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Resumen 
 

En este trabajo se llevó a cabo la síntesis de nanoflores híbridas mediante un método de 

coprecipitación y autoensamblaje de componentes orgánicos e inorgánicos. Los 

componentes orgánicos utilizados fueron albúmina de suero bovino (BSA), peroxidasa 

de rábano picante (HRP) y peroxidasa de soya (SBP), y los inorgánicos Cu, Fe y Hem.  

Para esto se optimizaron las condiciones de síntesis de nanoflores, entre ellas: PBS 

(formulación, concentración y pH), proteína (elección y concentración) e incubación 

(temperatura y tiempo). De las varias combinaciones de componentes utilizados, se 

eligió el sistema obtenido a base de peroxidasa de soya y cobre debido a que las 

peroxidasas son un conocido catalizador enzimático de compuestos aromáticos, entre 

ellos la anilina.  

La síntesis múltiple del sistema nanobiocatalizador hNF/SBP-Cu fue exitosa y se 

corroboró la morfología tipo flor mediante Microscopía Electrónica de Barrido (SEM), el 

diámetro promedio de las nanoflores obtenidas fue de 4.22 ± 1.642 µm. Además, 

mediante espectroscopía ultravioleta visible (UV-vis) se determinó el porcentaje de 

encapsulación de proteína en el sistema (17 %) y la actividad de SBP libre y SBP 

inmovilizada en el sistema híbrido (3303.04 y 4862.71 UI/mg respectivamente). La 

actividad de SBP inmovilizada en el sistema híbrido nanoestructurado tipo flor fue de 

1.45 veces mayor a la que presentó la SBP en forma libre.  

La síntesis de polianilina (PANI) en su forma conductora se realizó por biomimética libre, 

enzimática libre y nanobiocatálisis. La caracterización mediante UV-vis confirmó la 

estructura electrónica de la sal y la base de emeraldina. Además, se determinó la 

conductividad eléctrica por el método de dos puntas en volumen, donde la 

conductividad de la PANI obtenida por nanobiocatálisis enzimática fue dos órdenes de 

magnitud mayor que la obtenida por catálisis enzimática libre (1.16E-03 y 4.06E-05 S/cm 

respectivamente), lo que se atribuye a una mayor estabilidad de la peroxidasa 

inmovilizada dentro de las nanoflores y la protección que esta nanoestructura brinda 
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ante las condiciones ácidas requeridas en la síntesis, las cuales favorecen el acoplamiento 

cabeza-cola que resulta en un polímero con mayor conductividad. 
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1. Introducción  

 

 

Las enzimas son biocatalizadores exquisitos que median en todos y cada uno de los 

procesos biológicos que ocurren en los seres vivos. Este conocimiento ha sido utilizado 

como fuente de inspiración por diferentes grupos de investigación para imitar la 

arquitectura y función de estas increíbles moléculas, resultado de ello son los incontables 

usos y aplicaciones que han surgido de su enorme potencial catalítico para 

desempeñarse en múltiples áreas. Este conocimiento también se ha reflejado en la 

síntesis polimérica, así como con diferentes tipos de enzimas que catalizan la síntesis de 

polímeros con arquitecturas diversas, por ejemplo, los poliésteres, poliamidas y 

polifenoles; inclusive polímeros altamente conjugados, como los intrínsecamente 

conductores. La polianilina es miembro importante de esta familia, este polímero junto 

con el polipirrol y los politiofenos forman parte de una de las principales líneas de 

investigación del grupo de Biopolímeros del CIQA. 

La síntesis enzimática representa una alternativa a la síntesis química de polímeros, sin 

embargo, a pesar de las diversas ventajas que las enzimas presentan sobre los 

catalizadores químicos convencionales, existe una desventaja importante; la 

desnaturalización bajo ciertas condiciones de pH y temperatura. Los métodos 

tradicionales de inmovilización de enzimas, con los cuales se ha trabajado previamente 

en el grupo de trabajo, brindan una posibilidad de contrarrestar la desnaturalización que 

sufren las enzimas, permitiendo así su uso en condiciones de operación más drásticas, 

las cuales son características en la síntesis química de polímeros conjugados 

electroconductores. 

La inmovilización de enzimas en sistemas nanoestructurados surge como una alternativa 

a los métodos tradicionales, en los cuales además de mejorar la estabilidad, se aumenta 

la actividad enzimática. Un ejemplo de ello es el sistema híbrido (orgánico-inorgánico) 

conocido como ensamblaje tipo nanoflor. 
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Las nanoflores son una clase de partículas micrométricas desarrolladas recientemente, 

las cuales muestran similitud estructural a las flores de las plantas, con diámetros entre 

3-10 µm. Estas estructuras permiten la inmovilización de biomoléculas vía coprecipitación 

por simple auto ensamblaje, razón por la cual en los últimos años ha recibido gran 

atención. Este método de inmovilización se ha considerado como prospecto brillante 

para aumentar la estabilidad, actividad e inclusive la selectividad de las biomoléculas, al 

ser comparado con otros métodos convencionales de inmovilización. La síntesis de 

nanoflores híbridas orgánicas-inorgánicas es relativamente sencilla, donde las 

biomoléculas usadas como componente orgánico simplemente se mezclan con iones 

metálicos específicos, los cuales actúan como componentes inorgánicos para formar los 

nanocompuestos híbridos tipo flor. 

Trabajos publicados por el grupo de Biopolímeros del Departamento de Materiales 

Avanzados han demostrado que la peroxidasa de rábano picante y la de soya (HRP y SBP 

por sus siglas en inglés respectivamente) son capaces de catalizar la síntesis de 

polianilina con características ópticas y de conductividad eléctrica similares a las 

obtenidas mediante síntesis química. Sin embargo, una de las principales limitaciones 

para igualar las condiciones de la síntesis química es el poder llevar a cabo la reacción a 

pH ácido (pH<3), para garantizar la obtención de la forma conductora de la polianilina, 

ya que a este pH algunas peroxidasas se desactivan, perdiendo su capacidad catalítica. 

En este proyecto se propuso estudiar el potencial de las nanoflores de peroxidasas como 

catalizador en la síntesis enzimática de la polianilina con el fin de maximizar el 

acoplamiento cabeza-cola, dando lugar a un polímero sin subproductos no deseados, 

con menos defectos estructurales y con conductividad eléctrica.  
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2. Antecedentes 

 

 

2.1 Evolución polimérica 

La hipótesis de cadenas largas del profesor H. Staudinger, por la cual obtuvo el premio 

Nobel en 1953, marcó el inicio de la ciencia polimérica moderna[1]. Inicialmente los 

polímeros naturales eran modificados químicamente, pero en el siglo XIX comenzó la 

producción de sustancias completamente sintéticas, que hoy en día conocemos como 

polímeros[2]. Las últimas décadas del siglo XX fueron testigos de la conversión de la 

ciencia polimérica en un enfoque totalmente reconocido en diversas universidades 

alrededor del mundo, donde los nuevos descubrimientos iban desde arquitecturas 

moleculares controladas y auto ensambladas, hasta dispositivos electrónicos a base de 

polímeros. Además, se reconoció que el desempeño del polímero estaba relacionado 

con su estructura fisicoquímica y que, a su vez, la estructura era un reflejo del historial 

de procesamiento, lo que permitió el desarrollo de procesos y productos basados en 

principios científicos y no solo en métodos empíricos.  

La síntesis de polímeros a lo largo de los últimos años ha evolucionado, haciendo énfasis 

en sistemas catalíticos más eficientes y en el impacto ambiental de los procesos[1]. 

Actualmente existe un conocimiento significativo en la síntesis y comportamiento de 

macromoléculas, por lo que es posible diseñar y sintetizar un sistema macromolecular 

capaz de desempeñar una función específica[3].  

2.2 Polímeros conductores 

Los materiales poliméricos habían sido considerados aislantes por décadas[4]. Alan J. 

Heeger, Alan G. MacDiarmid y Hideki Shirakawa desempeñaron un papel importante en 

el descubrimiento de una nueva clase de polímeros que poseían alta conductividad 

electrónica en estado parcialmente oxidado[5]. Estos investigadores recibieron el premio 

Nobel en el año 2000 por “el descubrimiento y desarrollo de polímeros electrónicamente 
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conductores”. Shirakawa se refiere al evento como un “error fortuito”, el cual, por 

acuerdo general se establece que ocurrió en octubre de 1967[6].  

Dentro de la categoría de polímeros conductores de electrones, se pueden distinguir dos 

clases basadas en el modo de transporte de electrones: los redox y los electrónica o 

intrínsecamente conductores (ICPs por sus siglas en inglés). Una simple distinción entre 

los polímeros redox y los ICPs es que en estado seco los ICPs son conductores, a 

diferencia de los redox[5]. Los polímeros intrínsecamente conductores generalmente se 

consideran “metales sintéticos” porque poseen propiedades eléctricas, ópticas y 

magnéticas típicas de metales y semiconductores. Dichas propiedades surgen de la 

conjugación de la estructura del polímero (secuencia regular de enlaces sencillos y 

dobles), esta configuración provoca la formación de orbitales de alta energía en los 

cuales los electrones se encuentran débilmente enlazados a su átomo correspondiente, 

resultando en cadenas con una deslocalización considerable de electrones[7]. Después 

de más de 40 años de investigación, se asume que el transporte de electrones ocurre por 

una reacción de intercambio de electrones entre sitios redox vecinos, conocido como 

“electron hopping”, y por el movimiento de dichos electrones deslocalizados a lo largo 

del sistema conjugado[5]. Se considera un polímero conjugado a una macromolécula cuya 

estructura presenta enlaces σ y π alternados[8]. 

Los estudios de algunos polímeros conductores han demostrado que poseen 

propiedades semiconductoras dependientes del nivel de dopaje y protonación. El 

concepto de dopaje es lo que caracteriza a estos polímeros de los demás, pueden ser 

dopados de dos maneras: por reacción redox o protonación; la última solo aplica para la 

polianilina. Los polímeros conjugados en su forma desdopada son 

semiconductores/aislantes, posterior al dopaje hay un incremento de varios órdenes de 

magnitud en la conductividad eléctrica[7]. Además, estos polímeros pueden existir en 

diferentes estados de oxidación ya que responden a estímulos externos cambiando 

algunas características como por ejemplo su color, sin embargo, su característica más 

importante es la facilidad con la que estos materiales pueden cambiar entre formas 

aislantes y conductoras de manera reversible[5,9]. Dentro de los polímeros conductores 
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más investigados y utilizados se encuentran el polipirrol, politiofeno y polianilina. De los 

cuales, la polianilina exhibe menor conductividad como puede observarse en la Figura 

1[4]. 

 

 

Figura 1 Conductividades de distintos materiales[4]. 

 

Los polímeros conductores pueden utilizarse exitosamente en materiales avanzados de 

diversos tipos, por ejemplo, fotovoltaicos, optoelectrónicos y sensoriales[10].  

2.3 Polianilina 

La anilina fue descubierta en Europa las primeras décadas de 1800 por varios químicos 

quienes aislaron aceite a partir de la destilación del índigo y el alquitrán. En 1840 Carl 

Julius Fritzsche trató el índigo, lo destiló y purificó obteniendo un aceite incoloro al cual 

llamó “anilina” por el sinónimo de índigo, añil. También dedujo que bajo un tratamiento 

correcto con ácido se producía un material verde-azul, pero no fue sino hasta 1843 que 

mezcló una solución de anilina con clorato de potasio en ácido hidroclórico y obtuvo un 
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precipitado azul, el cual se volvió verde al ser lavado con alcohol y verde oscuro al secarse 

por completo. 17 años después Crace-Calvert, Clift y Lowe desarrollaron y patentaron 

colorantes verdes y azules para algodón derivados de la oxidación de anilina que 

resultaron en el descubrimiento de la emeraldina. A pesar de que existían diversos 

productos derivados de la anilina en el mercado, fue hasta principios de 1900 que se 

empezó a reportar la estructura e identidad de estos materiales, en 1907-1911 Willstätter 

publicó su trabajo de investigación y concluyó que la anilina podía existir en distintos 

grados de oxidación. A la par en 1910, Green y Woodhead desarrollaban un modelo de 

estructuras de varios estados de oxidación, las cuales difieren en la conjugación como se 

observa en la Figura 2[2]. Fueron ellos los primeros en representar el polímero como una 

cadena de moléculas de anilina con acoplamiento cabeza-cola[11].  

 

 

Figura 2 Estructuras de las principales formas de la anilina propuestas por Green y 
Woodhead[2]. 

 

La protonación y desprotonación, junto con varias propiedades fisicoquímicas de la 

polianilina (PANI) se deben a la presencia del grupo flexible -NH, el cual se encuentra 

flanqueado de fenilos. Dicho grupo es el responsable del cambio de color y 
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conductividad eléctrica del polímero, ya que la diferencia en la composición de los 

segmentos amina e imina genera los distintos estados de oxidación de este material[11].  

En todos los polímeros conductores, al momento de introducir un agente oxidante o 

reductor se forman portadores de carga en la cadena principal que son compensados 

con contraiones, la remoción de dichos contraiones provoca un cambio en el estado de 

oxidación y la desaparición del polarón. En la polianilina no necesariamente se cambia el 

estado de oxidación, sino que el anillo de benceno adyacente a un átomo de nitrógeno 

acepta una fracción de una carga positiva, transformándose así la unidad bencenoide a 

una quinoide. Las propiedades son otorgadas por la regularidad de su estructura, en la 

cual >95% de las unidades monoméricas se encuentran acopladas de manera cabeza-

cola[9].  

PANI es un polímero con facilidad de síntesis y procesamiento, estabilidad a exposición 

ambiental, no tóxico, con alta estabilidad térmica y bajo costo de manufactura, 

posicionándose como uno de los polímeros conductores más importantes hasta el día 

de hoy[9,12]. Algunas de las posibles aplicaciones para este polímero conductor son: 

baterías, celdas solares, sensores bioquímicos, diodos, electroluminiscencia y 

membranas[10].  

2.3.1 Síntesis de polianilina 

La polianilina se sintetiza por polimerización oxidativa de la anilina, esta síntesis 

representa un tipo de polimerización no reconocido en la historia temprana de las 

macromoléculas. Todos los polímeros sintéticos que existían hasta ese momento son 

ejemplos de materiales hoy conocidos como “polímeros de adición”, una de las dos 

designaciones generales de clases de polímeros introducida por Carothers en 1929. La 

polimerización de anilina revolucionó la síntesis de polímeros sintéticos ya que se genera 

vía mecanismo por etapas, pero por un proceso de polimerización oxidativa. Cada etapa 

en el crecimiento del polímero involucra oxidación, acoplamiento y desprotonación[2,9]. 

