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RESUMEN

La polimerizacion es una de las tecnologias de fabricacion de nuevos
materiales mas importantes utilizadas por los seres humanos en los ultimos 50
afos. En el proceso de la polimerizacion, las condiciones de reaccion y el uso de
catalizadores desempefan un papel sumamente importante, ya que pueden ser
determinantes para la adecuada produccion y abastecimiento de los materiales,
asi como para impartir a los polimeros caracteristicas unicas que los diferencian

de otros materiales encontrados en la naturaleza o sintetizados.

Dentro de los muchos tipos de polimeros que existen, se encuentran los
polifenoles, los cuales pueden ser sintetizados pero también estan ampliamente
distribuidos en la naturaleza en vegetales. Principalmente, se han estudiado los
efectos de los mismos para la prevencion y alivio de padecimientos como el
cancer, la neuroinflamacion, diabetes y el envejecimiento, por sus caracteristicas
antioxidantes y antiinflamatorias (Owona Ayissi, 2013). Sin embargo, se pretende
encontrar una aplicacion novedosa para compuestos polifendlicos ademas de los

mencionados, en especifico para la utilizacion en dispositivos optoelectronicos.

Muchos compuestos poliméricos en la industria actual se llevan a cabo con
vias de sintesis que involucran reacciones de éxido-reduccion, por ejemplo en
polimerizaciones de emulsion a bajas temperaturas, en donde se usan
compuestos téxicos como la piridina y el formaldehido, ademas de catalizadores
organometalicos basados, entre otros, en cobre. Sin embargo, esto trae consigo
problemas de tipo ambiental, ya que la incorrecta disposicién de los residuos
generados durante estas actividades antropogénicas contamina de metales
pesados los suelos y las fuentes de agua. Por lo tanto, es de interés encontrar
alguna via alterna de sintesis polimérica que no necesite de iones metalicos como
iniciadores de reacciones de 6xido-reduccion. Las oxidorreductasas son enzimas

que promueven reacciones de oxido-reduccion.

En el grupo de trabajo se reportd anteriormente que es posible utilizar la

enzima oxidorreductasa Lacasa de Trametes versicolor para la oxidacion de acido
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galico y la formacion de un material policonjugado semiconductor (Lopez, 2013),
asi como la sintesis de un material fotoconductor a partir de 4-fluoro-2-metoxifenol
y la enzima oxidorreductasa Peroxidasa de Rabano (HRP, por sus siglas en

inglés) en medios organicos y liquido iénico (Zaragoza-Gasca, 2011).

Por consiguiente, se planteo la sintesis de un polimero fendlico a partir de
alguna de estas dos enzimas mencionadas anteriormente, que presente nuevas

propiedades optoelectronicas.

De esta manera, se buscé determinar tanto las condiciones como el medio
de reaccion que permita obtener el polifenol de interés, caracterizarlo en funcion

de su estructura y propiedades de fluorescencia y conduccion.



l. INTRODUCCION
1.1 Polimeros

Los polimeros son macromoléculas que se caracterizan por estar
compuestas por unidades de repeticion. Las moléculas que reaccionan entre si
para formar un polimero se denominan mondémeros, y las reacciones por las
cuales esto se lleva a cabo se denominan reacciones de polimerizacion. En un
polimero puede haber desde diez hasta millones de unidades de repeticion, lo que
provoca que los pesos moleculares de un polimero puedan llegar a ser de hasta
millones de Da (Odian, 2004).

Hoy en dia, los polimeros son ampliamente utilizados en diversos campos
de la industria. Los mas comunes son los que conocemos en forma de empaques
y envolturas, hules y ligas, carcasas, autopartes, impermeabilizantes, pinturas,
pantallas de computadoras, televisiones y celulares, entre otros usos. Estas

macromoléculas se clasifican de diversas formas:

e Origen

— Polimeros naturales o Biopolimeros: aquellas macromoléculas
que existen en la naturaleza, por ejemplo: proteinas,
polisacaridos, acidos nucleicos.

— Polimeros semisintéticos: aquellos polimeros obtenidos a partir
de la transformacion de polimeros naturales, por ejemplo: caucho
natural vulcanizado o hidroximetilcelulosa.

— Polimeros sintéticos: aquellos que se obtienen a partir de la
sintesis de monoémeros en la industria, por ejemplo los vinilicos,
como puede ser el: policloruro de vinilo (PVC) o el poliestireno,
polietilentereftalato (PET), u otros como los poliésteres, Nylon, o

polifenoles, entre muchos otros.



e Aplicaciones

— Elastomeros: son polimeros que pueden deformarse en gran
manera cuando se le aplica un esfuerzo, recuperando su forma
inicial una vez que el esfuerzo deja de aplicarse.

— Plasticos: cuando un polimero se deforma irreversiblemente
después de aplicar un esfuerzo lo suficientemente grande, se le
denomina plastico.

— Fibras: se utilizan para confeccionar tejidos cuya forma debe de
permanecer estable. Poseen una baja elasticidad.

— Recubrimientos: son materiales, principalmente liquidos, que se
aplican a alguna superficie para otorgarle alguna propiedad
caracteristica del polimero.

— Adhesivos: son polimeros disefiados para unir dos objetos por
contacto superficial a través de una alta cohesion y una alta

adhesion.

Los polimeros como tal, son muy importantes debido a su amplia gama de
propiedades, que dependen del mondmero utilizado, asi como de su fraccion en el
polimero cuando se trata de copolimeros. Un copolimero es una macromolécula
que consta de dos 0 mas mondémeros que pueden polimerizar de cinco formas

diferentes:

1. Homopolimero: todas las unidades de repeticion son iguales y
corresponden a un mismo monomero.

2. Copolimero alternado: diferentes unidades de repeticion se
alternan a lo largo de la cadena polimérica.

3. Copolimero aleatorio: las unidades de repeticién se enlazan sin
ningun orden en particular.

4. Copolimero en bloques: secciones completas del copolimero

corresponden a una sola unidad de repeticion.
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5. Copolimero ramificado: una unidad de repeticion forma el
esqueleto del polimero, mientras que otra se enlaza lateralmente
formando ramificaciones que pueden o no ser de una longitud

especifica.

Lo anterior queda representado graficamente en la Figura 1 (A y B

representan monoémeros distintos):

—A—A—A—A—A—A—A—A—A—A— 1
—A—B—A—B—A—B—A—B—A—B— 2
—A—B—B—B—A—B—A—B—A—A— 3
—B—B—B—B—B—A—A—A—A—A— 4
—ATAATA—A—A—A—A—A—A— 5
—B—B—B B—B—B—

Fig. 1: Representacion esquematica del ordenamiento de los monémeros Ay B en

las distintas posibilidades de copolimerizacion.

Las propiedades que presenta un polimero pueden variar desde una alta
resistencia quimica, rigidez y dureza, a una baja dureza, alta elasticidad, y gran
flexibilidad, pudiendo combinar estas propiedades dependiendo de las fracciones

de copolimero en el material final (Nicholson, 2006).

Cada mondémero presenta ciertas caracteristicas al polimerizar, y debido a
que la existencia de mondmeros es muy alta, es importante analizar y estudiar los
diversos polimeros creados y las propiedades que éstos le otorgan al producto
final. La misma estructura de la unidad repetitiva puede otorgar un indicio de la
estructura final del polimero: una cadena polimérica con muchos anillos

aromaticos sera mas rigida que una cadena lineal de carbonos de la misma
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longitud. Es entonces muy relevante el correcto analisis y creacion de nuevos
polimeros, buscando nuevas aplicaciones con ventajas tecnolégicas debido a la

amplia gama de propiedades que los polimeros ofrecen.

1.2 Polifenoles

Antes de denominarse polifenoles, estos compuestos naturales derivados
de plantas se llamaban comunmente “taninas vegetales” debido a la utilizacion de
extractos que los contenian en gran medida para la fabricacién de cuero a partir
de pieles animales desde el periodo arcaico (ca. 800-500 a.C.) por los Griegos
Antiguos. Sin embargo, la primera mencién de las taninas vegetales en la literatura
se atribuye a Teorofasto de Eressus (371-286 a.C.) en su enciclopedia de plantas
Historia Plantarum (Quideau, 2011).

A principios del siglo XX y en adelante, se llevaron a cabo numerosos
estudios para poder determinar la quimica de las taninas de manera que se
pudiera caracterizar la estructura polifendlica de sus constituyentes. Grandes
quimicos como Emil Fischer fracasaron en la investigacion de los polifenoles
vegetales a nivel molecular, debido principalmente a la ausencia de herramientas

analiticas de alto desempefio.

