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Abstract

The work presented in this thesis is part of the research that has been done
in boron chemistry within the group of Inorganic Materials and Catalysis at
the Institut de Ciéncia de Materials de Barcelona (ICMAB-CSIC) during the
last 4 years, in particular on cobalt and ferrabisdicarbollide
metallacarboranes ([3,3’-Co(1,2-C2B9H11)2], COSANE; and [3,3’-Fe(1,2-
C2BoH11)2]-, FESANE, respectively). The research has been focused mainly
on the use of metallacarboranes in different applications in the field of
biomedicine and energy. The thesis has been divided in the following 5
chapters:

> Chapter 1: Introduction.

This chapter explains the different types of boron clusters (boranes,
carboranes and metallacarboranes) and the most important properties
(self-assembly and redox properties) and applications (biomedicine,
materials science and energy) of metallacarboranes to understand the
research done in the chapters 2, 3, 4 and 5.

» Chapter 2: Interaction between DNA and metallacarboranes,

biodistribution and application as mutagenic sensor.

This chapter is divided in three parts: 1) The study of interaction between
DNA and the metallacarboranes Na[COSANE], Na[FESANE] and Na[Cls-
FESANE] using the techniques: melting curve, circular dichroism, UV-
Visible, DLS, Cryo-TEM, TEM, IR, raman and optical microscope. 2) The
study of the cellular viability, the cellular uptake and distribution of
Na[COSANE] in glioblastoma U87 and melanoma A375 cells, the cellular
uptake and distribution of boron in horse blood and the biodistribution of
boron in normal mice. And 3) the study of Na[FESANE] and Na[Cls-
FESANE] as redox mediators in DNA sensors to detect mutations.

> Chapter 3: Interaction between BSA and metallacarboranes and
their application as protective agent in front of denaturation.

This chapter is divided in two parts: 1) The study of interaction between
BSA and the metallacarborane Na[COSANE] using the techniques: DLS,



TEM, RMN, circular dichroism, fluorescence, &-potential, IR, SEM-EDX and
elemental analysis. Due to the self-assembling properties of Na[COSANE],
each individual BSA is coated with 100 Na[COSANE] molecules, due to
hydrogen and di-hydrogen bonds with amine residues. And 2) the study of
the stability of BSA in presence and absence of Na[COSANE] upon thermal
and chemical induced denaturation.

> Chapter 4: Polymers doped with metallacarboranes and study of their
properties to be used in fuel cells, batteries and supercapacitors.

This chapter is divided in two parts: 1) The study of the physicochemical
and thermal properties and the ionic conductivity of the polymer PBI
doped with different salts of metallacarboranes (M[COSANE], where M =
Na+*, Li* and H*) and tetraphenylborate (M’[TPB], where M’ = Na* and Li*)
to be used in fuel cells and batteries. And 2) the study of electrochemical
properties (specific capacitance and overoxidation limit resistance), SEM-
EDX, electrical conductivity and thermal properties of the polymer PEDOT
doped with different salts (M[COSANE], where M = Cs*, Na*, Li* and H*) and
derivatives (Cs[Clx-COSANE], where x = 2, 4 and 6) of metallacarboranes to
be used in supercapacitors.

» Chapter 5: Metallacarboranes as mediator to enhance the stability
of aqueous supercapacitors based on activated carbon.

This chapter is mainly focussed on the use of the metallacarborane Na[Cls-
COSANE] as additive in YP50F commercial activated carbon in asymmetric
aqueous supercapacitor to enhance the stability. For that, different
quantities of Cl4-COSANE are adsorbed in the porous of activated carbon
(0.15, 0.45 and 1.00 mmol/g). These samples are characterized using N2
adsorption isotherm, DRX and XPS. The specific capacitance and the
electrochemical stability windows (positive and negative windows) are
measured in a three compartment cell to know the conditions to construct
the asymmetric aqueous supercapacitor. Therefore, the GCD curves
obtained for the sample with 0.15 mmol/g confirms that the Cl4-COSANE
enhances the stability and can act as inhibitor of carbon oxidation and
water decomposition of aqueous supercapacitors.
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RESUMEN DEL CAPIiTULO 1

Este capitulo se basa principalmente en explicar los diferentes tipos de
clusteres de boro (boranos, carboranos y metalacarboranos) y algunas de
sus propiedades, asi como la clasificacion segun las reglas de Wade en
clusteres tipo nido, closo y aracno. Al utilizarse en toda la tesis inicamente
los metalacarboranos, se explica con mayor profundidad sus propiedades y
aplicaciones. Dos de las propiedades mas importantes son la capacidad de
autoensamblaje ya que forman micelas y vesiculas, y las propiedades redox
ya que son moléculas electroactivas con potenciales redox regulables.
Dentro de las aplicaciones se detallan varios ejemplos utilizados en el
campo de la biomedicina, de ciencia de materiales y de la energia.
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1. INTRODUCCION

El boro representado por el simbolo B, es el quinto
elemento de la tabla periddica y el primero del grupo
13 con una masa atémica de 10.81 g/mol (Figura 1. 1).
Es el inico en su grupo que no tiene caracter metalico,
sino metaloide, se comporta como un semiconductor. [He]2522p1
Es capaz de formar enlaces covalentes como el silicio 0ron
y el carbono aunque sea un elemento trivalente. En la
naturaleza se encuentran dos isotopos estables B  Figura 1. 1. Imagen
(80.1%) y 1°B (19.9%) no como boro elemental, sino gilriggiré’a_e“ la tabla
en forma de boratos como el bérax (NazB407-10H20).

1.1. Antecedentes historicos del boro y de los boranos.

Los compuestos de boro son conocidos desde hace mas de 4000 afios. El
nombre proviene del arabe buraq y del persa burah. Se han empleado
desde el antiguo Egipto en el proceso de momificacién, en metalurgia y en
medicina; hasta en la Antigua Roma y China para ser utilizado en la
fabricacion del vidrio y en la refineria de oro y plata.l

En 1808 H. Davy, ]J.L. Gay-Lussac y L.J. Thenard obtuvieron boro con una
pureza aproximada del 50% al calentar acido bérico con potasio metalico;?
aunque ninguno de ellos reconocid tal sustancia como nuevo elemento, si
que lo hizo J. Berzelius 16 afios mas tarde, en 1824.3 Pero no fue hasta el
afio 1911 cuando E. Weintraub aisl6é por primera vez boro con una pureza
del 99%.4

Aunque en 1878 ya se sabia de la existencia de compuestos basados en
boro e hidrégeno (hidruros de boro o boranos), no fue hasta 1912 cuando
el quimico aleman A. Stock sintetizé y caracterizé los primeros boranos.>
Las estructuras inicialmente propuestas para los boranos fueron erréneas
hasta 1948, ya que tan s6lo unos afios antes H.C. Longuet-Higgins habia
introducido el concepto de enlaces deficientes en electrones mediante la
teoria de los tres-centros dos-electrones (3c-2e), basada en los enlaces
puente B-H-B, cumpliendo la teoria de Lewis y la de orbitales moleculares,
confirmando la alta conectividad de los boranos.®
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Pero no fue hasta finales de la II Guerra Mundial cuando se invirtieron
grandes cantidades de dinero, por parte de Estados Unidos y de la antigua
URSS, en la sintesis de algunos boranos (principalmente pentaborano y
decaborano) para su aplicacién en combustibles de cohetes.” Esta época
supuso un gran impulso en el desarrollo de la quimica del boro, ya que en
1976 W.N. Lipscomp recibi6 el premio Nobel de Quimica por sus trabajos
sobre la estructura de los boranos,® y en 1979 H.C. Brown conjuntamente
con G. Wittig recibieron también el mismo premio por sus investigaciones
sobre compuestos de boro y fésforo para ser utilizados como reactivos en
sintesis organica.?

1.2. Clusteres de boro.

El boro permite la formacién de estructuras tridimensionales debido a que
presenta la propiedad de catenacion como el carbono y ademas dispone de
4 orbitales y 3 electrones de valencia, favoreciendo mas la formacién de
clusteres que la de cadenas.l® Estos clisteres se pueden clasificar en
boranos, carboranos y metallacarboranos dependiendo de los atomos que
presenten. Asi, los boranos estan formados inicamente por dtomos de boro
e hidrogeno, los carboranos presentan ademas de boro e hidrogeno atomos
de carbono, y los metallacarboranos incorporan boro, hidrégeno, carbono y
un metal.

1.2.1. Boranos.

En 1912 Alfred Stock descubri6 los boranos,> compuestos basados en boro
e hidrogeno de formula molecular [BnHm]*. Son compuestos que no existen
en la naturaleza, pero hay una gran variedad de rutas sintéticas a partir de
minerales como el bérax para su preparacion.1l 12 El mas sencillo de ellos
es el BH3 que dimeriza dando lugar al diborano (B2Hs), siendo uno de los
boranos mas importantes junto con el pentaborano (BsHo) y el decaborano
(B1oH14).

Algunas propiedades que presentan es que son compuestos diamagnéticos,
incoloros, blancos o amarillos que pueden estar en forma neutra o
anionica. Ademas, cuando hay mas de 5 atomos de boro forman clisteres
poliédricos de caras triangulares con vértices formados por unidades B-H.

4
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Asi los clusteres con menor nimero de vértices son gases a temperatura
ambiente, aunque reactivos; mientras que, a medida que aumenta el
numero de vértices, los boranos pasan a ser liquidos volatiles o sélidos y
estables térmicamente.!!

Un ejemplo de borano con alto numero de vértices
es el [closo-B12H12]?- (Figura 1. 2), que debido a su
gran estabilidad,’3 sus propiedades electrénicas
(sus electrones estan deslocalizados por todo el
cluster), su reactividad quimica y sus propiedades
magnéticas,!* es considerado un compuesto con
aromaticidad tridimensional,13-16 recientemente

Figura 1. 2. Estructura del
relacionada por Teixidor y col. con la aromaticidad [closo-BizHi2]? (B = rosa; H =
blanco).

clasica de la quimica organica.l7.18
Como se ha mencionado anteriormente, es importante comprender el
concepto de 3c-2e para poder entender la conectividad que existe en los
boranos. En el caso del B2He (Figura 1. 3. a) los &tomos B-H-B se encuentran
conectados a través de dos electrones deslocalizados, mientras que los H
externos (B-H) forman enlaces clasicos 2c-2e. En el caso de boranos de
mayor tamafio, Lipscomb1? 20 propuso que ademas de enlaces 2c-2e (B-Hy
B-B), estan involucrados enlaces de 3c-2e abiertos y 3c-2e cerrados entre
tres atomos de boro (B-B-B) localizados en los vértices del cluster, ver
Figura 1. 3. b.

enlace 3c-2e B enlace 3c-2e abierto
BHB BBB
1s enlace 3c-2e cerrado
BBB

Figura 1. 3. a) Estructura del BzH¢ donde se reflejan los enlaces 3c-2e intermedios; b) enlaces de 3c-
2e propuestos por Lipscomb para los boranos.
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1.2.2. Carboranos.

La sustitucion de 1 o mas atomos de boro en el clister por heteroatomos
como C, N, O, Si, P, As, S, Se, Sb y/o Te,21 22 da lugar a la extensa familia de
los heteroboranos. De todos ellos, los mas estudiados son los carboranos,
en el que se ha sustituido 1 o mas atomos de boro por atomos de carbono.

Debido a la gran variedad de boranos y heteroboranos, en 1971 R. E.
Williams clasificé a los diferentes clusteres en 3 grandes grupos: closo, nido
y aracno (Figura 1. 4), en funciéon de sus caracteristicas estructurales y
estequiométricas determinadas por el numero de vértices y por el nimero
de electrones disponibles. Esta clasificacion sigue los requerimientos
electronicos impuestos por las Reglas de Wade,?3-25 estudiados por K.
Wade, R. E. Williams, R. W. Rudolph y D. M. P. Mingos en 1971.23.26-28

Asi, los clusteres de tipo closo son closo nido arachno
poliedros con las caras cerradas y f’wcéy
triangulares formados por n

vértices que necesitan un total de s;‘@o‘

2n + 2 electrones. Si se eliminara un

vértice del claster closo, se formaria *’f@)
el claster nido, donde una cara

quedaria abierta y se necesitarian B’@

un total de 2n + 4 electrones para

que fuera estable. De la misma “%@
forma, si se eliminara un vértice al

claster nido, se formaria el cltuster Bs@
aracno con una estructura aun mas

abierta, pero necesitando un total
de 2n + 6 electrones. Afios mas
tarde en 1976, R. W. Rudolph
descubri6 los clusteres hypho que
necesitan un total de 2n + 8
electrones para estar cohesionado

el claster, aunque sélo existen en

forma de aductos.26 Figura 1. 4. Relacién estructural entre boranos y
heteroboranos de tipo closo, nido y aracno.
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Para contar los electrones que presenta el cluster, se considera que cada
vértice B-H aporta 2 electrones al clister que provienen del atomo de boro,
ya que el tercer electron del boro y el electrén del hidrégeno se utilizan
para formar el enlace B-H. Si el cluster tiene Hpontales, cada uno de ellos
aporta un electron al cluster. Y en el caso concreto de los carboranos, cada
vértice C-H o C-R aporta tres electrones al cldster que provienen del atomo
de carbono.

Una vez explicada la clasificacion de los boranos y heteroboranos, y
volviendo a los carboranos, la férmula molecular de estos compuestos es:
[CaBmHn+m+p]*, donde n es el nimero de a&tomos de carbono en el clister, m
el nimero de atomos de boro en el cluster, p el nimero de hidrégenos
pontales y x la carga de la molécula.21

Los carboranos mas conocidos y estudiados son
aquellos en los que se ha sustituido dos atomos de
boro por dos atomos de carbono, formando la
familia de los dicarba-closo-dodecaboranos con
formula C2BioHi2, cominmente se les llama
carboranos. En la Figura 1. 5 se muestra la j

estructura del 1,2-C2B19H1z o también llamado J
orto-carborano?? 30 donde si se compara con la

o Figura 1. 5. Estructura del
Figura 1. 2 se han sustituido dos atomos de boro 1,2-C2BioH12 (C = gris; B =

, ; H=Dbl .
por dos atomos de carbono adyacentes. rosa anco)

En 1963, D. Grafstein y ]. Dvorak3! establecieron la posibilidad de realizar
una isomerizacion térmica bajo vacio con temperaturas entre 450-500 °C
del orto-carborano, produciendo irreversiblemente el derivado 1,7-
C2B10H12 0 meta-carborano (los dos atomos de carbono estan separados
por un atomo de boro, ver Figura 1. 6). Ademas, en 196432 se observo que a
temperaturas entre 600-700 °C la isomerizacion térmica continuaba desde
el meta-carborano para la formaciéon del isémero 1,12-C2B10H12 o para-
carborano (los dos atomos de carbono estan separados por dos d&tomos de
boro, ver Figura 1. 6). A estas temperaturas se produce un equilibrio entre
los isdmeros meta- y para-.



-—-Introduccion

5%2 600-700 °C SA\}? ® C-H

450-500 °C N/ ZL \Na7 \4
0 -
Jl \ / gﬁ ) i\? B-H
\\8 7
1=2_CZBNJH12 1,7-C2810H12 1,12'CzB1oH12
o-carborano m-carborano p-carborano

Figura 1. 6. Isomerizaciéon térmica del clister [C2B1oH12] con la numeracién de los vértices. La
nomenclatura o-, m- y p- hace referencia a la posicién relativa de los carboranos: orto, meta y para,
respectivamente.