La polimerización y el dopaje ocurren al mismo tiempo, lo cual se puede lograr 

electroquímica o químicamente. La síntesis de PANI por oxidación química implica el uso 
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de un ácido en presencia de un agente oxidante, cuya función principal es retirar un 

protón de la molécula de anilina sin formar un enlace fuerte de coordinación, es 

importante no excederse en la cantidad de oxidante ya que puede provocar la 

degradación oxidativa del polímero. La síntesis química requiere 3 reactivos: anilina, un 

medio ácido (acuoso u orgánico) y un oxidante. Los ácidos más comúnmente utilizados 

son ácido clorhídrico y ácido sulfúrico, mientras que los oxidantes recomendables, por 

mencionar algunos, son persulfato de amonio y peróxido de hidrógeno. La temperatura 

de la solución se mantiene fría con la finalidad de limitar reacciones secundarias, algunos 

ejemplos se presentan en la Figura 3, las cuales introducen elementos no deseables a la 

cadena polimérica y se consideran defectos. La duración de la reacción varía desde 30 

minutos hasta 24 horas[11,13,14].  

 

 

Figura 3 Posibles reacciones secundarias durante la síntesis de PANI[15]. 

 

En las últimas décadas se han desarrollado múltiples reacciones de polimerización 

enzimática, dando lugar a una variedad de polímeros nuevos. Para el caso específico de 

la polimerización oxidativa de la anilina esta ruta alternativa también es viable esta utiliza 
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un sistema de peroxidasas/H2O2 para la oxidación de las moléculas de monómero. 

Además, existen compuestos denominados catalizadores biomiméticos, los cuales 

imitan los mecanismos naturales de las enzimas. La hematina es un ejemplo de este tipo 

de compuestos, es de origen natural y gracias a que en su estructura se encuentra el 

mismo grupo prostético que algunas peroxidasas posee actividad tipo peroxidasa, 

permitiéndole llevar a cabo la catálisis de la polimerización de anilina y otros 

monómeros[10,16-19].  

2.3.1.1 Polimerización oxidativa de anilina  

La polimerización oxidativa es utilizada para la síntesis de productos de diversas clases 

de monómeros, entre ellas aminas aromáticas. Dichos monómeros se caracterizan por 

sus propiedades donadoras de electrones y su alta tendencia a la oxidación, debido a la 

presencia de un sustituyente con carácter donador de electrones en el heterociclo. 

Técnicamente, esta polimerización se considera como la formación de un enlace 

covalente entre moléculas de monómero a expensas de la sustracción de dos protones, 

dando lugar a varios posibles tipos de acoplamiento entre unidades monoméricas tales 

como: acoplamiento cabeza-cabeza, cabeza-cola y cola-cola para el caso específico de la 

anilina.   

El mecanismo de crecimiento de la cadena polimérica de la anilina ocurre por sustitución 

electrofílica, representada en la Figura 4. La estructura con átomos de nitrógeno oxidado 

actúa como sitio activo de polimerización, este grupo terminal activo ataca el fenilo de 

otra molécula de anilina, sustituyendo un protón del anillo. Posteriormente ambos 

pierden un protón y se enlazan, siguiendo el mecanismo de polimerización en cadena.  

 

 

Figura 4 Reacción de sustitución electrofílica de la anilina[9]. 
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El acoplamiento cabeza-cola se atribuye a la oxidación del heteroátomo de carácter 

donador en el monómero, sin embargo, aunque la cadena crezca de esta manera, 

pueden ocurrir otro tipo de sustituciones como resultado del ataque electrofílico en 

diferentes átomos del fenilo, obteniendo una estructura heterogénea. Dado a que la 

anilina posee un átomo de nitrógeno en el anillo la probabilidad de formar estructuras 

meta- es baja, dicho sustituyente donador de electrones crea un exceso de carga 

negativa en los átomos de carbono orto- y para-, direccionando ahí el ataque 

electrofílico.  

La reacción de polimerización se puede realizar en un amplio rango de pH, obteniendo 

distintos productos de oxidación con diferentes propiedades y conductividades desde 

10-10 hasta 102 S/cm. Todas las estructuras nitrogenadas se protonan a diferentes valores 

de pH, a pH>3.5 la anilina principalmente existe como una molécula neutra y al bajar el 

pH se protona adquiriendo una carga positiva. Cuando la polimerización se lleva a cabo 

en medios básicos, neutros o muy poco ácidos, se obtiene un producto café de baja 

conductividad, mientras que la polimerización de anilina en medio ácido da lugar a un 

producto verde oscuro con alta conductividad. Este proceso es complejo y dinámico, por 

lo que el valor de pH en el cual el proceso de reacción comienza es de suma 

importancia[9]. 

2.3.1.2 Polimerización enzimática y biomimética de anilina 

Las polimerizaciones enzimáticas contribuyen a la sustentabilidad global, ya que utilizan 

componentes renovables y no tóxicos como catalizadores. Una de las ventajas es que las 

reacciones se llevan a cabo bajo condiciones no drásticas de temperatura, presión y pH, 

a diferencia de las polimerizaciones catalizadas químicamente[20]. A pesar de las 

numerosas ventajas que poseen las enzimas su uso representa un alto costo, por lo que 

surgen los catalizadores biomiméticos como alternativa estable y amigable con el medio 

ambiente.  
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Los compuestos biomiméticos son moléculas que asemejan el sitio activo de algunas 

enzimas, un ejemplo de ello son las denominadas metaloporfirinas, las cuales consisten 

en un átomo metálico coordinado dentro de un macrociclo de 4 anillos pirrólicos. Las 

que contienen Fe2+ son consideradas catalizadores efectivos, ya que presentan actividad 

catalítica tipo peroxidasa, siendo capaces de catalizar la polimerización oxidativa de 

fenoles, anilinas y derivados en presencia de peróxido de hidrógeno[21-23]. En décadas 

recientes se han desarrollado vías enzimáticas y biomiméticas para la síntesis de 

polianilina y otros ICPs, con la ventaja de que en estas reacciones el sistema [peroxidasa 

o tipo peroxidasa/H2O2] otorga un mejor control en la velocidad de oxidación y reduce 

los subproductos a agua[24-25]. En contraste con la polimerización química, este tipo de 

polimerización por catálisis enzimática y biomimética representa una alternativa para la 

producción de ICPs solubles[16]. La actividad de las peroxidasas es óptima a pH neutro, lo 

que favorece la sustitución en las posiciones orto- y meta- del anillo, esta es la razón por 

la cual los primeros intentos de síntesis de polianilina resultaron en polímeros con 

ramificaciones y entrecruzamiento. En cambio, el acoplamiento para- se propicia a pH 

ácido, en el cual suceden situaciones indeseables tales como la pérdida de actividad de 

peroxidasas, degradación del grupo hemo e insolubilidad de compuestos biomiméticos 

como la hematina. En la literatura se encuentran reportadas diversas síntesis con 

soportes a fin de evitar dicha inactivación enzimática y funcionalizar compuestos que 

contienen el grupo hemo para promover el acoplamiento cabeza-cola de las moléculas 

de anilina[16,18,24-27]. Por el contrario, existen muy pocos trabajos reportados acerca de 

polimerizaciones enzimáticas y biomiméticas libres de soportes. 

2.3.2 Estados de oxidación de la polianilina 

La estructura general de la polianilina, tal como se muestra en la Figura 5, está compuesta 

por unidades bencenoides o bloques reducidos (y) y unidades quinoides o bloques 

oxidados (1-y), donde “y” toma valores entre 0 y 1. Este valor determina el estado de 

oxidación del polímero, cuando y=0.5 la polianilina existe en forma emeraldina, y=0 

corresponde a la forma completamente oxidada pernigranilina, mientras que y=1 
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corresponde a la forma completamente reducida leucoemeraldina. La pernigranilina y 

emeraldina pueden existir como sal o base[12,19].  

 

 

Figura 5 Estructura general de la polianilina con bloques reducidos y oxidados[19]. 

 

La diferente conformación estructural de la polianilina difiere en color, estabilidad y 

conductividad como se puede apreciar en la Tabla 1[4,19].  

 

Tabla 1 Formas de PANI[4]. 

 

Como es posible observar en la tabla, solamente la emeraldina protonada presenta 

conductividad, la cual se ubica en un nivel semiconductor muchos órdenes de magnitud 

mayor que aquella en los polímeros comunes (<10-9 S/cm) pero menor que la de metales 

típicos (>104 S/cm) [11]. 

2.3.2.1 Emeraldina 

La forma más estable de la polianilina es la denominada emeraldina, la cual puede existir 

en base y sal[9]. La emeraldina base es un aislante eléctrico que consiste en dos átomos 

de nitrógeno amina seguidos de dos átomos de nitrógeno imina, ésta puede convertirse 
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en sal (forma conductora) por dos procesos: dopaje con ácido protónico o dopaje 

oxidativo, en el primero no existe un intercambio de electrones y en el segundo sí[11]. 

La Figura 6, describe el mecanismo de formación de la especie reactiva en el proceso de 

síntesis de la forma sal de emeraldina en medio ácido. El primer paso se ilustra en la 

Figura 6 a), el cual corresponde a la oxidación de la molécula de anilina y la formación del 

catión radical. Dicha especie reactiva existe en varias formas de resonancia, las cuales 

están representadas en la Figura 6 b), donde la forma resonante (2) es la más 

reactiva[9,11]. 

 

 

Figura 6 a) Formación de catión radical por oxidación de anilina y b) Estructuras de 
resonancia del catión radical[11]. 

 

En la Figura 7 y 8 se muestra la secuencia de reacciones que conducen a la polimerización 

de la anilina para dar lugar a la PANI. En esta secuencia, el radical catión de anilina en su 

forma más reactiva reacciona con el catión radical inicial para dar lugar a un dímero con 

acoplamiento cabeza-cola, el cual se favorece en medio ácido. Posteriormente, el dímero 

se oxida formando un nuevo catión radical que sigue reaccionando, formando trímeros, 

tetrámeros y así sucesivamente hasta formar el polímero[4,11]. 
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Figura 7 Reacción que da lugar a la formación de un dímero con acoplamiento cabeza-
cola[4,11].  

Figura 8 Continuación del esquema de polimerización que da lugar a la polianilina[4]. 
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2.3.2.2 Dopaje de PANI 

A fin de que la PANI se asocie a los polímeros electrónicamente conductores, debe 

doparse. La polianilina es un polímero conductor específico ya que su mecanismo de 

conducción se puede inducir por oxidación de la leucoemeraldina base, o bien, por la 

protonación de la emeraldina base[11]. Cuando PANI en la forma de emeraldina base se 

trata con ácidos, se lleva a cabo un proceso de dopaje no redox o tipo-p que no involucra 

la adición o remoción de electrones de la estructura del polímero[12,28], sino que los 

átomos de nitrógeno imina se protonan dando lugar a la forma polarónica, donde los 

cationes radicales aparecen y se deslocalizan sobre cierta longitud conjugada, 

otorgándole la conductividad electrónica al polímero. Este proceso de dopaje se muestra 

en la Figura 9. Por otra parte, es importante destacar que este proceso es reversible al 

tratar la sal de emeraldina con una base[11-12,19].  

 

Figura 9 Dopaje de PANI con ácido protónico[7]. 
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Las cadenas de la forma conductora de PANI tienen una estructura ordenada la cual, 

junto con los pares de electrones libres del nitrógeno, le proporcionan una 

policonjugación, provocando que las cadenas poliméricas se acomoden en un solo plano 

formando un zigzag donde las nubes de electrones π se superponen por encima y por 

debajo. El sistema policonjugado es una vía de transporte, la cual brinda movilidad a los 

portadores de carga introducidos por los ácidos fuertes (también conocidos como 

“agentes dopantes”) impartiendo conductividad al polímero[9]. 

2.4 Enzimas 

Las proteínas representan un sistema complejo, en el cual la estructura tiene un efecto 

directo en la eficiencia y estabilidad.  Las metaloproteínas son proteínas que contienen 

un ion metálico, representando casi la mitad de las proteínas presentes en la naturaleza, 

las cuales son responsables de la catálisis de procesos biológicos de suma importancia 

tales como la fotosíntesis, respiración, oxidación de agua, reducción de O2 y fijación de 

N2, entre otras[29]. Algunas de las características importantes y que hacen atractivo el 

uso y aplicación de las enzimas se basan en que las enzimas son proteínas que poseen 

actividad catalítica, son reciclables, amigables con el medio ambiente y no tóxicas, ya que 

se producen a partir de cualquier organismo vivo[30-31], son biocatalizadores que catalizan 

todas las reacciones metabólicas responsables de mantener la vida[16]. Generalmente 

son catalíticamente activas solamente en presencia de coenzimas y/o grupos prostéticos 

(componentes no aminoacídicos que están unidos fuertemente a la molécula, pueden 

ser metales o pequeñas moléculas orgánicas) [30-31]. 

De manera general, los diferentes tipos de enzimas se dividen en seis clases dependiendo 

del tipo de sustrato sobre el cual actúan o catalizan[32]:  

i. Oxidorreductasas: catalizan reacciones redox por transferencia de electrones.  

ii. Transferasas: catalizan la transferencia de un grupo funcional de un compuesto a 

otro. 

iii. Hidrolasas: catalizan la hidrólisis de varios enlaces. 
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iv. Liasas: catalizan el rompimiento de los enlaces C-C, C-O, C-N de manera alterna a 

la hidrólisis u oxidación. 

v. Isomerasas: catalizan la racemización o epimerización de centros quirales, esta 

clase se subdivide de acuerdo con sus sustratos. 

vi. Ligasas. 

Hoy en día existen miles de enzimas disponibles comercialmente e incluso algunas 

modificadas para aplicaciones industriales[16]. Las enzimas son catalizadores naturales 

capaces de catalizar un sinfín de síntesis de estructuras biomoleculares[33], de manera 

general, las oxidorreductasas, hidrolasas e isomerasas son relativamente estables y 

pueden desempeñar dicha función[16,20]. A continuación, en la Tabla 2 se enlistan algunos 

ejemplos. 

Tabla 2 Clases de enzimas y ejemplos[16]. 

