (M,,) de 3900 g/mol cuando se usoé
metanol acuoso como medio de reaccion, mientras que con propanol acuoso el M,
aumentd a 5000 g/mol con un menor rendimiento de 41%; el poli(acido
anacardico) obtenido se entrecruzé posteriormente en una superficie soélida y
entonces se probaron sus efectos antibidticos. Un ejemplo reciente de
polimerizacion oxidativa enzimética, realizado en el laboratorio, es el de Zaragoza-
Gasca et al. (2010),%* quienes llevaron a cabo la polimerizacién de fenol usando
mezclas de tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio ([BMIM][BF,]) y agua (uno
de los primeros trabajos sobre la polimerizacion enzimética de fenol usando
liqguido i6nico como solvente) con el biocatalizador HRP obteniendo pesos
moleculares de hasta 7,000 kDa con rendimientos de hasta 100% y con

estructuras tanto fenil-oxi como fenil-fenil (figura 10 inciso c).
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Figura 10. Polimerizaciones oxidativas de derivados fendlicos empleando oxidoreductasas.

1.4.1. Polimerizacién oxidativa enziméatica de derivados fendélicos con

propiedades electro-Opticas

La mayoria de los trabajos publicados en el campo de la sintesis enzimatica
de derivados polifendlicos con propiedades electro-6pticas es sin duda muy
reciente. Liu et al. (2000)®* llevaron a cabo la sintesis de poli(4-fenilazofenol)
(figura 11 inciso a) usando HRP en mezclas solvente:agua; el polimero sintetizado
exhibié una buena calidad Optica, con un pico de absorcion a 350 nm. Por otro
lado, Cui et al. (2010)° realizaron la polimerizacién enzimética oxidativa con HRP
de poli-(4-[benzilideno-amino]-fenol) (PBP) vy poli-(4-[(antracen-9-ilmetileno)-
amino]-fenol) (PAP) (figura 11 incisos b y c) en una mezcla de dioxano y solucion
amortiguadora de fosfatos, obteniendo pesos moleculares entre 2,400 y 2,900
g/mol de PBP y PAP, respectivamente, con rendimientos de hasta 93%; estos

materiales mostraron menores energias de transicion © - 7 que la
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correspondiente al fenol (hasta 86 nm). Asimismo, Turac et al. (2010)*° sintetizaron
enzimaticamente, con el uso de HRP, el poli-(4-[(4-fenilazo-fenilimino)-metil]-fenol)
(P(4-PPMP), (figura 11 inciso d) en soluciones acuosas de varios disolventes
(acetona, metanol, etanol, dimetilformamida y 1,4-dioxano), con pesos
moleculares de cerca de 8,000 g/mol. Dicho polimero tenia una banda de energia
prohibida de 3.36 eV, lo cual lo hace interesante para aplicaciones en el campo de
la electro-6ptica. También, Zaragoza-Gasca et al. (2011)’ en el laboratorio
describieron recientemente la polimerizacién enzimética de 4-fluroguayacol con
HRP en medio [BMIM][BF,] acuoso (figura 11 inciso e€) con un rendimiento de
33%, un peso molecular de 2,300 g/mol y un PDI de 1.3. La estructura fue de casi
un 90% tipo fenil-oxi y el polimero sintetizado mostré una fotoconductividad de
hasta 6 6rdenes de magnitud mayores a la conductividad en oscuridad.
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Figura 11. Estructuras de derivados polifendlicos sintetizados enziméaticamente con

I
I

¢) _ OH

I

propiedades electro-6pticas.

1.4.2. Dopaje de derivados polifendlicos sintetizados enzimaticamente

con propiedades electro-Opticas

Existen trabajos recientes sobre el dopaje de materiales obtenidos mediante

polimerizaciones oxidativas enzimaticas con peroxidasas de estructuras tipo

17



ANTECEDENTES

polifenol, poliluminol y polipirrol, lo que indica lo novedoso de este campo y los
potenciales avances hasta el momento en la produccion de éstos. Bilici et al.
(2010)° realizaron la polimerizaciéon de poli-(2-hidroxicarbazol) (PHC) (figura 12
inciso a) en dioxano acuoso con HRP; posteriormente el polimero se dopd
exponiéndolo a vapor de iodo, incrementando su conductividad cerca de 5
ordenes de magnitud después de 120 h de exposicidén. Por su parte, Nabid et al.
(2011)** publicaron la sintesis de complejos poliluminol-poliestirensulfonato
(PLUM-PSS). Dicha polimerizacion se llevdo a cabo usando HRP en solucién
amortiguadora de fosfatos a pH 8. Estos complejos poliméricos (figura 12 inciso b)
exhibieron quimioluminiscencia con rendimientos cuanticos moderados. De igual
manera, Bouldin et al. (2011)% describieron la sintesis de polipirrol (PPy) mediante
la polimerizacion oxidativa de pirrol a bajas temperaturas usando SBP como
biocatalizador en medios acuosos no toxicos, y dopantes como poli 4-
estirensulfonato de sodio (PSS), acido 10-canforsulfénico (CSA), poli-(4cido
vinilfosfénico) y acido citrico. La conductividad de los complejos poliméricos (p.e.:
PPy-PSS, figura 12 inciso c) se relacioné con el tamafio de la molécula dopante y
con su constante de disociacion, siendo mayor cuando se dop6 con CSA y menor

cuando se us6 acido citrico.

@ Q»

Figura 12. Estructuras de materiales dopados con propiedades electro-Opticas sintetizados

mediante polimerizaciones oxidativas enzimaticas.
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2.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Si se usan enzimas oxidoreductasas para catalizar la polimerizacion
oxidativa de AG y 4FG, entonces se obtendran nuevos materiales organicos con

propiedades electro-Opticas.
2.2. Objetivo general

e Evaluar variables clave en la sintesis enzimatica de derivados polifendlicos

con propiedades electro-Opticas a partir de AG y 4FG.
2.3. Objetivos especificos

e Realizar la polimerizacién oxidativa enzimética el AG y el 4FG en medio
acuoso, estudiando variables clave en la reaccion, tales como pH, medio
de reaccion, oxigenacién y relacion enzima/sustrato.

e Caracterizar quimicamente los materiales obtenidos.

e Determinar las propiedades electro-Opticas de los materiales.
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3.METODOLOGIA

3.1. Materiales

La LTV (proteina liofilizada libre almacenada a -20 °C, Fluka, EUA) con una
actividad de 5 Umg™. La HRP fue adquirida a Aldrich (EUA), actividad de 493
Umg™.
sulfonato) (ABTS, Fluka, EUA), AG (Sigma Aldrich, EUA), 4FG (Sigma Aldrich,

EUA), metanol (Quimica Suastes S.A. de C.V., México) y acetona (Quimica Barsa

Las sustancias quimicas utilizadas 2,2’-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-

S. de R.L., México) fueron grado reactivo. Todos los otros compuestos quimicos

utilizados fueron analiticamente puros y se usaron tal como se recibieron.
3.2. Lugares donde se realizaron los analisis

Los andlisis de resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia
infrarroja (FT-IR), difraccion de rayos X en polvo (PXRD), calorimetria diferencial
de barrido (DSC), termogravimetria (TGA) y microscopia confocal de barrido por
laser (LSCM) se realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion
(USAI) de la Facultad de Quimica (FQ). Por su parte, las determinaciones de
conductividad y espectrofotometria de fotoluminiscencia (PS) se llevaron a cabo
en el Laboratorio de Propiedades Opticas del Instituto de Fisica (LPO-IF). Por otro
lado, la voltamperometria ciclica (CV) se efectud en el laboratorio 222 E de la FQ.
Mientras que los espectros de masas por ionizacion-desorcion laser asistida por
matriz acoplada a detector de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) se adquirieron en el
Instituto de Quimica de la UNAM. Finalmente, los espectros de resonancia
magnética nuclear de carbono en estado sélido (RMN **C CP-MAS) y en liquido
del AG se obtuvieron en el laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de la

Universidad Autbnoma Metropolitana-Unidad Iztapalapa (UAM-I).
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3.3. Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad de la LTV se midié espectrofotométricamente, a 420 nm
(coeficiente de extincién Esx = 36,000 Mcm™) y 25 °C. La reaccién se inici6
agregando 25 pL de una solucién enzimatica (1 mgmL™) a 2.9 mL de ABTS (9.1
mM) disuelto en amortiguador monofosfato (pH 5, 100 mM) y midiendo la variacion
de la absorbancia utilizando un espectrofotbmetro Lambda 2S UV-Vis (Perkin
Elmer, EUA).?® La actividad se definié como la cantidad de enzima necesaria para
oxidar 1.0 umol de ABTS por minuto a pH 5 y 25 °C. El efecto desactivante de los
co-solventes organicos sobre la enzima se estudi6 usando el mismo
procedimiento, diluyendo una solucién concentrada de la enzima (2 mgmL™) en el
co-solvente orgénico hasta la concentracion deseada (1 mgmL™ de proteina en
30, 40 y 50% de solvente organico). Estas soluciones se mantuvieron en agitaciéon
(a 200 rpm y 25 °C). La actividad residual se determin6 cada 12 h entre las cero y

las 48 h bajo tratamiento de la proteina en la solucién de co-solvente organico.
3.4. Caracterizacion quimica de los productos

Los espectros de RMN de protén (*H), de carbono (**C), protén-protén por
espectroscopia de correlacion (*H-'H COSY), heteronuclear protén-carbono por
correlacién cuéantica simple (*H-"*C HSQC), heteronuclear protén-carbono por
correlacion de enlaces mdaltiples (*H-C HMBC) se recolectaron en un
espectrometro modelo Unity Innova 400 (Varian, EUA) mientras que los de flaor
(*°F) en un espectrémetro modelo Unity Innova 300 (Varian, EUA). Los productos
de AG (20 mg) se disolvieron en agua deuterada (D,O) y dimetilsulféxido
deuterado -(CD3),SO-, mientras que los derivados de 4FG (20 mg) en cloroformo
deuterado (CDCls), debido a sus diferentes solubilidades. Los espectros RMN **C
CP-MAS se realizaron en un espectrometro Bruker Avance Il 300 (Alemania) a 75
MHz, equipado con un detector CP-MAS BB (BroadBand, diametro de 4 mm, MAS
de 8 kHz).
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Por su parte, los M, y PDI de los derivados fendlicos se midieron mediante
Cromatografia de Exclusion Molecular (SEC) en un cromatégrafo Agilent 1210
series (EUA). Para los productos de polimerizacion oxidativa de AG se utilizé una
columna Ultrahydrogel 500 (7.8 x 300 mm, Waters, EUA) y una solucién 0.1 M de
LiCl en agua desionizada como fase de elucién (para evitar la formacién de
agregados) a un flujo de 0.8 mL/min y 30 °C, asi como un detector de indice de
refraccion (RID). Estandares de polietilenglicol fueron usados para la calibracion;
tanto los estandares como las muestras de producto fueron disueltas en la fase
movil (entre 1.5 y 2.5 mgmL™) y filradas (0.45 um) antes de inyectarse al
cromatografo. Por otro lado, las muestras derivadas de 4FG se analizaron en el
mismo equipo pero usando cloroformo (grado espectrofotométrico) como fase
movil en dos columnas PLgel 10 um MIXED-B LS (300 x 7.5 mm, Varian, EUA)
conectadas en serie a 0.8 mL/min y 30 °C usando un detector UV-Vis a 270 nm;
en este caso, estandares de poliestireno (Varian, EUA) se utilizaron para la
calibracién disueltos en cloroformo (2.5 mgmL™) al igual que las muestras (entre

0.5y 1 mgmL™) y filtradas previo a su inyeccién.