1.2.3. Metalacarboranos.

Los metalacarboranos pertenecen a una amplia familia de compuestos que
consisten en carboranos que contienen uno o mas metales de transicién o
lantanidos formando parte del esqueleto del cluster.33 34 De todos los
metalacarboranos que hay, los mas estudiados son los que derivan de la
estructura tipo sandwich entre dos unidades dicarballuro [1,2-C2B9H11]%
con un metal de transicién central (M), pudiendo ser M = Co(IlI), Co(II),
Fe(III), Fe(II), Ni(III), Cu(III), Au(III), entre otros.

En 1965 M. F. Hawthorne y col. sintetizaron el primer metalacarborano;3>
obtuvieron un complejo tipo sandwich con dos ligandos dicarballuro
unidos a un atomo de hierro central [3,3-Fe(1,2-C2B9H11)2];, también
llamado ferrabis(dicarballuro) o coloquialmente llamado FESANE. Poco
tiempo después, los mismos autores publicaron la sintesis de un complejo
tipo sandwich pero en vez de hierro con cobalto3¢ [3,3-Co(1,2-C2B9H11)2];,
también llamado cobaltabis(dicarballuro) o COSANE. Dos afios mas tarde,
el mismo grupo de investigacidn consiguié sintetizar metalacarboranos con
Ni37 y Cr.38 Y en 1968 con Cu, Auy Pd.?°

El metalacarborano mas ampliamente estudiado y sintetizado es el
COSANE,3¢ donde el atomo central de cobalto tiene un estado de oxidacién
de +3 coordinandose con dos ligandos dicarballuros que aportan dos
cargas negativas cada uno (-4) y teniendo una carga global negativa, es
decir, es un compuesto monoanidnico. El hecho que la carga negativa se

8
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encuentre deslocalizada por toda la molécula hace que el complejo tenga
una baja densidad de carga. Ademas de tener un alto volumen molecular y
presentar una gran estabilidad térmica y quimica.#0 41

Para sintetizar el metalacarborano es necesario en primer lugar degradar
parcialmente el cluster de orto-carborano hasta obtener el derivado nido
[7,8-C2B9H12]-.3> Luego con una base fuerte como el K[!BuO], NaH o el n-
BuLi en condiciones anhidras se extrae el Hponta para formar el clister
dianidnico dicarballuro [C2B9H11]? (primer paso de la Figura 1. 7).42 Por
ultimo, se afiade CoClz o FeClz anhidro para dar lugar a la complejacién y
formar asi el metalacarborano de cobalto o hierro, respectivamente
(segundo paso de la Figura 1. 7).35 36

AN
N 7
o —9
H _ 2= COCIQ —/?\
: * — o 4"’" 8
{.’% K['BuO] P 2N FeCl, V133
AV THF AW/ = =7
N &=7/\
i':\. /7 t\-ﬁ ,\/g —/5
12&\114'—:6'
[7,8-CngH12T [CEBQH‘i‘I]-z L \0/ —_

M = Co(lll), COSANE
M = Fe(lll), FESANE

Figura 1. 7. Esquema de sintesis del COSANE (M = Co) y FESANE (M = Fe) con la correspondiente
numeracién de los vértices en la estructura del metalacarborano.

Recientemente se ha hecho un gran avance en la sintesis del COSANE con

una reaccion en estado solido entre el [HNMes][C2B9H12] y el CoClz-xH20,
siendo una sintesis rapida y limpia de disolvente con un alto rendimiento.*3

En cuanto a la reactividad de los metalacarboranos hay dos puntos bien
diferenciados, los vértices Cc-H y B-H, siendo los dos vértices de boro mas
reactivos el B(8) y el B(8’).44-46 Estas dos posiciones son las mas reactivas
debido a que se encuentran en las antipodas de los dos atomos de carbono
del cluster y presentan una cierta densidad de carga negativa, favoreciendo
la reaccion de sustitucion nucleofilica inducida electrofilicamente (EINS).47

9
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Otro de los metalacarboranos mas conocidos y utilizados es el complejo
zwitterionico [3,3’-M(8-C4Hg02-1,2-C2B9H10)(1’,2’-C2B9H11)] o también
llamado coloquialmente COSANE-DIOXANATO cuando M = Co% 49 y
FESANE-DIOXANATO cuando M = Fe.0 Esta especie zwitteridnica se
obtiene a partir de una reaccion tipo EINS cuando un acido de Lewis como
el BF3-Et20 extrae el hidrégeno unido al boro en la posicién B(8) y es
seguido por un ataque nucleofilico por parte del anillo del dioxano (que
también actiia como disolvente), ver primer paso de la Figura 1. 8.51

\ N s
\\ NS Ay
DA SN A
BF5-Et,0 ,/>
—_—
|2 \ 1,4-dioxano ‘>< o o-.-.? \
N/ o4 N/ l \_ b
N2 N 4/ N2~
M = Co, COSANE M = Co, COSANE-DIOXANATO L_ _
M = Fe, FESANE M = Fe, FESANE-DIOXANATO

Figura 1. 8. Sintesis de las especies zwitteriénicas COSANE-DIOXANATO y FESANE-DIOXANATO, y
su posterior funcionalizacidn con nucleéfilos mediante reacciones de apertura del ciclo.

El enlace entre el vértice B(8) y el oxonio del compuesto zwitterionico es
muy reactivo dando lugar a la apertura del ciclo de dioxano con una gran
cantidad de agentes nucledfilos o bases de Lewis (segundo paso de la
Figura 1. 8). Algunos de los nucleotfilos o bases de Lewis utilizados son:
halégenos y tioles,>2 azidas,>® imidas, cianuro o aminas,>*>56 pirrolil,>”
fenolatos y carboxilatos,>8 fosfitos,>® alcoxidos,? nucleésidos,®! y derivados
del carborano.>8 59,62

Otra de las reacciones de sustitucion que se pueden realizar sobre los
vértices de boro del metalacarborano es la halogenacion electrofilica.63-6
Las posiciones mas susceptibles de ser atacadas, debido a que los vértices
son mas ricos en electrones, siguen el orden B(8, 8)>B(9,9,12,12")
>B(10,10°).63 Es dificil la obtencién de compuestos con un grado de
halogenacion puro, debido a la dificultad en la regioselectividad que
suponen estas reacciones. Por ello, cominmente se obtienen mezclas de

compuestos con diferentes grados de halogenacién.
10
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1.3. Propiedades fisicoquimicas de los metalacarboranos.

Una vez vistos los diferentes tipos de cldsteres de boro, se explicara con
mayor profundidad algunas de las propiedades fisicoquimicas y algunas
aplicaciones de los metalacarboranos; ya que éstos son los clisteres de
boro utilizados para realizar esta tesis, concretamente COSANE y FESANE.

Hace unos afios la investigacion de los metalacarboranos estaba enfocada
en su derivatizacion, en la incorporacién de nuevos grupos funcionales.6¢
Pero no hace mucho tiempo, la busqueda de nuevas aplicaciones para los
metalacarboranos ha dado lugar a estudios exhaustivos de sus propiedades
fisico-quimicas, siendo la capacidad de autoensamblaje y sus propiedades
redox las mas llamativas.

Otras propiedades no tan estudiadas pero no menos importantes son que
los metalacarboranos presentan una baja densidad de carga, un alto
volumen molecular y una gran estabilidad térmica y quimica; debido a que
la carga global se encuentra deslocalizada por toda la molécula.40 41
Ademas, son considerados compuestos hidrofébicos con una geometria
rigida haciendo que el movimiento de rotacién de la molécula sea limitado,
tienen un caracter nucleofilico bajo, son aniones coordinantes débiles y son
capaces de producir enlaces di-hidrégeno.16 55 67,68

Cabe destacar dentro de las propiedades de los metalacarboranos la
solubilidad;33 ya que dependiendo del estado de oxidacion del metal, la
molécula puede ser neutra o i6nica. Si es neutra sélo sera soluble en
disolventes organicos, pero si es ionica podra ser soluble en disolventes
organicos y en acuosos dependiendo del contraion. En el caso del COSANE
y del FESANE como el cobalto y el hierro tienen un estado de oxidacién de
+3, la carga global de la molécula es -1 y al ser un compuesto monoanionico
podra ser soluble en ambos disolventes dependiendo de los cationes. Por
ejemplo: con Cs* tanto el COSANE como el FESANE seran solubles en medio
organico, pero insolubles en medio acuoso; en cambio con H*, Li*, Na*, K*
seran solubles tanto en medio organico como en medio acuoso.

11
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1.3.1. Capacidad de autoensamblaje.

Los metalacarboranos presentan la capacidad de autoensamblaje debido a
que estan formados por elementos con diferentes electronegatividades.
Este hecho hace que haya hidrégenos acidos en la estructura del cldster e
hidrégenos con un caracter de hidruro, dando lugar a la formacién de
puentes de hidrogeno o de di-hidrogeno entre ellos y obtener de esta
manera estructuras supramoleculares.

En 2005 Teixidor y col.
describieron la formacién de
puentes de hidrégeno (C-H -+ S)
y de di-hidrogeno (S-H --- H-B) en
la estructura del mercaptano-
metalacarborano de rutenio, a

partir de calculos de DFT y de su %A\ ,
< /

estructura cristalina. En la Figura P!
- H
1. 9 se pueden observar ambos Ru / H @A s7

' e | ~
. c H
tipos de enlaces y como forman 1 @ Ru /
b
a

una estructura supramolecular

creando una red polimérica de i

Figura 1. 9. Dibujo de la estructura cristalina del
mercaptano-metalacarborano de rutenio.

dos dimensiones.?9

En 2006 el mismo grupo enlaz6 quimicamente dos metalacarboranos de
cobalto a partir del enlace boro-boro en las posiciones B(8) y B(9’) de las
unidades dicarballuro formando puentes de di-hidrégeno intramoleculares
entre las unidades no enlazadas de los metalacarboranos.’”® Un afio mas
tarde, monohalogen6 el metalacarborano de cobalto con I, Cl y Br, y a partir
de las estructuras cristalinas obtenidas observaron que se formaban
puentes de hidrégeno Cc-H -+ X-B (X = I > Br > Cl) intermoleculares creando
estructuras supramoleculares de dos dimensiones.”1

Pero ahora bien, si nos fijamos en el metalacarborano mas estudiado con
estructura tipo sandwich, el COSANE, al tener un centro de simetria con las
dos unidades dicarballuro y el metal, se ha comprobado que en medio
acuoso forma puentes de hidrégeno y de di-hidrégeno intermoleculares
creando estructuras supramoleculares de tres dimensiones.®”

12
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Estas estructuras tridimensionales son debidas a que el COSANE tiene
caracter hidrofobico y en medio acuoso tiende a crear particulas esféricas,
llegando a formar agregados de gran dimension. El tamafio de estos
agregados varia en funcién de la concentracion y del tiempo de maduracion
del COSANE en la disolucion acuosa. Estudios realizados mediante dynamic
light scattering (DLS) sefialan que cuanto mas diluida es la muestra, mas
monodispersa es, mientras que la muestra mas concentrada presenta
mayor polidispersién formando agregados de mayor tamafio. En cuanto al
tiempo de maduracidn, las particulas de COSANE crecen a medida que
pasan los dias y las semanas llegando a un equilibrio al cabo de un par de
meses, donde el tamafio de los agregados se mantiene constante.®”

En 2011 Bauduin y col. estudiaron las
propiedades de autoensamblaje del
H[COSANE] en agua y encontraron
que dependiendo de la concentraciéon
se formaban vesiculas monocapa o
micelas, siendo la concentracién
critica de la transicién de fase de
vesiculas a micelas de 18.6 mM. En la
Figura 1. 10 se puede ver el dibujo
representativo de estas estructuras
tridimensionales.?2

Las vesiculas monocapa estan
formadas por COSANEs distribuidos
ortogonalmente entre ellos y con un
didmetro aproximado de 40 nm.
Mientras que las micelas tienen un
didmetro aproximado de 2.32 nm y
estan constituidas por 14 unidades
de COSANE. Por debajo de 18.6 mM
s6lo existen las vesiculas monocapa,
pero por 18.6 mM
coexisten las micelas y las vesiculas.’?

encima de

10 nm

1.1nm

c00@®

H C B Co

Figura 1. 10. Esquema de las vesiculas
monocapa (arriba), las micelas (abajo a la
derecha) y H{COSANE] (abajo a la izquierda).
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La formacién de ambas estructuras se debe principalmente a que las
unidades dicarballuro del cluster son muy hidrofébicas, mientras que el
metal es la parte polar, presentando asi una analogia con los surfactantes y
comportandose en agua como tales con la tnica diferencia que el COSANE
forma vesiculas con una monocapa, mientras que los surfactantes lo hacen
formando una bicapa.”?

Dos afios mas tarde en 2013, el mismo grupo estudi6 las propiedades de
autoensamblaje de un derivado del COSANE, el H[I>-COSANE], para ver si
con la incorporaciéon de dos yodos en la estructura del COSANE seguian
formandose los agregados tridimensionales. A concentraciones bajas
observaron la formacion de vesiculas al igual que en el H{COSANE], pero a
concentraciones altas (por encima del 35% v/v) observaron que en vez de
formarse micelas se formaron lamelas. Estas lamelas estan constituidas por
capas monomoleculares de H[I;-COSANE] orientadas ortogonalmente al
plano de la lamela. La interaccion entre las diferentes moléculas de H[I-
COSANE] en una capa se debe a los puentes de hidrogeno y de di-hidrégeno
intermoleculares entre el B-H y el Cc-H.73

1.3.2. Propiedades redox.

Las propiedades redox de los metalacarboranos se basan principalmente
en los potenciales redox (Ex) de los metales. Asi, dependiendo del nlimero
de estados de oxidacién del metal (M#+/3+, M3+/2+ y M2+/*) y de la posicién
respecto a la ventana electroquimica, se encontraran mas o menos valores
de potencial redox para cada metalacarborano. Ademas, como se ira
viendo, dependiendo de los sustituyentes presentes en las unidades
dicarballuro de los clasteres, dichos potenciales redox se desplazaran a
valores mas negativos o mas positivos.

Los metalacarboranos tipo sdndwich mas estudiados son el FESANE, el
COSANE y el NISANE. Aunque también se han estudiado los potenciales
redox de los metalacarboranos de Cu, Ru, Rh, Pd y Au (todos los valores de
potencial redox estan recogidos en el review de Teixidor y col. del 2016).74
Pero se explicaran con mas detalle las propiedades redox del FESANE y del
COSANE que son los metalacarboranos utilizados en esta tesis.
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Como se puede ver en la Tabla 1. 1 los valores de E+; encontrados en la
bibliografia para el FESANE (representado en color verde) son 0.76 y -0.78
V vs Fc para las parejas redox Fe**/3+ y Fe3+/2+, respectivamente. Pero si las
unidades dicarballuro del cluster presentan sustituciones, dichos valores
de potencial redox cambian. Si las sustituciones son en los carbonos del
claster (posiciéon 1 y 2, representado en color gris en la Tabla 1. 1), los
valores de potencial redox se hacen mas negativos para los sustituyentes
metilos y fenilos, mientras que para el tiofeno se desplaza muy levemente
hacia valores mas positivos (s6lo 40 mV). Pero si las sustituciones son en el
B(8) con los hal6genos Br y I (representado en color azul en la Tabla 1. 1),
el potencial redox se desplaza hacia valores mas positivos. Dependiendo
del nimero de hal6genos sustituidos en el cltster y del tipo de hal6geno, el
Ev, serd adin mas positivo.