 

 

Ventajas tales como alta especificidad, actividad en condiciones no drásticas y 

biodegradabilidad, son contrarrestadas por la evidente desventaja de su inestabilidad 

intrínseca, la cual es característica de su compleja estructura. Durante el procesamiento, 

almacenamiento y aplicación, las enzimas sufren una variedad de reacciones de 

desnaturalización, proceso en el cual se despliega la estructura terciaria, dejando a los 

residuos desalineados impidiendo que sean partícipes de interacciones que estabilicen 

la estructura. El desplegamiento puede ser reversible si se retira el factor que lo ocasiona, 

aunque algunas veces la enzima puede sufrir cambios químicos que resultan en la 
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inactivación irreversible[34]. Dentro de los avances tecnológicos, ha habido un creciente 

interés en el desarrollo de bioprocesos que involucran enzimas, su selectividad y 

especificidad, junto con su actividad catalítica las vuelven biocatalizadores 

prometedores en diversas aplicaciones, incluida la biocatálisis[35]. 

2.4.1 Catálisis enzimática 

La sustancia que desempeña el rol clave en una reacción sin consumirse se conoce como 

catalizador[33]. Históricamente se han utilizado ácidos, bases, radicales, metales de 

transición y de tierras raras para la catálisis. El uso de enzimas como catalizadores surge 

hace 3 décadas como un nuevo enfoque en la síntesis polimérica, otorgando la 

posibilidad de llevar a cabo una química de polímeros ecológica[16]. Todos los polímeros 

naturales producidos in vivo son catalizados por enzimas, la síntesis in vitro trajo consigo 

nuevas estrategias para producir polímeros naturales y sintéticos que contribuían a la 

sustentabilidad global al reducir el uso de materiales fósiles[36]. En comparación con la 

catálisis química, la catálisis enzimática es altamente específica y poderosa. Tal es la 

naturaleza de la enzima, que una simple sustitución o rotación de una fracción química 

hace la diferencia entre una enzima activa e inactiva[37].  

2.4.2 Polimerización enzimática 

Las polimerizaciones enzimáticas representan una ruta alternativa para la síntesis 

química de polímeros, las cuales se llevan a cabo en condiciones extremas y con una alta 

cantidad de agente oxidante, lo que resulta en sales indeseadas como subproducto y en 

un polímero con trazas de contaminantes[26]. La ruta enzimática reduce los subproductos 

innecesarios gracias a reacciones selectivas y el uso de materiales con propiedades 

benignas al medio ambiente[20], hoy en día representa una alternativa efectiva para los 

procesos convencionales catalizados químicamente, ofreciendo ventajas significativas, 

las cuales se resumen en condiciones leves de reacción (en términos de temperatura y 

toxicidad) y alta selectividad de las enzimas, lo que resulta en un mejor desempeño y 

calidad del producto. La eficiencia del proceso biocatalítico está relacionado con 

parámetros importantes de proceso, por ejemplo, tipo de enzima y monómero, 

temperatura y tiempo de reacción, técnica de polimerización y remoción de 
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subproductos. Una característica digna de destacar es que las enzimas son funcionales 

en un amplio rango de ambientes, sin embargo, a pesar de las múltiples ventajas que 

representan las polimerizaciones catalizadas por enzimas, a condiciones extremas de 

operación características de los procesos industriales (presión y temperatura elevada, 

pH muy ácido o básico y factores oxidantes) tienden a tener problemas de estabilidad y 

se obtienen polímeros de peso molecular relativamente bajo. Es ese motivo el que da 

lugar a la búsqueda, investigación y optimización de catalizadores más estables por 

diferentes métodos, entre ellos la inmovilización[32-33,38].  

2.4.3 Inmovilización de enzimas 

La aplicación industrial deseada generalmente es difícil de lograr utilizando la enzima en 

su forma libre[39]. Las aplicaciones de las enzimas en la industria, o en condiciones 

similares, son factibles solo si se estabilizan contra temperatura, pH y presencia de sales, 

alcalinos y surfactantes[34]. Es común que para ciertos procesos biocatalíticos las enzimas 

no cumplan con los requerimientos necesarios para aplicaciones a gran escala, por lo que 

sus propiedades necesitan ser optimizadas. Se considera que las enzimas son sensibles 

e inestables a temperaturas elevadas y que requieren un medio acuoso para funcionar; 

estas características no son ideales para un catalizador y, en la mayoría de los casos, son 

indeseables en la síntesis. Una manera sencilla de superar dichos inconvenientes es 

inmovilizando las enzimas, esta técnica ha demostrado ser valiosa durante más de 40 

años, mejorando la estabilidad. Sin embargo, también se presentan algunas desventajas 

ya que los procesos de inmovilización alteran de manera inevitable el ambiente 

molecular natural de las enzimas afectando la actividad catalítica a través de distintos 

mecanismos, por ejemplo, provocando menor accesibilidad del sustrato hacia el centro 

catalítico activo, desactivación parcial por solventes orgánicos, pérdida de propiedades 

dinámicas, cambios conformacionales, posible desnaturalización y limitaciones de 

transferencia de masa. Es por eso por lo que el sistema de inmovilización (soporte, 

condiciones y método) debe ser diseñado para optimizar la característica deseada[31,38-

41]. Un reciente interés en la nanotecnología ha ofrecido una variedad de nano andamios 

(nanoscaffolds) para la inmovilización de enzimas, a lo largo de los años se han 



“Síntesis de Polianilina catalizada por Nanoflores de Peroxidasas”                                                                                                 

Página 20 
 

implementado diversos tipos de soportes y tecnologías para mejorar el proceso, cuya 

finalidad es maximizar la carga de enzima, actividad y estabilidad, reduciendo así el costo 

de biocatalizadores enzimáticos. Un requisito importante para la inmovilización de 

proteínas es que la matriz debe brindar un ambiente biocompatible e inerte, o sea, no 

debe interferir con la estructura nativa de la proteína, lo cual puede comprometer su 

actividad biológica[42]. Se han reportado varios andamios/soportes de tamaño 

nanométrico porque disminuyen las limitaciones de difusión y maximizan el área 

superficial funcional para incrementar la carga de enzima. La inmovilización es quizás la 

estrategia más utilizada para mejorar la estabilidad operacional de los biocatalizadores, 

tener mejor control de operación y recuperar el producto de manera fácil sin contaminar 

el catalizador. Los cuatro métodos principales de inmovilización son: 1) adsorción, 2) 

unión covalente, 3) atrapamiento y 4) confinamiento en membrana[34]. Es reconocido 

que la inmovilización de enzimas es capaz de proteger y/o estabilizar las enzimas contra 

ataques químicos y ambientales, permitiendo su recuperación y reutilización. El 

desarrollo de técnicas para la inmovilización, así como de materiales que fungen como 

soportes (polímeros naturales o sintéticos, materiales inorgánicos) ha sido estudiado de 

manera extensa durante los últimos años[35]. Cualquier técnica que inmovilice la enzima 

dentro de un sólido poroso le brinda estabilidad operacional, aun cuando la estructura 

nativa no se vea afectada. Cabe mencionar que la inmovilización puede producir algún 

tipo de distorsión en la estructura de la enzima, particularmente en la región del sitio 

activo. El nanoambiente brinda condiciones óptimas de reacción de pH, fuerza iónica y 

temperatura para la enzima inmovilizada, lo que resulta en el incremento de la actividad 

y estabilidad[39]. 

2.5 Peroxidasas 

La familia de las peroxidasas incluye las de origen animal, la cual a su vez se divide en 3 

clases: clase I) enzimas intracelulares, clase II) peroxidasas secretadas codificadas 

únicamente por hongos y clase III) peroxidasas secretadas de plantas. A pesar de las 

diferencias entre las subfamilias, todas conservan la estructura 3D plegada[43]. La 

mayoría de las peroxidasas son hemoproteínas que catalizan la oxidación de múltiples 
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moléculas en presencia de peróxido de hidrógeno. De manera más específica, catalizan 

la oxidación de sustratos orgánicos, descomponiendo el H2O2 en agua y oxígeno[44]. 

Siendo las más estudiadas las que contienen un grupo prostético ferriprotoporfirina IX 

en su sitio activo, entre ellas la peroxidasa de rábano picante y la peroxidasa de soya. 

Ambas peroxidasas son utilizadas para la polimerización oxidativa de compuestos 

aromáticos[45-46]. Su mecanismo de reacción involucra 3 estados de oxidación del Fe, 

seguido de su reacción con el H2O2 y con el sustrato aromático vía acoplamiento 

oxidativo con los radicales[16].  

En la Tabla 3, se enlistan algunas propiedades bioquímicas y estructurales de la HRP y 

SBP. 

Tabla 2 Comparación entre propiedades de peroxidasas HRP y SBP[45]. 

Propiedad HRP SBP 

Número de aminoácidos 306 306 

Clasificación enzimática 
1.11.1.7 

Peroxidasa/hemoproteína 

1.11.1.7 

Peroxidasa/hemoproteína 

Peso molecular 44,100 Da 40,660 Da 

Grupo prostético Grupo hemo Grupo hemo 

Intervalo de pH con 

actividad 
4-8 2-10 

 

Ambas peroxidasas cuentan con 306 aminoácidos, pertenecen a la misma clasificación y 

poseen el grupo prostético hemo, lo que hace que compartan cerca del 60% de su 

secuencia homóloga. Sin embargo, cabe recalcar la diferencia en el rango de pH en las 

cuales presentan actividad[45,47-48]. A continuación, en los apartados 2.5.1 y 2.5.2 se detalla 

más a fondo cada una. 

2.5.1 Peroxidasa de rábano picante 

La peroxidasa de rábano picante es probablemente la más estudiada de la familia de 

peroxidasas de plantas[49-50]. Es una proteína que contiene porfirina y hierro en su 
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estructura y que cataliza la oxidación de la anilina y derivados de fenol en presencia de 

H2O2
[36,51], sin embargo, no es la peroxidasa óptima para la polimerización de anilina, ya 

que para obtener la forma conductora la reacción debe llevarse a cabo a pH bajo, en el 

cual la HRP se desactiva rápidamente[25]. Existen dificultades relacionadas con la 

producción y purificación de esta enzima, las cuales enfatizan la importancia de su 

inmovilización en nanoestructuras[38]. 

2.5.2 Peroxidasa de soya  

La peroxidasa de soya representa una alternativa más económica a la HRP, ya que puede 

obtenerse de la cáscara de semilla de soya, siendo esta una materia prima de abundante 

disponibilidad puesto que es un subproducto de la industria alimenticia[52-53]. La 

peroxidasa de soya presenta estabilidad y propiedades catalíticas extraordinarias, es 

capaz de oxidar sustratos orgánicos e inorgánicos en presencia de peróxido de 

hidrógeno[50]. Es un biocatalizador atractivo debido a su estabilidad en un amplio 

intervalo de pH y temperatura[47,51], presenta mayor estabilidad térmica y 

conformacional, y mejor actividad catalítica en condiciones ácidas que la HRP a pesar de 

tener un alto porcentaje de similitud[26,50,54]. 

2.6 Biocatálisis enzimática 

La biocatálisis está definida por el uso de biomoléculas como catalizadores en la síntesis 

de nuevos materiales, donde se realza la velocidad de reacción sin afectar las 

propiedades termodinámicas[39]. La ventaja del uso de enzimas como biocatalizadores 

es que promueven los procesos amigables con el medio ambiente puesto que se implica 

un menor consumo de químicos y la ausencia de subproductos tóxicos, por el contrario, 

una gran desventaja es su área limitada de operación por inhibición y vulnerabilidad, así 

como el elevado costo operacional debido a la baja estabilidad y reutilización en 

procesos escalados[35,39]. Al año 2012, se tenía conocimiento de más de 500 productos 

comerciales fabricados utilizando enzimas. Si bien se sabe que las enzimas exhiben un 

pobre desempeño bajo condiciones industriales, la inmovilización expandió el campo de 

aplicaciones[55].  



“Síntesis de Polianilina catalizada por Nanoflores de Peroxidasas”                                                                                                 

Página 23 
 

2.7 Nanobiocatálisis 

La nanobiocatálisis se considera la fusión entre la biocatálisis y la nanotecnología. El 

rápido crecimiento de la nanotecnología ofrece la posibilidad de combinar exitosamente 

enzimas con materiales nanoestructurados, dando lugar a biocatalizadores enzima-

nanoestructura, o bien, nanobiocatalizadores[35,56-57]. Los enfoques nanobiocatalíticos 

han evolucionado desde estrategias simples de inmovilización, hasta toda una ciencia en 

la cual se han sintetizado enzimas sintéticas y con nuevas formas, las cuales contribuyen 

a un menor consumo de energía y mayor tiempo de vida de los sistemas catalíticos. Dado 

que las enzimas son extremadamente específicas en su régimen de reacción y la menor 

variación de condiciones puede desestabilizarlas, el principal objetivo de la 

nanobiocatálisis es precisamente estabilizarlas y aumentar la actividad catalítica. El 

confinamiento de biocatalizadores brinda un ambiente con estabilidad excepcional 

frente a pH, temperatura, presencia de solventes orgánicos y almacenamiento[33]. En 

comparación con las enzimas inmovilizadas en soportes micrométricos, los 

nanobiocatalizadores, al tener la enzima dentro o sobre materiales nanoestructurados, 

pueden alcanzar una mayor capacidad de carga enzimática y una mejor eficiencia de 

transferencia de masa debido a la alta proporción superficie/volumen que optimiza la 

exposición del biocatalizador al medio de reacción a medida que el tamaño del 

nanosoporte disminuye.  El desarrollo de nanobiocatalizadores incluye la optimización 

de las estructuras moleculares de proteínas y la manipulación de ambientes 

nanométricos de las enzimas[42,55,58], prometiendo ventajas para mejorar la actividad 

enzimática, estabilidad y desempeño en bioprocesos. La preparación, eficiencia catalítica 

y potencial aplicación de los nanobiocatalizadores es significativamente diferente a las 

enzimas inmovilizadas convencionales[35]. 

2.8 Materiales nanoestructurados 

La Organización Internacional de Normalización (ISO por sus siglas en inglés) define un 

material nanoestructurado como un material “con cualquier estructura externa, interna 

o superficial en la nanoescala”. Los nanomateriales y nanoestructuras están formados 

de carbono, metal, óxidos o materiales orgánicos e inorgánicos y se clasifican de acuerdo 
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con su forma, tamaño, composición, origen y dimensión[59]. Gracias a la gran 

disponibilidad de materiales nanoestructurados y su tamaño comparable con las 

biomacromoléculas, se ha impulsado su uso como soporte para inmovilización 

enzimática, dando lugar a nanobiocatalizadores[31,35,56]. Varios materiales 

nanoestructurados a base de especies orgánicas e inorgánicas combinadas, entre ellas 

las nanoflores híbridas, han recibido atención debido a su gran área superficial y 

propiedades fisicoquímicas, la gran área superficial y el tamaño de poro controlado 

típicamente resultan en una mejor carga de enzima, lo cual incrementa la actividad 

enzimática por unidad de masa o volumen en comparación con los materiales 

convencionales. Los materiales nanoestructurados con la habilidad de controlar el 

tamaño de poro y la forma permiten una mejor interacción con la enzima, incrementan 

la eficiencia de la inmovilización y optimizan el almacenamiento a largo plazo y la 

estabilidad de reciclado de la enzima[39]. El combinar peroxidasas o sistemas tipo 

peroxidasa con dichas nanoestructuras es una estrategia para mejorar la actividad 

catalítica [38]. 