Por otro lado, la espectroscopia FT-IR se realiz6 utilizando un
espectrofotometro ATR FT-IR Spectrum 400 (Perkin Elmer, EUA) mientras que los
espectros de PXRD se adquirieron en un difractometro de rayos X, modelo D8
Advance Davinci (Bruker, Alemania). Las muestras fueron perfectamente
pulverizadas antes de su andlisis. El porcentaje de cristalinidad se determiné

mediante la integracidn de las respectivas areas cristalinas y amorfas del espectro.

A su vez, los espectros de MALDI-TOF se adquirieron en un espectrometro
de masas MicroFlex (Bruker, Alemania) en modo lineal positivo (150 disparos);
como matriz se utilizd acido trans-3-indoleacrilico disuelto en una mezcla
dioxano/dicloroetano 1:1 (10 mgmL™). Se disolvieron 2 mg de la muestra en 0.5
mL de la mezcla dioxano/dicloroetano para posteriormente mezclar 5 pL tanto de
la solucién de la matriz como de la muestra disuelta; una alicuota de 1 uL se tomé

de esta mezcla y se coloc6 en el muestreador, dejando evaporarse los solventes a
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temperatura ambiente antes del andlisis; por su parte, los analisis de DSC y TGA
se realizaron en un termoanalizador Mettler-Toledo (Suiza) con modulos DSC-1 y
TGA/SDTA 851°. La rapidez de calentamiento fue de 10 °C/min bajo una
atmosfera de nitrogeno. Antes de cada corrida se realiz6 una rampa inicial hasta

100 °C para eliminar volatiles.

Finalmente, la titulacién de hidroxilos se realizé solamente a los derivados
de 4FG. De cada muestra, asi como del monémero, se pesaron entre 3.0 y 4.5 mg
por duplicado en tubos de ensayo roscados: al primero se le agreg6 1 mL de
piridina y al otro 1 mL de una solucion al 0.5% de anhidrido acético en piridina.
Estos tubos se taparon y se colocaron en un bafio de glicerina a 100 °C durante
una hora, utilizando un portatubo de ensayos y colocando un bafio de hielo por
encima para condensar lo volatilizado. Transcurrido este tiempo, se retiraron del
bafio de glicerina y se dejaron enfriar, para enseguida agregarles 20 uL de agua
destilada, recolocandolos en el bafio a 100 °C durante 10 minutos. Después de
enfriarse hasta temperatura ambiente nuevamente, se titulé cada tubo de ensayo
con una solucion de KOH en etanol (0.015 N valorada con una solucién estandar
0.405 N de HCI) utilizando fenoltaleina disuelta en etanol (10 gL ™) como indicador.
Este mismo procedimiento se utiliz6 en un blanco de la solucién de anhidrido
acético en piridina. El namero de hidroxilos (#OH) fue calculado utilizando la

siguiente ecuacion:®*

SA
#OH = b (?) _ VN - (56.1)

donde :

B (mL) = cantidad de la solucion de KOH requerida para la titulacion del blanco
de la solucion de anhidrido acético en piridina.

cantidad de muestra disuelta en la soluciéon de anhidrido acético en

S(9)
piridina.
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A (mL) = cantidad de la solucion de KOH requerida para la titulacion de la
muestra disuelta en piridina.

C (g) = -cantidad de la muestra disuelta en piridina.

V (mL) = cantidad de la solucion de KOH requerida para la titulacion de la
muestra disuelta la solucion de anhidrido acético en piridina.

N = normalidad de la solucién de KOH.

3.5. Polimerizaciones oxidativas enzimaticas

3.5.1. Polimerizaciéon oxidativa del AG

Para llevar a cabo la polimerizacion oxidativa del AG se utilizaron 850.6 mg
(5 mmol) de AG en una mezcla de 25 mL de solucion amortiguadora de acetatos
(250 mM a pH 5) y 2 mL de NaOH (2 M) en un matraz de bola de 50 mL equipado
con un agitador magnético. Esta mezcla de reaccién se acondicion6 a 25+ 1°Cy
500 rpm en un agitador con control de temperatura (RCT basic safety control
IKAMAG®, EUA) mientras se burbujeaba aire usando una bomba Elite 800 (Hagen
Inc, Canadd) hasta alcanzar una concentracion inicial de oxigeno disuelto (DO) de
6 mgmL™, medida con un sensor de oxigeno Aplisens conectado a un controlador
ez-OD (Applikon, Holanda). Posteriormente, se agregd la enzima (tabla 1) y la
mezcla de reaccion se mantuvo a 25 °C y 500 rpm manteniendo el burbujeo de
aire durante el tiempo de reaccion; finalizado este tiempo, la mezcla de reaccion
se precipitdé gota a gota en metanol (grado técnico) frio (5 °C) bajo agitacion (300
rpm). Esta mezcla se dej6é sedimentar durante 12 h a temperatura ambiente, para
posteriormente filtrarla (filtros de membrana Durapore® 0.45 um); después, los
sélidos recuperados se congelaron a -80 °C y se secaron al vacio durante dos
horas. El polvo de color negro brillante recuperado se peso y se calculd el
rendimiento con base en el porcentaje peso del material purificado entre el peso
de sustrato inicial. En el analisis elemental se encontr6 C 49.75%, H 2.53%;
(C7H40s), requiere C 50%, H 2.43%. 3C RMN (&, ppm, D,0): 177 (1C, COOH),
146 (1C, =C-OH), 133 (s, b, 2C, =C-OH), 108 (s, b traslapado, 3C, C=C-C y C-
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COOH). FT-IR (A, cm™): 3,000-3,400 (banda ancha, tensién O-H); 1,350 y 1,060
(torsién O-H fendlico tensién de C-O fendlico); 1,570 (tension C=C aromatico).

COOH

HO OH
OH

— -n

Figura 13. Estructura del derivado de AG sintetizado en este proyecto.

3.5.2. Polimerizacién oxidativa de 4FG

Para sintetizar los derivados de 4FG, se mezcld6 la solucibn amortiguadora
de acetatos (250 mM a pH 5) con el co-solvente organico (acetona o metanol, a
las proporciones indicadas en la tabla 2) en un matraz de bola de 50 mL equipado
con un agitador magnético y se agregaron 711 mg de 4FG (5 mmol).
Posteriormente, se agregaron 25 U de biocatalizador y la mezcla de reaccion se
agité a 400 rpm y 25 = 1 °C usando un agitador con control de temperatura por 24
y 48 h, monitoreando el DO durante este tiempo. Ya que el producto precipitd
durante la reaccion, al finalizar el tiempo de reaccion la mezcla se hizo pasar por
un filtro de membrana y los sélidos recuperados se congelaron a -80 °C y se
secaron al vacio, recuperandose los productos como polvos de color beige. El
rendimiento se calcul6 de la forma previamente descrita. Se encontr6 en el analisis
elemental C 66.72%, H 4.58%; (C;HsO>), requiere C 68.85%, H 4.92%. *H RMN
(6, ppm, CDCI3) 7.03 — 6.83 (bs, 1H, =C-C=CH-C-OR), 6.82 — 6.58 (bs, 1H, CH=C-
OCHg), 6.46 — 6.30 (bs, 1H, (=C-CH=C-C-OR), 3.86 — 3.73 (bs, 3H, =C-O-CHy).
13C RMN (6, ppm, CDCls), sefiales principales: 155.93 (=C-O-C=), 152.25 (=C-O-
CH3), 139.13 (=C(COCH3)-OR), 121.74 (=C-C=C-C-OR), 107.66 (=C-C=C-C-OR),
102.55 (C=C-OCHs), 55.98 (CH3-O-). *°F RMN (&, ppm, CDCls) -115.11 (bs, 1F).
FT-IR (A, cm™): 3,580 — 3,330 (tensién O-H); 3,082, 3,004 (tensién C-H aromatico),
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2,836 (tension -O-CH3), 1,608, 1,493 (tensiébn C=C aromatico), 1,255 (vibracién C-
0O-C), 1,185 (vibracion C-0O), 1,145, 1,115, 1,025 (torsibn en el plano C-H
aromatico, reforzada por el sustituto halégeno).

- 41N

Figura 14. Estructura del derivado de 4FG sintetizado en este proyecto.

3.6. Caracterizacion electro-6ptica

Como parte de la caracterizacion electro-Optica se realizd
espectrofotometria UV-Vis de los derivados polifendlicos en un espectrofotometro
Perkin-Elmer Lambda 2S UV-Vis (EUA); la absorbancia se midié entre 200 y 700
nm. Para este analisis, los derivados se disolvieron previamente en agua destilada
(de AG, 0.1 mgmL™) o cloroformo (de 4FG, 1 mgmL™).

Por su parte, la conductividad en estado sélido de los distintos productos
obtenidos se determind utilizando un dispositivo fabricado en el LPO-IF, que
consta de un portamuestras con terminales de cobre conectado a un electrometro
digital de precisién programable 6512 (Keithley, EUA) y a una fuente de voltaje de
laboratorio MPS-3005D (Matrix Electronica, Espafa), de acuerdo al diagrama

mostrado en la figura 15.
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Electrometro

Muestra
T

Fuente de u
voltaje

Figura 15. Diagrama del sistema de medicidn de la conductividad en estado sélido.

Con la ayuda de un pastillador de acero inoxidable, se hicieron pastillas de
aproximadamente 5 x 4 x 1 mm de las muestras (cada pastilla hecha se midié con
un calibrador vernier para determinar sus dimensiones hasta una precision de +
0.1 mm); estas pastillas se colocaron entre las terminales de cobre y se hizo pasar
una corriente eléctrica directa con voltajes de entre 5y 30 V cada 5 V, midiendo la
corriente que se conducia a través de la muestra con ayuda del electrometro.
Debido a que la resistividad es dependiente de la geometria del material (de
acuerdo a la férmula p = R'S/1, donde R-es la resistencia medida en ohms, S es la
superficie en contacto con los electrodos medida en m? y 1 es la longitud de la
distancia entre los electrodos en metros) y que R es igual al voltaje aplicado entre
la intensidad de corriente que pasa por la muestra (de acuerdo al circuito
equivalente mostrado en la figura 16), al conocer éstas y la geometria de cada
muestra fue posible determinar su conductividad en estado solido con la Ley de
Ohm: o=p™, calculando el promedio de las conductividades bajo los diferentes

campos eléctricos aplicados.

Por otro lado, la fluorescencia de la muestras se determind utilizando un
microscopio confocal de barrido por laser Olympus Fluoview FV 1000 (Japon)
usando peliculas por fundicion de las muestras sobre cubreobjetos de vidrio (2.2 x
2.2 cm); dichas peliculas se fabricaron colocando una pequefia cantidad de
muestra en forma de polvo sobre un cubreobjetos, para enseguida colocarlo sobre

una placa de calentamiento a 200 °C; cuando se fundid la muestra se cubrio con
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otro cubreobjetos (area minima de la pelicula: 50 mm?). Se obtuvieron imagenes
en 4 canales: CH1: Aex 405 nm, Aem 425-460 nm; CH2: Aex 473 nm, Aey 485-545
nm; CH3: Aex 559 nm, Aey 575-620 nm; CH4: Aex 635 NnM, Aery 655-755 nm. Una vez
obtenidas las imagenes, se procesaron con el software incluido en el equipo para
obtener una integracién de la intensidad de fluorescencia por el area de la imagen,
lo que permitid cuantificar dicha fluorescencia expresada como la intensidad de

fluorescencia por area (unidades arbitrarias por pm?).

Figura 16. Circuito eléctrico equivalente al dispositivo utilizado para determinar la

conductividad de los productos de polimerizacién oxidativa.