Tabla 1. 1. Valores de potencial redox para el FESANE (en verde), con sustituyentes enlazados al
carbono del cluster (en gris) o con los sustituyentes enlazados al B(8) (en azul).74

Metalacarborano Ey, (Vvs Fc)
Metal Ligando 1 Ligando 2 M#+/3+ M3+/2+ Ref.
1-TiOph-1,2-CngH1o 1-Ti0ph-1,2-C2B9H10 - -0.74 76,77
1,2-M62-1,2-C289H9 1,2-Mez-1,2-CZBgH9 - -0.94 78
Fe 1,2-Ph-1,2-C2BoHg 1,2-Ph;-1,2-C;BoHg - -0.87 78
8-Br-1,2-C2BoH1o 1,2-C2BoH14 - -0.60 79
8-BI‘-1,2-C289H10 8-BI‘-1,2-C289H10 - -0.43 79
8-1-1,2-C2BoH1o 1,2-C2BoH14 - -0.56 75
8-1-1,2-C2BoH 19 8-1-1,2-C2B9H1¢ - -0.35 75

Por lo que respecta a las propiedades redox del COSANE, como puede verse
en la Tabla 1. 2, se han realizado mas estudios que en el caso del FESANE.
Este hecho se debe a que al ser el metalacarborano tipo sandwich mas
estudiado de todos, se han conseguido sintetizar mas derivados de COSANE
que de FESANE tanto en sustituciones en el carbono (posicién 1y 2) como
en los boros.

Asi, como se puede ver en la Tabla 1. 2 en color verde, los valores de E,
para el COSANE son -1.75 y -2.64 V vs Fc para las parejas redox Co3+/2+y
Co2+/*, respectivamente (para la pareja Co*+/3+ el Ey, es 1.22 V vs Fc).74
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Todos los derivados de COSANE con la sustitucién en los carbonos
(representado en color gris en la Tabla 1. 2) presentan valores de potencial
redox mas positivos respecto al del COSANE puro, a diferencia de los
derivados de FESANE. En cambio, cuando el mismo sustituyente como el
metilo esta enlazado en el boro (derivados de COSANE en color azul en la
Tabla 1. 2), los valores de potencial redox se desplazan hacia valores mas
negativos. Por lo que respecta a las halogenaciones del COSANE se sigue la
misma tendencia que en el caso del FESANE, dependiendo del nimero de
halégenos sustituidos en el claster (1, 2, 6 o 8) y del tipo de halégeno (Cl <
Br <), el potencial redox sera mas positivo.

Tabla 1. 2. Valores de potencial redox para el COSANE (en verde), con sustituyentes enlazados al
carbono del cluster (en gris) o con los sustituyentes enlazados al B(8) (en azul).74

Metalacarborano Ey, (V vs Fc)

M Ligando 1 Ligando 2 M3+/2+ M2+/+ Ref.
1-Ti0ph-1,2-C2B9H10 1-Ti0ph-1,2-CZBgH1o -1.46 - 80
1-SEt-1,2-C2B9H10 1-SEt-1,2-C2B9H10 -1.45 - 81
1-Me-1,2-C2B9H10 1-Me-1,2—C2B9H10 -1.69 - 81
1-Ph-1,2-C2B9H10o 1-Ph-1,2-C2BoH10 -1.69 - 78
1,2-Me2-1,2-CngH9 1,2-Me2-1,2—CngHg -154 - 82
1,2-Et;-1,2-C2B9Ho 1,2-Et;-1,2-C2B9Ho -1.56 - 81
1,2-Ph3-1,2-C2BoHq 1,2-Phz-1,2-C2BoHg -1.68 - 78
1-Me,2-SEt-1,2-C2B9Hg 1-Me,2-SEt-1,2-C2B9Hg -1.23 - 81
1-Ph,2-SEt-1,2-C2BoHg 1-Ph,2-SEt-1,2-C2BoHg -1.34 - 81
8-Me-1,2-C2B9H10 1,2-C2B9H11 -1.90 - 83
Co 8-Et-1,2-C2BoH1o 1,2-C2BoH14 -1.81 - 83
8-Ph-1,2-C2B9H10 1,2-C2BoH14 -1.74 - 83
8-1-1,2-C2B9H10 1,2-C2BoH14 -1.58 - 83
8-Me-1,2-C2B9H10 8-Me-1,2—CngH10 -1.82 - 84
8-SM62-1,2-C289H10 8-SMez-1,2-CngH1o -077 -165 85
8-Cl-1,2-C2B9H1o 8-Cl-1,2-C2B9H1o -1.39 -2.41 86
8-Br-1,2-C2B9oH10 8-Br-1,2-C2BoH1o -1.34  -2.37 86
8-1-1,2-C2B9H10 8-1-1,2-C2BoH1o -1.25 -2.27 75
8,9,12-M83-1,2-C2B9H8 8,9,12-Me3—1,2-CngH8 -1.89 - 84
8,9,12-15-1,2-C;BoHs 8,9,12-13-1,2-C2B9Hs -0.82 - 75
8,11,12—Br3—1,2-C2B9H8 8,11,12-BF3-1,2-C2B9H8 -0.89 - 82
8,9,10,12-Mes-1,2-C2BoH7  8,9,10,12-Mes-1,2-C2BoH7 -1.92 - 84
8,9,10,12-14-1,2-C;BoH;  8,9,10,12-14-1,2-C2BoH; | -0.68 - 84
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A partir del calculo del potencial redox de los diferentes derivados de
FESANE, COSANE y de los otros metalacarboranos,’# se ha podido crear un
amplio registro desde 2.73 hasta -2.88 V vs Fc. Asi, al poder modular el
potencial redox deseado, podran utilizarse los metalacarboranos para
diferentes aplicaciones.

1.4. Aplicaciones de los metalacarboranos.

Debido a las magnificas propiedades que presentan los metalacarboranos,
la gran acidez de sus acidos conjugados, la variedad de estructuras que
existen, la gran estabilidad térmica y quimica que presentan, el amplio
rango de potenciales redox, su hidrofobicidad para formar vesiculas o
micelas, etc., se han utilizado en diferentes aplicaciones en los campos de
biomedicina, energia, catalisis, ciencia de materiales y medioambiente.87 88

1.4.1. Aplicaciones en biomedicina.

Dentro del campo de la biomedicina, una de las aplicaciones con mas
relevancia es el tratamiento del cancer mediante la terapia llamada Boron
Neutron Capture Therapy (BNCT), que consiste en introducir compuestos
con un alto contenido en el is6topo 1°B en la zona donde se encuentra el
tumor e irradiar con neutrones desde el exterior. Asi, se consigue la fision
de los nucleos de 19B liberando las particulas a de alta energia que dan
lugar a la muerte de las células cancerigenas.8 90

Para ello, aunque hay muchos compuestos con alto contenido en boro, s6lo
dos se han utilizado clinicamente en pacientes con tumores cerebrales y
melanomas. Estos compuestos de boro son L-p-dihidroxiboro-fenilalanina
(BPA)°1 y el mercapto-closo-dodecaborato de sodio (BSH)%2. Aunque se
estdn estudiando nuevos compuestos de boro para la BNCT, es importante
disefiar moléculas que se acumulen principalmente y mayoritariamente en
los tumores y no en las células sanas para un tratamiento mas eficaz. Con
este fin, existen numerosos trabajos donde se han incorporado clisteres de
boro sobre porfirinas,> dendrimeros,®* nucleétidos,®> péptidos,°®
micelas,®” etc. siendo los metalacarboranos, los clisteres de boro con
mayor contenido en boro (18 boros en su estructura).
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Otra de las aplicaciones biomédicas de los metalacarboranos en la que se
basa una parte de esta tesis es la capacidad de traspasar la membrana
celular y acumularse dentro de la célula. Se ha comprobado que el COSANE
y el I-COSANE traspasan la membrana celular de las células embrionarias
de rifién humano (HEK 293) y se acumulan en su interior al menos 4 horas.
Debido a que la banda B-H de los metalacarboranos da lugar a una sefial
intensa en Raman, se confirm6 que tanto el COSANE como el [>-COSANE se
localizaban en el interior de la célula y no en el exterior.”® También se
realizaron estudios en otros tipos de células (HeLa, THP-1, 3T3, E. Coli B/r,
entre otras) y en todos los casos los metalacarboranos traspasaban la
membrana celular y se acumulaban en el interior. En este estudio en
concreto se vio que tanto el COSANE como el I2-COSANE no son citotoxicos
pero si que son citostaticos, inhibiendo el crecimiento de las células.??

1.4.2. Aplicaciones en ciencia de materiales.

Dentro del campo de la ciencia de materiales, los metalacarboranos se han
utilizado en liquidos i6nicos,1°0 en metal-organic frameworks (MOFs),101 en
materiales hibridos como los siloxanos,192 en la funcionalizacion de
nanoparticulas poliméricas93. Pero una de las aplicaciones en que se basa
una parte de esta tesis es la de los polimeros organicos conductores.

Los polimeros organicos conductores como el poli(3,4-etilendioxitiofeno)
(PEDOT), el polipirrol (PPy), la polianilina (PANI), el politiofeno (PTh) y el
polifurano (PF) han sido muy utilizados en los ultimos afios debido a sus
aplicaciones en supercondensadores, baterias, biosensores, electrocatalisis,
fotoelectroquimica y corrosion.1%* La sintesis de estos polimeros se basa
principalmente en la oxidaciéon quimica o electroquimica del monémero
para generar polarones o bipolarones, formando una matriz polimérica
cargada positivamente que es compensada con agentes dopantes aniénicos
(ver Figura 1. 11. a), siendo el polimero aislante en su estado reducido y
conductor en su estado oxidado.10>

Los agentes dopantes ani6nicos cominmente utilizados son cloruros,
nitratos, percloratos y sulfatos. Aunque también se han utilizado dopantes
organicos (CF3COOH), poliméricos (poliestirenosulfonato, PSS), neutros
(I2) y surfactantes (dodecilbenceno sulfonato, DBS).105
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Figura 1. 11. a) Esquema de la reduccién y la oxidacién del polipirrol con la formacién de polarones
compensados con agentes dopantes anidnicos (A-); b) Electropolimerizacién del polipirrol con
COSANE libre; c) Electrocopolimerizacién de unidades de pirrol y pirrol enlazado a COSANE; d)
Electropolimerizacion de pirrol enlazado a COSANE.

En el afio 2000 Teixidor y col. utilizaron el COSANE como agente dopante
anidnico para electropolimerizar pirrol (ver Figura 1. 11. b). Comprobaron
por espectroscopia fotoelectrdonica de rayos-X (XPS) que cada molécula de
COSANE interaccionaba con cuatro unidades de pirrol y que ademas, el
material polimérico formado presentaba un limite de resistencia a la
sobreoxidacién superior a otros agentes dopantes como el DBS y el PF¢.40

Dos afios mas tarde, el mismo grupo enlazd covalentemente una unidad de
pirrol con una unidad de COSANE mediante el COSANE-DIOXANATO. De
esta forma obtuvo un copolimero formado por unidades de pirrol y pirrol
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enlazado al COSANE (ver Figura 1. 11. ¢) y un material polimérico formado
por unidades de pirrol enlazado al COSANE (ver Figura 1. 11. d). S6lo en el
caso del copolimero observaron que al sobreoxidarlo no aparecia ningin
pico de degradacién, dando lugar a un material aiin mas resistente que el
PPy con COSANE libre.4!

El polimero conductor mas estudiado utilizando el metalacarborano como
agente dopante es el PPy. Se han hecho estudios para calcular el limite de
resistencia a la sobreoxidacion,1% se ha utilizado como intercambiador de
cationes,107 se ha estudiado la influencia de utilizar metalacarboranos con
diferente carga, sustituyente, forma y composicion,106. 108 109 ge ha
estudiado la capacidad de recuperacién después de sobreoxidarse el
polimerol1® y se ha utilizado como capa conductora en electrodos
selectivos de iones.111. 112 Ademas del PPy también se ha utilizado el PTh y
el PEDOT, aunque han sido estudios preliminares.80 113

1.4.3. Aplicaciones en energia.

Las aplicaciones en energia como el almacenamiento de hidrégeno, las
pilas de combustible, las baterias, los supercondensadores, las celdas
solares, entre otras, han sido muy estudiadas en los ultimos afios debido al
enorme interés en encontrar materiales o dispositivos alternativos a los
convencionales que contaminen menos el medio ambiente y que puedan
satisfacer la demanda energética actual.

Singh y col. estudiaron la capacidad de diferentes metalacarboranos para
almacenar hidrogeno, utilizando distintos metales de transicion (Sc, Ti, V,
Cr, Mn, Fe, Co y Ni) y distintas estructuras (C2B4HsM, C2B9H11M, C2BgH10M>
y C4BgH12M2). Ademas, la presencia de atomos de carbono permitié la
formacion de MOFs donde la adsorcién de Hz se produce por la interaccién
de Kubas (permite el enlace de un &tomo metalico con multiples moléculas
de Hz) y por fisisorcién en los poros, dando lugar a una mayor adsorcién de
hidrégeno.114

Segun calculos tedricos los mejores metales de transicion fueron el Sc y el
Ti, ya que la capacidad de almacenar H; disminuye a medida que aumenta
el numero de electrones en la capa d. Respecto a las distintas estructuras,
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cuando sé6lo hay un metal se adsorben 5 moléculas de Hz, pero cuando
participan dos metales de transicién el nimero de moléculas adsorbidas
aumenta (10 para el Scy 8 para el Ti), llegando a un maximo de un ~7-8%
en peso adsorbido.114

Dentro de las aplicaciones de pilas de combustible, supercondensadores y
baterias los metalacarboranos podrian ser utilizados como electrolitos, ya
que varios autores han utilizado sales de boranos y carboranos para tal fin.
Jena y col. estudiaron mediante calculos tedricos si los clusteres de boro
Liz[B12H12] y Li[CB11H12] se podian utilizar como electrolitos en baterias de
ion-Li, a partir del calculo de la energia necesaria para quitar un ion Li*y
de su afinidad hacia moléculas de agua.l’> Mientras que otros autores
investigaron las conductividades i6nicas de Naz[B12H12],11¢ Naz[B1oH10],11”
Li[CB11H12]''8 y Na[CB11H12]'18, dando lugar a materiales con una
conductividad i6nica rapida o conductividad superiénica que puede ser
utilizada en la nueva generacion de baterias como electrolitos sélidos. En
cambio, los metalacarboranos no han sido tan estudiados como los boranos
y los carboranos, y por este motivo, una parte de esta tesis se basa en el
estudio de diferentes sales de metalacarborano para ser utilizadas en pilas
de combustible, supercondensadores y baterias.