2.8.1 Nanoflores híbridas orgánico-inorgánico 

A principios de los 2000 comenzó a popularizarse el estudio y desarrollo de nuevos 

nanomateriales con morfologías atractivas. Los nanobiomateriales, también conocidos 

como nanomateriales híbridos orgánico-inorgánico, son materiales en los cuales los 

componentes inorgánicos están unidos a los orgánicos. Dentro de los métodos de 

preparación se encuentran la inmovilización, conjugación, entrecruzamiento y 

autoensamblaje[60], tal como se describe en la Figura 10, la cual relaciona el método 

utilizado con las estructuras que se pueden obtener. La inmovilización de proteínas en 

nanomateriales por auto ensamblaje con componentes inorgánicos es un método de 

preparación que no involucra reacciones químicas desfavorables para la estabilización 

de la proteína.  
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Figura 10 Métodos de preparación y estructuras de bionanomateriales[61]. 

 

Las nanoflores son una categoría especial de materiales nanoestructurados que se 

obtienen por autoensamblaje de una combinación de elementos, dando lugar a un 

producto cuya estructura a nivel microscópico asemeja flores[59]. Este tipo de estructuras 

fueron descubiertas accidentalmente por Zare et al. en 2012 cuando se adicionó CuSO4 

al 0.8 mM a PBS con 0.1 mg BSA/mL y después de 3 días apareció un precipitado, el cual 

exhibía estructuras tipo flor. El mecanismo de formación que propusieron consiste en 3 

etapas: 1) combinación de iones metálicos y materia orgánica, 2) formación de pétalos y 

3) crecimiento de nanoflores[61-62]. 

La Figura 11, corresponde a la representación ilustrada del mecanismo de formación de 

nanoflores. En la primera etapa, los iones metálicos se enlazan a los grupos fosfatos 

negativos a través de interacciones electroestáticas formando cristales primarios de 

fosfato metálico, al mismo tiempo las moléculas orgánicas forman complejos con los 

iones metálicos por coordinación con los grupos amida presentes en la estructura de la 

proteína. En la segunda etapa, los cristales de fosfato metálico se agregan formando 
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pétalos y comienza el auto ensamblaje. Por último, en la tercera etapa, el crecimiento 

anisotrópico conduce a la formación completa de la estructura tipo flor[60,63]. 

 

Figura 11 Proceso de formación de nanoflores[63]. 

 

Las nanoestructuras híbridas constituidas por fosfato metálico y enzima se sintetizan 

mediante el método de coprecipitación y autoensamblaje, en el que simplemente se 

añade proteína a una solución amortiguadora con iones metálicos, sin la presencia de 

elementos tóxicos ni condiciones extremas. El autoensamblaje integra de manera 

espontánea distintos componentes, dando lugar a materiales híbridos[58,60,64]. La 

combinación de funcionalidades de proteínas y materiales inorgánicos dentro de este 

sistema nanoestructurado mejora la actividad y estabilidad de la enzima en comparación 

con su forma libre, lo cual se atribuye al confinamiento de la proteína en el centro de la 

nanoflor, haciéndolas candidatas para aplicaciones como biosensores y biocatalizadores 

industriales soportando las condiciones de operación[35]. Debido a que la primera síntesis 

de nanoflores híbridas consistió en proteína y iones Cu2+, son la especie que más 

intensivamente se ha estudiado, resultando en una amplia variedad de trabajos que 

utilizan diversos componentes orgánicos con cobre. Sin embargo, también existen 
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trabajos reportados de proteína con otros iones tales como Mn2+, Ca2+, Fe2+, Mg2+, Zn2+, 

por mencionar algunos ejemplos[53,60].  

A la fecha, existen muy pocas publicaciones acerca de reacciones catalizadas por 

nanoflores híbridas; Yanyan Huang et al. reportaron el uso de nanoflores compuestas 

por BSA-Cu y GOx-Cu en la catálisis de glucosa para la obtención de ácido glucónico[64], 

Ismail Ocsoy et al. polimerizaron guayacol y derivados fenólicos con nanoflores de HRP-

Cu[65-66]. 

2.8.1.1 Método de coprecipitación 

La precipitación es un método ampliamente utilizado para la preparación de 

catalizadores heterogéneos combinados o de un solo componente, el método consiste 

en un proceso donde se forma una fase sólida a partir de una solución en la cual la 

concentración de un componente excede su solubilidad. La coprecipitación es la 

precipitación simultánea de más sustancias de una solución, con la cual es posible 

preparar catalizadores de dos o más componentes[67]. Dentro de las sustancias más 

utilizadas para la coprecipitación se encuentran los cloruros, hidróxidos, carbonatos y 

sulfatos, en donde precipitan el ion deseado y otros iones existentes en la solución[68]. 

En un solo proceso, por aglomeración controlada de unidades primarias y secundarias, 

se forman la estructura porosa, el tamaño y la forma de partícula. Estas características 

son fuertemente dependientes de las condiciones de proceso, tales como la manera de 

dosificar los reactivos, su mezclado e incorporación. Si la solución se agita débilmente, la 

coprecipitación será selectiva y heterogénea, mientras que un buen mezclado resulta en 

un producto más homogéneo[67-68]. El proceso consiste en 3 etapas: 1) mezclado líquido, 

2) nucleación y crecimiento de cristales para formar las unidades primarias y 3) 

agregación, generalmente la nucleación y crecimiento de cristales ocurren 

simultáneamente.  

Las variables principales son concentración de soluto en la solución, temperatura, 

presión, pH y tiempo de envejecimiento del precipitado. El pH debe ajustarse 

cuidadosamente y mantenerse constante durante el proceso[69]. Se escoge agua porque 
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la mayoría de las sales metálicas son más solubles que en solventes orgánicos y las 

soluciones se encuentran en niveles altos de sobresaturación, los cuales promueven la 

nucleación por encima del crecimiento de cristales y favorecen la precipitación de 

materiales altamente dispersos. Las primeras fases de la coprecipitación resultan en 

materiales amorfo que con el paso del tiempo se convierten en estructuras más 

ordenadas. La agregación es importante, es la responsable de la formación de menos 

partículas, pero más grandes y porosas. La porosidad se determina por la manera en la 

que las unidades primarias se apilan ya que los espacios entre ellas son los poros. Una 

desventaja de la coprecipitación es la formación de grandes cantidades de sales y la 

necesidad de separar el producto[70]. 

2.8.1.2 Iones metálicos 

Algunas enzimas necesitan iones metálicos para maximizar su actividad catalítica ya que 

actúan como cofactores, favoreciendo la conformación adecuada del sitio activo, 

protegiendo la estructura de una posible desnaturalización térmica brindándole 

estabilidad a la proteína[71], además tienen un efecto sobre la velocidad de reacción 

cuando se unen a dicho sitio activo[72]. Poseen la habilidad de reaccionar con los grupos 

fosfato y con la enzima, en el caso de las nanoflores híbridas, los iones metálicos actúan 

como precursor de la nucleación de cristales de fosfato metálico, además, se ha 

comprobado que una alta concentración de iones contribuye al incremento de actividad 

enzimática[63] debido a la protección que le brindan a la estructura de una posible 

desnaturalización a través de la formación de puentes de iones o sales entre dos residuos 

de aminoácidos[71]. Los nanobiocatalizadores a base de metaloenzimas son los más 

populares[35], para todos los casos de nanoflores híbridas (enzima-inorgánico) 

reportados, la actividad optimizada solamente se da en casos de metaloenzimas que 

precipitan con los iones metálicos adecuados. La elección es crucial en la preparación ya 

que los iones metálicos pueden tener efectos en la activación o inactivación de las 

enzimas, dependiendo de las propiedades de ambos[73].  
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2.9  Estado del arte: Polimerización de anilina 

La síntesis de polianilina involucra la polimerización oxidativa del monómero en medio 

ácido[11,25] a pesar de que existen procedimientos de síntesis química (adoptada como el 

método tradicional que resulta en un mayor rendimiento) o electroquímica bien 

establecidos, la urgente necesidad actual es desarrollar métodos de polimerización 

basados en química verde que utilicen fuentes renovables en la producción de 

polímeros[11,74-77]. 

En la literatura se encuentran reportados diversos trabajos acerca de polimerizaciones 

de anilina catalizadas de diferente manera a lo largo de los últimos años.  

En 1999, Samuelson et al. reportaron su trabajo de polimerización enzimática de anilina 

mediante HRP en presencia de un polielectrolito aniónico para promover el 

acoplamiento cabeza-cola de las unidades monoméricas[78]. En 2005, Ledezma-Pérez et 

al. sintetizaron polianilina mediante catálisis enzimática con peroxidasas libres de 

soportes en medio acuoso parcialmente orgánico[26]. En 2006, Cruz-Silva et al. 

reportaron la síntesis mediante SBP en presencia de polímeros solubles en agua como 

estabilizadores estéricos[24] y la catálisis biomimética libre de plantillas utilizando 

hematina disuelta en ácido acético[75]. En el 2010, Romero-García et al. trabajaron con 

nanotubos de halloysita funcionalizados con hematina en la síntesis biomimética de 

polianilina[18]. En 2016, Pardo et al. reportaron la síntesis enzimática mediante lacasa y 

distintos surfactantes aniónicos como dopantes[80]. En 2017, N. German et al. reportaron 

la síntesis de nanopartículas de polianilina a partir de una solución de ácido acético en 

presencia de glucosa oxidasa y anilina[74]. En el año 2021, Kurisu et al. publicaron una 

reacción enzimática en cadena utilizando glucosa oxidasa, D-glucosa, O2 y HRP en 

presencia de vesículas unilamerales como soporte para la obtención de la forma 

conductora de PANI[76]. 
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Gracias al conocimiento con el que cuenta el grupo de investigación acerca de polímeros 

conductores, específicamente de polianilina y su síntesis mediante distintos tipos de 

catálisis, este trabajo de tesis se planteó para mejorar la polimerización enzimática 

utilizando un sistema nanobiocatalizador conformado por nanoflores híbridas, las cuales 

a su vez están constituidas por peroxidasa y iones metálicos.  

Este tipo de catálisis enzimática representa una alternativa innovadora que resulta en un 

polímero con las propiedades deseadas, comparables con las obtenidas anteriormente 

por catálisis enzimática y biomimética de manera soportada. Además, la inmovilización 

enzimática no tradicional realizada dentro del sistema nanoestructurado tipo flor 

brindará a la peroxidasa una mayor estabilidad y actividad catalítica, lo que hará posible 

la catálisis de la síntesis de polianilina en condiciones de pH ácido.  
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3. Hipótesis 

 

 

La inmovilización de peroxidasa en un sistema híbrido nanoestructurado tipo flor 

mejorará la estabilidad de la peroxidasa y contrarrestará la disminución de actividad, lo 

cual sucede generalmente con los métodos de inmovilización tradicionales, esto hará 

posible catalizar la síntesis de la forma conductora de la polianilina bajo condiciones de 

pH ácidas. 
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4. Objetivo general 
 

 

Sintetizar la forma conductora de la polianilina mediante nanobiocatálisis enzimática, 

utilizando un sistema nanoestructurado tipo flor constituido por nanoflores híbridas a 

base de peroxidasa y iones metálicos como catalizador para obtener el polímero con una 

mayor proporción de acoplamiento cabeza-cola y con propiedades de conducción. 

 

4.1 Objetivos específicos 

1) Obtener nanoflores híbridas a partir de enzimas/iones inorgánicos utilizando un 

método de coprecipitación.  

2) Caracterización morfológica y enzimática de las nanoflores híbridas. 

3) Determinación y comparación de actividad de SBP libre y nanoflores híbridas 

utilizadas como nanobiocatalizador en la síntesis de polianilina. 

4) Caracterización química y determinación de parámetros de conductividad de 

PANI sintetizada utilizando 3 métodos distintos de catálisis. 
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5. Justificación 

 

 

La polimerización enzimática presenta ventajas sobre la polimerización química, sin 

embargo, la inestabilidad de las enzimas bajo algunas condiciones de reacción 

representa una gran limitante. Es por eso por lo que, a lo largo de los años se han 

desarrollado diferentes métodos de inmovilización de enzimas cuyo objetivo es 

brindarles una mayor estabilidad, permitiéndoles ser funcionales en un intervalo más 

amplio de condiciones de temperatura y pH. A pesar de que los métodos de 

inmovilización tradicionales resultan en una mayor estabilidad enzimática, generalmente 

van acompañados de la pérdida de actividad catalítica.  

En el grupo de investigación se ha trabajado previamente en la síntesis de polianilina 

mediante catálisis por peroxidasas en forma libre y soportada, así como por compuestos 

biomiméticos. Este tipo de catálisis exhibe rendimientos similares a los de la polianilina 

obtenida por síntesis química, pero sin subproductos de reacción indeseados. 

Lo que se propone hacer en este trabajo es inmovilizar peroxidasa en un sistema 

nanoestructurado tipo flor junto con iones inorgánicos, para dar lugar a un sistema 

nanobiocatalítico conformado por nanoflores híbridas que desempeñe la catálisis de la 

polimerización enzimática de anilina. El uso de este tipo de sistema no ha sido reportado 

en la síntesis de PANI. 

El método adecuado de inmovilización de peroxidasa resultará en una mejor estabilidad 

y actividad enzimática. Esto permitirá que se lleve a cabo la polimerización de anilina en 

condiciones de reacción bajo las cuales la peroxidasa en forma libre perdería su actividad. 

El desarrollo de este sistema va dirigido a la obtención de un material con características 

estructurales relacionadas a una proporción mayor de acoplamiento cabeza-cola de las 

unidades monoméricas y propiedades de conductividad mejores a las obtenidas por 

síntesis enzimática convencional.  
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6. Metodología  

 

 

6.1 Materiales y reactivos 

En la Tabla 4, se enlistan los reactivos utilizados para el desarrollo de este trabajo: 

Tabla 3 Reactivos utilizados para la síntesis de nanoflores híbridas y de polianilina. 