A su vez, la PS se realiz6 utilizando un espectrofotdmetro de fluorescencia
LS-55 (Perkin Elmer, EUA). La fotoluminiscencia de los productos de AG se
determiné colocandolas en el portamuestras en forma de pastillas, mientras que
en el caso de los derivados de 4FG, se utilizaron las mismas peliculas utilizadas
en el andlisis de LSCM. En este analisis, se hizo incidir sobre la muestra un rayo
de luz de longitud de onda conocida, mientras que se media la intensidad y la

longitud de onda de la luz emitida por la muestra.

Finalmente, la CV se realiz6 a los derivados de AG. Esta se realiz6 a
temperatura ambiente y sin agitacidbn en un Potenciostato-Galvanostato 263 A
(Princeton Applied Research, EUA) en una celda convencional de tres electrodos
compuesta de un disco de platino con una superficie de 0.008 cm? como electrodo

de trabajo, alambre de plata como electrodo de referencia y alambre de platino
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como electrodo auxiliar; como electrolito de soporte se emple6 una solucién 0.1 N
de NaOH. El potencial de circuito abierto (OCP) se midio durante 10 min, mientras
que los barridos se iniciaron en el OCP hacia un valor positivo de hasta 1.35 V vs
Ag/Ag’, seguido de una inversién hacia potenciales negativos hasta -0.2 V vs
Ag/Ag®. De la gréfica de la corriente como funcion del potencial, se determiné el
valor de corriente del pico de reduccién; el valor de este pico se grafico
posteriormente como funcién de la velocidad de barrido para realizar un ajuste

lineal por el método de minimos cuadrados.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Polimerizacion oxidativa enzimatica del AG
4.1.1. Pruebas preliminares con la enzima HRP

En un principio, se realizd la polimerizacion oxidativa del AG mediante
accion enzimatica usando el biocatalizador HRP. Se obtuvieron rendimientos de
entre 5 y 10%, probando diferentes relaciones enzima/sustrato, tiempos de
reaccion (maximo dos horas de agregado del H,O, por goteo) y pH inicial,
obteniendo un producto con un M,, determinado por SEC, de entre 4,000 y 5,000
g/mol. Sin embargo, la conductividad de todos los productos obtenidos mediante la
actividad de esta enzima, se encontraron entre 10%° y 10® Sm™; es decir, se
comportaron como aislantes, al igual que el AG (c = 10™° Sm™); tampoco se
encontraron otras propiedades electro-6pticas en el material, como luminiscencia o
fotoconductividad. La ausencia de conductividad eléctrica podria deberse a que la
propagacion parecio ser del tipo fenil-oxi (figura 17) mayoritariamente, ya que la
caracterizacion de los productos por RMN *H (figura 18) dio como resultado la

aparicion de sefales de proton en la zona aromatica.

Este tipo de propagacion desfavorece enormemente la conductividad
debido a que se pierde la deslocalizaciéon electrénica con la presencia del
heteroatomo. Ante la falta de exhibicion de propiedades electro-Opticas, no se
considerd de interés proseguir con la caracterizacion y se decidié probar otro

biocatalizador, en este caso la LTV.
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COOH "HOOC i

HRP
ET o / N o0——

HONoH 2 —
OH . HO OH J,

Figura 17. Esquema de reaccién propuesto para la polimerizacion oxidativa enzimatica de
AG con HRP.
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Figura 18. Espectro de RMN 'H de un derivado de AG obtenido con HRP.
4.1.1. Efecto de la concentracion del AG sobre la actividad de LTV

En la figura 19 se muestra la variacion de la velocidad inicial (expresada
como la variacién de oxigeno disuelto en gm™s™) contra la concentracion inicial de
AG. Es posible observar que dicha velocidad exhibié un comportamiento tipo

Michaelis-Menten, alcanzando un maximo de velocidad a bajas concentraciones

31



RESULTADOS Y DISCUSION

de AG (10 mM). Esto indica una mayor afinidad de esta enzima por el AG como
sustrato, como se determiné por medio de la K, (calculada por medio de la grafica
de Lineweaver-Burk, r’=0.93) de 0.418 mM, comparada con la lacasa de Rhus
vernicifera , ya que la K., para el AG dada a conocer por Tianzhi et al. (1997)°° fue
de 6.92 mM.

4 -

w
1
H@H

V_ (x 10°g DO m?3s™
g( QN )

O -F ' I ' I ' I ' I ' 1
0 5 10 15 20 25

[AG] (mMM)

Figura 19. Velocidad inicial de reaccién enzimatica de LTV a diferentes concentraciones de
AG

Estos resultados indican que al no airear, el oxigeno disuelto disponible
para la reaccion enzimatica se agota al no existir una adecuada difusion del
oxigeno molecular de la atmoésfera hacia el medio de reaccion, lo que limita
notablemente la capacidad enziméatica para llevar a cabo la reaccion por ausencia

de sustrato.
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4.1.2. Polimerizaciones oxidativas con LTV

Como se ha mencionado, debido a los resultados adversos obtenidos con la
HRP, se decidi6 cambiar esta enzima por LTV. Las reacciones enzimaticas de
polimerizacion del AG con LTV se realizaron como se ha descrito en la seccion
experimental respectiva, con la diferencia de que se probaron diferentes pH
iniciales (5, 6 y 7) sin aireacién. Los rendimientos de dichas reacciones se
muestran en la figura 20 (simbolos vacios), al igual que los de las reacciones
llevadas a cabo a pH 5 con aireacion (simbolos llenos), de acuerdo a las
condiciones establecidas en la tabla 1.

100 -
80 - /
S m———
o 60
c
Q@
-
= 40- + O
aC) ,
4 ¢, A
20 / _ o
= /, v
0 = T Q T T
0 12 24 36 48

Tiempo (h)

Figura 20. Rendimiento de las reacciones de polimerizacion oxidativa de AG a diferentes
tiempos de reaccién. A pH 5y aireado con 12.5 (m), 25.0 (¢) y 50.0 (A) U de enzima; apH5y
sin aireado con 25.0 (o) y 50.0 (A) U de enzima; a pH 6 y sin aireado con 25.0 (+) y 50.0 (V) U

de enzima; apH 7y sin aireado con 25.0 () y 50.0 (<) U de enzima.
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Tabla 1. Condiciones experimentales de las reacciones con aireacion a pH 5.

Derivado de AG U de enzima Tiempo (h) PDI? m® r?®
1 12.5 6 1.04 0.784 0.991
2 12.5 12 1.05 0.640 0.975
3 125 18 1.05 0.713 0.963
4 125 24 1.05 0.765 0.992
5 12.5 48 1.07 0.758 0.996
6 25.0 6 1.04 0.889 0.995
7 25.0 12 1.05 0.895 0.993
8 25.0 18 1.05 0.807 0.999
9 25.0 24 1.07 0.868 0.993
10 25.0 48 1.10 0.864 0.999
11 50.0 6 1.05 1.019 0.985
12 50.0 12 1.05 0.953 0.990
13 50.0 18 1.06 0.836 0.999
14 50.0 24 1.10 0.865 0.999
15 50.0 48 1.12 0.864 0.999

Determinado por SEC software. "Calculado por ajuste lineal a partir de resultados de CV.

Se observo que los rendimientos fueron menores al no airear la reaccion, ya
gue incluso al utilizar dos veces (25.0 U) y hasta cuatro veces (50.0 U) de enzima,
comparado con 12.5 U y aireacion a pH 5, los rendimientos alcanzados a 24 h
fueron similares. Con respecto a los rendimientos alcanzados con aireacion,
ademas se logro observar que se alcanzé un rendimiento maximo de cerca del
80% a las 18 y 24 h cuando se agregaron 50.0 y 25.0 U de biocatalizador,
respectivamente, mientras que con 12.5 U de enzima los rendimientos alcanzados
fueron siempre menores hasta las 48 h de reaccion. Cabe mencionar que el

rendimiento maximo alcanzado al agregar 25.0 y 50.0 U de biocatalizador es
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superior al reportado en la sintesis quimica del poli-(acido galico) publicado por
Kricheldorf y Stukenbrock (1998)* que fue de 75% global, con las ventajas
adicionales, como se habia mencionado anteriormente, del uso de un catalizador
no téxico, biodegradable y natural (LTV en lugar de piridina), ahorro energético al
llevarse a cabo la reaccion a temperaturas menores (25 °C en lugar de 230 °C) y a
presion atmosférica en atmosfera de aire en lugar de vacio bajo atmosfera de

nitrégeno.

Por su parte, los M, determinados por SEC (figura 21) alcanzaron valores
de entre 2,200 y 3,500 g/mol para las condiciones de sintesis aireadas, mientras
qgue sin aireacion los pesos moleculares fueron siempre menores. Esto pudo
deberse, nuevamente, a la limitacion enzimatica por no transferirse
adecuadamente el oxigeno de la atmésfera al medio de reaccion. Ademas, los M,
se incrementaron ligeramente conforme se incremento tanto la cantidad de enzima
como el tiempo de reaccion. Interesantemente, los PDI de estos derivados fueron
bajos (cercanos a 1, tabla 1) lo que indica que la propagacion de la cadena
polimérica se da de manera controlada, como se ha descrito para la polimerizacion

de poli-catecol, poli-resorcinol y poli-hidroquinona por Sun et al. (2013).%°
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36 48

Tiempo (h)

Figura 21. Peso molecular promedio alcanzado bajo las diferentes condiciones de reaccion.

A pH 5y aireado con12.5 (m), 25.0 () y 50.0 (A) U de enzima; a pH 5y sin aireado con 25.0

(o) y 50.0 (A) U de enzima; a pH 6 y sin aireado con 25.0 (+) y 50.0 (V) U de enzima; apH 7y
sin aireado con 25.0 () y 50.0 (<) U de enzima.

Por otro lado, los espectros de RMN *H de los derivados sintetizados no
mostraron sefales en la regién aromatica (figura 22), en contraste con la del
mondmero (anexo) y, aun mas, si los comparamos con los productos obtenidos
usando la HRP. La desaparicidon de esta sefial indicé que el crecimiento polimérico
se dio via enlaces fenil-fenil, a diferencia de los espectros de RMN *H de los
derivados obtenidos mediante HRP (figura 18) en los que, como se mencion6

anteriormente, se observaron sefales en la region aromatica.
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Figura 22. Espectro de RMN 'H de un derivado de AG obtenido con LTV.
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Lo anterior indica que cuando se utilizé la HRP para generar los radicales
libres, estos reaccionaron mediante acoplamientos via fenil-oxi, a diferencia de
cuando se utilizé LTV; esto podria ser la razon por la que la conductividad de los
derivados obtenidos con HRP fue tan baja como la del monémero. A pesar de que
no se puede decir que las dos enzimas probadas puedan tener un control
especifico sobre la estructura del producto, ya que después de formar los
radicales libres en el sitio activo estos se difunden al medio reaccionando al azar
(figura 9), la razdén por la que exista la diferencia entre las estructuras finales de
los productos podria ser la velocidad de generacién de los radicales, ya que con
HRP la reaccion se lleva a cabo en un fraccién de tiempo al comparar con la LTV
(2 h contra 48 h), lo que indica que desde el principio de la reaccion existe una
gran poblacion de radicales libres que se acoplan de manera rapida (tanto fenil
como fenil-oxi), mientras que con LTV al existir un menor nimero de radicales

comparado con la reacciéon con HRP, éstos podrian estabilizarse en el anillo, ya
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sea por resonancia o transferencia de radical, para posteriormente acoplarse y

formar enlaces estables.