Por ultimo, dentro de la aplicacion de cedas solares el metalacarborano de
niquel ha sido utilizado como electrolito redox en las celdas Graetzel para
sustituir el par redox I-/I3~.112 Aunque no llega a mejorar la eficiencia de la
celda respecto al I-/I3,, si que lo hace cuando se compara con otros
complejos metalicos de Co o Cu y con el par redox Fc/Fc*.11° También se
han sintetizado varios derivados del metalacarborano de niquel para ser
utilizados como electrolitos redox, incorporando grupos funcionales que
cambian la polaridad, la solubilidad y otras propiedades del material para
asi interaccionar mejor con el colorante.120

Aunque sélo el metalacarborano de niquel haya sido probado en celdas
solares Graetzel, hay varios estudios con los metalacarboranos de cobalto y
de hierro que tienen como finalidad ser utilizados en estas celdas solares.
Granier y col sintetizaron dos derivados del COSANE (con el grupo
funcional fosfato y fosfinato) que fueron anclados covalentemente a la
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superficie de nanoparticulas de TiO; para ser utilizados como colorantes en
las celdas.?1 Mientras que Teixidor y col sintetizaron derivados de
COSANE y de FESANE con unidades bipiridina para asi obtener moléculas
con una alta capacidad para aceptar electrones. Estas moléculas fueron
comparadas con el fullereno Ceo y con su derivado PCBM (compuestos muy
utilizados en celdas solares organicas), resultando ser mucho mas solubles
y teniendo el mismo niimero de electrones.122

1.5. Objetivos generales.

Los objetivos generales de esta tesis doctoral se basan principalmente en
utilizar distintos metalacarboranos, COSANE y FESANE y cuando sea
necesario algun derivado de ellos, para estudiar su aplicabilidad en el
campo de la biomedicina y de la energia.

» Dentro del campo de la biomedicina se estudiara la interaccién
entre los metalacarboranos y las biomoléculas como el ADN y las
proteinas, siguiendo uno de los trabajos realizados por el grupo de
investigacion donde se estudi6 que el COSANE traspasaba la
membrana celular y se acumulaba dentro de la célula (Capitulos 2 y
3 de la tesis, respectivamente).

» Dentro del campo de la energia se estudiaran las propiedades mas
relevantes de polimeros dopados con metalacarboranos para su uso
en pilas de combustible, baterias y supercondensadores (Capitulo 4
de la tesis) y se caracterizara un supercondensador acuoso basado
en carbén activado utilizando como aditivo electroactivo del carbén
activado un derivado clorado del COSANE (Capitulo 5 de la tesis).
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CAPITULO 2

INTERACCION ENTRE EL ADN Y LOS METALACARBORANOS,
BIODISTRIBUCION Y APLICACION COMO SENSOR
MUTAGENICO

INTERACCION ENTRE EL ADN Y DISTRIBUCION DE Na[COSANE]
LOS METALACARBORANOS EN CELULAS, SANGRE Y RATONES
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— ELECTROQUIMICOS EN
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RESUMEN DEL CAPITULO 21.2

Este capitulo se basa principalmente en el estudio de la interaccién entre el
ADN y los metalacarboranos Na[COSANE], Na[FESANE] y Na[Cls-FESANE]
mediante las siguientes técnicas: curva de desnaturalizacién, dicroismo
circular, UV-Visible, DLS, CryoTEM, TEM, IR, raman y microscopio dptico.
Ademas de estudiar la distribucién y citotoxicidad del Na[COSANE] en las
células glioblastoma U87 y melanoma A375, y la distribucion de boro en la
sangre de caballo y en los 6rganos de ratones. También se ha estudiado si
el Na[FESANE] y el Na[Cle-FESANE] pueden actuar como marcadores
electroquimicos en sensores de ADN para detectar mutaciones, ya sea en
secuencias de ADN sintéticas o por PCR.



indice del Capitulo

pag.

2. INTERACCION ENTRE EL ADN Y LOS METALACARBORANOS,
BIODISTRIBUCION Y APLICACION COMO SENSOR MUTAGENICO 31

2.1. Estado actual. 31
2.1.1. Acidos nucleicos. 31
2.1.2. Acidos nucleicos y metalacarboranos. 33

2.2. Objetivos. 36

2.3. Interaccion entre el ADN y los metalacarboranos. 36
2.3.1. Curva de desnaturalizacién y dicroismo circular. 37
2.3.2. Absorciéon UV-Visible. 41
2.3.3. Dispersion dindmica de luz (DLS), CryoTEM y TEM. 44
2.3.4. Aislamiento de CT-dsDNA-Na[COSANE] y caracterizaciéon

por IR, Raman, Microscopio Optico y TEM. 49

2.4. Distribuciéon de Na[COSANE] en células, sangre y ratones. 50
2.4.1. Distribucion de Na[COSANE] en células. 52
2.4.2. Distribucién de Na[COSANE] en sangre. 55
2.4.3. Distribucidon de Na[COSANE] en ratones. 57

2.5. Marcadores electroquimicos en sensores de ADN. 58

2.5.1. Interaccion entre CT-dsDNA y Na[FESANE]/
Na[Cle-FESANE] mediante voltametria de pulso

diferencial (DPV). 62

2.5.2. Sensor de ADN. 63
2.5.3. Biosensor para detectar mutaciones genéticas. 66
2.6. Conclusiones. 69

2.7. Referencias. 71



Interaccion entre el ADN y los metalacarboranos—-

2. INTERACCION ENTRE EL ADN Y LOS METALACARBORANOS,
BIODISTRIBUCION Y APLICACION COMO SENSOR MUTAGENICO

2.1. Estado actual.

A partir de los estudios realizados por Vifias y col. donde se investig6 la
capacidad de los metalacarboranos para traspasar la membrana celular y
acumularse dentro de la célula,? ademas de comprobar que estas moléculas
no son citotdxicas pero si citoestaticas;* se empezoé a cuestionar sobre: ;Por
qué el metalacarborano tiene mas afinidad dentro de la célula que fuera?
;Qué biomoléculas hay dentro de la célula con las que pueda interaccionar?

Respondiendo a estas preguntas, las biomoléculas mas abundantes dentro
de la célula son los hidratos de carbono, las proteinas, los lipidos y los
acidos nucleicos. Y teniendo en cuenta que los metalacarboranos tienen
afinidad para formar puentes de hidrégeno y dihidrégeno con moléculas
que tengan atomos electronegativos como el nitrégeno y el oxigeno, sobre
todo con grupos amino,>7 las moléculas biolégicas con mas probabilidad de
interaccionar son los acidos nucleicos y las proteinas.

Este capitulo de tesis se basa en el estudio de la interaccion entre los acidos
nucleicos y los metalacarboranos. Mientras que el capitulo 3 se basara en el
estudio de la interaccion entre las proteinas y los metalacarboranos. Asi de
esta forma se intenta responder a las preguntas formuladas estudiando las
dos biomoléculas con mas probabilidad de interaccionar.

2.1.1. Acidos nucleicos.

Los acidos nucleicos son biomacromoléculas constituidas por nucleétidos,
encargadas de almacenar, transmitir y expresar la informacion genética.
Estas biomoléculas estan presentes en las células animales, vegetales y
bacterianas, concretamente en el nicleo, mitocondrias y cloroplastos de las
células eucariotas y en el citoplasma de las células procariotas. Existen dos
tipos de acidos nucleicos distintos: el acido desoxirribonucleico (ADN) y el
acido ribonucleico (ARN). La principal diferencia entre ellos se basa en la
composicion y estructura de sus nucleotidos.8
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Los nucleétidos estan formados por un grupo fosfato, que es el causante de
las cargas negativas de los acidos nucleicos, pudiendo ser un nucle6tido
monofosfatado, difosfatado o trifosfatado (ver Figura 2. 1 en rojo); por una
pentosa, siendo desoxirribosa para el ADN o ribosa para el ARN (ver Figura
2. 1 en amarillo); y por una base nitrogenada, siendo purina (adenina o
guanina) o pirimidina (timina, citosina y uracilo), ver Figura 2. 1 en azul.8

9 Purinas
\ o) NH, o]
/Fz — //,/// O N SN N . N’H
(@] /5 eo__'p/ \P/ Base </a; |34/ﬂ <4; \Zu/i)\
ol ] S0 S~ y R S
0 O ‘o enlace glucosidico
o Adenina Guanina
Pirimidinas
------- nucleosido - N2 a a
i i N 4 N’H HC 4 N’H
-nucleotido monofosfatado - B ;K B ;& A }&
---------------------- nucleotido difosfatado ~ ---------- N" o N“ o N7 o

nuclectido trifosfatado  ---------- ' Citosina Uracilo Timina

Figura 2. 1. Elementos estructurales de los nucle6tidos mas comunes.

Ademas de la pentosa, el ADN y el ARN se diferencian en los pares de bases
nitrogenadas, en el caso del ADN los pares de bases son adenina-timina (A-
T) y guanina-citosina (G-C); mientras que en el ARN son adenina-uracilo
(A-U) y G-C. La interaccion entre los distintos pares de bases es mediante
puentes de hidrogeno; mientras que la interaccion entre los grupos
fosfatos y las pentosas es por enlace covalente, dando lugar a la formacién
de una cadena polimérica (ver Figura 2. 2 derecha).8

La estructura secundaria del ADN se basa en dos hebras de nucledtidos
enrolladas en forma de doble hélice, quedando en el exterior los grupos
fosfatos con la carga negativa y en el interior las bases nitrogenadas con los
puentes de hidrogeno (ver Figura 2. 2). El didmetro de la doble hélice es de
2 nm, la distancia entre un nucleotido y el siguiente es de 0.34 nm y la
distancia entre una vuelta de hélice es de 3.4 nm, es decir, que por cada
vuelta de hélice hay 10 nucleétidos. Por tanto, las dos cadenas que forman
el ADN son antiparalelas y complementarias. Por otro lado, la estructura
secundaria del ARN se basa en una sola hebra de nucleé6tidos, que puede o
no estar enrollada entre si.8
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5 end

o]
i Hydrogen bond

- \
%o

Figura 2. 2. Estructura secundaria del ADN. A la derecha se observan los tipos de enlace entre los pares
de bases nitrogenadas (puentes de hidrégeno) y entre los grupos fosfatos y las pentosas (enlace
fosfodiéster). A la izquierda se observan los tamafios del radio de la doble hélice, de la distancia de un
nucledtido al contiguo y de una vuelta de hélice.

Una vez explicado brevemente qué son los acidos nucleicos, cuales son los
elementos estructurales de los nucledtidos, cudles son las diferencias entre
el ADN y el ARN, y como es la estructura secundaria del ADN; se va a
profundizar sobre los estudios realizados entre los acidos nucleicos y los
metalacarboranos en los dltimos afios.

2.1.2. Acidos nucleicos y metalacarboranos.

En 2003 Lesnikowski y col. sintetizaron por primera vez el COSANE unido
al nucleosido de timina a partir del COSANE-DIOXANATO y enlazado a uno
de los oxigenos de la timina.? Utilizaron este nuevo compuesto para hacer
un oligonucleétido de catorce nucledtidos estando el COSANE-
DIOXANATO-TIMINA en la posicién 5’, comprobaron que no era citotéxico,
que podia ser utilizado en BNCT1? y que al tener propiedades redox podria
ser utilizado como marcador redox para nucleésidos.?

Afios mas tarde, el mismo grupo enlazé el COSANE-DIOXANATO con los
nucleésidos de timina, adenina, guanina y citosina (con guanina y timina
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sintetizaron is6meros estructurales, ver Figura 2. 3),11 para utilizarlos
como marcadores de oligonucledtidos de ADN mediante la técnica de IR. Ya
que el COSANE presenta una banda estrecha y muy marcada en el espectro
de IR sobre 2500 cm1 y no solapa con ninguna banda caracteristica de los
nucledsidos.'? También estudiaron las propiedades de complejacién con el
cation Na* de los diferentes isdmeros estructurales de guanina y timina
(Figura 2. 3) mediante 23Na-RMN y espectroscopia de ESI masas.13
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; ! AN
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Figura 2. 3. COSANE-DIOXANATO-GUANINA (izquierda) y COSANE-DIOXANATO-TIMINA (derecha) con sus
respectivos isdmeros estructurales.

Una vez conocido como enlazar el COSANE-DIOXANATO con el nucleésido
de adenina, el mismo grupo también sintetizé el FESANE-DIOXANATO-
ADENINA,* el metalacarborano de cromo-DIOXANATO-ADENINA?> vy
formaron dinucleétidos enlazados al metalacarborano de cobalto y de
hierro.14 Ademas, estudiaron las propiedades electroquimicas mediante
voltametria ciclica de los diferentes nucledsidos de ADN enlazados con
COSANE?® y del metalacarborano de cromo y de hierro con el nucleésido de
adenina.l®> 16 Los valores de potencial redox para el Co estan desplazados
ligeramente para los diferentes nucledsidos (Ecosane-pioxanato-tiMina = -1.23
V, Ecosane-pioxanaTo-apENiNae = -1.13 'V, Ecosane-pioxanato-cuanina = -1.05 V y
Ecosane-pioxanaTo-citosina = -1.14 V vs Ag/AgCl), pudiendo utilizarse como
marcadores electroquimicos para la deteccién de la hibridaciéon del ADN.17
Mientras que el potencial redox para el Fe y para el Cr es -0.07 V vs
Ag/AgCl'7 y 1.59 V vs Pd!> respectivamente, y también podrian ser
utilizados como marcadores electroquimicos para el ADN, ya que para un
mismo nucleésido se obtienen valores diferentes de potencial redox.
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L. Figura 2. 4. Secuencia de ADN de 19 nucledtidos
de ADN (ssDNA) con 19 nucle6tidos con el FESANE unido al nuclestido de adenina en

(ver Figura 2. 4).18 la posicién 5.

de una secuencia de una sola cadena

Por otro lado, en un electrodo de oro se ha depositado la secuencia de 19
nucledtidos complementaria a la de la Figura 2. 4 sin el metalacarborano y
con un grupo tiol en la posicién 5’. De los tres posibles metalacarboranos se
eligid el de Fe, ya que el de Cr no daba ninguna sefial de corriente y el de Co
tiene un potencial redox sobre -1 V que dificulta trabajar con un electrodo
de oro. Después del proceso de hibridaciéon de la secuencia depositada
sobre el electrodo de oro y de la secuencia con el marcador de FESANE, se
comprobd mediante técnicas electroquimicas que el FESANE se puede usar
como marcador redox en la hibridacién del ADN, ya que se obtuvo una
sefal de corriente sobre -0.45 V correspondiente al Fe.18

Una vez comprobado que el FESANE actia como marcador electroquimico
en la hibridacién del ADN, se realizé otro experimento donde se depositd
sobre un electrodo de oro una secuencia de oligonucleétidos con FESANE
en la posicion 5’, es decir, en contacto con la superficie del electrodo, dando
lugar a una respuesta electroquimica al potencial redox del FESANE. Con el
proceso de hibridacién de una secuencia complementaria se observo que la
sefial electroquimica disminuia a medida que aumentaba la concentracion
de ésta. En cambio, si la secuencia de ADN no era complementaria la sefial
electroquimica del FESANE quedaba constante.1® Pero si el ADN tiene 180-
190 pares de bases y la secuencia complementaria (19 nucleédtidos) se
encuentra al principio, al final o en medio de la cadena, s6lo funcionara el
FESANE como marcador redox cuando la secuencia complementaria se
encuentre al principio o en medio de la cadena.1®
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2.2. Objetivos.