A mediados del siglo XX, Theodore White, un quimico industrial que
trabajaba en la industria de los extractos de la planta sudamericana quebracho
para la fabricaciéon del cuero, sefial6 que el término de “tanina” deberia ser
utilizado solamente para aquellos polifenoles que tuvieran una masa molecular de
entre 500 y 3000 Da, haciendo asi por primera vez una diferencia entre los
términos polifenol y tanina. En la Figura 2 se observa al acido tanico como ejemplo

de un polifenol.
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Fig. 2: Estructura del acido tanico, un polifenol resultante de la esterificacion de

diez equivalentes de acido galico a un nucleo de monosacarido (glucosa).

La baquelita por ejemplo, nombrada tras su creador Leo Baekeland, fue el
primer plastico poliaromatico formado de manera puramente sintética. Consiste en
una cadena polimérica con alto grado de entrecruzamiento, lo que provoca que
sea muy rigido y que sea un plastico termofijo. Este material creado en 1907 es
producto de la reaccidon entre moléculas de fenol y formaldehido, por lo que
ademas de ser el primer polimero sintético, también fue el primer polifenol formado

por rutas sintéticas.

Actualmente, los polifenoles vegetales gozan de un estatus reconocido no
solamente por la comunidad cientifica, sino también por el publico en general
debido a su presencia y abundancia en frutas, semillas y vegetales y los
supuestos beneficios de salud que trae el consumo regular de estos compuestos,
que incluyen la prevencion del envejecimiento por sus propiedades antioxidantes
asi como la prevencién de otros malestares y enfermedades provocados por el
mismo (Quideau, 2011).
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La definicion mas reconocida de los polifenoles, la definicion de White-Bate-
Smith-Swain-Haslam (WBSSH), es una extension de la definicion establecida por
Theodore White mencionada anteriormente y declara que un polifenol es aquella

sustancia que cumpla los siguientes criterios (Haslam, 1994):

1. Solubilidad minima en agua.

2. Peso molecular de entre 500 y 4000 Da.

3. Por cada 1000 Da de peso molecular relativo, el compuesto debe
presentar entre 12 y 16 grupos fendlicos y aproximadamente 5 a
7 anillos aromaticos.

4. Aparte de presentar las reacciones fendlicas comunes, debe ser
capaz de precipitar alcaloides, gelatinas y otras proteinas en

solucion.

Cabe mencionar que no todos los compuestos conocidos como polifenoles
cumplen todas las reglas de la definicion WBSSH. De manera informal,
compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza, como el acido galico,
también son llamados polifenoles a pesar de no ser realmente un polimero como

tal, sino debido a su origen fendlico.

En las plantas, los polifenoles cumplen diversas tareas. Ayudan en la
resistencia contra patdégenos microbianos y depredadores herbivoros como
insectos, es decir, les proporcionan a las plantas herramientas antibidticas y de
proteccion. También fueron vitales en la evolucion de la flora en la Tierra al
proteger a las plantas de la radiacion solar (luz UV-B) dafiina para el ADN
presente en las mismas. Otras tareas de los polifenoles incluyen influencias en la

reproduccion, nutricion y crecimiento de las plantas entre otras (Quideau, 2011).

Por otro lado, la cantidad de articulos relacionados con la investigacién de
polifenoles ha aumentado drasticamente en los ultimos 20 afios, como se observa
en la Figura 3. Esto se debe principalmente a que se ha relacionado la ingesta de
polifenoles con potenciales beneficios para la salud humana. Ya desde hace miles
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de afnos, muchos remedios herbolarios como extractos de plantas, hierbas y

especias ricas en polifenoles han sido utilizados en la medicina oriental tradicional.
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Fig. 3: Evolucion del numero de publicaciones relacionadas con polifenoles de 1989 a 2008
(Fuente: SciFinder Scholar).

En su forma estructural mas basica, los fenoles constituyen una entidad
anfifilica que reune las caracteristicas hidrofilicas del sustituyente hidroxilo que es
polar, con las caracteristicas hidrofébicas del anillo aromatico. Esto le permite
actuar ya sea como un aceptor o como un donador de enlaces de hidrégeno,
facilitando la interaccién fisica con otras biomoléculas, principalmente proteinas y

en especifico para esta investigacion, con enzimas.
1.3 Enzimas

Las enzimas son catalizadores de naturaleza proteica en seres vivos,
especializados en reacciones organicas. Esto quiere decir que disminuyen la
energia de activacidbn de una reaccion, acelerando su tasa de reaccién sin
desplazar el equilibrio quimico. Las enzimas, al provenir de organismos vivos, son
amigables con el medio ambiente y pueden ser una solucién a algunos problemas
de catalisis que surgen en la industria de los polimeros. Incluso a pesar de ser
proteinas y por lo tanto moléculas relativamente fragiles, desarrollan su poder
catalitico en disoluciones acuosas diluidas, a pH biolégico y a temperatura

moderada, lo que contrasta de gran manera con las condiciones extremas con las
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cuales se debe trabajar en un laboratorio o en la industria para acelerar una
reaccion quimica. Trabajan en condiciones suaves de reaccion, son eficientes y
catalizan una amplia gama de reacciones quimicas. Sin embargo, las enzimas son
altamente especificas. Por un lado, hay enzimas que catalizan la reaccion de tan
s6lo un sustrato determinado y no atacaran a moléculas muy similares
estructuralmente, mientras que por el otro lado, hay enzimas que atacan toda una
clase de moléculas con un respectivo comun denominador estructural (Lehninger,
1982).

Las enzimas se clasifican segun las reacciones que catalizan y los grupos

principales son los siguientes:

Oxidorreductasas (EC 1): La primera de las clasificaciones de enzimas
corresponde a aquellas que catalicen reacciones de 6xido-reduccion, por lo que
reciben el nombre de oxidorreductasas. Dependiendo del grupo funcional sobre el
cual actuen, se les asigna un segundo numero con fines clasificatorios. Existen
seis de estas subclasificaciones para las oxidorreductasas. Cuando catalizan
enlaces para una molécula sobre el grupo funcional correspondiente a un alcohol
o hidroxilo, se les asigna el numero 1, teniendo entonces la EC 1.1. (EC significa
clasificacion de enzimas por sus siglas en inglés). Lo mismo ocurre sucesivamente
en enzimas que catalizan reacciones de éxido-reduccion en moléculas ceténicas
(EC 1.2), dobles enlaces de carbono (EC 1.3), aminas primarias (EC 1.4), aminas
secundarias (EC 1.5) y con NADH o NADPH (EC 1.6).

Transferasas (EC 2): Es el segundo tipo de enzimas segun la clasificacion,
las cuales transfieren grupos funcionales de una molécula donadora a otra
molécula receptora. Dichas transferencias pueden ser de grupos con una sola
molécula de carbono (EC 2.1), grupos aldehidicos o cetdnicos (EC 2.2), grupos
acilo (EC 2.3), glucosilo (EC 2.4), grupos fosfatos principalmente en vias
metabdlicas (EC 2.7) y grupos generalizados que cuenten con la presencia de un

atomo o mas de azufre (EC 2.8).

16



Hidrolasas (EC 3): A todas aquellas enzimas que catalicen reacciones de
hidrolisis, se les adjudica al tercer grupo de enzimas, las hidrolasas. Siguiendo la
l6gica de clasificacion aplicada en las demas categorias enzimaticas, se les
ordena dependiendo del tipo de molécula que hidrolicen. Estas son principalmente
esteres (EC 3.1), moléculas con enlaces glucosidicos (EC 3.2), con enlaces
peptidicos (EC 3.4) u otros enlaces C-N (EC 3.5), asi como anhidridos de acido
(EC 3.6).

Liasas (EC 4): En la cuarta categoria se enlistan las diversas familias
correspondientes a las liasas, enzimas que catalizan reacciones formadoras de
enlaces dobles. Las principales son aquellas que forman dobles enlaces C=C (EC
4.1), C=0 (EC 4.2) 0 C=N (EC 4.3).

Isomerasas (EC 5): La quinta categoria corresponde a las isomerasas, que
son aquellas enzimas responsables de catalizar la racemizacion y cambios de
posicion de un grupo funcional en una determinada molécula para obtener su
forma isomérica. La familia mas importantede isomerasas son las racemasas (EC
5.1).

Ligasas (EC 6): Finalmente, la sexta categoria es la de las ligasas. Estas
enzimas catalizan la degradacién o sintesis de enlaces con escision del ATP, ya
sean moléculas con enlaces C-O (EC 6.1), C-S (EC 6.2), C-N (EC 6.3) o C-C (EC
6.4).

