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Resumen

Se prepararon nanoparticulas de polianilina dispersables en agua via polimerizacion enzimatica utilizando
Peroxidasa de Rabano Picante (HRP) en presencia de los estabilizadores estericos polietilenglicol (PEG), poli(vinil
alcohol) (PVA), poli(vinil pirrolidona) (PVP) y silica coloidal (SC). Los mejores resultados se obtuvieron con el uso
del PVA como estabilizador, lograndose dispersiones estables de nanoparticulas de polianilina (PANi) en medio
acuoso con reversibilidad oxidativa y forma esférica. En las dispersiones estabilizadas con el PEG, este polimero no
se adsorbi6 adecuadamente en la PANI, segun se deduce del analisis por espectroscopia de infrarrojo. Por otra parte,
en presencia de la PVP, la estructura de la polianilina obtenida tiene menor conjugacion, como lo revela el analisis
del espectro de ultravioleta-luz visible.
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Abstract

Water dispersable polyaniline nanoparticles were prepared by enzymatic polymerization using Horseradish
Peroxidase (HRP) in the presence of steric stabilizers such as: poly(ethylenglycol) (PEG), poly(vinyl alcohol)
(PVA), poly(vinylpyrrolidone) (PVP) and colloidal silica (SC). The best results were obtained with PVA as
stabilizer, yielding stable aqueous dispersions of PANi nanoparticles with oxidative reversibility and spherical shape.
PEG was poorly adsorbed on the PANi particles, as indicated by Fourier Transformed Infrared Spectroscopy
analysis. Additionally, the use of PVP as stabilizer yield PANi structure with less conjugation as revealed by UV-
Visible spectroscopy.

Keywords: polyaniline, enzymatic synthesis, colloidal dispersion, peroxidase.

1. Introduccion parte, aunque la PANi es soluble en ciertos
disolventes organicos (N-metil pirrolidinona,
m-cresol y xileno), estos presentan elevados
puntos de ebullicion y son considerados
altamente toxicos. En la busqueda de nuevas
alternativas que permitan la aplicacion de
PANi, se ha sugerido la preparacion de
particulas coloidales para ser dispersadas en
un polimero fundido o en un medio acuoso u
organico. Las principales técnicas reportadas
para la preparacion de particulas coloidales
consisten en sintetizar la PANi en presencia
de un estabilizador estérico, ya sea un
polimero  hidrosoluble o  materiales
inorganicos de gran 4rea superficial. La
adsorcion del estabilizador en la superficie de

La polianilina (PANi) es un polimero
conductor intrinseco con una amplia gama de
aplicaciones consecuencia de su estabilidad
quimica, conductividad eléctrica y
reversibilidad oxidativa. Este material ha sido
utilizado en la elaboracion de baterias
recargables (Appetechi y col., 1998) ventanas
inteligentes (Jelle y col., 1998) y prevencion
de la corrosion (Liu y Levon, 1999). Sin
embargo, el uso practico de este polimero ha
sido limitado por la dificultad para ser
procesado por los métodos convencionales,
como extrusion, debido principalmente a que
la PANI es practicamente infusible. Por otra
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las particulas de PANi evita la precipitacion
macroscopica del polimero sintetizado. En la
literatura se ha descrito el uso de varios
polimeros solubles en agua para Ila
preparacion de particulas coloidales de PAN,
entre ellos cabe destacar el poli(vinil alcohol)
PVA (Gospodinova y col., 1993), la poli(vinil
pirrolidona) PVP (Stejskal y col., 1996), la
hidroxipropilcelulosa (Stejskal y col., 1999),
y otros polimeros solubles en agua como
polivinilmetileter (Olayo y col., 2000). Como
estabilizador estérico inorganico e insoluble,
la silica coloidal ha sido utilizada para
obtener nanoparticulas de material compuesto
PANi-Silica dispersable en agua (Riede y
col., 1998). En los estudios mencionados, la
sintesis de polianilina se ha realizado
mediante oxidacion quimica de la anilina.
Este método tiene algunos inconvenientes
como son la generacion de subproductos
(iones y sales inorganicas) que deben ser
purificados, generalmente por  didlisis
(Sulimenko y col., 2001), ademas Ia
oxidacion de anilina es una reaccion
autoacelerada en donde la presencia de PANi
cataliza la polimerizacion de la anilina,
preferencialmente en la superficie de las
particulas, ocasionando nucleacién durante la
polimerizacion y por lo general se obtienen
morfologias no esféricas (Stejskal y col.,
1999). En este trabajo se estudia la sintesis
enzimdtica de PANi como una alternativa a
la sintesis quimica para la preparacion de
particulas coloidales. Con este método, la
oxidacion de anilina se lleva a cabo en un
medio acuoso a pH menos acido (~ 3.6) que
la sintesis quimica (~ 1.0), en presencia de
una peroxidasa y peroxido de hidrogeno
(Cruz y col., 2000; Samuelson y col., 1998;
Liu y col., 1999). En la sintesis enzimatica de
PANI, el agua es el Unico subproducto de la
reaccion que se obtiene y se utiliza un
catalizador que se adquiere de una fuente
renovable y no contaminante. El mecanismo
de oxidacion enzimatica de la anilina ocurre
sin la participacion de PANi (Fig. 1), por lo
que resulta una reaccién de oxidacion con
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velocidad de reaccion controlada y se espera
que se tenga un mejor control sobre la
morfologia de las particulas. En el presente
trabajo se analizan distintos estabilizadores
estéricos que permitan sintetizar
nanoparticulas de PANi dispersables en agua.