Los objetivos de este capitulo se basan principalmente en responder a las
preguntas formuladas a partir de las investigaciones realizadas por Vifas y
col.3*y que se resumen a continuacion:

» Estudio de la interaccion entre el ADN y los metalacarboranos de
Co, Fe y un derivado de Fe, COSANE, FESANE y Cls-FESANE. En vez
de estar enlazados covalentemente a un nucledtido se estudiara su
interaccién en disolucion.

» Estudio de la biodistribucion del COSANE en células, en sangre y en
ratones para ver en qué partes de la célula y en qué drganos tiene
tendencia a acumularse, y estudio de citotoxicidad en células.

» Estudio de FESANE y Cls-FESANE como marcadores electroquimicos
para ser utilizados en sensores de ADN.

2.3. Interaccion entre el ADN y los metalacarboranos.

Los metalacarboranos elegidos

para este estudio son COSANE, ¥//® (///\\\\/ (///\\\\/
FESANE y Cle-FESANE (Figura l@\/< W( W(
2. 5). En todos los casos se ha " F/ Fe/
utilizado la sal de Na para que \\// N \\// \ VAN B:CI
sean solubles en agua ue el 2 - S

guay q /\\\ /A /\\\ /A /\\\ A

pH sea neutro. El Cls-FESANE N\ AN\\4 X/

se sintetiz6 a partir de FESANE
L Figura 2. 5. Estructura del COSANE, FESANE y Cle-
con SO2Clz en acetonitrilo.? FESANE (de izquierda a derecha).

Para saber los pesos moleculares exactos de todos los metalacarboranos y
poder hacer el estudio de interaccién con precisién, es necesario saber
cuantas aguas de hidratacion lleva el Na. Para ello, se realizé un analisis
termogravimétrico (ATG) del Na[COSANE] (Figura 2. 6), donde se observa
una pérdida de masa del 11.47% correspondiente a 2.49 moléculas de
agua. Por tanto, los pesos moleculares serian: [Na-2.5H20][COSANE] = 391
g/mol; [Na-2.5H20][FESANE] = 388 g/mol y [Na-2.5H20][Cls-FESANE] =
595 g/mol. Para simplificar la férmula de los distintos metalacarboranos se
abrevia a Na[COSANE], Na[FESANE] y Na[Cl¢-FESANE].

36



Interaccion entre el ADN y los metalacarboranos—-

TG /%

100

98+ .
Mass Change: -11.47 %
961
944

92

901

gg,|  NalCOSANE]

86

100 200 300 400 500 600 700 800
Temperature /°C

Figura 2. 6. Curva de ATG de Na[COSANE] en atmoésfera de N2 de 25 a 900°C.

El ADN utilizado en este estudio es de doble cadena y ha sido aislado del
timo del ternero, en inglés Calf Thymus, se abrevia como CT-dsDNA. Tiene
un coeficiente de extincién molar de 6600 L moll cm! y un maximo de
absorcion a 260 nm. A partir del ADN de doble cadena se puede obtener el
de cadena sencilla (CT-ssDNA) calentando la disoluciéon durante 30 min a
100°C y luego enfriando radpidamente con un bafio de hielo. Todas las
disoluciones han sido preparadas con agua Milli-Q, en tampén fosfato a pH
7 o en medio salino para ver como afecta la fuerza idnica. Esta parte del
trabajo y el apartado 2.5 se han realizado en colaboracion con la doctora
Tania Garcia y la catedratica Encarnacion Lorenzo de la Universidad
Auténoma de Madrid.

2.3.1. Curva de desnaturalizacion y dicroismo circular.

Las diferentes interacciones que puede presentar el ADN con moléculas
pequefias como los metalacarboranos (1.1 x 0.60 nm para Na[COSANE] y
Na[FESANE] y 1.1 x 0.68 nm para Na[Cle-FESANE]) son tres. Las moléculas
pequefias se pueden colocar en los surcos del ADN, o bien intercaladas
entre dos nitrégenos de los pares de bases y electrostaticamente en el
exterior de la doble hélice. Mayoritariamente las moléculas pequefias
interaccionan con los surcos del ADN o intercalando. Entre el surco mayor
(2.2 nm) y el surco menor (1.2 nm) interaccionan mas en el surco menor,
ya que caben mejor y tienen menor impedimento estérico. En el caso de la
intercalacion entre los pares de bases A-T y G-C interaccionan mas con la

A-T, ya que la distancia entre los dos nitrégenos es mas corta que en G-C.20
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Para saber qué tipo de interaccién (surcos, intercalacién o electrostatica) a
la doble hélice presentan los distintos metalacarboranos, se realiza una
curva de desnaturalizacion del ADN. Cuando el ADN esta sometido a cierta
temperatura se rompen los puentes de hidrégeno que unen los pares de
bases nitrogenadas, dando lugar a dos cadenas sencillas de ADN. Si los
metalacarboranos se colocaran entre los nitrégenos de los pares de bases,
la temperatura de desnaturalizacion del ADN (Twm) seria mayor, ya que
conseguiria estabilizar la rotura de los puentes de hidrégeno unos grados
mas. Pero si los metalacarboranos se encontraran interaccionando con los
surcos o electrostaticamente, la temperatura de desnaturalizacion del ADN
se mantendria igual o incluso podria disminuir.

En la Figura 2. 7. a se puede observar la curva de desnaturalizacién en
tampon fosfato a pH 7 del CT-dsDNA en negro, siendo su Tn de 66°C. En
presencia de los distintos metalacarboranos dicha T, varia. En el caso del
Na[COSANE] (curva en rojo) la Tm decrece 5.0 = 0.3°C respecto a la del
ADN, indicando que el tipo de interaccién que tiene lugar es por surco o
electrostatica a la doble hélice. Como el COSANE es un anién y la cadena del
ADN esta formada por fosfatos, la interacciéon mas probable que tiene lugar
es en los surcos. En cambio, tanto el Na[FESANE] (curva en azul) como el
Na[Cle-FESANE] (curva en verde) estabilizan la rotura de los puentes de
hidrégeno dando lugar a un aumento de la T, de 4.9 + 0.2°Cy 7.0 = 0.3°C,
respectivamente. En este caso el tipo de interaccién con el ADN en ambos
compuestos es por intercalacion entre los nitrégenos de los pares de bases,
siendo la interaccion mas fuerte en presencia de Na[Cle-FESANE]. Una
posible explicacion de este hecho es que al tener cloruros en su estructura
den lugar a un caracter mas acido al Cc-H, mejorando su capacidad de
formar puentes de hidrogeno y de di-hidrégeno.

Como el Na[COSANE] en tampoén fosfato 0.1 M a pH 7 interacciona en los
surcos del ADN, se prueba a repetir la curva de desnaturalizaciéon pero
aumentando la fuerza idnica con NaCl 0.4 M (Figura 2. 7. b). Al aumentar la
fuerza iodnica, los iones Na* y Cl- interaccionan electrostaticamente con la
doble hélice, haciendo que los surcos sean mas estrechos y favoreciendo
que el Na[COSANE] se intercale en los nitrégenos de los pares de bases del
ADN, aumentando asi la T 13.0 + 0.7°C mas.
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Figura 2. 7. a) Curva de desnaturalizaciéon del CT-dsDNA en ausencia (negro) y en presencia de
Na[COSANE] (rojo), Na[FESANE] (azul) y Na[Cle-FESANE] (verde) en tampdn fosfato 0.1 M a pH 7;
b) Curva de desnaturalizacién del CT-dsDNA en ausencia (negro) y en presencia de Na[COSANE]
(rojo) en tampodn fosfato 0.1 M a pH 7 + NaCl 0.4 M. Absorbancia a 260 nm.

Una vez conocido el tipo de interaccion entre los metalacarboranos y el
ADN en tampon fosfato y en el caso del Na[COSANE] también aumentando
la fuerza idnica, se estudiara mediante dicroismo circular como afectan los

distintos metalacarboranos a la estructura secundaria del ADN.

El Na[COSANE], Na[FESANE] y Na[Cle-FESANE] no exhiben ninguna sefal
en el espectro de dicroismo circular, ya que son compuestos aquirales con
un plano de simetria. En cambio, el ADN es una macromolécula quiral que
puede tener tres conformaciones distintas (A-ADN, B-ADN y Z-ADN) que
dan lugar a tres espectros de dicroismo circular diferentes. E1 A-ADN y B-
ADN son dextrogiros y tienen un maximo a 270 y 275 nm y un minimo a
210 y 245 nm, respectivamente, siendo el maximo del A-ADN mas del
doble de intenso que el del B-ADN. Mientras que el Z-ADN es levogiro y
tiene un maximo a 260 nm y un minimo a 290 nm.21

La conformaciéon que presenta el CT-dsDNA corresponde a la del B-ADN, es
decir, presenta un maximo a 275 nm debido al apilamiento de los pares de
bases, un minimo a 245 nm debido a la helicidad del ADN y un maximo a
221 nm debido a la formacién de puentes de hidrégeno.?? La Figura 2. 8
muestra el dicroismo circular del CT-dsDNA en ausencia (en negro) y en
presencia de concentraciones crecientes de los distintos metalacarboranos
en tampon fosfato 0.1 M a pH 7 (Figura 2. 8. a b c) y en tampo6n fosfato 0.1
M apH 7 + NaCl 0.4 M (Figura 2. 8. d).
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Figura 2. 8. Espectros de dicroismo circular de 500pM CT-dsDNA en presencia de diferentes
concentraciones de a) Na[FESANE], b) Na[Cls-FESANE], c) Na[COSANE] en tampdn fosfato 0.1 M a
pH 7 y d) en presencia de Na[COSANE] en tampdn fosfato 0.1 M a pH 7 + NaCl 0.4 M.

En la Figura 2. 8. a se puede observar como el Na|[FESANE] no perturba el
apilamiento de los pares de bases, pero si la helicidad de las cadenas del
ADN vy la formacién de los puentes de hidrégeno. En cambio, el Na[Cle-
FESANE] perturba tanto el apilamiento de las bases como la helicidad y la
formacidén de los puentes de hidrégeno (ver Figura 2. 8. b). A diferencia del
Na[FESANE], la perturbacion que provoca el Na[Cle-FESANE] al CT-dsDNA
es mucho mayor; ya que, la elipticidad molar en 245 y 275 nm disminuye
notablemente y ademas se produce un desplazamiento del maximo de la
banda de 275 a 281 nm. Todo ello indica que la interaccion es intercalativa
en ambos casos y que el Na[Cle-FESANE] presenta una interaccién mas
fuerte con el CT-dsDNA, en concordancia con los resultados de la curva de

desnaturalizacion.

Por el contrario, el Na[COSANE] en tampo6n fosfato 0.1 M a pH 7 (Figura 2.
8. ¢) no perturba ni el apilamiento de los pares de bases, ni la formacion de

40



Interaccion entre el ADN y los metalacarboranos—-

puentes de hidrégeno, s6lo perturba muy poco la helicidad de las cadenas
de ADN. Este hecho indica que la interaccion no es intercalativa, sino que es
por surco. En cambio, si en vez de tampon fosfato se anade NaCl 0.4 M para
incrementar la fuerza io6nica (Figura 2. 8. d), se puede observar como el
Na[COSANE] altera ademas de la helicidad del ADN, el apilamientos de los
pares de bases, cambiando el tipo de interaccion a intercalativa, como en la
curva de desnaturalizacion.

2.3.2. Absorcion UV-Visible.

Los tres metalacarboranos estudiados presentan diferentes espectros de
absorcion en el UV-Visible. El Na[FESANE] tiene maximos de absorcién en
la region UV a 270 y 295 nm y en la region del visible a 445 nm. El Na[Cle-
FESANE] presenta maximos de absorcién en el UV a 250 y 295 nm y en el
visible a 620 nm. Y el Na[COSANE] muestra un maximo de absorcion en la
region UV a 280 nm y otro en la region del visible a 446 nm. E] Na[FESANE]
(€270), Na[Cls-FESANE] (e250) y Na[COSANE] (e280) tienen los coeficientes de
extincién molar a 19620, 6210y 17700 Lmol-1cm-1, respectivamente.

Como el CT-dsDNA tiene un maximo de absorcién a 260 nm y solaparia con
las bandas de absorcion de los metalacarboranos en la region UV, se hace
un estudio manteniendo fija la concentracién de los metalacarboranos a 1
mM y afladiendo concentraciones crecientes de CT-dsDNA (de 0 a 200 o
600 pM en pares de bases) en la region del visible (ver Figura 2. 9). En
todos los casos se observa un incremento significante de la banda de
absorcién a medida que la concentracion de CT-dsDNA aumenta, tanto
estando los metalacarboranos en tampon fosfato (Figura 2. 9. a b ¢) como
estando el Na[COSANE] en tampon fosfato + NaCl 0.4 M (Figura 2. 9. d).
Este aumento de absorcion se debe al efecto hipercrémico que presenta el
ADN cuando interacciona fuertemente con pequeiias moléculas.23

A partir de los datos obtenidos en la Figura 2. 9 se puede representar la
absorbancia del maximo de absorcion vs. la relacion de concentraciones
[CT-dsDNA]/[Metalacarborano] en tampon fosfato (Figura 2. 10.a b c) y en
tampon fosfato + NaCl 0.4 M (Figura 2. 10. d). Ello da lugar a dos rectas en
todos los casos, cuya interseccién indica el nimero de metalacarboranos
que hay por cada par de base de ADN.
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Figura 2. 9. Espectros de absorciéon de a) Na[FESANE] (azul), b) Na[Cle-FESANE] (verde) y c)
Na[COSANE] (rojo) 1 mM en tampén fosfato 0.1 M a pH 7 y d) Na[COSANE] (rojo) 1mM en tampé6n
fosfato 0.1 M a pH 7 + NaCl 0.4 M en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de CT-
dsDNA (de 0 a 200 o0 600 puM en pares de bases, de negro a gris).