Por su parte, la RMN **C de los derivados de AG mostré sefiales muy
anchas comparadas con las de mondmero (inciso A de la figura 23) tanto en
liquido como en sélido (RMN **C CP-MAS), como se muestra en los incisos By C
de la figura 23, respectivamente. En ambos espectros pudieron verse bajas
relaciones sefial-ruido, especialmente en liquido, a pesar de los largos tiempos de
adquisiciéon del espectro (21 h), lo cual podria ser atribuido a que los tiempos de
relajacién fueron muy cortos debido a la rigidez®” del producto por los enlaces
fenil-fenil. A pesar de esto, fue posible observar en los espectros de **C cuatro
picos caracteristicos de los derivados, que pueden ser asignados a los carbonos
tal como se esquematiza en la figura 23; la sefial caracteristica de los carbonos 2
y 6 podria traslaparse con la sefial de 6 = 108 ppm correspondiente al C1. Cabe
sefialar que las sefiales de la RMN **C CP-MAS tienden a ser muy anchas debido
a que en el espectro se observan todas las interacciones anisotrépicas o
dependientes de la orientacion a diferencia de la RMN en solucién. Existen varias
técnicas para mejorar esta relacion sefal-ruido, tal como la rotaciébn a angulo
magico (MAS) o la polarizacion cruzada (CP) que incluso pueden ser usadas
simultdneamente. No obstante su uso, la relacién sefial-ruido se mantuvo baja

debido probablemente a la razon ya descrita.
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Figura 23. Comparacion de los espectros de RMN 3C del monémero (A), RMN 3¢ (B) y RMN
13C CP-MAS (C) de un derivado de AG.
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En los espectros de FT-IR (figura 24) de los derivados, se observaron
bandas anchas (indicativos de polimerizacion); tanto la banda intensa y ancha de
entre 3,000 y 3,400 cm™, indicativo de la presencia de una gran proporcién de
grupos hidroxilos en los derivados, como la ausencia de una banda entre 1,230 y
1,270 cm™ (caracteristica de enlaces éter C-O-C aromaticos)®® son indicativos de
una elongacion polimérica via enlaces fenil-fenil entre los carbonos 2 y 6 de la
unidad de repeticion, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por RMN.
Cabe decir que se intentaron obtener espectros de MALDI-TOF, sin embargo

nunca se obtuvieron espectros de calidad.
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Figura 24. Espectro FT-IR del AG (A) y de un derivado (B). t: tension, 5 aromatico, pp:
fendlico.

Con base en la evidencia experimental, se propone un esquema de

reaccion para la polimerizacion oxidativa enzimética de AG con LTV de acuerdo a
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la figura 25 siguiendo el mecanismo propuesto en la figura 26, en el que radicales
fenilos estables se generan ya sea por resonancia o por transferencia y luego se
acoplan entre ellos, conduciendo al crecimiento polimérico via enlaces fenil-fenil.
Cabe mencionar que debido tanto al caracter donador de los grupos hidroxilos
como al aceptor del grupo carbonilo, la densidad electronica puede estar
favorecida en los carbonos 2 y 6, lo que podria conducir a una estabilizacién del
radical libre en estas posiciones y por lo tanto, favorecer el mecanismo propuesto
(figura 26).

COOH ~ COOH
LTV

5
H,0O

HONYOH HOJS/LOH
OH OH

Figura 25. Esquema de reaccidn propuesto para la polimerizacion oxidativa enzimatica de
AGcon LTV.

L Jn

De acuerdo al analisis de TGA, todos los derivados sintetizados exhibieron
temperaturas de degradacion del 5% en peso alrededor de los 178 °C, lo cual es
indicativo de una relativa estabilidad térmica, mientras que de los datos de DSC
los derivados no exhibieron temperaturas ni de fusion ni de transicidén vitrea. A
partir de los espectros de PXRD, se determiné que los derivados tuvieron
estructura amorfa, a diferencia del monémero cristalino, lo cual es también
indicativo de la polimerizacion (en la seccion Anexos se muestran las gréaficas de

los andlisis térmicos y de PXRD).
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Figura 26. Mecanismo de reaccion propuesto para la polimerizacion con LTV del AG.
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4.1.3. Propiedades fisicas de los materiales derivados de AG

Como parte de la caracterizacion electro-Optica, los espectros de
espectrofotometria UV-Vis de los derivados y del mondmero se muestran en la

figura 27.

Pico creciente
durante la

Absorbancia relativa

—1r - r - r - Ir 1T 1T 1T 1+ 71 °
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 27. Espectros UV-Vis del AG y de los derivados sintetizados.

El AG exhibié un pico de absorcion maxima en 320 nm, mientras que los
derivados mostraron absorbancia en toda la regién UV y gran parte de la regién
visible indicativo de un desplazamiento hacia el rojo del estado de transicion n-n*,°
con un pico alrededor de 455 nm que aument6 su intensidad conforme la reaccién
avanzé. Este comportamiento es indicativo del aumento en la conjugacién de los

dobles enlaces debido a que la elongacién de la cadena polimérica se llevo a cabo
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por medio de enlaces fenil-fenil, concordando con los analisis de FT-IR y RMN. A
partir de los ejes de absorcién y utilizando la férmula £ = 1240Aot (nm),° se
calcularon las E; para el monomero y el derivado con la mejor conductividad,
resultando éstas iguales a 3.88 y 2.41 eV, respectivamente; esta disminucion en la

E; es indicativo del aumento en la longitud de conjugacion de la cadena polimérica.

En la figura 28 se presentan los resultados de la conductividad determinada
en estado solido de los derivados de AG. Se observo que los derivados obtenidos
con aireacion exhibieron conductividades mayores que los de los sintetizados sin
aireacion y a diferentes pH. Entre los aireados, se lograron conductividades de
hasta 10* Sm™. Esta conductividad es también un fuerte indicativo de que el
acoplamiento entre radicales se llevd a cabo mediante enlaces fenil-fenil,
conforme a la evidencia experimental obtenida por RMN, FT-IR vy
espectrofotometria UV-Vis, ya que asi se aumenta la conjugacion de dobles
enlaces y se permite el transporte de electrones a lo largo de la cadena polimérica.

Comparando con otros materiales organicos sintetizados enzimaticamente,
los derivados de AG obtenidos en este trabajo mostraron conductividades de
hasta 4 6rdenes de magnitud mayores que el policarbazol sin dopar (10® Sm™)
descrito por Bilici et al. (2010)° y un orden de magnitud superior al poliluminol (10
Sm™) sintetizado por Nabid et al. (2011);** por otro lado, al comparar con
polifenoles obtenidos quimicamente, la conductividad result6 mayor en hasta 3
6rdenes de magnitud que los derivados de o-dianisidina (10 Sm™) producidos por
Kaya et al. (2009)® y en hasta 4 6rdenes con respecto a los productos
sintetizados a partir de 4-fluorobenzaldehido (10® Sm™) por Kaya et al. (2012).”°
Cabe mencionar que los derivados de AG no emitieron fotoluminiscencia de

acuerdo a los andlisis de PS practicados.
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Figura 28. Conductividad de los derivados de AG. A pH 5y aireado con 12.5 (i), 25.0 () y
50.0 (H) U de enzima; a pH 5y sin aireacion con 25.0 (E3) y 50.0 (B) U de enzima; apH 6y sin
aireacion con 25.0 () y 50.0 () U de enzima; a pH 7 y sin aireacién con 25.0 () y 50.0 (EI) U

de enzima.

Para finalizar la caracterizacion electro-Optica, se realizé un estudio de CV.
En la figura 29 se muestran las respuestas voltamperomeétricas del AG y su
derivado a una velocidad de barrido de 0.2 Vs™. En el caso del monémero se
observaron tres cambios de pendiente correspondientes a ondas de oxidacion
(anodicas) a potenciales de entre 0.60 y 1.25 V vs Ag/Ag’, mientras que las de los
derivados (todos mostraron comportamientos similares) exhibieron dos ondas
entre 0.37 y 0.80 V vs Ag/Ag" con corrientes menores. Por otro lado, el AG exhibid
una onda catodica (de reduccion) a 0.58 V vs Ag/Ag” mientras que la de los

derivados se desplazdé mas de 0.2 V hasta los 0.35 V vs Ag/Ag”.
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Figura 29. Voltamperometria ciclica del AG (-) y su derivado (—°) a una velocidad de barrido
de 0.2Vs™,

Ademas, se redujo la diferencia entre los picos de reduccion y el primer pico
de oxidacion al llevar a cabo la polimerizacién oxidativa (0.09 Vy 0.22 V vs Ag/Ag”
para los derivados y el AG, respectivamente), lo que indica una disminucioén en la
banda de energia prohibida que conlleva un aumento en la conductividad. Cabe
mencionar que los picos observados entre -0.20 y 0.15 V vs Ag/Ag’ son
caracteristicos del electrodo de platino y corresponden a fendmenos de adsorcion-
desorcion de proton a diferentes planos del cristal de Pt y a la descarga de
hidrégeno molecular. El pico de adsorcion-desorcion de proton disminuy6 e incluso
se suprimio el de la descarga de hidrégeno molecular en presencia del derivado,
indicando que el polifenol se adsorbe fuertemente sobre el Pt y modifica la
actividad superficial del electrodo hacia esta reaccién.
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Figura 30. Voltamperometria ciclica de los derivados de AG a diferentes velocidades de

barrido. Las flechas indican el corrimiento de las bandas de oxidacion.

Por otro lado, al aumentarse la velocidad de barrido (figura 30), los picos de
oxidacion se fueron desplazando ligeramente hacia potenciales mayores mientras
que el pico catédico se mantuvo al mismo potencial. De forma interesante, al
graficarse la corriente del pico como funcion de la velocidad de barrido, se observo
que la corriente se incrementd al aumentar el peso molecular promedio (ver una
grafica representativa en la seccion Anexos). Adicionalmente, la corriente del pico
fue mayor conforme aumentdé la velocidad de barrido, encontrandose una
correlacion lineal entre estos dos parametros (> > 0.96, tabla 1); el valor de las
pendientes sugieren que la reduccién de los derivados se dio por medio de una

mezcla de procesos de difusion-adsorcion.
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4.2. Polimerizacion oxidativa enzimatica del 4FG

Con base en el trabajo de Zaragoza et al. (2011)" cuya actividad
experimental se realizO en el laboratorio 314-E, se decidi6 modificar las
condiciones experimentales para conocer el comportamiento del mondmero ante
la presencia de otro biocatalizador, como la LTV (debido a los satisfactorios
resultados de la reaccion de polimerizacion de AG), y de co-solventes. Una
ventaja interesante del biocatalizador LTV, como se ha mencionado anteriormente,
es que se evita el uso del perdxido de hidrogeno, el cual tiene un gran potencial
oxidante y tiene un efecto desactivante a altas concentraciones sobre las
peroxidasas de las cuales es sustrato y que hace mas complejo el control de la
reaccion. Asimismo, se probaron como co-solventes, el metanol y la acetona, los
cuales son solventes organicos comunes, en los que la LTV ha mostrado

actividad, "2

y en cuyas mezclas acuosas superiores al 25% de solvente
organico, el 4FG resulté soluble. Cabe mencionar que el 4FG no es soluble en

agua.

4.2.1. Actividad enzimatica de LTV en presencia de co-solventes metanol

y acetona

En un principio, se evalué la actividad enzimatica de la LTV a diferentes
concentraciones de co-solvente (expresadas como porcentaje volumen/volumen).
Los resultados se muestran en la figura 31. Se observdO que a mayor
concentracion de co-solvente, mayor fue la pérdida de actividad, descendiendo
dramaticamente a una concentracion de 50% v/v en la que se perdiéo mas del 90%
de la actividad en tan sélo las primeras 12 h a diferencia de 30 y 40% v/v, en las
que al mismo tiempo la pérdida se encontrd entre 40 y 70% y que no rebaso el
80% a las 48 h, excepto en el caso de haber usado 40% v/v de metanol. Los
tiempos de vida media (#,2) se calcularon mediante la ecuacion t,2 = In(2) / kqesac,
donde kuesac fue la velocidad de desactivacion de la enzima bajo los diferentes

tratamientos. El &/, de la enzima en ausencia de co-solvente organico fue de 88.1

48



RESULTADOS Y DISCUSION

h, mientras que en presencia de acetona disminuy6 a 23.8,24.0y 8.1 ha 30,40y
50% v/v, respectivamente; por su parte, la presencia de 30, 40 y 50% v/v de
metanol redujo el &2 a 25.5, 11.7 y 6.7 h, respectivamente. Estos resultados
indican que la disminucion de la actividad fue mas pronunciada al usar metanol, ya
que la presencia de 40 y 50% v/v redujo el #,2 a poco menos de la octava parte,
mientras que fue necesario un 50% v/v de acetona para reducirlo a niveles

similares.