-@-

Fig. 1.- Mecanismo de oxidacion de la anilina en
presencia de enzima HRP y peroxido de
hidrégeno, adaptado de Liu y col (1999).

2. Metodologia experimental
2.1 Materiales

Previo a la sintesis de la polianilina, la
anilina (Quimica Dinamica) fue destilada a
presion reducida en presencia de una mezcla
de cloruro de estafio II e hidroxido de
potasio, la fraccion intermedia fue colectada
y almacenada a —28 ° C hasta su uso. El resto
de los reactivos, hidroxido de amonio, acido
clorhidrico, 4cido p-toluensulfénico (TSA)
acido canforsulfonico (CSA), hidrocloruro de
anilina (HCA) peroxido de hidrogeno (30 %
w.), poli(vinil pirrolidona) (Mw 55,000) y el
poli(vinil alcohol) (100 % hidrolizado, Mw
115,000), fueron adquiridos de Aldrich. El
poli(etilén glicol) (Mw 8,000), la enzima
HRP (Tipo II 180-200 U/mg de proteina) y
el persulfato de amonio (APS), fueron
comprados a Sigma. La silica coloidal (Cab-
O-Sil M5®) comprada a Cabot. Todos los
reactivos fueron de grado analitico y se
usaron sin purificacion adicional.
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2.2 Métodos

Las nanoparticulas de PANi obtenidas
mediante oxidacion enzimatica de la anilina
se prepararon modificando una metodologia
reportada anteriormente (Cruz y col., 2000).
Una reacciodn tipica, para determinar el efecto
de cada uno de los estabilizadores consistio
en preparar 100 mL de una mezcla de
reaccion con 0.913 g de anilina [0.01 M], 60
mL de agua, diferentes cantidades de
polimero estabilizador (PEG 10%, PVA 8% o
PVP 8% peso) y ajustando el pH a 3 con
HCI, CSA o p-TSA. Las reacciones se
llevaron a cabo en un reactor de 250 mL,
enchaquetado y con bafles. La temperatura
del reactor se mantuvo a 1 ° C recirculando
una mezcla de agua-metanol a través de la
chaqueta. Una vez preparada la mezcla de
reaccion, se desgasifico y se mantuvo bajo
una corriente de nitrogeno. A continuacion
se agreg6 la HRP (10 mg), permitiendo su
completa disolucion en la mezcla de reaccion.
La reaccion se inicid con la adiccion de 2 mL
de una solucion de peroxido de hidrégeno
con la concentracidon necesaria para obtener
una relacion molar 1:1 H;Oj/anilina), en
forma gradual durante 73 minutos, usando
una bomba peristaltica. Para la sintesis y
formacion de nanoparticulas de polianilina en
presencia de silica coloidal, se prepararon 20
mL de una dispersion de silica coloidal, al
5% en peso y utilizando una concentracion
0.1 N de HCA. La reaccién se realizd en un
reactor de 100 mL con tres bocas, la
temperatura del reactor se controld
manteniendo el matraz en un bafio de
hielo/agua. Posteriormente se agreg6 la HRP
y la mezcla de reaccion se desgasificd. El
perdxido de hidrogeno se agregd en 8 partes
alicuotas de 26 uL cada una - a intervalos de
3 minutos para alcanzar una relacion
equimolar con el HCA. Como control se
realizaron reacciones bajo las condiciones
descritas anteriormente, pero en ausencia de
estabilizadores. La polianilina preparada
quimicamente se sintetiz0 de acuerdo al