En el caso del Na[FESANE] (Figura 2. 10. a) la interseccion se encuentra a
0.053 [CT-dsDNA]/[FESANE] dando lugar a 18 moléculas de FESANE por
cada par de base de ADN. El valor de interseccion para el Na[Cls-FESANE]
(Figura 2. 10. b) es similar al del Na[FESANE] con 0.054 [CT-dsDNA]/[Cle-
FESANE] y 18 moléculas de Cls-FESANE por cada par de base de ADN. En
cambio, para el Na[COSANE] (Figura 2. 10. c) la interseccion se encuentra a
0.036 [CT-dsDNA]/[COSANE] con 28 moléculas de COSANE por cada par de
base. Mientras que al incrementar la fuerza idnica, el Na[COSANE] (Figura
2. 10. d) tiene la interseccién en 0.179 [CT-dsDNA]/[COSANE] y por cada
par de base de ADN, hay 6 moléculas de COSANE. En todos los casos el
numero de moléculas por par de bases de ADN es grande, pero como bien
se ha explicado en el Capitulo 1, los metalacarboranos tienen la habilidad
de formar vesiculas y micelas de tamafios nanométricos en medio acuoso,
haciendo posible que quepan todas las moléculas por cada par de bases.
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Figura 2. 10. Representacion grafica de la absorbancia en el maximo de absorcién de la Figura 2. 9
respecto a la relacién de concentraciones entre CT-dsDNA y a) FESANE, b) Cle-FESANE y c) COSANE
en tampon fosfato 0.1 M a pH 7 y d) COSANE en tampén fosfato 0.1 M a pH 7 + NaCl 0.4 M.
Ademas del nimero de moléculas de metalacarborano por par de bases de
ADN, también se pueden calcular con los datos obtenidos en la Figura 2. 9
las constantes intrinsecas de enlace (K») de cada metalacarborano, a partir
de la siguiente ecuacion:24 25

[CT—dsDNA] _ [CT—dsDNA] n 1 (1)

Eq—Ef Ep—Ef Kb(eb_gf)

Siendo [CT-dsDNA] la concentracién molar del ADN utilizado en cada una
de las bandas de absorcion de la Figura 2. 9, €, el coeficiente de extincién
molar de cada uno de los puntos (es decir, el cociente entre la absorbancia
observada y la concentracién del metalacarborano), &r el coeficiente de
extincién molar del metalacarborano y ¢y el coeficiente de extincién molar
del complejo CT-dsDNA-Metalacarborano.
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Las constantes intrinsecas de enlace obtenidas son: 2.8 x 105, 4.8 x 105, 1.0
x 105y 7.0 x 103 M-1, para Na[FESANE], Na[Cle-FESANE], Na[COSANE] en
tampon fosfato 0.1 M a pH 7 y Na[COSANE] en tampdn fosfato 0.1 M a pH 7
+ NaCl 0.4 M, respectivamente. Esta constante K, permite determinar la
fortaleza de unidn entre los distintos metalacarboranos y el CT-dsDNA,
siendo la interacciéon mas fuerte en el caso del Na[Cls-FESANE]. Ademas, en
el caso del Na[COSANE] se ha comprobado que la interaccién con el ADN
depende de la fuerza iénica del medio.

2.3.3. Dispersion dinamica de luz (DLS), CryoTEM y TEM.

Una vez se ha estudiado el tipo de interacciéon que existe entre los distintos
metalacarboranos y el CT-dsDNA, la fortaleza de enlace y el namero de
moléculas de metalacarborano que hay en cada par de bases, se estudiara
mediante dispersion dindmica de luz el tamafio del nanohibrido formado.

Como se explico en el Capitulo 1, los metalacarboranos tienen la capacidad
de formar vesiculas o micelas en medio acuoso.?6: 27 En el rango de
concentraciones en que se han hecho los estudios anteriores, todos los
metalacarboranos se encuentran inicialmente en forma de vesiculas, lo cual
no implica que cuando interaccionen con el ADN se deban mantener las
vesiculas y no puedan formarse micelas mas compactas. Como la técnica de
DLS permite estudiar el didmetro hidrodindmico de nanoparticulas en
disolucion, se ha elegido esta técnica para seguir la evolucion del tamafo
de las distintas vesiculas de los metalacarboranos a medida que se afiade
concentraciones crecientes de CT-dsDNA (ver Figura 2. 11). Las medidas se
han realizado en agua Milli-Q porque la presencia de iones como el tampén
fosfato hace que el tamafio de las vesiculas aumente.2?

Inicialmente el diAmetro hidrodindmico de los metalacarboranos es: 39.71,
16.87 y 61.44 nm para el Na[FESANE], Na[Cls-FESANE] y Na[COSANE],
respectivamente (Figura 2. 11). La diferencia de tamafos indica que la
electronegatividad de los hidrégenos del cluster es distinta haciendo que la
capacidad de autoensamblaje varie de un metalacarborano a otro. En el
caso del Na[Cle-FESANE], al tener seis halogenos en su estructura y sélo 16
hidrégenos en vez de 22, su capacidad de autoensamblaje se ve reducida
dando lugar a vesiculas de menor tamafio.
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Figura 2. 11. Didmetro hidrodinamico de Na[COSANE] (en rojo), Na[FESANE] (en azul) y Na[Cle-
FESANE] (en verde) en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de CT-dsDNA en agua.
Como se puede observar en la Figura 2. 11, a medida que la concentracién
de CT-dsDNA va aumentando, los tamafios de las vesiculas de los distintos
metalacarboranos siguen comportamientos diferentes. EI Na[COSANE]
tiene una subida rapida de tamafio hasta 100 uM de CT-dsDNA, luego el
incremento de tamafio no es tan acusado hasta llegar a un valor de 107.00
nm. En el caso del Na[FESANE], se pueden observar dos escalones a 150-
350 y a 600-900 pM de CT-dsDNA, llegando a un valor de 82.91 nm. Y por
ultimo el Na[Cle-FESANE] tiene un comportamiento casi constante durante
toda la adicidon de CT-dsDNA llegando al valor de 25.71 nm.

Como en los experimentos anteriores se estudid la influencia de la fuerza
idnica en la interaccién del Na[COSANE] con el CT-dsDNA, se ha estudiado
por DLS el tamafio del nanohibrido formado (Figura 2. 12) cuando el medio
de interaccién es agua Milli-Q, tampé6n fosfato 0.1 M a pH 7 y tampdn
fosfato 0.1 M a pH 7 + NaCl 0.4 M. En todos los casos se observa un
aumento del tamafio a medida que se incrementa la concentraciéon de CT-
dsDNA, pero como era de esperar a mas concentracion de iones en el
medio, mas grandes son las vesiculas. En ausencia de ADN, la vesicula de
Na[COSANE] mide 61.44, 99.84 y 91.31 nm en agua, tampodn fosfato y
tampdn fosfato + NaCl 0.4 M, respectivamente; mientras que a 900 uM de
CT-dsDNA miden 107.00, 135.47 y 161.80 nm, respectivamente.
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Figura 2. 12. Didametro hidrodinamico de Na[COSANE] en ausencia y presencia de concentraciones
crecientes de CT-dsDNA en agua Milli-Q (en rojo), en tampén fosfato 0.1 M a pH 7 (en marrén) y en
tampon fosfato 0.1 M a pH 7 + NaCl 0.4 M (en morado).

Aunque los valores obtenidos de didmetro hidrodinamico en la Figura 2. 11
y en la Figura 2. 12 presenten una incertidumbre grande, sobretodo en el
caso del Na[COSANE], indicando que el indice de polidispersion es alto, hay
que tener en cuenta que la técnica de DLS mide didmetros hidrodinamicos
de particulas consideradas como esferas. Por esta razén, se utiliza como
técnica complementaria el CryoTEM, para confirmar que los valores de DLS
obtenidos son proximos a los tamafios adquiridos por esta técnica.

La técnica de CryoTEM se basa en
criogenizar una disolucién con la muestra
a examinar con etano liquido, con tal de
evitar la formacién de cristales de hielo, y
asi observar por microscopio electrénico
de transmision cémo se encuentra la
muestra en disolucion. En la Figura 2. 13 se
puede ver la imagen de CryoTEM del CT-
dsDNA en disolucion, presentando un
tamafio aproximado de 875.30 nm de largo dey :
X 265.03 nm de ancho. En esta imagen el Figura 2. 13. Imagen de CryoTEM de

una disolucién de CT-dsDNA en agua

CT-dsDNA esta agregado. Milli-Q.
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Como el Na[COSANE] presenta grandes valores de incertidumbre en el DLS,
se examina por CryoTEM las dimensiones de las vesiculas en ausencia de
CT-dsDNA en agua (Figura 2. 14. a), en tampon fosfato (Figura 2. 14. b) y en
tampon fosfato + NaCl 0.4 M (Figura 2. 14. c); y en presencia de 850 uM de
CT-dsDNA en agua (Figura 2. 14. d), en tampon fosfato (Figura 2. 14. e) y en
tampdn fosfato + NaCl 0.4 M (Figura 2. 14. f).

Figura 2. 14. Imagenes de CryoTEM de las vesiculas de Na[COSANE] en ausencia de CT-dsDNA en a)
agua, b) tampoén fosfato 0.1 M a pH 7 y ¢) tampdn fosfato 0.1 M a pH 7 + NaCl 0.4 M; y en presencia
de 850 uM de CT-dsDNA en d) agua, e) tampon fosfato 0.1 M a pH 7 y f) tampdn fosfato 0.1 M a pH 7
+NaCl 0.4 M.

Las vesiculas de Na[COSANE] en agua se ven mucho mas definidas, mas
redondas, en comparacién con las imagenes obtenidas en tampdn fosfato o
en tampon fosfato + NaCl 0.4 M, ya que la presencia de iones y sobretodo
de NaCl acelera el proceso de descongelacion, lo que hace mas dificil el
enfoque de la imagen y su captura y por tanto ocasiona que la imagen de
CryoTEM esté mas sucia, con artefactos y haciendo que el contraste de
color entre las distintas partes de la rejilla no sea el 6ptimo.

Aun asi, las dimensiones obtenidas por CryoTEM son comparadas con las
del DLS en la Tabla 2. 1, donde se puede observar en todos los casos que los
valores son muy similares entre las dos técnicas, confirmando que las
curvas de DLS de Na[COSANE] son correctas.
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Tabla 2. 1. Valores de los tamafios de las vesiculas de Na[COSANE] en nm, medidas en DLS y en
CryoTEM en agua Milli-Q, tampdn fosfato y tampoén fosfato + NaCl 0.4 M, en ausencia y en presencia
de 850 uM de CT-dsDNA.

Na[COSANE] DLS / nm CryoTEM / nm
0 uM 850 uM 0 uM 850 uM
Agua Milli-Q 61.44 107.00 64.46 96.32
Tampon fosfato 99.84 135.47 96.76 132.02
Tampon fosfato + NaCl 0.4 M 91.31 161.80 82.66 169.39

También se comparan los tamafios de las vesiculas de Na[FESANE] libre y
en presencia de 850 uM de CT-dsDNA (39.71 y 82.91 nm respectivamente
por DLS) con las dimensiones obtenidas por CryoTEM y TEM (Figura 2. 15).
La Figura 2. 15 a ¢ muestra los tamafios de distintas vesiculas por CryoTEM
y TEM del Na[FESANE] libre con valores de didmetro muy similares a los
obtenidos por DLS, al igual que en la Figura 2. 15. b d en presencia de 850
uM de CT-dsDNA, donde incluso en la imagen de TEM se puede observar
una capa de ADN con 10 nm de espesor alrededor del Na[FESANE].

Figura 2. 15. Imagenes de CryoTEM de las vesiculas de Na[FESANE] en a) ausencia de CT-dsDNA y
b) en presencia de 850 pM de CT-dsDNA. Imégenes de TEM de Na[FESANE] en c) ausencia de CT-
dsDNA y d) en presencia de 850 uM de CT-dsDNA.
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2.3.4. Aislamiento de CT-dsDNA-Na[COSANE] y caracterizacion por
IR, Raman, Microscopio Optico y TEM.

Una vez estudiado la interaccidn de los distintos metalacarboranos con el
CT-dsDNA en disolucion, se elige el nanohibrido de CT-dsDNA-Na[COSANE]
para aislarlo y caracterizarlo por IR, raman, microscopio 6ptico y TEM.

Para aislar el nanohibrido se deja durante 6 horas a temperatura ambiente
una disolucién con 25 mM de Na[COSANE] y 2 mM de CT-dsDNA. Pasado
las 6 h de incubacién se centrifuga y se separa. Se calcula la concentracién
final de Na[COSANE] enlazado al ADN a partir del Na[COSANE] libre que ha
quedado en el sobrenadante mediante UV-Visible, siendo la concentraciéon
final de 6 mM. Una vez aislado se caracteriza por IR y raman (Figura 2. 16),
donde se observa en ambos casos que el nanohibrido formado presenta la
sefial caracteristica sobre 2500 cm™! correspondiente al B-H del COSANE y
las senales sobre 1224 y 1080 cm-! correspondientes al grupo fosfato del
CT-dsDNA, sugiriendo que el nanohibrido aislado estd formado por CT-
dsDNA y por Na[COSANE], como era de esperar.

a) . b) 200
: Y — CT-dsDNA
— Na[COSANE]

0.81 ~- CT-dsDNA-Na[COSANE]

=N
S
P

0.6
400
0.4
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0.29 — cT-dsDNA 200

— Na[COSANE]

0.01 - CT-dsDNA-Na[COSANE] o] | o
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Frecuencia / cm™! Desplazamiento Raman / cm™!

Figura 2. 16. a) Espectro de IR y b) espectro de Raman del CT-dsDNA (en negro), del Na[COSANE]
(en rojo) y del CT-dsDNA-Na[COSANE] (en morado).

En la Figura 2. 17 se pueden observar las imagenes de microscopio 6ptico
del CT-dsDNA, del Na[COSANE] y del nanohibrido CT-dsDNA-Na[COSANE].
La morfologia del ADN (forma tipo flor) y el COSANE (forma tipo baston y
desordenada) es diferente, mientras que el nanohibrido sigue la morfologia
del COSANE, pero en vez de estar desordenada estd ensamblada y alineada,
sugiriendo que el ADN acttia en este caso como aglomerante.
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Figura 2. 17. Iméagenes de microscopio 6ptico de a) CT-dsDNA, b) Na[COSANE] y c) CT-dsDNA-
Na[COSANE]. Objetivo de la lente 50x.

Si la misma muestra se mira en TEM (Figura 2. 18. a), se puede ver como el
nanohibrido forma agregados globulares y heterogéneos en dimensiones
nanomeétricas. Y si se hace el mapping en STEM de la misma figura (Figura
2.18. b ¢), indicando el nitrégeno, cobalto y fésforo en color azul, verde y
rojo, respectivamente, se puede observar como el COSANE se encuentra
justo en la misma posicién que los nitrégenos y los fosforos del ADN.

:

- N 60nm ' Nitrogen-Cobalt ' B0nm 'Phosphorus-Cobalt

Figura 2. 18. a) Imagen de TEM del CT-dsDNA-Na[COSANE] y mapping de STEM con la relacién b)
N/Co en azul y verde respectivamente y c) P/Co en rojo y verde respectivamente.

2.4. Distribucion de NaJCOSANE] en células, sangre y ratones.

El segundo objetivo de este capitulo se basa en el estudio de la distribucién
del Na[COSANE] en células, en sangre y en ratones, para ver en qué parte
de las células y en qué organos se acumula en mayor proporcion, y asi
saber si seria un buen candidato para utilizarse en BNCT. Esta parte del
trabajo se ha realizado en colaboracién con el profesor Hiroyuki Nakamura
del Instituto de Tecnologia de Tokio en Japdn y con la profesora Fernanda
Marques de la Universidad de Lisboa en Portugal.
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Antes de empezar con los estudios en células, se estudiara la estabilidad
del Na[COSANE] en diferentes medios, ya sea en disoluciones salinas o en
medios de cultivo, a partir de los estudios de 11B{1H} RMN.

La Figura 2. 19 muestra los espectros de 11B{*H} RMN del Na[COSANE] en
diferentes medios salinos (tampon fosfato, NaCl, KNO3z y KCI). En todos los
casos no se aprecia ningin cambio en el espectro de RMN, indicando que el
COSANE es estable en cualquier disolucién salina.

— RCIO0.1M
— KNO; 0.1 M
NaCl0.1 M
— tampon fostato 0.1 M apH 7

~ / \ /
™\ / \ TAVILAN /

Figura 2. 19. Espectro de 11B{1H} RMN de Na[COSANE] 2 mM en tampén fosfato 0.1 M a pH 7 (en
rojo), en NaCl 0.1 M (en verde), en KNO3 0.1 M (en azul) y en KCl 0.1 M (en morado).