Nombre Proveedor Especificaciones 

Sulfato ferroso heptahidratado 

(FeSO4•7H2O) 
Analytyka - 

Sulfato cúprico pentahidratado 

(CuSO4•5H2O) 
Sigma Aldrich > 98% 

Peroxidasa de rábano picante Sigma Aldrich Tipo II 

Peroxidasa de soya 
Organic 

Technologies 
Crude dry solid 

Albúmina de suero bovino Sigma Aldrich > 98.0% 

Hidróxido de sodio (NaOH) J.T. Baker 
95.0-100.5% 

pellets 

Hematina porcina (C34H33N4O5Fe) Sigma Aldrich - 

Anilina (C6H7N) Sigma Aldrich > 99.5% 

Ácido paratoluensulfónico monohidratado 

(C7H8SO3•H2O) 
Sigma Aldrich - 

Peróxido de hidrógeno (H2O2) Sigma Aldrich 30% en H2O 

PBS Dulbecco con MgCl2 y CaCl2 Sigma Aldrich 1X y 10X 

N-metil-2-pirrolidona (C5H9NO) Sigma Aldrich - 

Guayacol (C7H8O2) Sigma Aldrich 98% 

Ácido clorhídrico (HCl) J.T. Baker 36-38% 

Agente colorante Bio Rad Protein assay  
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6.2 Síntesis de nanoflores híbridas orgánico-inorgánico (hNF) 

La síntesis del sistema catalítico hNF/orgánico-inorgánico se lleva a cabo siguiendo el 

método reportado en la literatura por Richard Zare et al.[61-62] e Ismail Ocsoy et al.[79,81] 

con algunas modificaciones. Se realizan pruebas utilizando varios componentes 

orgánicos e inorgánicos, entre ellos HRP, BSA y SBP, y Fe, Cu y Hem respectivamente, 

con la finalidad de optimizar las condiciones de síntesis homogénea de nanoflores, 

garantizando la reproducibilidad del sistema. 

La preparación de las soluciones de los componentes inorgánicos se lleva a cabo al 

momento de la síntesis, para esto se prepararon 10 mL de solución FeSO4 al 120 mM 

pesando 333.6 mg de FeSO4•7H2O y aforando con agua ultrapura, posteriormente se 

burbujeó con N2 para evitar la oxidación por reacción con el O2 atmosférico[82]. De igual 

manera, se prepararon 10 mL de CuSO4 al 120 mM pesando 299.6 mg de CuSO4•5H2O, 

dicha solución se mantuvo en agitación a condiciones ambientales. En la Figura 12, se 

muestra gráficamente el proceso de preparación. 

 

Figura 12 Preparación de soluciones stock de componentes inorgánicos al 120 mM. 
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En la Figura 13, se muestran las soluciones stock de las enzimas BSA, HRP y SBP, las cuales 

se prepararon a una concentración de 10 mg sólido/mL y posteriormente se les 

determinó el contenido de proteína mediante el método de Bio Rad. 

 

 

Figura 13 Soluciones stock de peroxidasa de rábano picante (HRP), albúmina de suero 

bovino (BSA) y peroxidasa de soya (SBP). 

 

6.2.1 Determinación de contenido de proteína 

El análisis para la determinación del contenido de proteína en las soluciones stock de 

enzimas se llevó a cabo utilizando un espectrofotómetro marca Shimadzu modelo UV-

2401PC en el modo de absorbancia. La preparación de las curvas de calibración se realizó 

siguiendo el ensayo de Bio Rad, basado en el método de Bradford. El principio de este 

método es la fijación de proteína con el colorante Coomassie azul G-20 y el cambio de 

color como respuesta a la concentración de proteína. El ensayo consiste en preparar de 

3 a 5 diluciones de la proteína estándar, tomar 800 µL de la dilución y adicionar 200 µL 

del agente colorante. Una vez que se tienen ambos componentes se agitan 

vigorosamente para incorporarlos. La lectura de absorbancia se hace a 595 nm y se 

grafican los valores, obteniendo la curva con ecuación y coeficiente de determinación. 

Las curvas de calibración se elaboraron utilizando la proteína BSA como proteína 

estándar, dicha enzima se disuelve en agua ultrapura y en PBS Dulbecco 1X pH 7.4. 

6.2.2 Pruebas preliminares de síntesis de nanoflores híbridas 

Los volúmenes totales de reacción se ajustan a 9 mL con PBS Dulbecco 1X pH 7.4. El orden 

de adición es el siguiente: 1) PBS, 2) componente inorgánico, agitación vigorosa durante 
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30 segundos en vórtex, 3) componente orgánico, agitación vigorosa durante 30 

segundos en vórtex. El procedimiento desarrollado para llevar a cabo la síntesis de 

nanoflores híbridas se encuentra ilustrado en la Figura 14. En la Tabla 5, se enlistan las 

diferentes condiciones de los experimentos establecidos como pruebas preliminares de 

síntesis de nanoflores híbridas. Bajo estas pruebas, los parámetros que se evaluaron 

fueron el tipo de proteína, concentración de proteína, así como el tipo de componente 

inorgánico (Fe, Cu y Hem) en la reacción de síntesis. 

 

 

Figura 14 Metodología de síntesis de nanoflores híbridas. 

 

Tabla 4 Condiciones establecidas en las pruebas preliminares de síntesis de nanoflores. 

Nombre 
Componente 

orgánico 

Componente 

inorgánico 

Concentración de 

proteína 

hNF/HRP-Fe 

HRP Fe - 

253 µL 100 µL 0.05 mg/mL 

505 µL 100 µL 0.1 mg/mL 
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hNF/BSA-Cu 
BSA Cu 

0.1 mg/mL 
335 µL 100 µL 

hNF/BSA-Cu-Hem 
BSA Cu y Hem 

0.1 mg/mL  
335 µL 100 µL y 20 µL 

hNF/SBP-Fe 
SBP Fe 

0.1 mg/mL 
440 µL 60 µL 

hNF/SBP-Cu 
SBP Cu 

0.1 mg/mL 
440 µL 100 µL 

hNF/SBP-Cu-Fe 
SBP Cu y Fe 

0.1 mg/mL 
440 µL 30 µL y 30 µL 

hNF/SBP-Cu-Hem 
SBP Cu y Hem 

0.1 mg/mL 
400 µL 100 µL y 20 µL 

 

Posterior a la agitación, las reacciones se mantuvieron en incubación estática por 3 días 

a 4 °C. Los precipitados obtenidos se recuperaron de la siguiente manera: el volumen de 

reacción obtenido se centrifugó a 10,000 rpm durante 15 min a 23 °C, el sobrenadante 

inicial se almacenó para la determinación de contenido de proteína post incubación y 

precipitación, posteriormente se redispersó el precipitado en agua ultrapura para 

remover los componentes que no reaccionan y se centrifugó de nuevo. Este 

procedimiento de lavado se repitió tres veces y se obtuvo de esta manera el precipitado 

del producto final. 

6.3 Caracterización de nanoflores híbridas 

La caracterización del sistema catalítico se llevó a cabo para poder establecer las 

características de los productos nanoestructurados obtenidos en las diferentes 

reacciones desarrolladas y de esta forma conocer la morfología, actividad enzimática, así 

como el porcentaje de encapsulación de proteína.  
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6.3.1 Determinación del contenido de proteína encapsulada 

Haciendo uso de la metodología aplicada para la determinación del contenido de 

proteína en las soluciones stock de enzimas, para el caso de la determinación del 

porcentaje de encapsulación de proteína en las nanoflores se tomó una alícuota de 800 

µL del producto de reacción inmediatamente después de la incorporación de todos los 

componentes pre incubación y post incubación. Para estas lecturas de absorbancia se 

utilizó PBS Dulbecco 1X pH 7.4 como blanco. 

6.3.2 Determinación de actividad enzimática 

Se cuantificó la actividad enzimática siguiendo la oxidación del guayacol en presencia de 

H2O2 a 470 nm de acuerdo con Pütter 1974[98]. Para esto, se utilizó un lector multi-modal 

de microplacas marca Biotek modelo Synergy H1/8535632, por lo que el volumen de 

reacción fue de 250 µL. La concentración de los reactivos en el volumen final 

corresponden a 100 mM de PBS pH 7.4, 3 mM de H2O2 y 15 mM de guayacol. La actividad 

de POD es definida como la cantidad necesaria para oxidar un µmol de guayacol por 

minuto (ε=26 mm). Para iniciar la reacción de oxidación del guayacol al producto rojizo, 

se adicionó el H2O2 inmediatamente antes de meter la placa al lector. Se realizaron 

lecturas de absorbancia cada 10 segundos por 4 minutos. 

6.3.3 Caracterización morfológica de los productos de reacción 

El análisis morfológico de los productos de reacción obtenidos de la síntesis de 

nanoestructuras tipo flor se llevó a cabo mediante Microscopía Electrónica de Barrido, 

utilizando un microscopio electrónico de barrido de emisión de campo marca JEOL 

modelo JSM 7401F, las micrografías son generadas aplicando un voltaje de 5 kV. Para la 

preparación de las muestras se utilizaron rejillas de soporte de malla 200 Formvar.  

El análisis mediante Microscopía Electrónica de Transmisión se llevó a cabo en un 

microscopio electrónico de transmisión marca FEI modelo FEI-TITAN 2080. Durante la 

preparación de las muestras con esta técnica se utilizaron rejillas de soporte de malla 300 

Lacey Carbon.  
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De manera general, para la preparación de las muestras a analizar, la rejilla se sumerge 

en el producto redispersado en agua previo a la última centrifugación y se dejó secar a 

temperatura ambiente durante 24 horas. Este procedimiento, representado en la Figura 

15, se llevó a cabo para ambas técnicas. 

 

Figura 15 Preparación de rejillas para Microscopía Electrónica de Transmisión y 

Microscopía Electrónica de Barrido por sumersión en nanoflores redispersas en agua. 

6.4 Síntesis de Polianilina  

La síntesis de PANI se realizó tomando como base el procedimiento previamente 

reportado por el grupo de trabajo del departamento de Materiales Avanzados del 

CIQA[18,26]. En la Figura 16, se encuentra representado el sistema utilizado en las síntesis 

mediante varios tipos de catálisis (biomimética libre, enzimática libre y nanoflores 

híbridas). 

 

Figura 16 Representación esquemática del sistema de síntesis de polianilina. 
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El sistema consistió en un baño de recirculación refrigerado con temperatura controlada, 

un reactor enchaquetado, una bomba dosificadora y una parrilla de agitación. El baño 

mantuvo la temperatura de reacción constante a 4°C y la bomba dosificadora se utilizó 

para la adición controlada del H2O2. 

6.4.1 Síntesis de Polianilina catalizada por Hematina libre 

La polimerización de anilina catalizada por Hem soportada en nanotubos de halloysita 

había sido reportada previamente por el grupo de trabajo[18]. La hematina hasta la fecha 

se había utilizado de esta manera debido a su insolubilidad en pH básico, condición 

contraria a la necesaria en la síntesis de PANI. Recientemente, Cartagena et al. 

desarrollaron un método alternativo para utilizar la hematina sin ser soportada[84]. Sin 

embargo, no existen trabajos reportados de polimerización de anilina catalizada 

biomiméticamente con hematina libre de soportes. 

Para la síntesis se prepararon las siguientes soluciones: (Figura 17) 

a) 100 mL de PTSA al 1M pH 1.48: 19.022 g de PTSA aforados con agua ultrapura 

b) 10 mL de Hem al 35 mM: 222 mg de Hem solubilizados en PBS Dulbecco 1X pH 7.4 con 

NaOH al 4M, el pH se ajusta con HCl a 7.3.  
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Figura 17 Preparación de PTSA a concentración 1M y Hematina a concentración 35 mM. 

 

Dicha síntesis se realizó en un reactor enchaquetado de 50 mL con un baño de 

recirculación refrigerado marca Polystat modelo 12101-50, para esto se adicionaron 200 

µL de anilina a 50 mL de PTSA al 1M, la reacción se mantuvo en agitación durante 30 min 

y se le adicionaron 60 µL de Hem al 35 mM. La reacción se agitó durante 1 hora para la 

incorporación de los reactivos, el pH se ajustó a 2.7 con la misma solución ácida PTSA. La 

reacción se mantuvo a 4 °C con el baño de recirculación mediante una mezcla de metanol-

agua en relación 70:30. Posteriormente se dosifican 440 µL de H2O2 al 30% utilizando una 

bomba dosificadora Cole-Parmer con un flujo de 7.33 µL/min. Una vez finalizada la adición 

del peróxido, la reacción se mantuvo en agitación durante 8 horas bajo atmósfera de N2 

y 12 horas en reposo antes de la recuperación del producto. 

El producto de reacción obtenido se centrifugó, descartando el sobrenadante inicial, 

posteriormente se realizaron dos lavados con metanol y uno final con solución ácida 
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PTSA al 1M pH 1.4±0.1 para asegurar la obtención de la polianilina dopada (condiciones 

de centrifugación 15 min, 13,000 rpm, 23°C). Finalmente, el producto se congeló y liofilizó 

para su posterior caracterización. 

6.4.2 Síntesis de Polianilina catalizada por SBP libre 

Para esta síntesis se tomó como referencia la metodología reportada por el grupo de 

trabajo previamente[25]. Se solubilizaron 360 mg de SBP cruda liofilizada equivalentes a 

20 mg de proteína en 50 mL de agua ultrapura con ayuda de ligera agitación durante 1 

hora, posteriormente se adicionaron 200 µL de anilina pura y se continuó con la agitación 

durante 1 hora más. Se midió el pH de la reacción y se ajustó a 2.6±0.1 con 

aproximadamente 50 gotas de PTSA al 1M. Una vez ajustado el pH se inicia la dosificación 

de 440 µL de H2O2 con un flujo de 7.33 µL/min. La reacción se mantuvo 8 horas en 

agitación a 4 °C con un baño de circulación refrigerado bajo atmósfera de N2 y 12 horas 

en reposo previo a la recuperación del producto. Cabe mencionar que la mayoría de las 

síntesis de polímeros conjugados catalizados por enzimas/biocatalizadores se realizan 

con soportes para propiciar el crecimiento lineal de la cadena[8], por lo que este tipo de 

síntesis libre de soportes es novedoso. 