1.4 Enzimasy su importancia en la sintesis de polimeros

La sintesis de polimeros se considera en general un proceso poco amigable
con el medio ambiente, ya que es una gran fuente de contaminacion. En los afos
ochenta en Estados Unidos, mediante el acta de prevencion de la contaminacion y

con ayuda de algunos investigadores, se inicid la concientizacion sobre el dafo
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provocado en la fabricacion de materiales toxicos y contaminantes. Se introdujo
entonces la filosofia de la Quimica Verde, la cual tiene como base la prevencion
de la contaminacion del medio ambiente mediante el disefio apropiado de
procesos y tecnologias, asi como la utilizacion de fuentes quimicas diferentes a
las de hidrocarburos petroquimicos (Espinosa, 2011).

Histéricamente, se pueden reconocer hasta el dia de hoy tres etapas de la
catalisis en la industria de la polimerizacion (Kobayashi, Enzymatic Polymerization,
2012).

La primera, inicia aproximadamente en 1920, en la cual los catalizadores
utilizados se denominan catalizadores clasicos y se dividen en acidos (acidos de
Brgnsted y de Lewis, asi como cationes) y bases (bases de Lewis y aniones).

La segunda etapa de la catalisis polimérica empieza aproximadamente en
1950 e involucra el uso de catalizadores de Ziegler-Natta, asi como catalizadores
metatésicos basados en metales raros y de transicion. Estos ultimos siguen siendo
de gran importancia en la industria polimérica actual.

La tercera y ultima etapa se ha desarrollado en las ultimas dos décadas e
involucra el uso de biocatalizadores, como lo son las enzimas.

Especificamente en el &area industrial de polimeros, la utilizacion de
solventes organicos contaminantes, iones metalicos, asi como de altas
temperaturas y condiciones de reaccion que pueden afectar al medio ambiente, es
indispensable que se haga investigacion para mejorar y renovar los procesos y
tecnologias de polimerizacion o encontrar polimeros nuevos que sean menos
agresivos con el medio ambiente que los utilizados actualmente.

Las enzimas resultan ser ventajosas en la industria en dos rubros
especificos: por un lado, son una alternativa viable a catalizadores metalicos
utilizados convencionalmente (en la industria polimérica, estos se usan en la
polimerizacién en cadena) y por el otro, pueden ser ampliamente usados en la
biorremediacién de contaminacién previamente existente, como es el caso de
suelos contaminados con metales pesados (Gaur, 2014).

Ademas, al poder llevar a cabo reacciones de sintesis organica a

condiciones suaves de temperatura, pH y presion, las vias de sintesis enzimatica
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presentan una eficiencia energética muy alta que se refleja en un impacto positivo

economico y ambiental. (Kobayashi, Enzymatic Polymerization, 2001)

Los catalizadores metalicos agregados en disolucidon en forma de iones en
la polimerizacion en cadena tienen la principal funciéon de fungir como iniciadores
de la reaccion al producir radicales libres. Las enzimas son capaces de reproducir
esta misma funcion, sin presentar riesgos para el medio ambiente por
contaminacion de mantos acuiferos o zonas silvestres por metales pesados. Esto
quiere decir que se reducen los riesgos por contaminacion tras un pobre
tratamiento de los residuos, accidentes o fugas durante el procesamiento.
Ademas, es posible ya sea inmovilizar las enzimas para su reutilizacion en
multiples lotes de producciéon o formar nanoemulsiones de la misma en aquellos
casos en los que la reaccion asi lo necesite, presentando ventajas econdmicas en
comparacion con los catalizadores convencionales que deben ser reemplazados
cada cierto tiempo dependiendo del proceso.

En algunas otras tecnologias, como en el blanqueamiento de fibras de
algoddn, se ha encontrado que el uso de enzimas presenta ventajas en varios
rubros importantes para la industria, como lo son el costo final de produccién, la
calidad del producto, el consumo energético, el tiempo de produccion y la
reduccion de aditivos quimicos, en este caso peroxido de hidrégeno, a lo largo de
todo el proceso (Goncalves, 2013). Esto representa una opciéon muy llamativa para
sustituir los actuales procesos agresivos con el medio ambiente, por una
alternativa que no solo trae consigo un producto de mejor calidad, sino también un
menor costo de produccidon y menores riesgos ambientales.

Como ventaja adicional, el uso de catalizadores biolégicos presenta una
mejora en la regulacion estereoquimica de la sintesis de materiales, al poseer este
tipo de catalizadores propiedades de alta enantio-, regio- y quimioselectividad
(Kobayashi, Enzymatic Polymerization, 2001).

Resulta evidente que las enzimas presentan muchas ventajas a las
tecnologias actuales en el area de la produccion de nuevos materiales vy

polimeros, siempre y cuando se escoja la enzima correcta para el proceso en
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cuestién. Es entonces indispensable que se lleve a cabo investigacion en este
campo para fomentar los principios de la Quimica Verde y crear tecnologias que
no solo sean atractivas desde un punto de vista ecoldgico sino también econémico

y social.

1.5 Lacasa de Trametes versicolor

Desde hace muchos afos, se han llevado a cabo investigaciones con el
objeto de desarrollar procesos enzimaticos para el tratamiento de compuestos
aromaticos toxicos. Esto con el fin de poder desarrollar tratamientos que utilicen
enzimas que han sido aisladas de sus organismos madre (Karam, 1997). Dichas
técnicas de biorremediacion son diversas y dependen del compuesto a eliminar.
Un ejemplo puede ser la polimerizacion de compuestos toxicos en mantos
acuiferos, con la intencion de disminuir su solubilidad y provocar asi la
precipitacion de los mismos, facilitando la recuperacion del compuesto toxico de
interés mediante técnicas fisicas.

Los procesos enzimaticos deberian poder ser utilizados en diversas
aplicaciones industriales: el tratamiento de quimicos especificos en mezclas
complejas provenientes de procesos, la purificacion de aguas tratadas para
alcanzar calidades aceptadas por las normas estandar, tratamiento de aguas
residuales en la fuente de las mismas para su reutilizacion en procesos diversos,
facilitacion de recuperacion de productos, asi como en el tratamiento de
contaminantes de baja concentracion como lo podrian ser trazas de
medicamentos o contaminantes industriales. (Nicell, 2003)

Sin embargo, para que una enzima pueda utlizarse en procesos
industriales, debe cumplir algunos criterios importantes como lo son (Kurniawati,
2008):

e Bajos costos de produccién
o Cofactores baratos o ausencia de cofactores

o Estabilidad bajo condiciones de almacenamiento moderadas
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e Habilidad de ejercer su actividad catalitica a altas tasas de reaccidén bajo
condiciones de reaccion necesarias

o Especifidad amplia para sustratos

Una opcion potencialmente viable son las lacasas, producidas por una gran
variedad de microorganismos, plantas y hongos, que cumplen estos criterios
satisfactoriamente (Mayer, 2002). Muchas lacasas de origen fungico se
encuentran disponibles comercialmente ya que presentan altas tasas cataliticas y
utilizan oxigeno como sustrato, siendo relativamente estables almacenadas a pH
neutro y a temperaturas por debajo de las ambientales. (Bonomo, 2001)

Ademas, las lacasas pueden ser consideradas fuertes candidatas para
numerosos procesos ambientales y otras aplicaciones, como la delignificacion,
modificacion de la fibra de madera, blanqueamiento de fibras, sintesis quimica,
desarrollo de biosensores, en analisis de compuestos, clarificacion de vino y
ensayos inmunologicos (Archibald, Paice & Jurasek, 1990; Bourbannais, 1995;
Duran & Esposito, 2000; Gianfreda, 1999; Patel, 1994; Thurston, 1994; Yaropolov,
1994).

Las propiedades cataliticas de las lacasas han sido explotadas en una
variedad de aplicaciones tecnoldgicas, principalmente para la biorremediacion de
suelos y aguas y en plantas de papel y pulpa para desarrollar procesos
ambientalmente mas amigables, asi como en la industria textil para mejorar los
procesos de blanqueado en telas. (Xuejiao Sun, 2013)

Entre las lacasas, |la perteneciente a Trametes versicolor es la que tiene el
valor mas alto reportado de potencial redox, de 785 mV frente a un electrodo
estandar de hidrégeno (Yaropolov, 1994), haciendo a esta enzima una de las mas
llamativas para posteriores investigaciones, ya que se ha demostrado que altos
potenciales redox estan directamente relacionados con altas actividades de
lacasa. (Li, 1999)

La especie Trametes versicolor se encuentra distribuida globalmente
(United States Department of Agriculture, 2006), lo que presenta un punto a favor

de la utilizacién de la lacasa proveniente de la misma, ya que esto disminuye los
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costos de produccién al poder utilizar especies nativas para la extraccion de la
enzima.

La LTV facilita el transporte de electrones de una molécula donadora (o
agente reductor) a una molécula receptora (o agente oxidante). Su estructura del

sitio activo se puede observar en la Figura 4.