Pero si en vez de estudiar la estabilidad del Na[COSANE] en disoluciones
salinas se hace en el medio de cultivo DMEM (Figura 2. 20. a) o en el medio
de cultivo DMEM + 10% FBS (Figura 2. 20. b), se puede observar como en
DMEM se forman agregados a concentraciones bajas (100 uM); mientras
que en presencia de un 10% de proteina, el Na|[COSANE] forma agregados
hasta llegar a la concentracién de 6 mM.

a) b) 8 mM Na[COSANE]
— 200 M Na[COSANE] — im: IT::EEEQKE} \
— 150 M Na[COSANE] .} 2 mM Na[COSANE]
—— 125 UM Na[COSANE] | — | mM Na[COSANE]
—— 100 pM Na[COSANE] —— 200 uM Na[COSANE] -

Figura 2. 20. Espectros de 11B{tH} RMN a diferentes concentraciones de Na[COSANE] en el medio
de cultivo a) DMEM y b) DMEM + 10% FBS.
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Si se mantiene la concentraciéon de Na[COSANE] a 200 puM y se estudia su
estabilidad a lo largo del tiempo en el medio de cultivo DMEM (Figura 2. 21.
a) y DMEM + 10% FBS (Figura 2. 21. b), se puede observar que en ambos
casos el COSANE permanece estable por lo menos 12 dias.

a) g b)

— tiempo 0 AN — tiempo 0 / g™
PN Y A e, (e v N
/ i “ \
—— 24 horas A I R —— 24 horas
— 12 dias TN — 12 dias \
P vt L g \ pr '-..‘
\ : \
f . i A\
/ \ 2 A\
/J‘ o NN
T o, 7 A
w -
P,

Figura 2. 21. Espectros de !!1B{1H} RMN a diferentes tiempos (tiempo 0, 24 horas y 12 dias) a 200
uM de Na[COSANE] en el medio de cultivo a) DMEM y b) DMEM + 10% FBS.

2.4.1. Distribucion de Na[COSANE] en células.

Las células elegidas para estudiar en qué partes de la misma se acumula
preferencialmente Na[COSANE] son el glioblastoma (U87) y el melanoma
(A375). Estos dos tipos de células representan tumores cancerigenos que
estan siendo investigados en la terapia de BNCT (descrito en el capitulo de
la introduccién).28 Aunque hoy en dia los compuestos con alto contenido en
boro que se estan utilizando clinicamente en pacientes son el BPA y el BSH,
es necesario encontrar compuestos de boro con muy baja toxicidad, que
sean selectivos y entren dentro de células cancerigenas en gran cantidad, y
que estén localizados dentro del ntcleo o alrededor de é1.2°

Por este motivo, antes de ver en qué partes de la célula esta localizado el
Na[COSANE], se hace un estudio de su citotoxicidad. Para ello, se incuba el
Na[COSANE] a distintas concentraciones (de 10 uM a 1 mM) y a distintos
tiempos (6, 24 y 48 horas) en las células U87 y A375, ver Figura 2. 22. Una
vez incubado el Na[COSANE], se afiade el reactivo MTT (sal de tetrazolio)
que reaccionara con el NADPH de las células vivas, formando el compuesto
formazano insoluble en agua de color violeta, y asi obtener los distintos
valores de % de viabilidad celular.
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Figura 2. 22. Viabilidad celular (%) en frente del logaritmo de la concentracién de Na[COSANE] de
la célula gliobastoma U87 con tiempos de incubacién de Na[COSANE] de a) 6h, ¢) 24hy e) 48 h; y de
la célula melanoma A375 con tiempos de incubacién de Na[COSANE] de b) 6h, d) 24h y f) 48h.

A partir de las curvas obtenidas en la Figura 2. 22 se calcula el valor de ICso
(valor de concentracién del compuesto que causa el 50% de inhibicién de
viabilidad celular), ver Figura 2. 23. Para tiempos de incubacién cortos (6 y
24 h), los valores de ICso obtenidos en ambas células no indican que haya
una actividad celular relevante. Aunque al cabo de 48 horas parece que el
Na[COSANE] sea mas activo para las células de melanoma, no se observa
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una pérdida importante del % de viabilidad celular, sugiriendo que el
Na[COSANE] no es citotoxico. Aun asi, se repite el mismo procedimiento de
incubacion de Na[COSANE] durante 48 horas para una célula normal, el
fibroblastos V79, dando un valor de ICso de 102 uM y confirmando que el
Na[COSANE] no es citotéxico.

a) ug7 b) A375
239
195
I l 110
6h 24h  48h

Figura 2. 23. Valores de ICso (uM) de Na[COSANE] en las células a) glioblastoma U87 y b) melanoma
A375, al cabo de 6, 24 y 48 horas de incubacién.
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Una vez comprobado que el Na[COSANE] no presenta actividad citotéxica
en las células de estudio, se incuba durante 6 horas y a una concentracién
equivalente a la obtenida en ICso (200 uM). Se lavan las distintas células y
por centrifugacion se separan los componentes: citosol, membrana, nucleo
y citoesqueleto. Se estudia el contenido en boro y en cobalto en cada una de
las partes de las células por ICP-MS, ver Figura 2. 24, con los valores
expresados en ng B o Co/ 106 células.

Tanto en el estudio de boro como en el de cobalto se observa que la célula
glioblastoma U87 acumula mucho mas COSANE que la célula melanoma
A375, siendo en todos los casos la membrana y el nucleo las partes de las
células mas abundantes en B y Co. Con este estudio se comprueba que el
COSANE traspasa la membrana celular y llega hasta el nucleo de la célula.
Aunque se acumula mas Na[COSANE] en la membrana, debido a su caracter
amfifilico, queda alrededor de un 30 y un 14% del total en B en el nucleo de
la célula U87 y A375 respectivamente, siendo estos valores interesantes
para la terapia de BNCT. El cluster de boro no presenta ningun tipo de
degradacion una vez entra en la célula, ya que el cobalto se encuentra
distribuido por todos los componentes; pero si que se comporta de forma
diferente dependiendo del tipo de célula a tratar.
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Figura 2. 24. Contenido de a) boro y b) cobalto de las distintas partes de las células U87 y A375
(citosol, membrana, nucleo y citoesqueleto), después de 6 h de incubacién con Na[COSANE] 200 uM.

2.4.2. Distribucion de Na[COSANE] en sangre.

Una vez visto la citotoxicidad y la distribucion de Na[COSANE] en la célula
de glioblastoma U87 y melanoma A375, se estudiara su distribucién en el
plasma y las células sanguineas (eritrocitos y granulocitos) de sangre de
caballo. Para ello, se incuba Na[COSANE] 0.3 mM en la sangre durante 10 y
60 minutos a 37°C con agitacion. Pasado el tiempo de estudio se separan
las distintas partes por centrifugacion y se mide el contenido en boro por
ICP-OES (ver Figura 2. 25).

Respecto a la concentracion de boro encontrada en la sangre (35.7 ng/ml)
con la encontrada en los eritrocitos/ granulocitos (9.2 y 9.4 ng/ml) y en el
plasma (20.4 y 19.8 ng/ml) para 10 y 60 min de incubacién de COSANE,
solo el 25% del cluster de boro se encuentra en las células sanguineas,
mientras que el 50% se encuentra en el plasma. El tiempo de incubacion es
independiente del contenido de B en plasma y en las células sanguineas.
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Figura 2. 25. Contenido de boro en ng/ml en sangre, células sanguineas (eritrocitos y granulocitos)
y en plasma con tiempo de incubacién de Na[COSANE] de 10 y 60 minutos.

El hecho de haber el 50% de boro en el plasma indica que posiblemente el
Na[COSANE] interaccione con las proteinas plasmaticas como la albumina.
Para comprobar si tiene lugar dicha interacciéon se hace un estudio de RMN
de boro con Na[COSANE] 200 uM en el medio de cultivo DMEM + 10% FBS,
ya que el FBS esta compuesto en su mayoria por albuminas, y se compara
con Na[COSANE] 200 uM en DMEM (ausencia de proteinas), en agua y en
tampon fosfato 0.1 M a pH 7. La Figura 2. 26 muestra los espectros de RMN
obtenidos, observando que unicamente el Na[COSANE] forma agregados en
presencia de proteinas. En el Capitulo 3 se estudiara la interaccion entre
las proteinas y los metalacarboranos.

—— H,O

——— Tampon fosfato 0.1 Ma pH 7
—— DMEM + 10% FBS

— DMEM

wo %0 80 70 60 50 40 0 20 10 0 -l -20 -30 40 50 -60 -70 -80 -90
ppm

Figura 2. 26. Espectro de 11B{1H} RMN de Na[COSANE] 200 uM en agua (en morado), en tampén
fosfato 0.1 M a pH 7 (en azul), en DMEM + 10% FBS (en verde) y en DMEM (en rojo).
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2.4.3. Distribucion de Na[COSANE] en ratones.

Como ultimo experimento se estudiara la distribuciéon de Na[COSANE] en
ratones albinos (hembras de 5 semanas de vida), inyectando 7.5 mg B/ kg
(100 pl Na[COSANE] con 1500 ppm B) durante 30 y 60 min de incubacion.
Luego se diseccionaran los ratones, se lavaran, se separaran los distintos
organos de estudio (sangre, corazon, higado, pulmon, rifién, bazo, musculo
y cerebro) y se medira el contenido en boro por ICP-OES (ver Figura 2. 27).
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Figura 2. 27. Contenido de boro en sangre, corazdn, higado, pulmén, rifidén, bazo, musculo y cerebro
de ratones con tiempo de incubacién de a) 30 min y b) 60 min de Na[COSANE] (7.5 mg B/ kg).
La dosis de Na[COSANE] elegida para inyectarla a los ratones fue 7.5 mg B/
kg porque no se observo sefiales de toxicidad. En cambio, incrementando la
dosis a 30 mg B/ kg, 2 de cada 3 ratones presentaban toxicidad aguda.

La Figura 2. 27 muestra la distribucion de COSANE en los distintos érganos
de los ratones con tiempos de incubaciéon de 30 y 60 minutos, siendo los
pulmones y el higado los é6rganos donde se acumula preferencialmente el
Na[COSANE]. La diferencia de tiempos de incubacién hace que el COSANE
se distribuya mas en los pulmones, disminuyendo su concentraciéon de B en
el higado y en el bazo. El hecho de que el Na[COSANE] se acumule mas en
los pulmones puede ser debido a que como interacciona con las proteinas
plasmaticas de la sangre y la sangre pasa a través de los pulmones por la
arteria pulmonar, puede quedar atrapado en los capilares pulmonares
dando lugar a una mayor concentracién de B. Como la sintesis de proteinas
plasmaticas tiene lugar en el higado, hace que éste 6rgano sea el segundo
en abundancia de boro.
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2.5. Marcadores electroquimicos en sensores de ADN.

Para ver cudl de los metalacarboranos se puede utilizar como marcador
electroquimico en sensores de ADN, se estudian primero sus propiedades
electroquimicas en tampoén fosfato 0.1 M a pH 7 y en tampoén fosfato 0.1 M
a pH 7 + NaCl 0.4 M (Figura 2. 28). Los electrodos de trabajo utilizados
fueron oro para FESANE y Cl¢-FESANE, y carbono vitreo, llamado en inglés
glassy carbon, para el COSANE. Se utiliz6 el glassy carbon para el COSANE
porque su potencial redox esta cercano a la descomposicion del disolvente
y la ventana electroquimica del oro no permite visualizar su voltagrama
ciclico. A simple vista se puede observar que tanto el Na[FESANE] como el
Na[Cls-FESANE] presentan el mismo voltagrama a baja y alta fuerza i6nica
con un valor de potencial redox de -0.283 y 0.348 V, respectivamente;
mientras que el Na[COSANE] presenta dos voltagramas ciclicos diferentes
con un desplazamiento del potencial redox hacia valores mas positivos,
pasade -1.426 a -1.345 V, afectando la fuerza idnica del medio. En todos los
casos se obtiene un valor de AE de los picos redox cercano al valor tedérico
(60 mV/ e intercambiado), indicando que el proceso redox es reversible.
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Figura 2. 28. Voltagramas ciclicos de a) Na[FESANE], b) Na[Cls-FESANE] en oro y c¢) Na[COSANE] en
glassy carbon, en tampo6n fosfato 0.1 M a pH 7 (linea sélida) y en tampo6n fosfato 0.1 M a pH 7 + NaCl
0.4 M (linea discontinua). Velocidad de barrido: 100 mV/s.
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Ahora bien, si se realiza el mismo experimento midiendo la voltametria
ciclica de los metalacarboranos pero con CT-dsDNA anclado a la superficie
del electrodo en tampdn fosfato y en tampon fosfato + NaCl 0.4 M, si que
tiene lugar un ligero desplazamiento del potencial redox. En el caso del
Na[COSANE] en tampon fosfato (Figura 2. 29 a) se observa como el
potencial redox se desplaza hacia valores mas negativos (-1.444 V) y el
valor de AE de los picos redox es superior a los 60 mV tedricos (102 mV),
indicando que hay un impedimento en la transferencia electrénica y que el
COSANE interacciona con el CT-dsDNA quedando retenido en la superficie
del electrodo. Cuando se incrementa la fuerza idnica (Figura 2. 29. b) se
observa que el desplazamiento del potencial redox tiene lugar hacia
valores mas positivos (-1.330 V), pero en este caso el valor de AE es similar
al obtenido con el electrodo glassy carbon sin modificar. Estos resultados
confirman que la interaccidn entre el electrodo CT-dsDNA/GC y el COSANE
es dependiente de la fuerza iénica del medio.
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Figura 2. 29. Voltagrama ciclico de Na[COSANE] en a) tampo6n fosfato 0.1 M a pH 7 y b) tampén
fosfato 0.1 M a pH 7 + NaCl 0.4 M. Utilizando como electrodo de trabajo glassy carbon sin modificar
(GC) en rojo y CT-dsDNA anclado a la superficie del glassy carbon (CT-dsDNA/GC) en gris. Velocidad
de barrido: 100 mV/s.