método de Wei y Hsueh (1989). En este
método, la anilina es polimerizada en medio
acido, utilizando una solucion de HCI1 1.0 N y
persulfato de amonio como agente oxidante a
una concentraciéon equimolar con respecto a
la anilina. La mezcla de reaccion se incub6 a
1 °C durante 3 horas. La polianilina asi
sintetizada fue desdopada con hidroxido de
amonio 0.25 N.

Las nanoparticulas de polianilina
sintetizadas en presencia de diferentes
estabilizadores estéricos fueron separadas por
centrifugacion, desdopadas por tratamiento
con un exceso de una solucidon acuosa
NH4OH 0.25 M vy redispersadas en agua
destilada. La caracterizacion por
espectroscopia de UV-Visible (UV-Vis) se
realizd en soluciones de HCI 1.0 N o
NH4OH 0.25 N, utilizando un
espectrofotometro HP 8452. La
caracterizacion por FTIR se llevd a cabo en
un equipo Nicolet-Magna 510 en la
modalidad de transmitancia en pastilla de
KBr. La morfologia de las nanoparticulas de
polianilina preparadas utilizando
estabilizadores  poliméricos se  obtuvo
mediante Microscopia Electronica de Barrido
(SEM) en un equipo marca TopCom 510.
Previo al andlisis por SEM las muestras
fueron diluidas y secadas por evaporacion en
un portamuestras. La micrografia de TEM de
la dispersion de PANi preparada utilizando
silica coloidal se realiz6 en un equipo Jeol
1200EXII, operando a 60 kV. La dispersion
se seco a temperatura ambiente en una rejilla
con recubrimiento de carbono. El andlisis de
TGA se realiz6 en un equipo T4 instruments
02100, bajo una corriente de N, de 40
mL/min y una rampa de calentamiento 20
°C/min.

3. Resultados y discusion

Los resultados de los espectros de
UV-Vis realizados a las diferentes muestras
en dispersidbn acuosa y preparadas con
diferentes  estabilizadores  estéricos, se
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presentan en la Fig. 2. Para efectos
comparativos el espectro de la PANi en
solucion en NMP, sintetizada quimicamente
se muestra como referencia, Fig. 2a. Las
sefales en este material corresponden a las de
un espectro tipico de la emeraldina base en
donde la sefial a 332 nm es atribuida a la
excitacion de los enlaces n—n* de los grupos
benzenoides, mientras que la sefial a 636 nm
es caracteristica a la transicion exciton del
grupo quinoide (Liu y col., 1999). La
caracterizacion por espectroscopia UV-Vis de
las muestras obtenidas de la oxidacion
enzimatica de anilina por la HRP en
presencia de PEG o PVA muestran espectros
muy similares, Fig. 2b y Fig. 2c
respectivamente, en donde se puede apreciar
una banda de absorcion en la region de 332
nm. Esta absorcion coincide con la sefial de
la emeraldina base en este trabajo y en la
literatura (Pruneanu y col., 1999). Sin
embargo, la banda de 632 nm descrita para la
emeraldina base obtenida mediante sintesis
quimica, en la oxidacion enzimatica de la
anilina, en presencia de PEG y PVA sufre un
ligero desplazamiento hipsocromico a 626 y
620 nm respectivamente. Estos
desplazamientos en la longitud de onda, se
han asociado con la presencia de
irregularidades en la cadena de la PANi, que
originan una disminuciéon en la conjugacion
de la estructura quimica del polimero (Lee y
col., 2000; Samuelson y col., 1998).