HOH

Fig. 4: Estructura de la enzima lacasa presente en la especie Trametes versicolor, que es
una seta poliporo ampliamente extendida a nivel mundial. Su nombre se debe a que esta seta
puede ser encontrada en muchos diversos colores, dependiendo de la variedad de la misma. Su

sitio activo se debe a atomos de cobre.

Esta se aislé por primera vez en Japoén en 1883, del arbol Rhus venicifera,
sin embargo, se ha encontrado que muchas especies tanto de plantas como de
hongos, poseen lacasas. Se asocia directamente con la sintesis y/o degradacion
del biopolimero lignina. Su amplia especifidad a sustratos le permite catalizar

muchas reacciones de oxidacion de un electron, principalmente compuestos
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fendlicos como los que se desean estudiar. Estos sustratos donan electrones para
la reduccion de oxigeno atmosférico a agua, formando un radical fendlico en el
proceso (Armstrong, 2007). La amplia especifidad a sustratos es lo que hace de

las lacasas una de las enzimas con mas aplicaciones posibles en la industria.

Las lacasas catalizan la reduccion de cuatro electrones de O2 a H20,
acoplado con la oxidacion de un solo electron de cuatro donadores de hidrégeno.
Esto lo logra hacer la lacasa a través de un conjunto de cuatro atomos de cobre
que forman el sitio activo de la misma. Estos atomos de cobre se dividen en tres
tipos. En el cobre tipo 1 ocurre la oxidacion monoelectronica del sustrato, mientras
que los atomos del tipo 2 y 3 forman una estructura trinuclear en la que ocurre la
reduccion del oxigeno a agua. El resultado neto es la oxidacion de cuatro
moléculas de sustrato para producir cuatro radicales, reduciendo una molécula de
O2 para formar dos moléculas de H20. Estos radicales comenzaran una serie de
reacciones no enzimaticas, como la formacion de enlaces C-C y C-O que daran a

lugar a dimeros, trimeros, oligdmeros y polimeros (Kudanga, 2011).
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Il. ANTECEDENTES

En busqueda de vias de sintesis mas amigables con el medio ambiente, se
ha llevado a cabo extensa investigacion en el area enzimatica debido a su
naturaleza organica.

Al ser muchas las reacciones de descomposicién y de formacion de
macromoléculas reacciones de o6xido-reduccién, el estudio de la familia de las
oxidorreductasas cobra mayor importancia. En la literatura ya existen multiples
reportes de sintesis en las que se involucran tanto las peroxidasas como las
lacasas, siendo estas ultimas las menos estudiadas. Sin embargo, presentan la
ventaja de ser activadas con oxigeno molecular en contraste con el peroxido de
hidrogeno que requieren las peroxidasas.

En general, las ventajas de usar enzimas en la produccidon de polimeros y
materiales nuevos son muchas, entre las cuales destacan (Gross, 2010):

e su origen de fuentes renovables,

e alta enantio- y regioselectividad,

e |a inmovilizacion y por tanto reciclaje de las mismas, que impacta de

manera positiva el costo asociado con la catalisis

e la facilidad en la que las enzimas pueden catalizar reacciones en una

amplia gama de sistemas fisicoquimicos como lo son solventes, mezclas
bifasicas de solvente y agua, sistemas con fluidos supercriticos,

e sustentabilidad,

e reemplazo de catalizadores toxicos a base de metales pesados (Na, Cu,

Pd o Ni),

e operan a condiciones suaves de pH, temperatura y presion, reduciendo

el consumo de energia en los procesos y aumentando la eficiencia

energética.

Tales ventajas se traducen en muchas posibles aplicaciones para la
tecnologia enzimatica del siglo XXI, aportando mejoras y alternativas a procesos
que actualmente son muy costosos 0 que no poseen la sustentabilidad que la
sociedad cada vez mas ecolégicamente consciente demanda de sus productos.
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La gran diversidad de reacciones con sustratos diferentes que pueden
catalizar las enzimas, y en el caso especifico de esta tesis, las lacasas,
proporcionan a su vez un amplio campo de aplicaciones en diferentes sectores de
la industria. La investigacion en torno a las lacasas y sus ventajas sobre procesos
actuales abarca sectores industriales muy diversos, como lo son la remediacion
ambiental, la modificacion de materiales lignocelulosos, la industria textil, la
industria alimenticia, la industria farmacéutica, la fabricacion de biosensores y por
supuesto, la sintesis organica de nuevos materiales.

Un ejemplo de las aplicaciones ambientales es el estudio que se llevd a
cabo por Jolivalt et al. en el afio 2000. La lacasa de Trametes versicolor fue
inmovilizada sobre una membrana de microfiltracion de polifluoruro de vinilideno
(PVDF) con la intencion de remover el pesticida N’,N-(dimetil)-N-(2-
hidroxifenil)urea (2-HF) de aguas residuales. Utilizando una membrana con un
area de 60 cm? de microfiltracion efectiva, la membrana modificada fue capaz de
transformar 200 ml de una solucion de 0.1 g/l de 2-HF en menos de 5 min. Esto se
debe a la oxidacidon del 2-HF catalizada por la enzima en un producto insoluble
que la membrana es capaz de retener. (Jolivalt, 2000)

En el caso de sintesis de nuevos materiales, un articulo del afno 2003
reporta el uso de lacasa de Trametes versicolor para polimerizar catecol,
obteniendo oligdbmeros de peso molecular numeral promedio de 813 Da con una
polidispersidad baja de 1.17. Los analisis estructurales que se llevaron a cabo
revelaron que los enlaces formados entre las unidades de repeticién corresponden
a enlaces C-O-C. Estos oligbmeros presentaron una aumentada estabilidad
térmica del catecol en la estructura polimérica (Aktas, 2003).

También se encuentra reportada la funcionalizacién de quitosano con acido
fendlico utilizando lacasa de Trametes versicolor, para generar un material que
unifica las propiedades antibacteriales del quitosano con las propiedades
antioxidantes del acido fendlico (Bozi¢, 2013).

Tanto las lacasas como las peroxidasas han sido estudiadas anteriormente
en nuestro laboratorio 314 del Depto. de Alimentos y Biotecnologia en el Conjunto

E de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autébnoma de México. Se
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reportd en el ano 2011 por ejemplo, la polimerizacion de 4-fluoro-2-metoxifenol
utilizando peroxidasa de rabano (HRP) en un medio de liquido i6nico [BMIM][BF 4]
y buffer de fosfatos (pH 5) por Zaragoza-Gasca et al. Este procedimiento dio como
resultado un polimero fotoconductor, cuya conductividad aumentd hasta 5 6rdenes
de magnitud frente al blanco al ser irradiado con un laser a 532 nm de longitud de
onda, obteniendo una corriente de 0.82 W/cm?2. Estructuralmente, el polimero
presentd una propagacion fenil-oxi y fenil-fenil, mientras que su peso molecular
numeral promedio Mn fue de entre 2000 y 2200 Da.

Por otro lado y también del grupo de trabajo, Lopez et al. reporto la sintesis
de un material semiconductor policonjugado a partir de acido galico utilizando
Lacasa de Trametes versicolor (LTV) en buffer de acetatos (pH 5) que presento
rendimientos de hasta 82% y una conductividad en estado sélido de 10* S/m. Este
ultimo polimero presentd solamente una propagacion fenil-fenil. Siguiendo la linea
de investigacion y teniendo ya dos casos exitosos de materiales con propiedades
optoelectronicas, se decidid utilizar el monémero que presentd propiedades
opticas con la enzima que dio como resultado un material semiconductor, teniendo
en mente que el material obtenido pudiera tener propiedades de interés para su
utilizacidon en dispositivos optoelectronicos y ademas analizar la estructura

molecular del producto obtenido bajo las condiciones de sintesis.
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Il HIPOTESIS

Si logramos sintetizar un polimero a partir de la oxidacién enzimatica con la
Lacasa de Trametes versicolor (LTV) de 4-fluoro-2-metoxifenol, entonces
obtendremos un material con propiedades optoelectronicas de interés y de

potencial aplicacidon en dispositivos organicos emisores de luz.
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V. OBJETIVOS

4.1  Objetivo general
Polimerizar 4-fluoro-2-metoxifenol utilizando LTV y caracterizar el material

resultante tanto quimica como fisicamente.

4.2  Objetivos particulares

l. Determinar las condiciones de reaccioén 6ptimas y metodologia para
sintetizar el polimero de interés, maximizando el rendimiento.

. Caracterizar el polimero en funcién de estructura molecular,
distribucion de pesos moleculares, capacidad de conduccion y
fotoluminiscencia.