6.4.3 Síntesis de Polianilina catalizada por nanoflores híbridas 

(hNF/SBP-Cu) 

La síntesis de polianilina catalizada por nanoflores de peroxidasa se realizó con el 

producto de 40 reacciones de síntesis de nanoflores hNF/SBP-Cu, equivalentes a 6.3 mg 

de proteína. El producto de tonalidad azul, indicativo de la formación de las nanoflores 

con Cu, se recuperó y se dispersó en 15.75 mL de agua ultrapura, se le adicionaron 63 µL 

de anilina y se mantuvo en agitación durante 1 hora para la incorporación y 

homogenización del medio de reacción. Se midió el pH y se ajustó a 2.6±0.1 con solución 

ácida PTSA al 1M, una vez ajustado el pH se dosificaron 140 µL de H2O2 al 30% en un lapso 

de 35 min, con un flujo de 4 µL/min. El producto de reacción se recuperó siguiendo las 

condiciones anteriormente mencionadas. 
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6.5  Caracterización de Polianilina 

Las caracterizaciones de polianilina sintetizada mediante catálisis enzimática de SBP libre 

y encapsulada en un sistema nanoestructurado tipo flor se realizaron para establecer las 

características elementales, propiedades estructurales, electrónicas y conductoras del 

polímero. 

6.5.1 Caracterización mediante espectroscopía ultravioleta visible 

(UV-vis) 

Para llevar a cabo la caracterización, se utilizó un espectrofotómetro marca Shimadzu, 

modelo UV-2401PC. Para el análisis de la forma no conductora de PANI, la base de 

emeraldina color azul, se dispersaron 3 mg de PANI liofilizada en 5 mL de NMP para 

observar el espectro desdopado. Para la forma conductora, la sal de emeraldina color 

verde, se dispersaron 3 mg en 5 mL de HCl para observar el espectro dopado. Los 

productos en medio ácido y básico se sometieron a un tratamiento en baño ultrasónico 

durante 20 minutos para dispersar lo mejor posible el material. Las lecturas de 

absorbancia se realizaron utilizando celdas de cuarzo con tapa en un rango espectral de 

200-1000 nm.  

6.5.2 Determinación de parámetros de conductividad eléctrica 

La medición de conductividad y resistencia volumétrica de los polímeros sintetizados se 

realizó utilizando una fuente de poder 2400 marca Keithley, usando el método de 

resistencia eléctrica a 2 puntas y basándose en la norma ASTM D4496 y el método de 

CABOT. La determinación de la conductividad eléctrica se realizó utilizando las siguientes 

fórmulas: 

푹풆풔풊풔풕풊풗풊풅풂풅 풅풆 풗풐풍=푹풆풔풊풔풕풆풏풄풊풂∗ 
Á풓풆풂 풅풆 풆풍풆풄풕풓풐풅풐 

푫풊풔풕풂풏풄풊풂 풆풏풕풓풆 풆풍풆풄풕풓풐풅풐풔
 [≡] 휴 풄풎 

푪풐풏풅풖풄풕풊풗풊풅풂풅= 
ퟏ

푹풆풔풊풔풕풊풗풊풅풂풅 풅풆 풗풐풍풖풎풆풏
 [≡]

푺

풄풎
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7. Resultados y discusiones 

 

 

7.1 Mecanismo de formación de nanoflores 

Se optimizaron y estandarizaron las condiciones para la síntesis de nanoflores 

incluyendo: PBS (formulación, pH y concentración), componentes orgánico e inorgánico 

(elección, concentración y orden de adición) e incubación (temperatura, tiempo y tipo). 

La solución amortiguadora fue de suma importancia en la obtención de las 

nanoestructuras con morfología tipo flor deseada, ya que la formación y crecimiento de 

las nanoflores típicamente sucede entre 7.0 y 7.4[85]. 

La morfología del producto de la primera síntesis de nanoflores híbridas con HRP como 

componente orgánico, Fe2+ como componente inorgánico y PBS a una concentración 10 

mM (formulado con NaH2PO4•H2O y Na2HPO4, pH 7.4) Como se puede apreciar en la 

micrografía (Figura 18), bajo las condiciones establecidas para esta síntesis no se observa 

la formación de productos con la morfología tipo flor, sino la formación de un producto 

de nanopartículas predominantemente de forma esférica. La ausencia de estructuras 

tipo flor posiblemente se deba a la ausencia de iones Cl- en el PBS[60,62]. Zare et al. 

establecen la importancia de la presencia de iones Cl- en el PBS, los cuales previenen la 

precipitación del metal en forma de fosfato metálico, manteniéndolo disponible en su 

forma iónica para la formación de nanoflores a través de complejos solubles M2+-Cl-[85]. 
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Figura 18 Micrografía del producto de síntesis realizado a base de HRP, FeSO4 y PBS 
(formulado con Na2HPO4 y NaH2PO4) a concentración 10 mM, pH 7.4 sin iones Cl-. 

 

En el caso del blanco de reacción sin proteína con PBS Dulbecco 1X pH 7.4 (formulación 

de 6 sales con iones Cl-) se observa un comportamiento similar con la reacción efectuada 

utilizando un PBS con ausencia de iones Cl-, encontrando la formación de nanopartículas 

con una morfología predominantemente esférica, tal como se muestra en la Figura 19. 

Esto se corrobora con lo reportado en la literatura, la cual indica que la proteína induce 

la nucleación de los cristales de fosfato metálico para dar lugar a los primeros pétalos y 

que además propicia su unión[60,62].  
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Figura 19 Micrografía del producto obtenido del blanco de síntesis, a base de CuSO4 en 
PBS Dulbecco 1X pH 7.4 sin enzima. 

 

7.2 Síntesis de nanoflores híbridas orgánico-inorgánico (hNF) 

Estudios reportados demuestran que algunos compuestos a base de cobre y hierro 

pueden catalizar sustratos en medio ácido en presencia de H2O2, dando lugar a una 

coloración característica de la oxidación de dichos productos[64]. Las soluciones stock 

FeSO4 y CuSO4 con una concentración 120 mM preparadas al momento de utilizarse se 

muestran en la Figura 20, donde es posible apreciar la coloración característica a cada 

solución de componente inorgánico; azul para el cobre y amarillo para el hierro.  Una vez 

preparada la solución de FeSO4 se mantuvo sellada con un septum posterior al burbujeo 

con N2 para evitar su oxidación. Inicialmente se seleccionó el Fe como componente 

inorgánico para el desarrollo de este trabajo, sin embargo, a medida que se trabajó con 

este reactivo, se tomó la decisión de sustituirlo por el Cu debido a que este último posee 

un valor mayor de potencial oxidativo que Fe(II)/Fe(III) [82]. 
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Figura 20 Imagen de soluciones de componente inorgánico a una concentración 120 mM. 

 

7.2.1 Determinación de contenido de proteína 

La determinación de contenido de proteína de las soluciones stock de enzima fue 

fundamental para ajustar la concentración final de la síntesis de nanoflores. En la Tabla 

6, se presentan las concentraciones en mg de sólido y mg de proteína por mL para cada 

una de las soluciones de proteína preparadas para el desarrollo de las reacciones de 

síntesis. 

Tabla 5 Concentraciones de proteína de soluciones stock de enzimas. 

Enzima Sólido (mg) Volumen (mL) mg sólido/mL 
mg 

proteína/mL 

HRP 250 25 10 1.78 

BSA 100 10 10 2.68 

SBP 250 25 10 2.04 

 

El contenido de proteína por gramo de sólido de cada una de las enzimas utilizadas y 

listadas previamente correspondió a un valor de 178 mg, 268 mg y 204 mg 
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respectivamente. Posicionándose la HRP en el último lugar en cuanto al contenido de 

proteína, lo que podría afectar en el mecanismo de formación de nanoflores, así como 

en la morfología del producto final. 

7.2.2 Pruebas preliminares de síntesis de nanoflores híbridas  

A continuación, se exponen las pruebas preliminares de síntesis de nanoflores híbridas 

con distintos componentes orgánicos e inorgánicos al momento de adicionarse e 

incorporarse en el PBS Dulbecco 1X pH 7.4 mediante agitación con vórtex. Es posible 

observar en la Figura 21 que, previo a la incubación, las reacciones son incoloras, 

levemente turbias y con ausencia de un precipitado. 

 

Figura 21 Imagen de reacciones de síntesis de nanoflores híbridas a base de SBP y 
distintos componentes inorgánicos, previo a la incubación sin precipitado. 

 

Posterior a los días de incubación, estas reacciones comenzaron a evidenciar la 

formación de precipitados con los colores característicos de las soluciones stock de los 

componentes inorgánicos; amarillento para Fe(II) y azul para Cu(II). En las imágenes de 

la Figura 22, se observan los diferentes colores del precipitado de cada una de las 

reacciones desarrolladas, los cuales podrían ser indicativos de la obtención del producto 

con morfología nanoestructurada tipo flor deseada. El precipitado amarillento de la 

Figura 22 a) corresponde a las síntesis que involucran Fe, en la Figura 22 b) se observa el 
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precipitado azul característico de las reacciones con Cu y la Figura 22 c) corresponde al 

precipitado obtenido de la síntesis que se realizó con ambos componentes, el cual 

presenta una coloración verde azulada. La coloración es atribuida a la incorporación de 

los iones metálicos[86-88]. La influencia del tiempo de incubación en la morfología es 

obvia, si se deja poco tiempo solo hay formación de nanoplacas y pétalos, o sea, 

complejos de cristales de fosfato metálico-enzima. Conforme aumenta el tiempo de 

precipitación, el autoensamblaje da lugar a las nanoflores[63]. 

Una vez concluidas las reacciones, los precipitados se recuperaron para llevar a cabo su 

caracterización y corroborar la obtención de la morfología de nanoflores deseada. En 

este punto es importante resaltar que, si se excede en el tiempo de precipitación, se 

puede llegar a deteriorar la actividad de la enzima[63]. 

 

Figura 22 Imágenes de reacciones de síntesis de nanoflores híbridas a base de SBP y 
diferentes componentes inorgánicos a) SBP-Fe, b) SBP-Cu y c) SBP-Fe-Cu post incubación 

con precipitado. 

 

7.3 Caracterización de nanoflores híbridas  

La caracterización morfológica de los productos de reacción obtenidos se realizó con el 

fin de corroborar la nanoestructura tipo flor, la cual es necesaria para proteger a la 

enzima inmovilizada. Además, se analizaron parámetros importantes dentro del 

desarrollo del sistema tales como el contenido de proteína y el porcentaje de 

encapsulación. 
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7.3.1 Caracterización morfológica 

La caracterización del producto obtenido de las síntesis de nanoflores híbridas se llevó a 

cabo mediante Microscopía Electrónica de Barrido para observar la morfología y 

dimensiones de los precipitados de las síntesis.  

Las Figuras 23 y 24, muestran las micrografías e histogramas correspondientes a la 

síntesis de nanoflores con HRP y Fe2+ realizadas a diferentes concentraciones de 

proteína.  

En la Figura 23 a), se muestran las micrografías del producto de la síntesis que se llevó a 

cabo con HRP como componente orgánico a una concentración de [0.05 mg/mL] y Fe 

como componente inorgánico. La morfología tipo flor de las nanoestructuras obtenidas 

no fue homogénea ni se encontraron de manera abundante en la rejilla de la muestra. En 

el histograma que se muestra en la Figura 23 b), se puede apreciar que la mayor 

población de las nanoflores ubicadas presentó diámetros entre 0.8-0.9 µm y entre 1.2-1.4 

µm, con un diámetro promedio de 1.11 ± 0.21 µm. 

 

Figura 23 a) Micrografías de las nanoestructuras obtenidas con base HRP-Fe [0.05 
mg/mL], b) Histograma de diámetros correspondientes a dichas nanoestructuras. 

 

En las micrografías de la Figura 24 a), se puede apreciar otro tipo de morfología del 

producto obtenido de la síntesis llevada a cabo con los mismos componentes HRP y Fe a 
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una concentración mayor de proteína ([0.1 mg/mL]). De igual manera, las 

nanoestructuras con morfología tipo flor no fueron abundantes en la rejilla. En el 

histograma de la Figura 24 b), es posible observar que la mayor población presentó 

diámetros entre 0.8-0.9 µm. El diámetro promedio que estas presentaron fue de 0.99 

µm ± 0.26 µm, ligeramente menor a las obtenidas cuando se utilizó una concentración 

más baja de proteína. 

 

Figura 24 a) Micrografías de las nanoestructuras obtenidas con base HRP-Fe [0.1 mg/mL], 
b) Histograma de diámetros correspondientes a dichas nanoestructuras. 

 

La variación en los diámetros de los productos obtenidos de la síntesis que se realizó 

utilizando los mismos componentes orgánico e inorgánico está directamente 

relacionada con la concentración de proteína, ya que, a mayor concentración de proteína 

las nanoflores exhiben un menor tamaño y diámetro, lo cual se atribuye a la presencia 

de más sitios de nucleación. Cabe recalcar que la concentración de enzima es de suma 

importancia en las 3 etapas del mecanismo para la formación de nanoflores[60-64,89]. 

Al no ser reproducible la síntesis con dichos componentes, se repitió la metodología de 

la síntesis accidental realizada por Zare et al.[61-62] con BSA y Cu2+ para asegurar la 

obtención de la morfología tipo flor y verificar la efectividad de condiciones de reacción 

y reactivos. El tiempo de incubación permaneció constante, mientras que el parámetro 
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de temperatura se modificó de temperatura ambiente a 4 °C, debido a que los pétalos se 

vuelven más compactos a medida que disminuye la temperatura[89]. 

Las micrografías que se presentan en la Figura 25 a), exhiben la morfología del producto 

obtenido de la réplica de la primera síntesis de nanoflores reportada en la literatura[62], 

la cual está constituida por BSA como componente orgánico y Cu como componente 

inorgánico. En esta figura se puede apreciar que, bajo las condiciones de reacción 

evaluadas fue posible establecer la obtención de la morfología deseada tipo flor 

utilizando el PBS Dulbecco 1X pH 7.4 y la solución stock de CuSO4 al 120 mM. Con base a 

estos resultados, se tomó la decisión de hacer variaciones en los componentes orgánicos 

e inorgánicos, pues el problema se atribuye a la HRP y el Fe2+ y no a la solución 

amortiguadora ni las condiciones de tiempo y temperatura de incubación. En el 

histograma de la Figura 25 b), se muestran los diámetros de las nanoestructuras 

obtenidas, el diámetro promedio de las nanoflores sintetizadas a partir de estos 

componentes fue de 5.73 µm ± 1.61 µm. El porcentaje mayor de la población se ubicó 

dentro del intervalo de diámetros 6.5-7.0 µm. Las nanoestructuras tipo flor obtenidas 

fueron homogéneas en la rejilla de la muestra preparada y presentaron la misma 

morfología que las sintetizadas por Zare et al. [62]. 