En el analisis de los espectros UV-
visible, practicados al material obtenido de la
oxidacion enzimatica de anilina en presencia
de una solucion de PVP, aparece una banda a
285 nm acompanada de un hombro
aproximadamente a 330 nm, y se aprecia un
corrimiento del méximo de absorcion de 600
nm hacia longitudes de onda menores, en la
region de 550-600 nm, Fig. 2d. Estos
cambios se ha senalado que son debidos a la
presencia de posibles ramificaciones o
entrecruzamientos que se presentan en la
cadena de la polianilina (Samuelson y col.,
1998).

176

Absorbancia (U.A.)

200 300 400 5(‘)0 6(;0 7(‘1) 800
Longitud de onda (nm)

Fig. 2.- Espectros de UV-Vis de muestras de
PANi sintetizadas en presencia de diferentes
estabilizadores: a)PANI sintetizada quimicamente
(soluciéon en NMP), b) oxidacion enzimatica de
anilina en presencia de PEG, c¢) oxidacion
enzimatica de anilina en presencia de PVA y d)
oxidacion enzimatica de anilina en presencia de
PVP. En la sintesis enzimaticas se utilizd6 TSA
como dopante y en la sintesis quimica se utilizd
HCl como dopante. Las muestras b,c y d se
evaluaron como dispersion en agua.

En medio 4cido la polianilina
sintetizada quimicamente se encuentra en su
estado de sal, con la formacion de un polaron,
Fig. 3a. La redispersion en medio acuoso
acido de la polianilina sintetizada
enzimaticamente en presencia de PEG y PVA
mostraron también reversibilidad oxidativa
como lo indica la presencia de una banda de
absorcion maxima, por arriba de los 700 nm,
Fig. 3b y 3c respectivamente. Esta banda es
tipica de la estructura del polaron asociada a
la PANi dopada. La ausencia de este maximo
de absorcion en la PANi sintetizada en
presencia de PVP, Fig. 3d, indica que este
medio no favorece la formacion de
estructuras con reversibilidad oxidativa. Esto
se atribuye a la capacidad del nitrogeno de la
PVP de adquirir cargas positivas (Pattanaik y
col., 2000), ocasionando que la PVP se
combine con el dopante, formando un
polielectrolito y evitando que el dopante esté
disponible para formar el catiéon del Fig. 3
monodmero de anilina.
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Fig. 3.- Espectros de UV-Vis de muestras de
PANi sintetizadas en presencia de distintos
estabilizadores: a)PANI sintetizada quimicamente
(solucién en NMP), b) oxidacidon enzimatica de
anilina en presencia de PEG, c) oxidacion
enzimatica de anilina en presencia de PVA y d)
oxidacion enzimatica de anilina en presencia de
PVP. Las muestras b,c y d se evaluaron como
dispersion en agua.

Esto es favorecido debido a la elevada
concentracion de PVP comparada con la
anilina, y es importante mencionar que este
fenémeno no ocurre en la sintesis quimica, la
cual se efectua bajo cantidades de exceso de
acido, que en este caso inactivarian la
enzima.

En la Fig. 4 se muestran los espectros
UV-visible de la polianilina obtenida en
presencia de silica  coloidal  como
estabilizador. Para la adquisicion de estos
espectros la dispersion de polianilina una vez
desdopada, fue sometida a redopado
mediante la adicion de HCl (0.25 N),
analizando muestras con diferente pH y la
misma concentracion de PANi. En los
espectros se puede apreciar el cambio gradual
en el dopado de PANI a través de la aparicion
de transiciones. Las bandas de absorcion a
298 nm, asignada a la transicién n-x de los
grupos benzenoides y a 560 nm, producida
por la transicion del grupo quinoide a excitén
(Pruneanu y col., 1999), respectivamente,
desaparecen progresivamente, originando a
su vez la sefial del polarén a 760 nm (Liu y
col., 1999), conforme aumenta el dopado de

PANi. También se presentan tres puntos
isosbésticos a 378, 448 y 654 nm, la
presencia de estos puntos es indicativa de la
estabilidad de la dispersion de PANi-silica en
funcion del pH, debido a que no hay
agregacion que produzca cambios en la
absorbancia.