[I. Determinar la actividad enzimatica de la enzima utilizada bajo las

diferentes condiciones de reaccion.
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V.  METODOLOGIA
5.1 Mediciones

Los espectros de "H RMN, 3C RMN y "®F RMN se llevaron a cabo en un
espectrometro Varian Unity Innova (USA), utilizando cloroformo deuterado (CDCl3)
para la disolucién de las muestras. Los espectros de infrrarojo se realizaron en un
espectrometro Perkin Elmer 1605 FTIR. Los analisis MALDI-TOF se hicieron en un
espectrometro de masas Bruker MicroFlex (USA) en modo positivo lineal. Como
matriz se utilizé acido trans-3-indolacrilico (t-IAA), disuelta en una mezcla de
dioxano/diclorometano con una relacion volumétrica 1:1. Se analizé la difraccién
de Rayos X en polvo en un equipo Siemens D-5000 con radiacion Ka Cu y k =
1.54 A. Las cromatografias de permeacién en gel se llevaron a cabo en un equipo
Agilent 1200 series HPLC (USA), equipado con un detector UV-Vis a 270 nm y dos
columnas PLgel 10 ym MIXED-B LS (300 x 7.5 mm, Varian, USA) a 30 °C. Para
calibrar el HPLC, se utilizaron estandares de poliestireno suministrados por Aldrich
(USA). Una pequefia cantidad de los polimeros ya purificados se disolvio en
cloroformo grado espectrofotométrico y se filtré utilizando un tamiz de 45 pm, para
asegurar que en Is muestras no se encontraran rastros de polimero no disuelto y
que el HPLC otorgara los resultados mas confiables posibles. Como fase mévil se
utilizé cloroformo grado espectrofotométrico a un flujo volumétrico de 0.8 ml/min.
Los analisis de espectroscopia de luminiscencia se realizaron en un espectrometro
de fluorescencia LS 55 (Perkin Elmer, USA), utilizando peliculas del polimero
fundido sobre cubreobjetos de vidrio. Las muestras se excitaron con cuatro
diferentes longitudes de onda y posteriormente se registraron las intensidades de
fluorescencia en un intervalo de emision entre 350 y 800 nm. También se hizo un
barrido de absorbancia del polimero disuelto en cloroformo mediante un
espectrofotometro Cary 4000 (Varian, USA). Los analisis termogravimétricos se
realizaron usando un equipo TA Instruments Hi-Res TGA 2950 (USA), en
ambiente de nitrégeno y en un intervalo de temperaturas de 25 a 500 °C. Para el
analisis de escaneado calorimétrico diferencial (DSC) se ocup6 un equipo DuPont
DSC 2100 (USA) en un intervalo similar de 25 a 500 °C, con un aumento de 15

°C/min en ambiente de nitrégeno. Durante la experimentacion, se midié la cantidad
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de oxigeno disuelto en el medio de reacciéon con ayuda de un sensor de oxigeno
molecular Aplisens DO conectado a un controlador ez-OD (Applikon, Paises
Bajos). Los ensayos de actividad enzimatica fueron llevados a cabo en un

espectrometro Perkin EImer Lambda 2S.

5.2 Ensayo de actividad enzimatica

Para determinar la actividad enzimatica de la lacasa en los diferentes
medios de reaccion, se prepararon muestras con una concentracion de 1 mg/ml de
enzima libre en medios de buffer de fosfato monobasico 100 mM a pH=5y 30, 40
0 50% v/v de acetona o metanol grado reactivo. Estas mezclas se mantuvieron a
una temperatura controlada de 30 °C bajo agitacion constante, para asegurar que
las condiciones de los medios fueran idénticas a las de la polimerizacion. Una
alicuota de 25 pl de estas mezclas se hizo reaccionar por triplicado con 2.9 ml una
solucion 9.1 mM de ABTS al momento de llevar a cabo las mezclas, a las 12, 24,
36 y a las 48 horas para determinar el efecto del medio de reaccion sobre la
actividad de la enzima a lo largo de los dos dias que dura la reaccion. También se
realizé el mismo procedimiento para una solucidn blanco de enzima libre a una
concentracion de 1mg/ml en medio de solucién tampdén de fosfatos 0.5 M. Se
midio la absorbancia a 420 nm, ya que la reaccidn entre la lacasa y el ABTS forma
un compuesto de color verde oscuro que es faciimente detectable a esta longitud

de onda.

5.3 Disefio de experimentos

Se llevaran a cabo ensayos de polimerizacion utilizando 5 mg de enzima
libre y 5 mmol (711 mg) de 4-fluoro-2-metoxifenol. La temperatura se controlara a
25 °C mediante un bafio de agua, con tiempos de reaccion de 24 y 48 h
respectivamente. Las reacciones se llevaran a cabo mediante uso de agitacion
magnética a 400 rpm.

La sintesis tendra como mezcla de reaccion 25 mL de una solucion de
metanol o acetona grado reactivo al 30 y 40% v/v con una solucién tampén de

acetatos 0.25 M a pH=5 y se llevara a cabo en un matraz bola de 50 mL. Se debe
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colocar un pivote que permita el ingreso de aire al matraz bola. Los diferentes

compuestos se nombraran de acuerdo a la tabla 1:

Tabla 1: Nombre asignado a cada compuesto dependiente de su medio de reaccién.

Compuesto  Solvente  ml Solvente % v/v ml Buffer mg Enzima mmol
Sustrato
A Acetona 7.5 30 17.5 5 5
B Acetona 10 40 15 5 5
C Metanol 7.5 30 17.5 5 5
D Metanol 10 40 15 5 5

Para detener la reaccion, se procedera a filtrar al vacio para posteriormente
llevar a cabo un lavado con agua destilada a temperatura ambiente y con metanol
grado técnico a 5 °C. Esta muestra se debera congelar a -80 °C por un minimo de
4 horas, para su posterior secado en una bomba de disolventes. Los experimentos

se llevaran a cabo por duplicado.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Seleccion de mondmero y enzima

Siguiendo la linea de investigacion llevada a cabo en el laboratorio 314 del
Conjunto E de la Facultad de Quimica, en los cuales se obtuvieron buenos
resultados de semiconduccion con acido galico y de fotoconduccion con 4-fluoro-
2-metoxifenol mostrado en la Figura 4, se escogieron estas para la investigacion y
se evaluaron algunas otras estructuras fendélicas como potenciales precursores de
polimeros con propiedades optoelectronicas de interés. Se decididé trabajar en el
presente estudio con el fenol fluorado (Fig. 4) debido a que no se habia trabajado
con éste y la LTV. Dado que trabajos anteriores con la HRP, la cual requiere de
activacion por peroxido de hidrégeno, habia dado buenos resultados en términos
de propiedades opto-electrénicas, este se trata de un liquido viscoso y denso, de
color marrén/dorado. Su estructura molecular se puede apreciar a continuacion en

la Figura 5.

OH

F OCH3

Fig. 5: Estructura del 4-fluoro-2-metoxifenol.

Se ha encontrado que este compuesto posee caracteristicas de inhibicidon
de fagocitosis de microorganismos por neutrofilos. En experimentaciéon anterior en
el laboratorio 314, se encontré6 que el polimero formado por este mondmero
utilizando HRP presentaba un aumento en la conduccién de 3 drdenes de
magnitud cuando se le incidia luz a una longitud de onda determinada. A este tipo

de compuestos se les denomina fotoconductores.
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Se procedera entonces a utilizar el mondémero 4-fluoro-2-metoxifenol con la
enzima LTV, ya que para utilizar esta enzima no se debe adicionar peréxido de
hidrégeno en intervalos regulares como con HRP, ademas de que la
experimentacion de la polimerizacion utilizando la peroxidasa mencionada ya
habia sido previamente estudiado. El pH usado para este estudio fue de 5 debido
a que es el 6ptimo reportado para esta enzima (Zaragoza-Gasca, 2011; Lopez,
2013).

6.2 Actividad enzimatica

Para poder determinar la estabilidad de la enzima en los diferentes medios
de reaccion, se decidié llevar a cabo un ensayo de actividad enzimatica con ABTS
a una temperatura controlada de 30 °C.

Para obtener un panorama mas amplio del comportamiento de la enzima en
el medio de reaccion, se decidid preparar también una mezcla con 50% v/v de
solvente organico y un blanco con enzima y buffer pH 5. Los resultados obtenidos
se expresaron como el porcentaje de actividad que se fue obteniendo en cada
medicién con respecto al valor maximo inicial correspondiente al del blanco. Con
fines de una facil visualizacion se acomodaron a lo largo del tiempo y para cada
medio de reaccion en la figura 6.