Actividad residual (%)

Tiempo (h)

Figura 31. Actividad residual de la LTV a diferentes concentraciones de co-solvente. Control
(x); acetona (% v/v): 30 (e), 40 (m), 50 (A); metanol (% v/v): 30 (o), 40 (o) y 50 (A).

4.2.2. Polimerizacién oxidativa de 4FG con LTV

A partir de estos resultados, como disefio experimental se decidio llevar a

cabo la reaccion en ambos co-solventes, a concentraciones de 30 y 40% vlv,
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evaluando 24 y 48 h de reaccion. Los resultados de rendimiento, M,, PDI vy
porcentaje de enlaces fenil-oxi y fenil-fenil se muestran en la tabla 2. De acuerdo a
los resultados, se logré observar que la mejor condicion, de entre las probadas,
para mejorar tanto el rendimiento como el peso molecular, fue a 30% v/v de
acetona y 48 h, ya que el rendimiento fue mas del doble que a cualquier otra
condicion; asimismo, el peso molecular determinado fue el mayor (casi 1,200
gmol™), ademas de que, en general, el peso molecular mejor6 en las mezclas
acuosas de acetona comparadas con las de metanol; esto puede indicar que los
productos oligoméricos de la reaccion son ligeramente mas solubles en las
mezclas acuosas de acetona, lo que conlleva que al avanzar la reaccion, éstos se
encontraban disponibles para convertirse a radicales libres y, por tanto, para
aumentar el crecimiento de la cadena. Los PDI se mantuvieron relativamente

constantes a cualquier condicion de sintesis, entre 1.6 y 2.2.

Tabla 2. Reacciones de polimerizacion oxidativa de 4FG mediadas por LTV.

Solvente - Rendimiento  M,*

Clave %) erC’Ei%?] Ciﬁ) % (gm:ol) PDI® Ph/Ox"
FGA301 Acetona (30) 24 26.0+1.3 1150 1.8 51/49
FGA302 Acetona (30) 48 52.3+0.1 1,190 1.8 24/76
FGA401 Acetona (40) 24 10,6 £0.5 1099 2.2 53/47
FGA402 Acetona (40) 48 13.7+4.3 1,038 1.6 22/78
FGM301 Metanol (30) 24 21.3+1.1 972 2.2  44/56
FGM302 Metanol (30) 48 224+7.1 1,104 2.1 26/74
FGM401 Metanol (40) 24 13.0+ 3.7 863 20 37/63
FGM402 Metanol (40) 48 154 +5.7 977 1.9 29/71

Determinado por SEC software. "Determinado por titulacion.

El porcentaje de enlaces fenil-fenil disminuyé a mayores tiempos de
reaccion; esto podria deberse a que, al realizar la titulacion, los grupos hidroxilos

terminales se consideraron como enlaces fenil-fenil, y en las primeras horas de
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reaccion los productos fueron de menor peso molecular (probablemente dimeros o
trimeros), lo que condujo a una sobreestimacion de enlaces fenil-fenil a estos

tiempos de reaccion.

Como parte de la caracterizacion quimica de los productos, se realizaron
analisis de FT-IR, MALDI-TOF y RMN. En los espectros de infrarrojo (figura 32) se
observo que la intensidad de la banda caracteristica de tension del grupo hidroxilo
terminal disminuy6 en los derivados sintetizados, comparada con la del monémero
(3,580-3,330 cm™). Por su parte, las bandas caracteristicas de tensién de C-H
aromatico (3,082 y 3,004 cm™) y del grupo metoxilo —O-CHs (2,836 cm™) se
mantuvieron, asi como las bandas de tension del anillo aromatico C=C (1,608 y
1,493 cm™). También fue visible en los espectros de todas las muestras un ligero
ensanchamiento en la banda del enlace éter (1,255 cm™) y un aumento en la
intensidad de la banda del enlace C-O (1,185 cm™). Finalmente, se lograron
observar tres bandas de torsion de grupos C-H aromaticos realzados por la
presencia del halégeno (1,145, 1,115 y 1,025 cm™), ligeramente menos intensas
comparadas con las del monémero. Estos resultados indican que el acoplamiento
durante la polimerizacién se llevé a cabo principalmente via fenil-oxi (disminucién
de la banda entre 3,580 y 3,330 cm™ y aumento de las bandas en 1,255 y 1,185

cm™).
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Figura 32. Espectros FT-IR de los derivados de 4FG a las 48 h. t: tension, ,: aromatico, v:

vibracion, t,: torsion en el plano.

Por otro lado, en la figura 33 se muestra el espectro de MALDI-TOF del
derivado sintetizado a 30% de acetona y 48 h. Este analisis MALDI-TOF consiste
basicamente en mezclar la muestra con una matriz adecuada (acido trans-3-
indoleacrilico para derivados fendélicos) en exceso, dejandose evaporar el solvente
sobre una superficie metélica de tal manera que la muestra y la matriz co-
cristalizan. Luego, esta preparacion se somete a pulsos cortos de laser a alto
vacio lo que provoca que la energia absorbida por la matriz se convierta en
energia de excitacion y en transferencia de H* a la muestra (ionizacion) dando
lugar, normalmente, a especies monocargadas. El calentamiento del éarea
irradiada provoca que los iones cargados desorban de la fase sdlida hacia la fase
gaseosa desde donde se mide de forma muy precisa el tiempo necesario para

alcanzar al detector TOF.
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Figura 33. Espectro MALDI-TOF del derivado FGA302.

Se observo, en los espectros de todos los derivados analizados por esta
técnica, una serie de picos entre 508 y 1200 m/z, con una separacion entre ellos
de 122 m/z. Esta serie fue consistente con la formula condensada C7HeO:F +
n (C7He02) + C7H702 (m/z =141 + n (122) +123) con n en un intervalo de 2 a 7,
lo cual es consistente con un acoplamiento via fenil-oxi entre el grupo hidroxilo
radical y el C4, via una deshalogenacién. Adicionalmente, se observd una
segunda serie de picos consistente con la formula condensada 2(C7H¢O:F) +
n (C7He02) - m/z = 282 + n (122)- con n en un intervalo de 2 a 7. También se
observaron series de picos desplazadas por 40 m/z respecto a las series de picos
mencionadas, que pudieron deberse a iones potasio presentes en la solucion
amortiguadora. Cabe mencionar que al no poder obtenerse la distribucién de

pesos moleculares m/z por debajo de los 500, debido a la baja relacion sefal-ruido
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provocada por la matriz, no fue posible determinar un peso molecular promedio

para comparar con el obtenido por SEC.

Por su parte, los espectros de RMN *H, *C y *°F del 4FG y de un derivado,
se muestran en la seccion Anexos. En los espectros de RMN de los derivados
producidos, se observd un ensanchamiento y multiplicidad de las sefiales
caracteristicas, debido a la polimerizacion. Para ayudar a la asignacion de las
sefales observadas, se realizaron espectros de RMN bidimensionales. En la figura
34 se muestra el espectro de RMN 'H-'H COSY, en el que las sefiales
caracteristicas son las mismas que en el RMN monodimensional, con la diferencia
que al estar graficada en dos ejes, y como funcién de t, los picos caracteristicos
forman una diagonal ya que resultan de la contribucion del mismo nucleo, mientras
que los picos fuera de la diagonal se originan por el acoplamiento entre nucleos y
aparecen como sefiales simétricas a la diagonal. En esta técnica espectroscopica,
se observaron, ademas de las sefiales de la diagonal, dos sefiales intensas en
{6.4, 6.9} ppm, que indican un acoplamiento de protones adyacentes, por lo que la
sefial en 6.7 ppm debe corresponder al protén unido al C3 de la unidad de
repeticion; adicionalmente, se logro observar una sefial en {6.3, 6.7}, por lo que es
factible asignar el corrimiento quimico en 6.3 ppm al protén unido al C5, ya que el
proton unido al C6 se encuentra muy alejado (a 6 enlaces de distancia) del protén
del carbono 3 y por tanto, no aparecieron sefiales de acoplamiento en {6.7, 6.9}
ppm. La sefial en 3.8 ppm se asigndé a los protones del grupo metoxilo. Cabe
mencionar que en estos espectros de RMN bidimensionales se observo junto a
esta sefal en 3.8 ppm, la sefial de protdn caracteristica del etanol, presente como

contaminante.

Con la ayuda del espectro RMN *H-*C HSQC (figura 35), se asignaron las
sefiales del espectro de RMN **C en 102.4, 107.6 y 121.6 ppm a los carbonos 3, 5
y 6, respectivamente, ya que las sefiales observadas en el espectro HSQC indican
acoplamientos a un solo enlace, es decir, acoplamientos entre el proton y el

carbono al que estan directamente enlazados.
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Por su parte, en la figura 36 se muestra el espectro *H-**C HMBC RMN de
los derivados de 4FG. Ya que con esta técnica es factible observar sefiales de
acoplamiento proton-carbono hasta 4 enlaces de distancia, es una técnica util para
asignar las sefiales caracteristicas observadas en el espectro de RMN **C. En la
tabla 3 se resumen las principales sefales de acoplamiento proton-carbono
observadas; cabe sefalar que se observé la escisidn caracteristica del
acoplamiento a 1 enlace de distancia, mientras que el acoplamiento mas intenso
fue asignado a 3 enlaces de distancia. Cabe mencionar que la falta de un pico no
confirma que el par de nucleos proton-carbono se encuentre a mas de 4 enlaces

de distancia.
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Tabla 3. Sefiales de acoplamiento observadas en el espectro de RMN *H-*C HMBC del
derivado FGM402.

6c alenlace

&y (ppm) (escindido) 6ca2enlaces 8ca3enlaces &cadenlaces
3.8 55.8 (oxigeno) 152.1 146.8
5.3 (oxigeno) 140.9 114.0, 146.8 -
6.4 107.5 155.7 102.3, 139.2 152.2
6.6 - 146.9, 151.4 108.9, 141.0 -
6.7 102.5 152.2, 155.5 107.5, 139.6 -
6.8 120.0 140.7 151.5, 155.0 -
6.9 122.8 140.8 152.2, 155.5 -

Con base en las sefiales de acoplamiento observadas, se asignaron las

sefiales de corrimiento quimico del espectro de RMN *3C tal como se esquematiza

en la figura 36. Adicionalmente, se realiz0 la integracion de los picos de los

espectros de RMN 'H a las 48 h. De acuerdo a la estructura del monémero, la

integral de los protones unidos al C7 debe ser el triple que las diferentes integrales

de los protones aromaticos unidos a los carbonos 3, 5 y 6. En la tabla 4 se

muestran los resultados de dichas integrales.

Tabla 4. Integracién de los picos de los espectros de RMN *H.