0.8
0.6

0.4 1

Absorbancia

0.2

' 3(I)0 ' 4(IJO ' S(I)O ' 6(I)0 ' 7(I)O ' B(I)O '
Longitud de onda (nm)
Fig. 4.- Efecto del cambio de pH en el espectro de
UV-visible de PANi dispersada en agua
preparada en presencia de silica coloidal. Para el
redopado de PAN:I se utilizé HCL.

El analisis de los espectros de infrarrojo
(FTIR) revela que los materiales sintetizados
por oxidacidon quimica, Fig. 5a, u oxidacioén
enzimatica de la anilina en presencia de PVA
y PEGVA, Fig. 5b y Fig. 5c respectivamente
corresponden a la emeraldina base. Los picos
en el espectro, son asignados al estiramiento
de los enlaces C-C del anillo quinoide (1592
cm™) y benzenoide (1498 cm™), estiramiento
C-N entre una unidad benzenoide y quinoide
a 1379 cm™, estiramiento C-N para un grupo
benzenoide a 1304 cm'l, flexion fuera del
plano del C-H del grupo aromatico a 1167
cm’ y 833 cm’, segin datos reportados
previamente  (Ping y  col., 1997).
Adicionalmente, la polianilina sintetizada
enzimaticamente en presencia de
estabilizadores estéricos, Fig. 3b y 3c,
muestra seiales débiles a 750 cm™ indicando
la presencia de cierto nivel de acoplamiento
tipo orto en la cadena polimerica (Akkara y
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col.,1991). Debido a que los polimeros
sintetizados enzimaticamente se prepararon
utilizando CSA como dopante, aparecen en
los espectros sefiales débiles a 1733 cm™ y
696 cm’, asignadas al grupo carbonilo y
sulfonico, debidas a residuos del dopante no
eliminado en los lavados. Adicionalmente, el
polimero preparado en presencia de PVP
presenta una sefial a 1658 cm™ asociada con
ramificaciones en la cadena del polimero
(Akkara y col.,1991).
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Fig. 5.- Espectros FTIR de muestras de PANi
desdopada y sintetizadas en presencia de
diferentes estabilizadores: a) oxidacién quimica
de la anilina, b) oxidacion enzimatica en
presencia de PVA, c¢) oxidacién enzimdtica de
anilina en  presencia PEG y d) oxidacion
enzimatica de anilina en presencia PVP. En la
sintesis enzimaticas se utilizo CSA como dopante
y en la sintesis quimica se utiliz6 HCl como
dopante.

Por otra parte el polimero sintetizado en
presencia de PVA, Fig. 5b, muestra las
sefiales a 2830-2935 cm™ caracteristicas de
los grupos CH; del PVA y un hombro a 1150
cm’ caracteristico del estiramiento C-O. Esto
indica que el PVA fue adsorbido por las
particulas de PANi durante la sintesis
actuando como estabilizador. Similarmente,
sefiales de la PVP fueron observadas en el
espectro de la PANi cuando la sintesis se
realizd en presencia de este polimero, Fig. 5d,
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indicando que la PVP también fue adsorbida
por la PANI.

Sin embargo, la polianilina preparada
en presencia de PEG no mostré las bandas
del PEG en las particulas de PANi obtenidas,
Fig. 5c, indicando que el PEG no fue
adsorbido por las particulas de PANi, esto
puede deberse al bajo peso molecular del
PEG utilizado, asi como a un menor grado de
interaccion electrostatica entre el PEG y la
PANi. La Fig. 6a muestra el termograma de
la polianilina sintetizada quimicamente en el
que se aprecia la alta estabilidad térmica
caracteristica de este polimero, debido a la
conjugacion y rigidez de sus moléculas (Wei
y Hsueh, 1989). En la PANi sintetizada
enzimaticamente, Fig. 6b, en presencia de
HCI y ausencia de un estabilizador estérico,
se observé una disminucion en la estabilidad
térmica. En el termograma se aprecian dos
etapas de degradacion una cercana a los 300 °
C y otra cercana a los 450 ° C. La menor
estabilidad térmica de la polianilina
sintetizada enzimaticamente con respecto a la
obtenida por sintesis quimica, se ha atribuido
a la presencia de defectos estructurales en la
cadena de la PANi que promueven su
degradacion térmica, principalmente
acoplamientos orfo o ramificaciones (Milton
y Monkman, 1993; Cruz y col., 2000).