La LTV presentd una actividad maxima inicial en el medio de reaccion sin
solvente organico. Se observa que de manera generalizada, exceptuando el caso
del blanco, la actividad de la enzima disminuye a medida que pasan los dos dias
de contacto con el medio de solvente/buffer. Para una concentracién del 40% v/v
de solvente organico, la desactivacién de la enzima fue del 70% en las primeras
12 horas, incrementandose esta hasta mas del 90% después de transcurridas las
48 horas. En el caso del 50% v/v de cosolvente, la desactivacion fue aun mayor,
siendo de hasta 90% en las primeras 12 horas. A medida que la concentracion de
solvente aumenta, la tendencia que sigue la actividad de la enzima va en picada,
soportando asi la hipotesis de que a mayor cantidad de cosolvente organico, la

enzima se desactiva mas rapido. Sin embargo, es notoria la mayor disminucién en
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la actividad cuando el solvente se trata de metanol, lo que claramente nos indica
que la enzima se desnaturaliza mas facil en metanol que en acetona. Esto nos
indica que el cosolvente ideal de los dos disolventes organicos estudiados, por lo
menos en cuestion de la estabilidad de la enzima durante la polimerizacidn, se

trata de la acetona.

100 o

Actividad enzimatica residual (%)

Tiempo (h)

Fig. 6: Actividad residual de LTV después del tratamiento con disolventes organicos.
Blanco (%), 30% acetona (e), 30% metanol (o), 40% acetona (m), 40% metanol (o), 50%

acetona (A ), 50% metanol (A).

6.3 Rendimiento de reaccién

A sabiendas de que la enzima usa oxigeno molecular como sustrato para
su activacién, se midié la concentracion del oxigeno en el medio de reaccion a lo
largo de 24 horas, concluyendo que bajo la agitacién establecida y con el matraz
bola en contacto con aire, la concentracion de oxigeno se mantiene constante y es

dependiente del medio de reaccion. Para el medio de metanol se obtienen valores
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cercanos a los 7 mg/L de oxigeno molecular, mientras que para el medio de

acetona el valor disminuye a 5.7 mg/L. Esto se aprecia en la figura 7.

02 disuelto en medios de reaccion
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Fig. 7: Concentracion de oxigeno molecular presente en los medios de reaccion durante los
primeros diez minutos, tiempo al cual la concentracién comienza a estabilizarse a lo largo

de las 24 h que durd el ensayo. B y D corresponden a las entradas de la Tabla 1.

Se aprecia una disminucién inicial en la concentracion que después
aumenta ligeramente. Esto corresponde a la activacion inicial de la enzima, en la
que consume Oz del medio de reaccién, para posteriormente alcanzar el equilibrio
con la continua disolucion del oxigeno en el medio correspondiente por el contacto
que existe entre el aire y el mismo, favorecido por la agitacion magnética. Esto
confirma que la enzima trabaja en el medio y que alguna reaccién debe estarse
llevando a cabo.

Para calcular el rendimiento de la reaccién, se peso el producto de todas las
experimentaciones después de haber sido sometido al procesamiento de
purificacion y secado, para evitar la contaminacion por monémero o enzima que
pudieran alterar los resultados. Afortunadamente en este caso, el monémero se
trata de un liquido y el polimero de un sélido, facilitando asi la purificacidon por

medio de un filtrado al vacio con su respectivo lavado para eliminar monémero.

35



Se calculd el rendimiento tedrico en base a la cantidad de mondémero
agregado inicialmente al matraz bola al momento de polimerizar. Comparando
este valor con el peso de la muestra final, podemos saber qué porcentaje
reacciono por accion de la lacasa para formar los oligdmeros o polimeros finales,
indicandonos qué medio de reacciéon fue el mas adecuado para la sintesis a los
dos tiempos estudiados de 24 y 48 h.

Los rendimientos se exponen en la figura 8:
60 -
50 -
40 -
30 @24h
m48h

20 -

10 -~

A B C D

Fig. 8: Rendimiento de la reaccion entre moléculas de 4-FG con LTV bajo

diferentes medios de reaccién. A, B, C y D corresponden a las entradas de la Tabla 1.

Los valores promedio muestran una ligera tendencia hacia el aumento del
rendimiento cuando la reaccién se lleva a cabo durante 48 h. Sin embargo, para
los medios de reaccion de acetona 40% v/v y ambos medios de metanol, no se
aprecia dicha diferencia cuando se toma en cuenta la desviacién estandar de los
datos.

La unica excepcion es acetona al 30% v/v, donde no sélo el rendimiento
aumenta casi al doble, sino que también la desviacion estandar resulté ser muy
baja, confirmando la exactitud de dichas mediciones. Se puede determinar que de
los casos estudiados, utilizando como cosolvente a la acetona en una proporcion
del 30% frente al buffer en volumen, se tiene por mucho el mejor rendimiento y por

ende, el mejor medio de reaccion para esta polimerizacion.
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6.4 Caracterizacion estructural del producto

La caracterizacion estructural del polimero obtenido consistié
principalmente en la interpretacion de los datos de los analisis MALDI-TOF y de
Resonancia Magnética Nuclear, cuyos resultados fueron respaldados mediante
otras técnicas como la espectroscopia de infrarrojo y también la cromatografia de
permeacion en gel, esta ultima técnica se llevd a cabo para obtener valores de
distribucion de pesos moleculares.

Al analizar el espectro de MALDI-TOF obtenido de las diferentes muestras
experimentales, se observa que consiste en una serie de picos entre 500 y 1200
m/z, se observo que en todas existia una separacion de 122 m/z entre las sefiales
principales del espectro, lo que sugiere que las moléculas pierden su atomo de
flior al polimerizar. Esta observacion se basa en que la diferencia de pesos
moleculares entre el monémero y la unidad de repeticion del polimero es
consistente con una defluorinacion. En la Figura 9 se presenta un ejemplo del
analisis de los picos en el espectro. Notese que también existe una sefal a
aproximadamente 40 m/z de distancia de los picos principales, esto se debe al
corrimiento de las sefales inducido por la presencia del ion de potasio, presente

en el buffer, en la muestra.
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Fig. 9: Espectro de MALDI-TOF para la muestra A de la Tabla 1.

Asimismo, los espectros de F RMN evidenciaron una disminucion

considerable en la intensidad correspondiente a la senal de fluor, lo que
implica que la molécula pierde una gran cantidad de este halégeno durante

la polimerizacion. Esto se puede apreciar en las siguientes figuras 10a y

10b:
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Fig. 10a: Espectro de RMN de '°F para el monémero, 4-fluoro-2-metoxifenol.
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Fig. 10b: 'F RMN para la muestra C de la Tabla 1.
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Debido a que el monomero presenta una clara sefial de fluor
mientras que el polimero no, durante la polimerizacion debe existir una
reaccion de deshalogenacion que dé lugar a las estructuras poliméricas
subsecuentes.

Como en todas las muestras se obtuvieron espectros de RMN
similares, a continuacion se expone una muestra representativa de lo que
se observo en los correspondientes espectros que se llevaron a cabo de los
polimeros. Para observar todos los espectros véase el Anexo en la pag 56.

En los espectros de '"H RMN que se muestran a continuacion en las
figuras 11a y 11b, se aprecia un ensanchamiento de las sefales
relacionadas con los carbonos aromaticos, sugiriendo que nuevos enlaces
en esta zona de la molécula son los que provocan las distorsiones en

comparaciéon con el espectro del mondémero.
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Figura 11a: Espectro de 'H RMN del 4-fluoroguayacol.
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Fig. 11b: Espectro de '"H RMN obtenido para el polimero B de la Tabla 1.

La pequefna sefal observada en aproximadamente fue asignada al
hidrégeno perteneciente al hidroxilo.

Por otro lado, los analisis de '3C RMN confirman que los enlaces
poliméricos tienen lugar en la seccidbn aromatica de la molécula, al
ensancharse y distorsionarse las sefales que corresponden a los carbonos
3,4 y 5 principalmente. Esto sugiere que, aunado con la deshalogenacion
demostrada por los espectros de '°F, uno de los enlaces de polimerizacion
ocurre en el carbono 4 del monémero liberando un atomo de fluor al medio
de reaccion. En las figuras 12a y 12b se observan los espectros

correspondientes:
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Figura 12a: Espectro de '3C RMN del 4-fluoroguayacol.
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Fig. 12b: '3C RMN para el polimero C de la Tabla 1.
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Por otro lado, se llevd a cabo una titulacién de hidroxilos de los
polimeros en una disolucion de piridina. Esto se hizo siguiendo el método
descrito por Zaragoza-Gasca et al (2011). Los resultados de la titulacién
indicaron que en el polimero final siguen existiendo grupos hidroxilo,
aunque en menor cantidad. Esto sugiere que este grupo funcional se
encuentra en la estructura del polimero y podria deberse a las unidades
terminales, lo cual estaria en concordancia con el peso molecular como se
discutira posteriormente. Los resultados concretos de la titulacion se
pueden apreciar de manera resumida en la Tabla 2 en la pag 46.