3.9 6.5 6.8 7.1
Clave Hc, Hcs Hcs Hcg
3.6 6.3 6.5 6.8
FGA302 1.00+0.00 0.30+0.01 0.34+0.00 0.34+0.00
FGA402 1.00+0.00 0.29+0.01 0.33+0.01 0.34+0.01
FGM302 1.00+0.00 0.28+0.00 0.33+0.01 0.34%0.01
FGM402 1.00+0.00 0.28+0.01 0.33+0.01 0.33+£0.01

Pudo observarse que la relacion entre los protones aromaticos de los

carbonos 3 y 6 y los protones metilicos unidos al C7 fue muy cercana al del
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monomero, es decir, 0.33:1.00, mientras que la relacion del protén unido al C5
disminuyo ligeramente, a cerca de 0.29:1.00 en promedio, lo cual podria indicar
que el C5 participé en menor medida en reacciones de acoplamiento, pero no los
carbonos 3y 6, aunque fue mayoritario el acoplamiento via deshalogenacion en el
CA4.

Los resultados obtenidos de los espectros de RMN, indican que el
crecimiento de la cadena se realiz6 principalmente via fenil-oxi, acoplandose el
grupo fenoxi radical al C4 via una deshalogenacion y al C5, en menor medida, en
concordancia con el MALDI-TOF y el FT-IR. En conclusion la estructura molecular
mayoritaria fue completamente identificada tal y como aparece esquematizada en
la figura 37, generada de acuerdo al mecanismo de reaccion propuesto en la
figura 38.

\ \
0 O
LTV
O
P ol

Figura 37. Esquema de reaccion propuesto para la polimerizacidén oxidativa enzimética de
4FG con LTV.

La deshalogenacion durante la polimerizacion es factible, ya que existen
trabajos previos como el realizado por Dec et al. (2003),*® quienes estudiaron la
liberacién de diversos sustituyentes de compuestos fendlicos durante reacciones
de acoplamiento oxidativo mediante actividad enzimatica; la liberacion de
sustituyentes halégenos (-Cl) fue mas viable que la de otros sustituyentes como el
grupo carboxilo (-COOH), metoxilo (-OCH3) y metilo (-CH3), alcanzandose
porcentajes de deshalogenacion de hasta el 41%, y esto explicaria que la
polimerizacion se haya llevado principalmente entre el C4 y el grupo radical fenoxi.
Asimismo, Roy-Arkand et al. (1991)" describieron el uso de LTV para

deshalogenar parcialmente varios clorofenoles, encontrando que la decloracién
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era dependiente tanto de la naturaleza del sustrato como de la concentracion

enzimatica y que dicha decloracién conducia a la polimerizacion del sustrato.

Por otra parte, de los andlisis térmicos TGA (figura 39) y DSC (figura 40) se
determiné que la temperatura de degradacion del 5% en peso se encontré en
todos los casos cercana a los 300 °C, mientras que la temperatura de fusién de los
distintos derivados se localizé entre los 160 y los 180 °C. Esto permitio la fundicion
del material para moldeo sin pérdida de sus propiedades.

Por su parte, de los espectros de PXRD (figura 41) se determiné que el
porcentaje de cristalinidad de los diferentes derivados de 4FG se encontraba
alrededor del 51%.
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Figura 38. Mecanismo de reacciéon propuesto para la polimerizacion con LTV del 4FG.
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Figura 39. Termograma de TGA de los derivados de 4FG a las 48 h.
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Figura 40. Termograma de DSC de los derivados de 4FG a las 48 h.
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Figura 41. Espectros de PXRD de los derivados de 4FG a las 48 h.

4.2.3. Propiedades fisicas de los materiales derivados de 4FG

Como parte de la caracterizacion electro-Optica, se realizaron a los
derivados de 4FG andlisis de absorcién UV-Vis, fotoluminiscencia, conductividad y
microscopia confocal. En la figura 42 se muestran los espectros UV-Vis de los
derivados de 4FG a las 48 h, comparados con la del mondmero (inciso A); puede
verse que, en general, los derivados exhibieron una region de absorcion entre 235
y 332 nm, con picos de absorcién maxima a 265 y 300 nm, aproximadamente, en
contraste con la region méas estrecha de absorcion del mondmero entre 235 y 300
nm, con 3 picos de absorcion maxima a 243 (intensidad media), 270 y 289 nm.
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Figura 42. Espectros de absorcién UV-Vis de los derivados de 4FG a las 48 h. (A) 4FG, (B)
FGA302, (C) FGA402, (D) FGM302 y (E) FGM402

Este desplazamiento hacia el rojo de 32 nm en el espectro de absorcion de
los derivados, se puede atribuir a una ligera disminucién de la energia de
transicion n-n* derivado de un bajo aumento en la conjugacion de enlaces,
consistente con el bajo porcentaje de enlaces fenil-fenil determinados por titulacién
de hidroxilos y con la baja conductividad de los derivados (nunca mayor a 10™*°

Sm™), en contraste con los derivados de AG.

Con respecto a la fotoluminiscencia, en la figura 43 se muestran los
espectros de fotoluminiscencia de la muestra FGA302 bajo diferentes longitudes

de excitacion (Aex)-
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Figura 43. Espectros de fotoluminiscencia de la muestra FGA302. A, (nm): A) 365, B) 405, C)
473y D) 559.

Esta técnica consiste en la excitacion de la muestra mediante la absorcion
de fotones de luz (hacia un estado electrénico excitado); dicha muestra, al
regresar al estado electronico basal (de menor energia) emite un foton de menor
energia que el usado para la excitacion. Se mantiene constante la longitud de
onda de la luz de excitacibn mientras se realiza un barrido a mayores longitudes
de onda para detectar la emision de luz por parte de la muestra. En el caso de los
productos obtenidos, se observaron picos maximos de emision de
fotoluminiscencia (Aem) desplazadas alrededor de 40 nm hacia el rojo de las
longitudes de excitacion, aunque la emision fue exhibida en un intervalo de
aproximadamente 80 nm en cada caso. Esto indic6 que los materiales exhibian
fluorescencia, por lo que se procediod a realizar el andlisis de LSCM. En el anexo

se incluyen los espectros de fotoluminiscencia de otras muestras; en general,
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todas las muestras analizadas exhibieron comportamientos muy similares en este

analisis.

Como se menciond anteriormente, se realiz6 LSCM a las peliculas
obtenidas por fundicion de los distintos derivados de 4FG. Esta técnica usa el
mismo principio de la PS con la diferencia de que es posible obtener imagenes de
las superficies fluorescentes. Para ello, en la LSCM la fuente de luz consta de uno
o0 varios rayos laseres, que inciden sobre la muestra realizando barridos
rapidamente sobre el area en forma de una serie de lineas. La fluorescencia
detectada en cada punto se filtra a longitudes de onda objetivo y medidas en un
tubo fotomultiplicador. En la figura 44 se muestran las imagenes obtenidas por
medio de este andlisis de la muestra FGA402 y en el apartado de anexo se
incluyen las imagenes obtenidas de las otras muestras; en general, todas
exhibieron fluorescencia en los campos azul (Aem 425-460 nm), verde (Aem 485-545
nm) y rojo (Aem 575-620 nm). Al realizar la integracién para cuantificar dicha
fluorescencia (cuyos resultados se sintetizan en la figura 45) se observéd, a un dia
de reaccién y comparando el mismo co-solvente, una disminucién en la intensidad
de la fluorescencia al aumentar la concentracion del co-solvente en los tres
campos; ademas, a la misma concentracion de co-solvente y un dia de reaccién
dicha intensidad fue mayor al usar acetona comparado con metanol en todas las
regiones, y en todos los casos la fluorescencia en la region verde fue mayor que
en la azul y la roja. En contraste, la intensidad de fluorescencia de los derivados
obtenidos a dos dias de reaccion fue mayor al aumentar la cantidad de co-
solvente comparando cada solvente, mientras que al comparar la misma
concentracion de co-solvente, los derivados sintetizados en metanol exhibieron
menores intensidades en el campo azul y mayores intensidades en los campos

verde y rojo.
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Figura 44. Imagenes de LSCM de la muestra FGA402 bajo diferentes campos de excitacion.
Aem (nm): A) 425-460, B) 485-545 y C) 575-620.

Intensidad (u.a./um?)

FGA301 FGA401 FGM301 FGM401

Intensidad (u.a./pum®)

FGA302 FGA402 FGM302 FGM402

Figura 45. Intensidad de fluorescencia cuantificada por LSCM. A, (nm): 425-460 (azul), 485-
545 (verde) y 575-620 (rojo).
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De acuerdo a los resultados, la intensidad de fluorescencia parece estar
relacionada con el peso molecular y sobre todo con la naturaleza del co-solvente,
ya que en general a un dia de reaccién con pesos moleculares mas bajos, el
campo mas intenso en todos los casos fue el verde; mientras que a dos dias de
reaccion, con pesos moleculares mas altos, en el caso de la acetona se mantuvo
el mismo comportamiento de la intensidad de los tres campos, sélo que dicha
intensidad disminuyé notablemente; no obstante, en el caso del metanol, la
intensidad de fluorescencia se desplaz6 hacia el rojo. Esto resulta especialmente
interesante si se busca sintetizar el derivado para obtener un comportamiento
objetivo, por ejemplo si se buscara un material que fuera mas eficiente en el
campo rojo, se propondrian las condiciones de sintesis de la muestra FGM402,
mientras que si se buscara una mayor eficiencia en el campo verde, seria mejor

sintetizarlo bajo las mismas condiciones de la muestra FGA301.
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5.CONCLUSIONES

Se polimeriz6 oxidativamente AG de forma exitosa mediante la enzima LTV,
obteniéndose un derivado semiconductor (10 Sm™) con rendimientos de hasta
82% y pesos moleculares promedio de hasta 3,500 g/mol. Se hallé evidencia

experimental de que la elongacion polimérica se dio mediante enlaces fenil-fenil.

La polimerizaciéon oxidativa del 4-fluoroguayacol se llevd a cabo
exitosamente mediante la enzima LTV, obteniéndose un versatil derivado
fluorescente en 3 campos: azul, verde y rojo, con rendimientos y pesos
moleculares promedios de hasta 52% y 1,190 g/mol, respectivamente. La
evidencia experimental apunt6é a que el acoplamiento se llevé a cabo via enlaces

fenil-oxi y deshalogenacion.

70



PERSPECTIVAS

6.PERSPECTIVAS

Para trabajos futuros, se recomienda:

Evaluar la oxigenacién del medio de reaccién, para mejorar tanto la
productividad como, posiblemente, una mejora en las caracteristicas

objetivo de los derivados.

Caracterizar los derivados de AG con otras técnicas, tales como SEC
acoplado a un detector de luz laser multiAngulo (MALLS) para un
mejor conocimiento del peso molecular asi como seguir trabajando
en la obtencién de espectros validos de MALDI-TOF manejando

diferentes matrices o condiciones de andlisis.

Dopar a los derivados de AG, por ejemplo con iodo, lo que podria

mejorar o modificar las caracteristicas electro-opticas.

Evaluar la electroluminiscencia de los derivados de 4FG, ya que si
tuviera esta caracteristica podria ser posible disefiar un prototipo de
dispositivo OLED, utilizando los derivados de AG como capas
inyectores de electrones y/o de huecos, mientras que los productos

de 4FG se utilizarian como capa emisora.
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Anexo 4. Termograma DSC de un derivado de AG.

78



ANEXOS

Facultad de Quimica, USAI, UNAM México
10196_GA (Coupled TwoTheta/Theta)

| 10196.brml (Strip ka2)

Tas:

11000 (A)

10000

22422

g 8
sl o

75-4‘05ﬁs.38537

2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1,54060

Anexo 5. Espectros PXRD de AG (A) y de su derivado (B).

79



ANEXOS

40
30 A
<
=
3
c
© 20 4
o
@]
B Derivado 11
10 1 @ Derivado 12
A Derivado 13
V¥ Derivado 14
€ Derivado 15
0 T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500

Velocidad de barrido (mV/s)

Anexo 6. Grafico de la corriente del pico de reduccidon como funcién de la velocidad de
barrido de los derivados de AG 11 al 15 de acuerdo atabla 1

o,

oT
0T

685 680 675 670 6.65 6.60 6.55

cocl, L

L |

R T T e T T T S
ppmy 5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Anexo 7. Espectro de RMN *H del 4FG.