 

Figura 25 a) Micrografías de las nanoestructuras obtenidas con base BSA-Cu [0.1 mg/mL], 
b) Histograma de diámetros correspondientes a dichas nanoestructuras. 

 



“Síntesis de Polianilina catalizada por Nanoflores de Peroxidasas”                                                                                                 

Página 54 
 

Las Figuras 26-30 presentan las micrografías e histogramas de los productos de las 

pruebas preliminares de síntesis de nanoflores híbridas, las cuales se realizaron con 

diferentes componentes orgánicos e inorgánicos. Los resultados se encuentran 

concentrados más adelante en la Tabla 7. 

La Figura 26 a), corresponde a las micrografías del producto obtenido de la síntesis de 

nanoflores híbridas llevada a cabo con BSA como componente orgánico y una 

combinación de componentes inorgánicos a base de Cu y Hem. La hematina es un 

catalizador reconocido para la polimerización de anilina, por lo cual se intentó 

incorporarlo en el posible sistema nanobiocatalítico. En la Figura 26 b), se muestra el 

histograma de las nanoestructuras obtenidas, en donde el mayor porcentaje de la 

población presentó diámetros dentro del intervalo 4.0-4.5 µm. Esta síntesis resultó en 

una abundancia de nanoestructuras homogéneas con diámetro promedio de 5.50 µm ± 

2.17 µm. 

 

Figura 26 a) Micrografías de las nanoestructuras obtenidas con base BSA-Cu-Hem [0.1 
mg/mL], b) Histograma de diámetros correspondientes a dichas nanoestructuras. 

 

El producto de la síntesis realizada con SBP y componente inorgánico Fe se muestra en 

las micrografías de la Figura 27 a), en donde es posible observar la formación de 

nanopartículas predominantemente esféricas. En la Figura 27 b), se muestra el 
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histograma de las nanopartículas, en el cual se observa que la población más abundante 

presentó diámetros dentro del intervalo 40-45 nm, siendo el diámetro promedio de 47.27 

nm ± 7.54 nm. 

 

Figura 27 a) Micrografías de las nanoestructuras obtenidas con base SBP-Fe [0.1 mg/mL], 
b) Histograma de diámetros correspondientes a dichas nanoestructuras. 

 

En la Figura 28 a), se presentan las micrografías del producto de la síntesis realizada con 

SBP y Cu, la cual presentó formación de nanoestructuras tipo flor de manera abundante. 

El histograma de la Figura 28 b), corresponde a los diámetros que presentaron las 

nanoflores. El 37% presentó diámetros entre 3.0-3.5 µm, sin embargo, el diámetro 

promedio fue de 4.22 µm ± 1.64 µm.  

La síntesis de nanoflores híbridas a base de estos componentes se llevó a cabo en 

incubación estática a 4 °C, ya que se encuentra reportado en la literatura que a bajas 

temperaturas se obtienen pétalos más compactos y nanoflores más homogéneas[88-89]. 

En 2015, Yi Yu et al.[53] sintetizaron nanoflores híbridas a partir de la incubación a 

temperatura ambiente de estos mismos componentes para purificar e inmovilizar la 

peroxidasa de soya.  

Se toma esta combinación de nanoflores híbridas para reproducirse y utilizarse como 

nanobiocatalizador en la reacción de polimerización de anilina debido a que la SBP está 
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ampliamente reportada en polimerizaciones enzimáticas de compuestos aromáticos, 

entre ellos la anilina, y además porque dicha combinación de componentes resultó en 

reproducibilidad y tamaños homogéneos. 

 

Figura 28 a) Micrografías de las nanoestructuras obtenidas con base SBP-Cu [0.1 mg/mL], 
b) Histograma de diámetros correspondientes a dichas nanoestructuras. 

 

En la Figura 29 a), se muestran las micrografías del producto de la síntesis realizada con 

BSA y una combinación de componentes inorgánicos diferente a la anterior a base de Cu 

y Fe.  La morfología que estas abundantes nanoestructuras presentaron fue la deseada 

tipo flor, sin embargo, también se aprecia la presencia de producto sin una morfología 

definida la cual puede ser atribuida a la presencia de Fe en la síntesis que limita la 

formación de nanoflores. En el histograma de la Figura 29 b), se puede apreciar que el 

43% de las nanoestructuras obtenidas presentaron un diámetro entre 4.5-5.0 µm. Cabe 

resaltar que la formación se atribuye al componente inorgánico Cu, ya que, cuando se 

trabajó únicamente con el Fe el producto no presentó morfología tipo flor, sino que se 

obtuvieron nanopartículas esféricas. Además, el diámetro promedio de las nanoflores 

obtenidas con base SBP-Cu fue de 4.22 µm ± 1.64 µm y el de las nanoflores con base SBP-

Cu-Fe fue de 4.41 µm ± 0.64 µm, habiendo una diferencia de 0.19 µm.  
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Figura 29 a) Micrografías de las nanoestructuras obtenidas con base SBP-Cu-Fe [0.1 
mg/mL], b) Histograma de diámetros correspondientes a dichas nanoestructuras. 

 

La Figura 30 a), muestra las micrografías del producto obtenido de la síntesis de 

nanoflores híbridas con base SBP como componente orgánico y una tercera 

combinación de componentes inorgánicos a base de Cu y Hem. La morfología que 

presentó dicho producto fue tipo flor, a pesar de encontrarse aglomeradas en la región 

que se observa de la rejilla, es posible observar la morfología bien definida y homogénea. 

La Figura 30 b), corresponde al histograma de las nanoflores obtenidas en esta síntesis. 

La mitad de la población de nanoflores presentó diámetros entre 4.0-4.5 µm, igual a los 

dos casos anteriores donde se utilizó SBP con componentes inorgánicos Cu y Cu-Fe 

respectivamente. El diámetro promedio de esta combinación de componentes fue de 

4.55 µm ± 1.55 µm, tan solo 0.33 µm mayor que el diámetro promedio de las nanoflores 

constituidas por SBP-Cu. La combinación de componentes inorgánicos Fe con SBP-Cu y 

Hem con SBP-Cu parece no tener un efecto significativo en la morfología de las 

nanoflores.  
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Figura 30 a) Micrografías de las nanoestructuras obtenidas con base SBP-Cu-Hem [0.1 
mg/mL], b) Histograma de diámetros correspondientes a dichas nanoestructuras.  

 

La Tabla 7, que se muestra a continuación, engloba los resultados de las pruebas 

preliminares de la síntesis de nanoflores híbridas con varios componentes orgánicos e 

inorgánicos. Las combinaciones de componentes que resultan en nanoflores híbridas 

sintetizadas exitosamente se encuentran sombreadas. Es importante resaltar la similitud 

en los diámetros promedio de las nanoflores obtenidas de la síntesis con SBP con 

distintas combinaciones de componentes inorgánicos, las cuales se ubican en las últimas 

3 filas de la tabla. 

Tabla 6 Morfología de síntesis de nanoflores híbridas con varios componentes. 

Nombre Reproducible Morfología Diámetro promedio 

hNF/HRP-Fe No 
Nanopartículas/ 

Nanoflores 

[0.05 mg/mL]  

1.11 µm ± 0.216 µm 

[0.1 mg/mL]  

0.99 µm ± 0.261 µm 

hNF/BSA-Cu Sí Nanoflores 5.73 µm ± 1.619 µm  

hNF/BSA-Cu-Hem Sí Nanoflores 5.50 µm ± 2.178 µm 

hNF/SBP-Fe No Nanopartículas 47.27 nm ± 7.548 nm 
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hNF/SBP-Cu Sí Nanoflores 4.22 µm ± 1.642 µm 

hNF/SBP-Cu-Fe Sí Nanoflores 4.41 µm ± 0.649 µm 

hNF/SBP-Cu-Hem Sí Nanoflores 4.55 µm ± 1.554 µm  

 

A pesar de que el tamaño y forma de las nanoflores depende de varios factores, entre 

ellos la elección y concentración de proteína, en la literatura se encuentran reportadas 

nanoflores de diversos componentes con diámetros entre 1-30 µm, simulando flores 

redondas con ligeras variaciones[60,63,88]. Los diámetros promedio de nanoflores híbridas 

sintetizadas exitosamente en este trabajo se encuentran dentro del rango de 4-6 µm, a 

excepción de las síntesis a base de componentes HRP y Fe2+, las cuales no fueron 

reproducibles y presentaron formación de nanopartículas esféricas en su mayoría.  

7.3.2 Estudios de actividad enzimática 

Se analizó la cinética de oxidación del guayacol en presencia de H2O2 con la peroxidasa 

de soya libre y con las nanoflores sintetizadas a partir de dicha peroxidasa junto con 

iones divalentes de cobre (hNF/SBP-Cu). En la Figura 31, se muestra la microplaca con los 

controles o blancos de reacción en la fila A y las reacciones de oxidación del guayacol en 

presencia de H2O2 con SBP y hNF/SBP-Cu a diferentes concentraciones en la fila B.  

Es posible apreciar las diferentes intensidades de color del producto de la oxidación del 

guayacol, las cuales están directamente relacionadas con la cinética que se muestra a 

continuación. Los pocillos B1-B5 corresponden a la reacción de oxidación en presencia 

de H2O2 y SBP libre y los pocillos B6-B9 corresponden a la reacción de oxidación que se 

llevó a cabo en presencia de hNF/SBP-Cu, los cuales presentaron la mayor concentración 

de producto[90].  
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Figura 31 Imagen de la microplaca con varias reacciones de oxidación de guayacol con 
SBP libre y hNF/SBP-Cu. 

 

La Figura 32, muestra la cinética de la reacción de oxidación del guayacol en presencia de 

H2O2 y SBP libre en color negro, y en presencia de H2O2 y hNF/SBP-Cu en color rojo.  

La absorbancia máxima de la reacción catalizada por la SBP libre se alcanzó a 130 

segundos, sin embargo, la cinética de oxidación del guayacol en presencia del sistema 

hNF/SBP-Cu presentó valores considerablemente más altos desde el tiempo cero, lo cual 

indica una mayor concentración del producto de oxidación.  
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Figura 32 Cinética de oxidación de guayacol catalizada por SBP libre (línea negra) y 
hNF/SBP-Cu (línea roja). 

 

En la Tabla 8, se encuentran listadas las absorbancias de ambas cinéticas de oxidación 

del guayacol tomadas en un lapso de 4 min en intervalos de 10 segundos. Se resalta en 

amarillo la absorbancia mayor y su tiempo correspondiente.  

Tabla 7 Cinética de oxidación de guayacol con SBP libre y SBP inmovilizada en nanoflores. 

SBP libre Nanoflores híbridas SBP-Cu 

Tiempo (s) Absorbancia Tiempo (s) Absorbancia 

0 1.324 0 1.124 

10 1.633 10 1.68 

20 1.719 20 2.118 

30 1.754 30 2.378 

40 1.765 40 2.486 

50 1.794 50 2.516 

60 (1 min) 1.803 60 (1 min) 2.513 
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70 1.812 70 2.583 

80 1.809 80 2.649 

90 1.811 90 2.654 

100 1.808 100 2.66 

110 1.81 110 2.647 

120 (2 min) 1.813 120 (2 min) 2.648 

130 1.817 130 2.682 

140 1.806 140 2.689 

150 1.802 150 2.69 

160 1.795 160 2.692 

170 1.792 170 2.685 

180 (3 min) 1.789 180 (3 min) 2.697 

190 1.786 190 2.689 

200 1.777 200 2.684 

210 1.766 210 2.671 

220 1.76 220 2.667 

230 1.758 230 2.673 

240 (4 min) 1.757 240 (4 min) 2.685 

 

Las absorbancias a 130 segundos, tiempo en el cual la cinética catalizada por SBP libre 

alcanzó la absorbancia máxima, se utilizaron para el cálculo de actividad volumétrica y 

específica haciendo uso de las fórmulas que se encuentran en el apartado 6.3.2.  

A continuación, en la Tabla 9 se presentan los parámetros utilizados y en la Tabla 10, los 

cálculos para la obtención de la actividad específica de SBP libre y hNF/SBP-Cu. 

Tabla 8 Parámetros para cálculos de actividad específica a partir de absorbancia. 

Parámetro Valor 

Concentración de proteína SBP 23 µg/mL 
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Concentración de proteína hNF 36 µg/mL 

Coeficiente de extinción de guayacol (ε) 26 mM cm-1 

Paso óptico (b) 1.44 cm 

Longitud de onda (λ) 470 nm 

Volumen total de ensayo 0.00025 L 

Volumen de catalizador utilizado 0.02 mL 

Ai SBP 1.324 

Af SBP 1.817 

ΔA SBP 0.493 

Ai hNF 1.124 

Af hNF 2.682 

ΔA hNF 1.558 

Tiempo de absorbancia máxima SBP 2.166 min 

Tiempo de absorbancia máxima hNF 2.166 min 

 

Tabla 9 Cálculos de actividad específica de SBP libre y hNF. 

SBP libre hNF/SBP-Cu 

∆풄=
푨풇−푨풊

휺풃
 [≡] 푴 

∆푐=
1.817−1.324

(26)(1.44)
=0.013168 ∆푐=

2.682−1.124

(26)(1.44)
=0.041613 

풄=
(∆풄∗푽푻 풓풙풏)

풕 푨풇
 [≡]
풎풐풍

풎풊풏
 

푐=
(0.013168∗0.00025)

2.166
=1.519퐸−06 푐=

(0.041613∗0.00025)

3
=3.467퐸−06 

푨풄풕풊풗풊풅풂풅 풗풐풍풖풎é풕풓풊풄풂= 
풄

푽풆풏풛풊풎풂
∗ퟏ.ퟎ푬+ퟎퟔ [≡]

푼푰

풎푳
         푼푰↔

흁풎풐풍

풎풊풏
 

퐴.푉.=
1.519퐸−06

0.02
∗1.0퐸+06=75.97 퐴.푉.=

3.467퐸−06

0.02
∗1.0퐸+06=173.388 
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푨풄풕풊풗풊풅풂풅 풆풔풑풆풄í풇풊풄풂=
푨풄풕풊풗풊풅풂풅 풗풐풍풖풎é풕풓풊풄풂

푪풐풏풄풆풏풕풓풂풄풊ó풏 풅풆 풑풓풐풕풆í풏풂 
[≡]
푼푰

풎품
 

퐴.퐸.=
75.97

0.023
=ퟑퟑퟎퟑ.ퟎퟒퟓ

푼푰

풎품
 퐴.퐸.=

173.388

0.036
=ퟒퟖퟏퟔ.ퟑퟒퟖ

푼푰

풎품
 

 

La actividad de la SBP inmovilizada en el sistema nanoestructurado tipo flor presenta un 

incremento tal como se esperaba, 1.45 veces mayor que la actividad de la enzima libre. 