Debido a la evidencia de la disminucién de hidroxilos después de la
polimerizacién, la defluorinacion que sufre la molécula y la formacién de un
enlace en el carbono 4, se puede proponer la estructura siguiente para el

polimero sintetizado en la Figura 13:

\
(0] \0
:‘:2 LTV
F OH Acetona B F@O 0 OH
0 Buffer pH & ')
/ 7/ Jn

Fig. 13: Estructura propuesta del polimero resultante de la reaccién entre

moléculas de 4-FG con LTV.

De esta manera, la unidad de repeticion tiene un peso molecular de
122 Da, consistente con los resultados obtenidos de la técnica de MALDI-
TOF, asi como un enlace en el carbono 4 y la polimerizacion fenil-oxi entre
este carbono y el grupo hidroxilo de otra molécula, resultante de la
interpretacion de los espectros de RMN vy la titulacion con piridina. Se
propone que el polimero posea una unidad inicial y una terminal, cada una
poseyendo un atomo de fluor y un hidroxilo respectivamente. Teniendo en
mente la participacién del carbono fluorado y el grupo hidroxilo durante la

polimerizacién, asi como de la deshalogenacion de la unidad repetitiva, es
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posible deducir que para que ambas especies se puedan detectar después
de llevada a cabo la polimerizacion, es necesario que dichas especies se

encuentren presentes en formas terminales del polimero.

6.5 Espectroscopia de Infrarrojo

Los resultados de los espectros de infrarrojo sirvieron para apoyar la
analitica anterior, ya que en ellos se puede observar una disminucion
drastica en el contenido de grupos hidroxilo en la muestra tras las
reacciones de polimerizacion. La reduccion de este grupo funcional se
puede apreciar en la la sefial observada entre 3200 y 3500 cm™ en los
espectros que se encuentran en el anexo. Esta sefial es caracteristica del
estiramiento o stretching del enlace O-H. Donde para el mondmero se
aprecia una sefal importante de la transmitancia en esta zona, para los
polimeros la sefial se reduce, indicando que el estiramiento ocurre en
menor cantidad porque este enlace ya no se encuentra presente con la
magnitud inicial. Se logra percibir en la comparacion que en la gran mayoria
de las sefales, las vibraciones registradas permanecen practicamente
constantes. Esto es el caso para el stretch de grupos C-H aromaticos en la
regiéon entre 3000 y 3100 cm', la sefial correspondiente al grupo metoxi (-
O-CH3) a 2836 cm™' y las vibraciones relacionadas con los dobles enlaces
de carbono en compuestos aromaticos C=C a 1493 y 1608 cm. Sin
embargo, las sefales que si difieren del monémero son las que nos otorgan
mas informacion, como fue el caso para la desaparicion de la senal
correspondiente a los grupos hidroxilo. Por otro lado, a 1255 cm™ se
observa la aparicion de un pico mas definido. Esta vibracién corresponde a
un enlace C-O-C, lo que aunado al incremento de enlaces C-O observado a
1185 cm™', nos sugiere que se estan formando enlaces C-O-C durante la
polimerizacién. Tomando en cuenta los analisis de RMN previos y la
desaparicion de los grupos hidroxilo en los espectros de IR y de la titulacion
como evidencia de esto, se confirma que el acoplamiento entre las

unidades de repeticién procede por la formacién de un enlace C-O-C a
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partir del grupo hidroxilo y el carbono halogenado de la siguiente unidad
repetitiva. La disminucién de las sefales correspondientes a diferentes
posiciones de C-H con influencia de un sustituyente halogenado a 1025,
1115 y 1145 cm-' también indican lo anterior. En la Figura 14 se pueden

observar los espectros del mondémero y de los polimeros:

Espectroscopia de Infrarrojo
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Fig. 14: Espectro de emisién infrarroja para el monémero y todas las entradas de la
Tabla 1.

6.6 Espectroscopia de Rayos X

Los analisis de difraccion de Rayos X en polvo revelaron por
integracion de las areas en el espectro, que el polimero tiene una
cristalinidad de aproximadamente 51%, independientemente del medio de
reaccion. Las areas de picos definidos en el espectro son las que
corresponden a zonas cristalinas, mientras que aquellas que no poseen
sefales claras corresponden a regiones amorfas. Al poseer estos polimeros
una cristalinidad del 51%, se puede decir que es un material semicristalino.

Los espectros se aprecian a continuacion en la Figura 15:
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Fig. 15: Espectros de Difracciéon de Rayos X en Polvo para las muestras A, By C
de la Tabla 1.

6.7 Cromatografia de permeacion en gel

Como segundo analisis para determinar el peso molecular de los
polimeros formados, se procedié a hacer una cromatografia de permeacion
en gel.

Los resultados arrojaron que los polimeros alcanzan un peso
molecular promedio numeral (Mn) de hasta 1190 Da, contra un peso
molecular promedio ponderado (Mw) de hasta 2200 Da, esto da una
polidispersidad cercana a 2. Se puede concluir que existe una relativamente
amplia distribuciéon de pesos moleculares, lo cual es caracteristico para
muchos procesos de polimerizacion por radicales libres cuando no se tiene
un control estricto de la reaccion en el medio, como lo es el caso de esta

polimerizacién batch.
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En la siguiente grafica se aprecian los resultados condensados
obtenidos de las dos corridas que se llevaron a cabo (para ver los

resultados completos, véase la Tabla 2 en la pag. 46):
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Fig. 16: Pesos moleculares de los polimeros establecidos por medio de la
comparacion de los cromatogramas del mismo con estandares de poliestireno por
medio de la cromatografia por exclusién de tamafno (SEC) con una fase moévil de

cloroformo.

A simple vista se observa que aquellos polimeros que se llevaron a
cabo en un medio de reaccién que contenia solamente el 30% v/v del
cosolvente organico respectivo (A y C) son ligeramente mayores a aquellos
en los que la proporcién de solvente era mayor (B y D). Esto nos indica que
la presencia de solvente organico en solucion repercute en el tamano final
de los polimeros, ya sea por desactivacion de la enzima o por interacciones
electrostaticas en el medio que favorezcan el crecimiento de la cadena
polimérica, siendo asi una opcion para controlar el peso molecular deseado
en futura experimentacion.

Con la informacién previamente obtenida de los analisis MALDI-TOF,

se calcula la cantidad aproximada de unidades de repeticion que contienen
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los polimeros, estableciendo asi que en promedio se tienen
aproximadamente 8 unidades de repeticidn por molécula. Por la pequeia
cantidad de unidades de repeticion en las muestras, se puede decir que
estas moléculas son mayormente oligobmeros.

Comparando los picos obtenidos en el cromatograma con los
estandares de poliestireno, se puede llevar a cabo una aproximacion
bastante cercana del peso molecular de las muestras introducidas en la
columna. Se trata de una técnica de determinacion aproximada y no exacta,
ya que los estandares no se tratan del mismo compuesto polimérico y por
ende, las interacciones que tiene el volumen hidrodinamico de las
moléculas al permear en la columna empacada no son iguales. Esto puede
provocar pequenas discrepancias en cuanto al tiempo de retencion y afecta
la interpretacion de los pesos moleculares, por lo que se recomienda mejor
utilizar en futuras referencias los valores obtenidos en los analisis MALDI-

TOF, que son mas precisos por tratarse de una técnica espectrométrica.

6.8 Analisis térmicos

Se llevaron a cabo los TGA para definir la resistencia térmica de los
polimeros. Se calentdé una masa de muestra conocida desde 25 hasta 500
°C y se determiné por medio de la disminucién de la masa de la muestra, la
temperatura a la que el 5% de la misma se descompone, dando un
promedio aproximado para todos los polimeros de 317 °C. Dicha

informacion se observa en la Figura 17:
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Fig 17: Representacion de los TGA de 25 a 300 °C hasta alcanzar la temperatura
de descomposicion del 5% del polimero. Las letras A, B, C y D corresponden a las

entradas respectivas en la Tabla 1.

Por otro lado, también se llevaron a cabo analisis de calorimetria
diferencial de barrido (DSC), dando como resultado una temperatura de
fusion Tm del poli(4-FG) que varia entre 160 a 180 °C, como se observa en
la grafica a continuacién. La temperatura de fusion corresponde al minimo

local que se observa en la funcién de calentamiento.
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Fig 18: DSC para las diferentes muestras de 25 a 300 °C. Los minimos locales que se

T
150

observan entre 150 y 200 °C corresponden a la temperatura de fusiéon de cada uno de los

polimeros. Las letras A, B, C y D corresponden a las entradas respectivas en la Tabla 1.