80



ANEXOS

a
OH
P
c b
9
F
g ;e cocl,
\ I I L X L W
pPm160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50
Anexo 8. Espectro de RMN °C del 4FG.
pPM'éS -9‘0 -5‘!5 ‘ -1h5 ‘ -1‘15 I -1‘25 I -1‘35 I -145 -155 ‘ -1‘55

Anexo 9. Espectro de RMN *F del 4FG.

81



ANEXOS

1
1
H,C
4 3| \O 2l 4|'
H H H H

0 !
2 4 3

3(:/ H3C/
1

5 _
6‘6 r BIZ I 5‘8 ‘ 5.’4 o 5I|] ' 4‘6 r 4I2 I SIB ‘ 3:4 ‘ 3"] ' 216 r
Anexo 10. Espectro de RMN 'H de un derivado de 4FG.
1
1
HsC
4 3, \O 2! 4!
H H H H
FQ—O 0 OH
5
H o) H H n H
7/ 2 4 3 /7
«C HaC
1
5 _
6‘6 r 6‘2 I 5‘3 ‘ 5r4 o 5:'] ‘ 4‘6 r 4‘2 I SIB ‘ 324 ‘ Slﬂ o 2:6 r

Anexo 11. Espectro de RMN *C de un derivado de 4FG.

82



ANEXOS

Intensidad (u.a.)

T T T 1
500 600 700 800

I
400
A (nm)
Anexo 12. Espectros de fotoluminiscencia de la muestra FGA402. A., (nm): A) 365, B) 405, C)
473 y D) 559.
B
C

S
2
ge)
©
9
n
c
3
=

D

I T I T I T I T 1
400 500 600 700 800
A (nm)
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This study is concerned with the successful synthesis of a semiconducting polyphenol in high yield (82%)
from Trametes versicolor laccase-mediated oxidative polymerization of the naturally abundant gallic acid.
The determined Ky was 0.418 mM, thus showing high affinity of this enzyme for the substrate. The poly-
mer can be solubilized in water up to 150 mg mL~!, whereas it presents poor solubility in organic solvents.

The molecular structure presented phenylene propagation which allowed for a maximum conductivity
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in solid state of 10~4Sm~! with a band gap (E;) of 2.41eV. In addition, a growing absorption peak at
450 nm monitored by UV-spectra was observed during polymerization. Cyclic voltammetry studies in
aqueous solution of the polymers displayed a cathodic wave around 0.35V vs Ag/Ag* and two anodic
waves between 0.4 and 0.8V vs Ag/Ag* at any scan rate for all samples, interestingly, the peak current of

the waves increased with the increase of the scan rate.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Polyphenolics with highly conjugated structures have found
application in microelectronics, non-linear optics and sensors
because of their good thermal stability and mechanical strength
[1-3]. Enzymatic synthesis of polyphenols has been proposed
using oxidoreductases, mainly horseradish peroxidase (HRP) and
in a lesser extent, chloroperoxidase (CPO), soybean peroxidases
(SBP) and laccases. The enzyme-mediated synthesis of polyphe-
nols has many advantages over chemical routes, especially the mild
reaction conditions in absence of toxic catalysts and the use of
environmentally friendly processes [4,5]. These processes involve
enzyme activation by hydrogen peroxide or molecular oxygen sub-
strates in aqueous or organic/buffer mixture and generation of
O radicals to the reaction media. Nevertheless, research on the
enzyme-mediated synthesis of polyphenols with opto-electronic
properties is recent, and the reports are restricted to peroxidase-
mediated reactions [6-9]. In this regard, Nabid et al. [9] described

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56225310.
** Corresponding author.
E-mail addresses: mgimeno@unam.mx, mgimeno@servidor.unam.mx
(M. Gimeno), ebg@unam.mx (E. Barzana).

1381-1177/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcatb.2013.07.020

the HRP biocatalyzed synthesis of polyluminol to attain a max-
imum conductivity of 10->Sm~1, which was higher than the
previous material from HRP-mediated hydroxy-functionalized car-
bazole polyoxidation (10-8 Sm~1) by Bilici and co-workers in 2010
[7]. In the latter work, an increase in conductivity up to 10-3Sm~!
was achieved after iodine doping. Generally, H,0, solutions are
added dropwise to avoid the so-called “suicide” HRP hemoprotein
inactivation by excess of peroxide in the reaction media. Alter-
natively, the laccases have trinuclear copper active sites with an
additional mononuclear copper site and are activated by molecu-
lar oxygen [10]. Similarly to peroxidases, coupling selectivity can
be controlled by the selection of reaction conditions and monomers
[5].Basic pH s often reported for optimized fungal laccase activities
[11], although they are significantly inhibited at pH below 3. Gen-
erally, optimum activities of laccases in polyoxidation of phenolic
substrates are reported at pH 5, just above its isoelectric point. Aktas
and Tanyolag¢ described the oxidative polymerization of catechol
by laccase from Trametes versicolor (LTV) in wastewater treatment
studies at pH 5 in acetone/buffer mixture media saturated with
molecular oxygen [12].In another work, Ceylan et al. found an opti-
mum pH of 6 for this enzyme in polymerization studies involving
1-naphtolin water-acetone mixtures [ 13]. We are the first to report
the enzymatic polyoxidation of gallic acid (GAL), a non-toxic and
naturally abundant phenolic molecule, using LTV in buffer media at
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pH 5 to attain a water-soluble material. Polyconjugated structures
were obtained, which attained remarkable conductivity values, as
inferred from solid state conductivity and cyclic voltammetry (CV)
studies. The obtained product may have potential application in
electronic devices, as a novel semiconducting polymer from natural
sources, synthesized in mild and environmentally friendly condi-
tions.

2. Methods
2.1. Materials

LTV (free lyophilized protein stored at —20°C) was sup-
plied by Fluka (USA). GAL (reactive grade) was purchased
from Sigma-Aldrich (USA). Methanol (technical grade) was
supplied by Quimica Barsa SA de CV (México). 2,2’-Azino-bis-
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS) was purchased from
Fluka (USA). All other commercially supplied chemical were ana-
lytically pure and all the reagents were used as received.

2.2. Enzyme activity assay

LTV activity was measured at 25°C using 9.1 mM ABTS in
monobasic phosphate buffer pH 5 (100mM). 25 uL of protein
(1mgmL-1) in the phosphate buffer was added to 2.9mL of
the ABTS solution [14]. Absorbance was measured at 420 nm
(E420=36000M-1 cm~1)using aLambda 2S UV-visible spectropho-
tometer (Perkin Elmer, USA). The enzyme activities were expressed
in international units (U), defined as the amount of enzyme needed
to produce 1 wmol of oxidized ABTS per min. The commercial LTV
used in this study displayed an activity of 5.12 U/mg of protein.

2.3. Enzymatic polymerization experiments

In a typical procedure: 850.6 mg (5 mmol) of GAL were added to
amixture of 25 mL of acetate buffer (pH5)and 2 mLof NaOH (2 M) in
a50 mLround-bottom flask equipped with a magnetic stirrer. Reac-
tions were conducted at 25 °Cand pH 5 under stirring (500 rpm) and
air was bubbled using an air pump aquarium Elite 800 (Hagen Inc,
Canada) until an oxygen concentration of 6mgL-! is attained, as
measured by an Aplisens DO sensor connected to ez-OD-controler
(Applikon, Netherlands). Afterwards, the units of activity of LTV, as
indicated, were added and the reaction mixture was stirred and
bubbled with air to keep the oxygen concentration at 6 mgL~!
throughout reaction time. Products were precipitated into 250 mL
of cold methanol (5°C) under stirring, then filtered and dried in
vacuum to yield the polymer as black powders. Yields were calcu-
lated as weight percentage of precipitated material related to the
initial GAL weights. Blank experiments carried out without added
enzyme did not yield any product, which implies that the pres-
ence of the biocatalyst is necessary for the polymerization to occur.
All experiments were carried out by duplicate. Found C 49.75%, H
2.53%; (C7H405), requires C 50%, H 2.43%. 13C NMR (8, ppm): 108 s,
b overlapped (3C, (=C—C and C—COOH); 133 s, b (2C,=C—0H); 146
(1C,=C—0H); 177 (1C, COOH). FT-IR: 3000-3400 cm~! broad band
(O—H stretching); 1350 and 1060 cm~! phenolic O—H bending and
phenolic C—O stretching; 1570 cm~! aromatic C=C stretching.

2.4. Michaelis constant (Ky;) based on GAL conversion and O,
consumption

23 mL of acetate buffer (pH 5) was placed in a 50 mL flask and
bubbled with air until oxygen saturation (5.9+0.1g/m3) as mea-
sured by the O,-electrode sensor. 2 mL of NaOH (2 M) and GAL (final
concentration of 2.35 wL mg~! GAL) were then added to the buffer
solution and stirred at 500 rpm until solubilization. Subsequently,

2mLof LTV aqueous solution (10.24 U) was added and the dissolved
oxygen (DO) was measured each 10s during 5 min at 2540.5°C.
Control reactions without added GAL showed no variations in the
DO concentrations; whereas blank experiments without added LTV
and GAL concentrations below 25 mM showed a slight DO drop
lower than 0.1 g/m3 after 20 min of reaction time and remained
unchanged afterwards. The initial reaction rate was calculated by
linear regression of DO data (R? >0.99). All experiments were done
by duplicate.

2.5. Measurements

The number average molecular weights (My) and polydisper-
sity (PDI) of polymer samples were measured by size exclusion
chromatography (SEC) in an Agilent 1210 series (USA) liquid chro-
matographer equipped with a Refractive index detector and a
Waters (USA) Ultrahydrogel 500 (7.8 x 300 mm) column calibrated
with polyethylene glycol standards (Varian, USA). Samples were
eluted with deionized water (flow=0.8 mLmin~') containing LiCl
(0.1 M) in order to prevent association of polyphenolic chains. Sam-
ples and standards were dissolved in the mobile phase and filtered
(0.45 pm) prior to injection in the chromatographer. Infrared (IR)
spectra were recorded in an ATR-FTIR spectrophotometer (Perkin
Elmer Spectrum 100). X-ray powder diffraction (XRD) analyses
were carried out in a Siemens D-5000 unit with Ko radiation Cu
and k=1.54 A. THNMR and 13C NMR spectra were recorded in a Var-
ian Unity Innova (USA) spectrometer operating at 400 MHz using
deuterated water or deuterated dimethylsulfoxide as solvents. 13C
solid state NMR spectra were recorded in a Bruker Avance Il 300
unity at 75 MHz, equipped with a detector CP-MAS BB (BradBand,
diameter of 4mm, MAS of 8 kHz). UV spectra of polymers and
monomer were conducted in aqueous solutions (0.1 mgmL-1) in
a Perkin-Elmer Lambda 2S UV-Vis between 200 and 400 nm scan
rate. Conductance measurements were carried out under atmo-
spheric conditions at ambient temperature on a home-made device
with copper contacts using pellets of the polymers of 4 x 5 x 1 mm.
Cyclic voltammetry was performed at ambient temperature with
a 263 A, Princeton Applied Research Potentiostat-Galvanostat, in
a conventional three-electrode cell composed of a platinum disk
with a surface area of 0.008 cm?2 as working electrode, a Ag wire
as reference electrode and a platinum wire as auxiliary electrode.
NaOH (0.1 M) solution was employed as supporting electrolyte. All
CV experiments were carried out without stirring. The open cir-
cuit potential (OCP) was measured during 10 min, and the potential
scans were first carried out from the OCP value toward positive
potentials, up to an inversion potential of 1.35V vs Ag/Ag*, then
reversed toward negative potentials. Slope and R? values were cal-
culated from the least square method using software (Origin 8.0®).
Thermogravimetric analyses (TGA) were conducted on a TA Instru-
ments Hi-Res TGA 2950 (US) under nitrogen atmosphere in the
25-500°C at a heating rate of 10°Cmin~!. Differential scanning
calorimetry (DSC) measurements were carried out in a DuPont DSC
2100 (US) between 10 and 300°C (rate=10°C min~!) under nitro-
gen atmosphere.