La clave para mejorar la actividad enzimática radica en la selección correcta de los 

componentes orgánico e inorgánico y su buena incorporación[63]. En el trabajo reportado 

por Yi Yu et al., en el cual se sintetizaron nanoflores híbridas a partir de SBP cruda y 

CuSO4, la actividad enzimática de SBP cruda libre es de 541 UI/mg, mientras que la 

actividad más alta alcanzada por inmovilización en el sistema tipo flor es de 2550 ± 9 

UI/mg[53]. En el presente trabajo la actividad obtenida por inmovilización es de 4816.34 

UI/mg, casi el doble de la síntesis reportada utilizando los mismos componentes orgánico 

e inorgánico. Este estudio confirma la efectividad del sistema de inmovilización, en el 

cual la enzima presenta una actividad mayor, lo que hace factible su uso como 

catalizador para la reacción de polimerización de anilina. 

7.4 Síntesis de Polianilina 

El sistema que se utilizó para realizar las reacciones de polimerización consistió en un 

baño de circulación refrigerado, un reactor enchaquetado de 50 mL, una parrilla de 

agitación y una bomba dosificadora como se muestra en las imágenes de la Figura 33 y 

34.  
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Figura 33 Imágenes del baño de circulación refrigerante utilizado para la síntesis de PANI 

 

 

Figura 34 Imagen de la bomba dosificadora, parrilla de agitación y reactor 
enchaquetado utilizado para la síntesis de PANI. 

 

7.4.1 Síntesis de Polianilina catalizada por hematina libre 

En la Figura 35, se muestran las imágenes de la secuencia registrada durante la reacción 

de síntesis, donde es posible apreciar el cambio de color en la reacción a medida que 

aumenta la concentración de H2O2; de café a verde/azul en distintas tonalidades e 

intensidades, característico de la polimerización de la anilina. Dicho cambio de color es 
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indicativo de la síntesis polimérica exitosa utilizando un componente biomimético libre 

de soportes como catalizador.  

 

Figura 35 Imágenes de la reacción de polimerización de anilina catalizada por Hem libre 
a diferentes tiempos de adición de H2O2. 

 

7.4.2 Síntesis de Polianilina catalizada por SBP libre 

La reacción se realizó de manera estequiométrica de acuerdo con el contenido de 

proteína y no de sólido. Previos cálculos de determinación de contenido de proteína 

utilizando el método de Bio Rad arrojaron que cada gramo de sólido de SBP cruda cuenta 

con 55.55 mg de proteína. A continuación, en las imágenes de la Figura 36, se muestra el 

sistema de reacción a diferentes tiempos de dosificación de H2O2, donde es posible 

observar el mismo cambio de color que se muestra en las imágenes de la Figura 35, el 
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cual inicia con la primera gota de peróxido, indicativo de la obtención del polímero en la 

forma deseada.  

 

Figura 36 Imágenes de reacción de polimerización de anilina catalizada por SBP libre a 
diferentes tiempos de adición de H2O2. 

 

7.4.3 Síntesis de Polianilina catalizada por nanoflores híbridas de 

peroxidasa (hNF/SBP-Cu) 

En la Figura 37, se muestran algunos viales de reacción de síntesis de nanoflores híbridas 

con componente orgánico SBP e inorgánico Cu posterior al tiempo de incubación, en los 

cuales es posible apreciar el precipitado azul, el cual se recuperó para desempeñar la 

función de nanobiocatalizador en la polimerización de anilina. 

En conjunto, de los 360 mL de reacción totales, se obtuvieron 26 mL de producto. La 

medición del contenido de proteína en los 334 mL de sobrenadante se realizó empleando 

las curvas de calibración y se obtuvo un valor de 92.93 µg/mL, lo que significó una 

encapsulación del 17% de proteína por cada vial de reacción. Dicho porcentaje fue 

equivalente a 6.3 mg de proteína, valor con el cual la reacción de polimerización se llevó 

de manera estequiométrica. A pesar de que el porcentaje de encapsulación fue menor al 

20%, no se modificó la concentración de proteína utilizada en la síntesis, sino que se 

mantuvo constante el parámetro ya que la encapsulación disminuye cuando se adiciona 

un exceso de proteína a un peso constante de componente inorgánico en la síntesis[60]. 
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Figura 37 Imagen de 8 viales de los 40 utilizados para la síntesis de nanoflores híbridas 
SBP-Cu post incubación con precipitado. 

 

Previo a la polimerización, se analizó el producto de las reacciones conjuntas mediante 

SEM y TEM para corroborar la morfología deseada. Es posible apreciar que la abundancia 

de las nanoestructuras tipo flor en la rejilla es representativa de la cantidad acumulada 

de producto. En la Figura 38, se presentan micrografías SEM y TEM de las nanoflores 

híbridas utilizadas para la polimerización de anilina. En la esquina superior izquierda se 

capta la porosidad de la nanoestructura conformada por múltiples “pétalos” y en la 

esquina superior derecha una nanoflor individual de 4.71 µm de diámetro. 
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Figura 38 Micrografías SEM y TEM del producto de síntesis de hNF/SBP-Cu utilizadas 
como catalizador para la polimerización de anilina. 

 

El precipitado obtenido del producto de las síntesis de nanoflores con SBP y Cu 

inicialmente presentó una tonalidad azul cómo es posible apreciar en los viales de la 

Figura 37, sin embargo, al momento de acidificar la solución y llevar el medio de reacción 

al pH deseado ocurrió un cambio de color. El producto pasó de color azul a verdoso, el 

cual se puede observar en la primera imagen de la Figura 39. Este cambio de color puede 

ser atribuido a la oxidación del cobre en medio ácido, lo que permite descartar algún tipo 

de efecto sobre la enzima inmovilizada, ya que, de haber estado expuesta hubiera 

sufrido una posible desnaturalización haciendo imposible la polimerización que se llevó 

a cabo de manera exitosa. 
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Figura 39 Imágenes de reacción de polimerización de anilina catalizada por nanoflores 
híbridas hNF/SBP-Cu a diferentes tiempos de adición de H2O2. 

 

Al cabo de 6 minutos comenzó a hacerse visible el vire de color, indicativo de la 

polimerización exitosa de la anilina.  

7.5 Caracterización de Polianilina 

Las siguientes caracterizaciones se realizan para confirmar la obtención de la sal de 

emeraldina, única forma conductora de la polianilina. 

7.5.1 Espectroscopía ultravioleta visible (UV-vis) 

Los espectros de absorción de los polímeros conductores se realizaron en forma 

conductora y aislante, al dispersarse en medio ácido resulta una solución verde, mientras 

que en medio básico se torna azul, dichos colores se pueden observar en la Figura 40, 

estos colores son característicos de las formas sal y base de emeraldina 

respectivamente.  
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Figura 40 Dispersión de PANI en medio ácido (verde) y en medio alcalino (azul). 

 

La emeraldina base se dopa en presencia de ácidos, se protona y se convierte en sal de 

emeraldina, dicho proceso origina la formación de la estructura polarónica/bipolarónica. 

Además del notorio cambio de color entre sal y base, las formas difieren en propiedades 

de absorción de luz[8]. Cabe resaltar que los electrones π deslocalizados, los cuales son 

característicos de los ICPs, otorgan una estructura polimérica rígida la cual resulta en baja 

solubilidad[91].  

En la Figura 41 a), se muestran los espectros de absorción del polímero catalizado por 

Hem libre, SBP libre y hNF/SBP-Cu respectivamente. Los 3 espectros presentan el mismo 

comportamiento, las bandas características del polímero desdopado. El espectro de 

PANI desdopada en NMP exhibe una banda con máximo en 324 nm atribuida a la 

transición π-π* de los grupos bencenoides y otra en 604 nm atribuida a la transición 

excitónica de los grupos quinoides[92]. La diferencia en la relación de intensidades indica 

que en el polímero se favorecen las estructuras bencenoides, mientras que los espectros 

de absorción de PANI obtenida mediante catálisis por SBP libre y nanoflores híbridas 

muestran un desplazamiento batocrómico a 639 nm, atribuido a una mayor conjugación 
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y a la presencia de agregados propios de la mala solubilidad del sistema atribuida a las 

interacciones entre los sistemas conjugados π de las cadenas poliméricas[93]. 

En los espectros de absorción de PANI dopada en HCl que se presentan en la Figura 41 

b), las bandas muestran un desplazamiento batocrómico respecto al polímero 

desdopado. Una banda prolongada traslapa la banda en 320 nm atribuida a la transición 

π-π*, además presenta una banda en 450 nm atribuida a la transición polarón-π* y otra 

que se extiende desde los 600 nm hacia el rojo. Dichas bandas representan evidencia de 

la formación del polarón que confirma la formación de PANI en su forma emeraldina 

protonada[93-95].  

 

Figura 41 a) Espectro de absorción de PANI catalizada por hematina libre (línea negra), 
SBP libre (línea roja) y hNF/SBP-Cu (línea azul) en forma desdopada, b) Espectro de 

absorción de PANI catalizada por hematina libre (línea negra), SBP libre (línea roja) y 
hNF/SBP-Cu (línea azul) en forma dopada. 

 

7.5.1 Conductividad eléctrica 

A continuación, en la Tabla 11, se presenta una comparación de los parámetros de 

conductividad de PANI catalizada de diferente manera.  

La síntesis de PANI obtenida mediante catálisis biomimética libre de soportes permitió 

la obtención de un polímero con propiedades de semiconducción. A pesar de que dicha 

PANI presenta la mayor conductividad de los productos obtenidos por distintos tipos de 

300 400 500 600 700 800 900
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

300 400 500 600 700 800
1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

A
b
s
o
rb

a
n

c
ia

 n
o
rm

a
liz

a
d
a
 (

u
.a

.)

Longitud de onda

 PANI [Hem libre]

 PANI [SBP libre]

 PANI [hNF/SBP-Cu]
A

b
s
o
rb

a
n

c
ia

 (
u
.a

.)

 PANI [Hem libre]

 PANI [SBP libre]

 PANI [hNF/SBP-Cu]

Longitud de onda (nm)

a) b)



“Síntesis de Polianilina catalizada por Nanoflores de Peroxidasas”                                                                                                 

Página 73 
 

catálisis, el alcance de este proyecto es la mejora de las propiedades de conductividad 

eléctrica entre la polianilina catalizada por peroxidasa en forma libre y peroxidasa 

inmovilizada en un sistema híbrido nanoestructurado. La polianilina obtenida mediante 

catálisis con nanoflores híbridas a base de SBP y iones Cu presentó una conductividad de 

dos órdenes de magnitud mayor que la catalizada por SBP libre. El aumento en la 

conductividad del polímero se atribuye al favorecimiento del acoplamiento cabeza-cola 

bajo las condiciones de reacción más ácidas, al haber menos defectos estructurales, 

aumenta la conductividad[26,96-97]. Cuando se lleva a cabo la polimerización de anilina a 

pH>3 se obtiene un bajo rendimiento, se favorecen los acoplamientos orto, la formación 

de ramificaciones y el entrecruzamiento[26]. El rendimiento y la conductividad es 

notoriamente mayor cuando se aumenta el tiempo y se disminuye la temperatura de 

reacción[14]. 

Tabla 10 Parámetros de conductividad de PANI sintetizada mediante distintos tipos de 

catálisis (Hem libre, SBP libre y hNF/SBP-Cu). 

Muestra 
Resistencia 

(Ω) 

Distancia 

entre 

electrodos 

(cm) 

Área de 

electrodo 

(cm2) 

Resistividad 

de volumen 

(Ω.cm) 

Conductividad 

(S/cm) 

PANI-Hem 

1.5 horas 
6.20E+00 0.0900 0.0228 1.57E+00 6.37E-01 

PANI-SBP 

1.5 horas 
2.29E+05 0.0610 0.0260 9.76E+04 1.02E-05 

PANI-SBP 

20 horas 
8.00E+04 0.13 0.04 2.46E+04 4.06E-05 

PANI-hNF 

20 horas 
2.80E+03 0.13 0.04 8.62E+02 1.16E-03 
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8. Conclusiones 

 

 

En este trabajo se sintetizaron nanoflores híbridas a partir de la combinación de distintos 

componentes orgánicos e inorgánicos, para esto se determinó que el orden de adición 

de dichos componentes y la formulación del PBS utilizado como medio para su 

coprecipitación son clave para la obtención de las nanoestructuras con morfología tipo 

flor. Las síntesis realizadas a base de cobre como componente inorgánico en conjunto 

con BSA y SBP resultaron en la obtención de morfologías homogéneas de nanoflores con 

diámetros entre 4-6 µm. Se eligió como nanobiocatalizador el sistema sintetizado a partir 

de SBP y Cu (hNF/SBP-Cu) debido a su reproducibilidad y con la finalidad de hacer un 

comparativo de la síntesis de polianilina catalizada por peroxidasa tanto en forma libre 

como inmovilizada. Los estudios de actividad llevados a cabo mediante la cinética de 

oxidación del guayacol, muestran una actividad de SBP inmovilizada en el sistema 

nanoestructurado tipo flor 1.45 veces mayor que SBP libre.  

La polimerización de anilina realizada bajo condiciones de pH ácidas y mediante distintos 

tipos de catálisis resultó en la obtención del polímero en forma conductora. Es 

importante mencionar que la PANI obtenida mediante los 3 tipos de catálisis 

(biomimética libre y enzimática libre e inmovilizada) se sitúa dentro de la clasificación de 

semiconductores, en donde la conductividad de PANI catalizada por nanoflores híbridas 

fue 2 órdenes de magnitud mayor que la PANI catalizada por SBP libre. El incremento en 

la conductividad se atribuye a la protección que brinda el nanoambiente a la peroxidasa 

inmovilizada dentro del sistema híbrido nanoestructurado, resultando en una mayor 

estabilidad y actividad ante las condiciones de acidez del medio necesarias para la 

síntesis de la forma conductora de la polianilina.  

La catálisis biomimética y enzimática representan una ruta alternativa a la catálisis 

química con la ventaja de la ausencia de subproductos tóxicos y contribuyen a una 

transición a la química verde en la síntesis de polímeros conductores.  
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