Con estos resultados, ya se puede concluir la caracterizacion
fisicoquimica de los polimeros obtenidos. Estos se condensan en la
siguiente Tabla 2:

Tabla 2: Polioxidacién de 4-fluoro-2-metoxifenol mediada por LTV en medio de reaccion de
solvente organico/buffer.

Muestra Solvente  Rendimiento M,* (g/mol) PDI® Relacion T4 (5% peso)Y
organico (vol (%) Ph/Ox?
%)
A Acetona (30) 52.3+0.1 1190 1.8 24/76 332.1
B Acetona (40) 13.7+4.3 1038 1.6 22/78 327.1
C Metanol (30) 22.4+7.1 1104 2.1 26/74 298.5
D Metanol (40) 154+5.7 977 1.9 29/71 311.1

a: Determinado por medio de la cromatografia de permeacion en gel (GPC) con
estandares de poliestireno, B: determinado por titulacion en solucion de piridina, v:

determinado por TGA.
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6.9 Fotoluminiscencia

Procediendo a analizar las propiedades electro-6pticas del polimero,
se llevd a cabo un analisis de espectroscopia de fotoluminiscencia.

Las muestras se excitaron con cuatro diferentes longitudes de onda y
posteriormente se registraron las intensidades de fluorescencia en un
intervalo de emisién entre 350 y 800 nm. Se encontraron diferentes
maximos de emision para cada longitud de onda como se puede ver en la

figura 19:

Fig. 19: Espectroscopia de fluorescencia para el polimero con la entrada B en la
Tabla 1. Las letras A, B, C y D corresponden en este caso a las longitudes de onda de

excitacion de 365, 405, 473 y 559 nm respectivamente.

Estos analisis nos confirman que los polimeros presentan
caracteristicas de emisiéon de fluorescencia en un intervalo grande de
excitacion, haciéndolo interesante para posterior investigacion y futura

aplicacion en dispositivos optoelectrénicos.
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También se llevd a cabo un barrido de absorbancia del polimero
disuelto en cloroformo. Este dio como resultado que el polimero absorbe
una mayor cantidad de luz que el mondémero en la zona correspondiente a
luz UV de entre 230 y 310 nm:

286
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Polimeros
24

Monémero

2000 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
nm

Fig. 20: Barrido de absorbancia del monémero y los polimeros derivados en el

intervalo de 200 a 800 nm.

6.10 Microscopia confocal

Un microscopio confocal es un microscopio de fluorescencia que
posee la caracteristica de poder crear imagenes muy detalladas de objetos
a través de una técnica que comenzd a utilizarse en 1955 por Marvin
Minsky (Minsky, 1988).

En un microscopio de fluorescencia comun, toda la muestra es
irradiadada por una misma fuente de luz de manera homogénea, lo que
provoca que la deteccion de la fluorescencia por el fotodetector o por la
camara incluya mucha fluorescencia de fondo, o “ruido” provocado por la
fluorescencia que emiten zonas que nos estan siendo enfocadas por el
objetivo. A diferencia de esta técnica, en la microscopia confocal se irradia

la muestra con iluminacién de dispersién de punto, lo que provoca que, en
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conjuncion con una rendija pequefia, al detector de fotones soélo llegue luz
proveniente de muestra que se encuentre muy cercana al plano focal,
incrementando su resolucion. En un lenguaje mas coloquial, la microscopia
confocal es capaz de detectar la fluorescencia de una muestra en
‘rebanadas” mas delgadas, omitiendo asi fluorescencia de fondo y
mejorando la calidad de las imagenes.

En el caso del 4-fluoro-2-metoxifenol, se tomaron tres imagenes de
secciones representativas de las respectivas muestras.

Utilizando la informacién que se obtuvo de los analisis térmicos,
podemos formar entonces peliculas de polimero por medio de la técnica de
fundido en moldes de dimensiones conocidas. Estas peliculas presentan las
caracteristicas apropiadas para el analisis por medio de la microscopia
confocal, ya que poseen wuna altura y densidad homogénea y pueden
formarse sobre una superficie de vidrio (cubreobjetos) que permita el directo
analisis en el microscopio.

Todas las peliculas fueron creadas por fundicion a 200 °C,
temperatura a la cual segun los TGA y DSC, el polimero debe fundir sin
descomponerse significativamente, lo que implica que mantiene sus
propiedades fisicoquimicas.

Para cada seccion fotografiada, se obtuvieron tres diferentes
imagenes. En cada una de ellas, se registra la fluorescencia cuando se
irradia con luz de diferente longitud de onda. En la siguiente tabla, se
aprecian las longitudes de onda de excitacion y de emision

correspondientes a los canales observados por el microscopio:

Tabla 3: Longitudes de onda que el microscopio confocal Olympus FluoView FV 1000
utiliza en sus diversos canales. La longitud de onda de excitacion corresponde a la luz con
la que es irradiada la muestra, la de emision es la longitud de onda que emite la muestra y

que detecta el equipo.

A (nm) Canal 1 Canal 2 Canal 3
Excitacion 405 473 559
Emision 425-460 (azul)  485-545 (verde) 575-620 (rojo)
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Las imagenes que se obtienen del microscopio se pueden observar

en la Figura 21:

1)

i)

20pm 20pm

Figura 21: Imagenes del poli(4-FG) obtenidas de la microscopia confocal. I)
Entrada A, Il) Entrada C, Ill) Entrada D de la Tabla 1. De izquierda a derecha: Aem 425-460
NM, Aem 485-545, Aem 575-620 nm.

Se observa que el polimero presenta fluorescencia en los tres
canales analizados. Esto es bueno ya que emite luz a lo largo de un
intervalo de longitudes de onda amplio, haciéndolo interesante para futuras
investigaciones para su aplicacion en dispositivos electrénicos OLED.
Utilizando el software para integrar las areas de fluorescencia en las
imagenes obtenidas por el microscopio confocal, podemos comprarar la

intensidad de fluorescencia de cada polimero entre si. Esto se hace
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normalizando los valores obtenidos de fluorescencia/area directamente del

software, obteniéndose la siguiente grafica de la Figura 22:

0.8
0.6
0.4 mcl
c2
0.2 mC3
0

Fig. 22: Intensidad de fluorescencia por canal y medio de reaccion, determinado
estadisticamente tras el analisis de integracion de area para las imagenes del Microscopio
Confocal. C1, C2 y C3 son los canales que registra el equipo, las longitudes de onda de

excitacion y de emisién se determinaron en la Tabla 3.

Es relevante mencionar que aparentemente, aquellas muestras que
reaccionaron en un medio de acetona, parecen tener una mayor intensidad
de fluorescencia en el campo azul en comparacién con las reacciones en
metanol. Lo opuesto sucede en el campo rojo de fluorescencia, en donde
aquellos polimeros sintetizados en metanol tienen intensidades mayores.
En el intervalo de longitudes de onda correspondientes al color verde, no
parece ser que ninguno de los dos solventes tenga una influencia sobre la
intensidad de fluorescencia, ya que en ambos casos se observa

aproximadamente el mismo promedio.
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VIl.  CONCLUSION

La hipdtesis y los objetivos establecidos al comienzo de esta
investigacion fueron cumplidos satisfactoriamente. No s6lo se obtuvo un
material con propiedades optoelectrénicas como lo es la fluorescencia, sino
que ademas se llevd a cabo mediante el uso de la tecnologia enzimatica
caracterizando estructuralmente el material. Las condiciones de reaccién
Optimas para el polimero en cuestion fueron en un medio de acetona al 30%
v/v en buffer de acetatos pH = 5, obteniendo asi un rendimiento de reaccion
del 52%. MALDI-TOF y SEC arrojaron que los materiales eran oligobmeros
de aproximadamente 8 unidades de repeticion con una polidispersidad
cercana a 2. El material demostré una resistencia térmica alta al presentar
un valor para la temperatura de descomposicion del 5% de la masa de T¢%%
= 332 °C y una temperatura de fusién Tr= 170 °C.

La reaccidon procede por medio de la deshalogenacion del carbono 4
y la posterior formacién de un enlace C-O-C entre dicho carbono y el
oxigeno correspondiente al grupo hidroxilo del anillo aromatico de la
siguiente unidad repetitiva.

El polimero con mayor rendimiento presenté mayores emisiones de
luz en el espectro azul que en el rojo, presentando un valor intermedio de
fluorescencia en la gama verde del espectro visible. Se comprobd un
incremento en la absorbancia de radiacion UV entre 230 y 310 nm en

comparacién con el monémero.
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