3. Results and discussion
3.1. Laccase-mediated polyoxidation

The polymerization rates reached a maximum when initial
GAL concentration was above 10mM, showing a characteristic
Michaelis behavior (Fig. 1). The remarkable high affinity for the
substrate was ascribed to a Ky;=0.418 mM for GAL according to
the Lineweaver-Burk plot (R2=0.93). The only previous report by
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Fig. 1. Effect of GAL initial concentration on LTV activity.

Tianzhi and co-workers [15] indicated a Ky; =6.92 mM for Rhus ver-
nicifera laccase, therefore GAL affinity is higher for LVT.

The polymer sample entries from best reaction conditions con-
ducted at pH 5, as described in Section 2.3, are included in Table 1.
Noteworthy, initial experiments carried out at pH 6 and 7 or at pH
5 without oxygenation of the media gave poor product characteris-
tics, as shown in Fig. 2. The yields attained in this work are shown in
Fig. 2A with a maximum of 82% at 24 hreaction. As can be observed,
yields increase with the reaction time up to 24 h for the enzyme
to monomer weight percentage of 0.59 wt% (33 mg of GAL per U
of LTV) and 1.18 wt% (16.5 mg GAL per U of LTV) in samples from
Table 1 entries 6-15, and then remain constant, while lower yields
were always obtained with 0.29 wt% (67.3 mg GAL per U of LTV) feed
(entries 1-5inTable 1). The results on reactions conducted at higher
pH, or without oxygenation, render lower yields as shown in Fig. 2A.
The measured My and PDI of the polyphenolic samples synthesized
with the best results are shown in Fig. 2B and Table 1, respectively.
The measured molecular weights slightly increase with the reac-
tion time and with the enzyme to monomer weight percentage, as
shown in Fig. 2B, and all samples displayed low PDI (Table 1). The
characteristics of products obtained at pH higher than 5 and those
without oxygenation of the media are shown in Fig. 2B, exhibit-
ing mainly oligomers. Interestingly, our synthesized polyphenolic
samples were soluble in water (100-150mgmL-1), unlike the

Table 1
LTV-mediated oxidative polymerization of GAL conducted at pH 5 with oxygen
concentration of 6 mgmL~".

Entry Enzyme?® (Wt%) Time (h) PDIP Slope® R%¢
1 0.29 6 1.04 0.784 0.991
2 0.29 12 1.05 0.640 0.975
3 0.29 18 1.05 0.713 0.963
4 0.29 24 1.05 0.765 0.992
5 0.29 48 1.07 0.758 0.996
6 0.59 6 1.04 0.889 0.995
7 0.59 12 1.05 0.895 0.993
8 0.59 18 1.05 0.807 0.999
9 0.59 24 1.07 0.868 0.993
10 0.59 48 1.10 0.864 0.999
11 1.18 6 1.05 1.019 0.985
12 1.18 12 1.05 0.953 0.990
13 1.18 18 1.06 0.836 0.999
14 1.18 24 1.10 0.865 0.999
15 1.18 48 1.12 0.864 0.999

2 Enzyme weight percentage with respect to GAL.

b polidispersity index (PDI) as measured by SEC software.

¢ Slope and R? from the linear log cathodic current peak-log scan rate relationship
in CV studies.
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Fig. 2. Polymer yield (%)-reaction time relationships (A); number average molecu-
lar weight by SEC (M, x10~3)-time relationships (B) and conductivity (o')-reaction
time (C) at pH 5 and oxygenated for enzyme to monomer weight percentage
of 0.29% (m), 0.59% (®) and 1.18% (a); at pH 5 and without oxygenation for
enzyme/monomer wt% relations of 0.59% (O) and 1.18% (A); at pH 6 without oxy-
genation for enzyme/monomer wt% relations of 0.59% (+) and 1.18% (v); at pH 7
without oxygenation for enzyme/monomer wt% relations of 0.59% () and 1.18%

(0).

aforementioned reported semiconducting polyphenols, although
poorly soluble (<10 mg mL~1) in acetone, DMSO, DMF and pyridine
and non-soluble in hexane, toluene, chloroform, dichloromethane
and acetonitrile.

TH NMR spectra for the enzymatically synthesized polymers
confirmed the absence of signals of aromatic hydrogen owing to
C—C coupling in the polymeric chain (Fig. 3D). Fig. 3B and C shows
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the representative aromatic regions of the 13C NMR and 13CP-MAS-
NMR spectra, respectively, of entry 4 in Table 1 against the 13C
NMR spectrum of GAL (Fig. 3A). As observed, the polymer exhib-
ited poor signal-to-noise ratios and broad bands (Fig. 3B and C),
despite the long time for spectrum acquisition (21 h), which might
be attributed to shortened T, relaxation times owing to the high
rigidity of the polymer [16]. Nonetheless, the 13C NMR spectra for
the polymer showed four broad bands in the aromatic region which
suggests that the carbons 1, 2 and 6 of the aromatic ring have a
very similar chemical shift due to the phenylene coupling. In the
FTIR spectra of all synthesized polymers, no bands are observed

GAL Growing peak

during polymerization

Relative absorbance

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Fig. 4. Changes of growing absorption peak at 450 nm during the enzymatic oxida-
tive polymerization as analyzed by UV spectroscopy.

in the 1230-1270cm™! region, characteristic of aromatic C—0—C
stretch [17] (see supplementary data for FTIR spectra of sample
entry 4 in Table 1). According to TGA data, all the polymer samples
displayed a 5wt% loss above 178 °C, which confirms the relatively
high thermal resistance of the polymers. Glass transition temper-
atures and melting points of the polymers could not be observed
from DSC analyses. Additionally, X-ray diffraction spectra for all the
synthesized polymers displayed amorphous structures (see supple-
mentary data for powder X-ray diffraction spectra of GAL crystals
and that for polymer).

3.2. Conductivity measurements

The conductivities of the polymer samples were calculated in
solid state from conductance data using the Ohm’s law o =p~1. As
shown in Fig. 2C, the conductivity of the polymer samples synthe-
sized at pH 5 with oxygenation of the media varied between 10-3
and 10~4Sm~1, whereas samples from polymerizations conducted
at pH higher than 5 or without oxygenation render low conductiv-
ity, which might be explained by their oligomeric structure similar
to the non-conducting GAL. However, the results on conductivity
for each enzyme to monomer weight percentage indicate that it
is independent of the molecular weight or the yield. Nonetheless,
the maximum conductivity for each relation was reached for sam-
ples synthesized with reaction times between 18 and 24 h, and
increased with decreasing enzyme to monomer weight percent-
age. Noteworthy, the maximum conductivity of the polymers is
up to 3 orders of magnitude higher if compared to the chemically
synthesized polyphenols derived from o-dianisidine (10-7 Sm~1)
reported by Kaya et al. [18] and 4 orders as compared to the 4-
fluorobenzaldeyde reported elsewhere [19]. Regarding the reports
on enzyme-mediated syntheses of semiconducting polyphenols,
our materials show higher conductivity than the reported poly-
luminol [9] and as well, the maximum conductivity is above the
non-doped hydroxy-functionalized carbazole (10-8 Sm~1) [7].

The changes in the absorption peak in UV spectra during poly-
merization are shown in Fig. 4 for samples in entries 6-10 in
Table 1 with a growing absorbance at 450 nm, corresponding to
m—r* transitions, while the maximum absorbance sharp peak of
GAL is observed at 320 nm. This lower energy for the 7-7* transi-
tion of the polymer agrees with C—C coupling. From the absorption
edges, the optical band gaps values (Eg) were calculated using the
equation Eg (eV) = 1240)@[} (nm) [7] to give 3.88 and 2.41 eV for
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Fig. 5. Cyclic voltammetry responses of (A) the monomer and polymer (entry 4 in
Table 1) at a scan rate of 0.2Vs~'; (B) an enzymatically synthesized polyphenolic
(entry 4 in Table 1) at different scan rates. Arrows indicate the slope changes in the
anodic wave, corresponding to two oxidation steps, for each scan rate.

the monomer and that for the highest conducting polymer, respec-
tively.

3.3. Cyclic voltammetry

CV studies were conducted with the highest semi-conducting
polymers are described in Table 1. The solubility of the polymers
in water allowed its study in this media and it represents, to the
best of our knowledge, the first CV study on enzymatically syn-
thesized polyphenolic materials. Typical CV current response plots
for the monomer, and that for the polymer sample of entry 4 in
Table 1, are shown in Fig. 5. All the polymer samples showed sim-
ilar behavior with one marked cathodic wave around 0.35V and
two weak anodic waves between 0.4 and 0.8 V at any scan rate. The
anodic and cathodic peaks between —0.2 and 0.15V vs Ag/Ag* are
characteristic of the platinum electrode, and correspond to pro-
ton adsorption-desorption phenomena at different planes of the
Pt crystal, and to the molecular hydrogen discharge. Comparison
of the monomer and polymer electrochemical responses is pre-
sented in Fig. 5A. The anodic wave corresponding to GAL presents
three slope changes between 0.6 and 1.25V vs Ag/Ag*, while the
polymer, with lower currents, presents two oxidation steps at 0.4
and 0.8 Vvs Ag/Ag*. Noteworthy, the proton adsorption-desorption
currents observed at negative potentials are considerably dimin-
ished, and the H; evolution current is suppressed by the presence
of the polymer, even at lower potentials than in the case of the con-
trol monomer sample, indicating that the polyphenolic strongly

adsorbs on Pt and modifies the surface activity of the electrode
toward this reaction. The main cathodic wave observed is shifted
by more than 200 mV with respect to control, indicating a large dif-
ference in the adsorption free energies. The oxidation steps of the
polymer, presented in Fig. 5B, are slightly shifted toward positive
potentials as the scan rate is increased, while the cathodic wave
is located at 0.35V at any scan rate. The potential of this reduction
currentis coincident with one of the Pt characteristic peaks, and this
current should thus be considered as the sum of at least two differ-
ent electron transfer processes. Interestingly, the plot presenting
the current of this peak as a function of the scan rate reveals that
the current increases as the mean molecular weight of the polymer
increases (see supplementary data file for graphical representa-
tions of current peak at 0.35V (WA) vs scan rate (mVs~1) for each
entry in Table 1). In addition, the peak current of the wave at 0.35V
increased with the scan rate. A linear log cathodic current peak-log
scan rate relationship was found with R%>96, as summarized in
Table 1. Additionally, the value of the slope (Table 1) suggests that
the reduction of the polyphenol takes place by means of a mixed
diffusion-adsorption process.

4. Conclusions

The enzymatic polymerization of GAL catalyzed by LTV was suc-
cessfully achieved in a pH 5 buffer medium, at room temperature,
with the aid of oxygenation. The experimental evidences pointed
out that the established reaction conditions givespolymeric chain
growth via C—C coupling and the materials exhibited good conduc-
tivity in solid state (up to 10~ Sm~1) and in CV studies, which is an
improvement over other reported semi-conducting polyphenols.
Interestingly, this enzymatically synthesized polymer is water sol-
uble and it possesses active pendant groups, which might increase
its range of applications. This material is obtained from naturally
abundant sources and it might be an alternative to other semicon-
ducting polymers obtained by other synthetic routes.
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