100 H
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60 o b)
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160 260 360 460 560 66(
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Fig. 6.- TGA de muestras PANi dedopadas y de
PVA, a) oxidacion quimica de anilina, b)
oxidacion enzimatica de anilina, c¢) oxidacion
enzimatica de anilina en presencia de PVA y d)
PVA. En todas las reacciones se utilizo6 HCI como
dopante.
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Los datos del termograma de las
particulas de PANi obtenida enzimaticamente
bajo las mismas condiciones excepto por la
presencia de PVA mostraron menor
estabilidad, Fig. 6¢. En este caso la menor
estabilidad se atribuye a la presencia del
PVA, debido a la menor estabilidad térmica
de este polimero con respecto a la de la
PANi, Fig. 6d, es probable también que la
presencia de estabilizadores en el medio de
reaccion favorezcan la formacion de
polianilina con menor grado de cristalinidad,
lo que ocasionaria menor estabilidad térmica
(Wang y col., 2000).

La observacion microscopica por
SEM de las muestras de las reacciones
enzimaticas para la sintesis de PANi, en
presencia de los diferentes estabilizadores
estéricos mostrdé diferente morfologia y
tamafio de particula. En presencia de PVA se
obtuvieron particulas esféricas con diametros
en el intervalo 150-300 nm, Fig. 7a. Las
particulas sintetizadas en presencia de PVP
mostraron particulas de alrededor de 50 nm
de diametro, Fig. 7b.

Fig. 7.- Microscopia electronica de barrido de muestras de nanoparticulas de PANi, obtenidas en presencia
de diferentes estabilizadores. a) particulas de PANi preparadas utilizando TSA como dopante y
estabilizadas con PVA; b) Particulas de PANi preparadas utilizando HCI como dopante y estabilizada con
PVP; c) Particulas de PANi preparadas utilizando HCl como dopante y estabilizada con PEG; d)
Microscopia electronica de transmision (TEM) de particulas de dispersion PANi-Silica, preparadas

utilizando HCI como dopante.
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La utilizacion de PEG como
estabilizador  estérico en la  sintesis
enzimatica de PANi no favorecido la
estabilizacion de las particulas formandose
aglomerados, Fig. 7c. Finalmente, con el uso
de silica coloidal no se observaron particulas
individuales de polimero, sino particulas de
material compuesto PANi-Silica con tamafios
que varian desde los 100 nm hasta agregados
de tamafio y forma muy variados, Fig. 7d,
que pudieron haberse formado durante el
procesamiento y secado de las muestras.

Conclusiones

Los mejores resultados para estabilizar
la PANi se obtuvieron cuando la sintesis
enzimatica de este polimero, se realizd en
presencia de PVA. La presencia de este
polimero como estabilizador  estérico,
favorecio la formacion de nanoparticulas
esféricas estables en agua con didmetros en el
intervalo de 150-300 nm. El anélisis de estas
nanoparticulas por FTIR y espectroscopia
UV-visible, indican que la estructura quimica
corresponde a la de la emeraldina, ademas
que el PVA fue adsorbido confiriéndole
estabilidad en medio acuoso. ElI PEG no
resultd ser un buen estabilizador para la
formacion de nanoparticulas de PANi
sintetizada enzimaticamente, una posible
causa es el bajo peso molecular de PEG
utilizado en la mezcla de reaccion y en
consecuencia esto pudo originar la ausencia
de adsorcion en las nanoparticulas como lo
revelan los andlisis por FTIR. La PVP mostrd
ser un excelente estabilizador en la formacion
de nanoparticulas. Sin embargo, los andlisis
por espectroscopia UV-visible y FTIR de la
oxidacién enzimdtica de la anilina indican
que el polimero obtenido no corresponde en
su totalidad a la estructura lineal electroactiva
de la PANi. Esto pudo haberse originado por
la naturaleza basica de la PVP, dando lugar a
condiciones en donde se favorece
entrecruzamiento o ramificaciones de la
PANI.
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