En el caso del Na[FESANE] y del Na[Cle-FESANE] (Figura 2. 30 a b) se
observa que a baja y alta fuerza idnica se obtiene el mismo voltagrama
ciclico, indicando en ambos casos que la interaccion entre el CT-dsDNA/Au
y los metalacarboranos es independiente de la fuerza idnica. El potencial
redox para Na[FESANE] y Na[Cle-FESANE] es -0.276 y 0.334 V vs Ag/AgCl
respectivamente, sélo se observa un ligero desplazamiento del potencial
hacia valores mas positivos para el FESANE y hacia valores mas negativos

para el Cls-FESANE.
59



~—Interaccion entre el ADN y los metalacarboranos

Para comprobar que el Na[FESANE] y el Na[Cls-FESANE] interaccionan con
el CT-dsDNA/Au y quedan adsorbidos en la superficie del electrodo, se
prueba ciclando 50 veces el Na[FESANE] sobre el electrodo CT-dsDNA/Au
(Figura 2. 30 c), donde en todos los ciclos la posicién del pico catédico y el
pico anddico se mantiene y s6lo va aumentando la intensidad de la sefial.
Una vez pasados los 50 ciclos, se lava el electrodo y se sumerge en una
disolucion que sdlo contiene tampoén fosfato 0.1 M a pH 7 (ver Figura 2. 30
d), el voltagrama ciclico que se obtiene (en azul) muestra el proceso redox
correspondiente al FESANE, confirmando que si que queda adsorbido en el
superficie del electrodo interaccionando con el CT-dsDNA. En negro se
muestra el voltagrama del CT-dsDNA/Au en tampo6n fosfato 0.1 M a pH 7
sin estar previamente sumergido en Na[FESANE].
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Figura 2. 30. Voltagramas ciclicos de a) Na[FESANE] y b) Na[Cls-FESANE] en tampoén fosfato 0.1 M a
pH 7 y tampén fosfato 0.1 M a pH 7 + NaCl 0.4 M en CT-dsDNA/Au; c) voltagramas ciclicos de
Na[FESANE] en tampdn fosfato 0.1 M a pH 7 en CT-dsDNA/Au durante 50 ciclos; y d) voltagramas
ciclicos en tampén fosfato 0.1 M a pH 7 de CT-dsDNA/Au antes (en negro) y después (en azul) de las
acumulaciones de Na[FESANE] y posterior lavado. Velocidad de barrido: 100 mV/s.
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El proceso que tiene lugar entre los metalacarboranos en disolucién y los
que estan adsorbidos en la superficie del electrodo se puede expresar como
en el Esquema 2. 1, siguiendo el modelo descrito por Bard y Carter3? donde
se puede calcular la relacion Kox/Krea mediante la siguiente ecuacion:

0.059 K,
or or  _ I ox
— = (0] ( ) 2
sol ads n g Kred (2)

Siendo E°s el potencial redox del metalacarborano en disolucién, E%qqs €l
potencial redox del metalacarborano adsorbido en la superficie del
electrodo y n el nimero de electrones.

Segun los valores obtenidos de potencial redox en la Figura 2. 28 (E°s), en
la Figura 2. 29 (E°'q4s) para el COSANE y en la Figura 2. 30 a b (E°4s) para el
FESANE y el Cle-FESANE, se pueden calcular los valores de Kox/Krea de
todos ellos. Como el Na[COSANE] es dependiente de la fuerza iénica del
medio, se calculan los valores de Kox/Kreda €n tampén fosfato y en tampdn
fosfato + NaCl 0.4 M, siendo 2.01 y 0.56, respectivamente. Mientras que los
valores de Kox/Krea para el Na[FESANE] y el Na[Cls-FESANE] son 0.76 y
1.73 respectivamente, en tampon fosfato.

Estos valores sugieren que el Na[COSANE] en tampoén fosfato (2.01) y el
Na[Cle-FESANE] (1.73) interaccionan mas fuertemente con el CT-dsDNA en
la forma oxidada que en la reducida, indicativo de una interaccién
electrostatica. Mientras que el Na[COSANE] en tampon fosfato + NaCl 0.4 M
(0.56) y el Na[FESANE] (0.76) interaccionan fuertemente con el CT-dsDNA
en la forma reducida, indicativo de una interaccion intercalativa.

EO
FESANE + 1o —49 _ FESANE o (aisoy

ox (disol)

o || ] ke

EV,
FESANE gy e + 1€ = — FESANE g aag)

Esquema 2. 1. Esquema del proceso redox del FESANE en disolucién y adsorbido en el electrodo.

61



~—Interaccion entre el ADN y los metalacarboranos

Una vez estudiadas las propiedades electroquimicas de los distintos
metalacarboranos en ausencia y en presencia de CT-dsDNA inmovilizado
en la superficie del electrodo a baja y alta fuerza idnica, se decide descartar
el Na[COSANE] para seguir con los experimentos porque el valor de su
potencial redox varia en funcién de la fuerza i6nica del medio y porque la
inmovilizacién del CT-dsDNA sobre la superficie del electrodo es mejor con
oro que en glassy carbon.

2.5.1. Interaccion entre CT-dsDNA y Na[FESANE]/ Na[Cl¢-FESANE]
mediante voltametria de pulso diferencial (DPV).

Antes de estudiar si el FESANE y el Cls-FESANE pueden ser utilizados como
marcadores electroquimicos en sensores de ADN, se hara un ultimo estudio
en disolucion manteniendo fija la concentracién de FESANE y Cls-FESANE y
afiadiendo concentraciones crecientes de CT-dsDNA (Figura 2.31 a b).
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Figura 2. 31. Voltagramas de pulso diferencial manteniendo fija la concentracién de a) Na[FESANE]
y b) Na[Cle-FESANE] en presencia de concentraciones crecientes de CT-dsDNA (de 0 a 500 pM).
Representacion grafica de la intensidad en el maximo del pico vs la relacién de concentraciones
entre CT-dsDNA y c) Na[FESANE] y d) Na[Cle-FESANE]. Velocidad de barrido: 10 mV/s.
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La técnica electroquimica utilizada es la voltametria de pulso diferencial
(DPV) que permite discriminar entre corrientes faradaicas y capacitivas
(esta técnica sera utilizada posteriormente para la aplicaciéon de sensor de
ADN). Segun las curvas de DPV obtenidas, la intensidad en el maximo del
pico para el Na[FESANE] es 34.44 nAy para el Na[Cls-FESANE] es 17.80 pA,
en ambos casos se observa una disminucién de la intensidad a medida que
la concentracion de CT-dsDNA se incrementa. En el caso del Na[FESANE] la
disminucién de la intensidad conlleva el desplazamiento del maximo del
pico hacia valores mas positivos, mientras que en Na[Cle-FESANE] es hacia
valores mas negativos (como en la Figura 2.30 a b).

Si se cogen los distintos valores de intensidad en el maximo del pico y se
representan en frente a la relaciéon de concentraciones entre el CT-dsDNA y
el Na[FESANE] (Figura 2. 31 c) y el Na[Cle-FESANE] (Figura 2. 31 d), se
obtienen dos rectas cuya interseccion indica el nimero de moléculas de
metalacarborano que hay por cada par de base de ADN. En ambos casos se
obtiene un valor de 15 moléculas de metalacarborano por par de base,
valor muy similar al obtenido en la titulacién UV-Visible (apartado 2.3.2.),
corroborando dichos resultados.

2.5.2. Sensor de ADN.

Se ha comprobado que el Na[FESANE] y el Na[Cle-FESANE] pueden ser
buenos candidatos para ser utilizados como marcadores electroquimicos
en sensores de ADN; ya que sus potenciales redox estan cerca de 0 V (-0.28
y 0.35 Vvs Ag/AgCl, respectivamente) pudiendo utilizar el electrodo de oro
(permite una mejor inmovilizaciéon del ADN en su superficie). Y ademas la
interaccion con el ADN en ambos compuestos es por intercalacion entre los
pares de bases habiendo unas 15-18 moléculas de metalacarborano por
par de base, dando lugar a una amplificacion de la sefal electroquimica.

La secuencia de ADN utilizada para construir el sensor es una secuencia
sintética con 25 nucledtidos (Tabla 2. 2 secuencia S), en cuya terminacion
5’ hay un grupo tiol para ser anclado en la superficie del electrodo de oro.
Durante el proceso de hibridacion se utilizan tres secuencias diferentes: la
primera secuencia es complementaria a la inmovilizada en el electrodo de
oro (Tabla 2. 2 secuencia SC), la segunda secuencia no es complementaria a
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la inmovilizada (Tabla 2. 2 secuencia SNC) y la tercera es una secuencia que
presenta dos polimorfismos (en negrita en la Tabla 2. 2 secuencia -!"). Por
tanto, de los tres sensores de ADN disefiados se estudiara si el Na[FESANE]
y el Na[Cle-FESANE] actian como marcadores electroquimicos dando una
sefial en todos los casos y si existe algln tipo de discriminacién entre las
distintas secuencias.

Tabla 2. 2. Secuencias sintéticas de ADN con 25 pares de bases utilizadas en el sensor de ADN.

Oligonucledtidos sintéticos (25 pares de bases)

5'-HS(CH2)6-
GCGTTCCAAAGGGCAGGATCATTGA

Secuencia tiolada S

Secuencia 5'-TCAATGATCCTGCCCTTTGGAACGC  SC
complementaria

sleneneing 5'-GACCGTCGAAGTAAAGGGTTCCATA  SNC
complementaria
Secuencia con 5'-TCAATGATCCT/CCCTTTGGAA
polimorfismos

Después del proceso de hibridacion, se lava el electrodo y se sumerge en
una disoluciéon de Na[FESANE] y de Na[Cle-FESANE] en tampon fosfato 0.1
M a pH 7. Se cicla 100 veces a 100 mV/s por voltametria ciclica en el rango
de potencial donde tiene lugar el proceso redox de cada metalacarborano
para que se acumule entre los pares de bases del ADN y se lava. Finalmente
el electrodo se sumerge en una disolucion de tampoén fosfato 0.1 M a pH 7
libre de metalacarboranos, y se hace una DPV en el rango de potencial del
proceso redox del Na[FESANE] y del Na[Cls-FESANE] (Figura 2. 32 a b).

Dependiendo de la secuencia analizada se obtiene un valor de intensidad
del maximo del pico de los voltagramas diferente (Figura 2. 32 ¢ d). Cuando
se analiza el sensor de ADN con la secuencia S (sensor sin hibridar s6lo una
cadena de ADN) se obtiene un valor de intensidad pequefio, debido a que
los metalacarboranos s6lo pueden interaccionar electrostaticamente. Pero
cuando tiene lugar la hibridaciéon con la secuencia complementaria SC, al
estar todos los pares de bases enlazados por puentes de hidrogeno, el
Na[FESANE] y el Na[Cls-FESANE] se acumulan entre todos los pares de
bases, siendo la sefial de intensidad obtenida la maxima posible.
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Figura 2. 32. Voltagrama de pulso diferencial del sensor de ADN con las 4 secuencias (S, SC, SNC y
SP) utilizando como marcador electroquimico a) Na[FESANE] y b) Na[Cle-FESANE]. Representacion
grafica de los valores obtenidos en el maximo del pico de los voltagramas de pulso diferencial
utilizando el c) Na[FESANE] y d) Na[Cle-FESANE]. Velocidad de barrido: 10 mV/s.

Ahora bien, si la hibridacién es con la secuencia no complementaria SNC,
no se formaran los puentes de hidrégeno entre los pares de bases y los
metalacarboranos no se podran acumular con facilidad entre ellos, dando
lugar a una sefial de intensidad pequefia y cercana a la secuencia S. Pero si
la secuencia soélo tiene pequeiias regiones en donde no coincide el par de
base, es decir, que la secuencia tiene una mutacion (secuencia -’), sélo se
acumularan los clasteres de boro en las zonas donde si que se formen los
puentes de hidrégeno, causando una disminucién de la sefial de intensidad
del 50% en comparacion con la secuencia complementaria SC.

Tanto el Na[FESANE] como el Na[Cle-FESANE] pueden ser utilizados en
sensores de ADN como marcadores electroquimicos; ya que ambos
clusteres consiguen discriminar entre secuencias complementarias, de las
no complementarias y de las que tienen mutaciones. En el Esquema 2. 2 se
puede observar el procedimiento del desarrollo del biosensor.
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Esquema 2. 2. Esquema del desarrollo del biosensor de ADN utilizando metalacarboranos como
marcadores electroquimicos.

2.5.3. Biosensor para detectar mutaciones genéticas.

Una vez visto que el Na[FESANE] y el Na[Cle-FESANE] se pueden utilizar
como indicadores electroquimicos en un sensor de ADN, diferenciando
entre una secuencia complementaria de una que presenta una mutacion; se
estudiara si ambos clisteres de boro también son capaces de discriminar
una mutacién cuando la secuencia de ADN no es sintética, sino que es una
muestra por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) extraida de las
células sanguineas de un paciente con fibrosis cistica.

Se han elegido dos tipos de mutaciones diferentes de la fibrosis cistica, la
mutacién F508del (Tabla 2. 3 secuencia SM1) que consiste en una delecion
de tres nucleotidos y la mutacion p.Gly542Stop (en negrita en la Tabla 2. 3
secuencia 5/">) que consiste en un polimorfismo por cambio de nucleétido.

Para comprobar si el Na[FESANE] y el Na[Cls-FESANE] también actian
como marcadores electroquimicos de las dos mutaciones, se utiliza una
secuencia tiolada y una secuencia complementaria para cada una de las
mutaciones, es decir, para la mutacion SM1 se utilizara la secuencia tiolada
S1 (Tabla 2. 4) y la secuencia complementaria SC; (Tabla 2. 3), y para la
mutacion se utilizara la secuencia tiolada Sz (Tabla 2. 4) y la secuencia
complementaria SC> (Tabla 2. 3). La construccion del biosensor es la misma
que en el Esquema 2. 2, teniendo lugar una hibridacion total cuando las
secuencias son complementarias y una hibridaciéon parcial cuando las

secuencias estan mutadas.
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Secuencias de PCR

Secuencia
complementaria 1

Secuencia mutada
con delecion 1

5’-AACCGATTGAATATGGAGCCAAATATATAATTTG

GGTAGTGTGAAGGGTTCATATGCATAATCAAAAAGT

TTTCACATAGTTTCTTACCTCTTCTAGTTGGCATGCT
TTGATGACGCTTCTGTATCTATATTCATCATAGGAAA
CACCAAAGATGATATTTTCTTTAATGGTGCCAGGCAT
AATCCAGGAAAACTGAGAACAGAATGAAATTCTTCC

ACTGTGCTTAATTTTACCCTCTGAAGGCTCCAGTTCT
CCCATAATCACCATTAGAAGTGAAGTCTGGAAATAA
AACCCATCATTATTAGGTCATTATCAAATCACGCTCA
GGATTCACTTGCCTCCAATTATCATCCTAAGCAGAAG

TGTATATTC

5’-AACCGATTGAATATGGAGCCAAATATATAAT
TTGGGTAGTGTGAAGGGTTCATATGCATAATCAA
AAGTTTTCACATAGTTTCTTACCTCTTCTAGTTGGCA
TGCTTTGATGACGCTTCTGTATCTATATTCATCATAG
GAAACACCA__ATGATATTTTCTTTAATGGTGCCAGG
CATAATCCAGGAAAACTGAGAACAGAATGAAATTCT
TCCACTGTGCTTAATTTTACCCTCTGAAGGCTCCAGT
TCTCCCATAATCACCATTAGAAGTGAAGTCTGGAAAT
AAAACCCATCATTATTAGGTCATTATCAAATCACGCT
CAGGATTCACTTGCCTCCAATTATCATCCTAAGCAGA
AGTGTATATTC

SC1

SMy

Secuencia
complementaria 2

Secuencia con
polimorfismo 2

5’-ACTAGCCATAAAACCCCAGGATTTTTTCAATTCCA
GAAACAGAATATAAAGCAATAGAGAAATGTCTGTAA
TTTTTTTACATGAATGACATTTACAGCAAATGCTTGC
TAGACCAATAATTAGTTATTCACCTTGCTAAAGAAAT
TCTTGCTCGTTGACCTCCACTCAGTGTGATTCCACCT

TCTCCAAGAACTATATTGTCTTTCTCTGCAAACTTGG

AGATGTCCTATTACCAAAAATAGAAAATTAGAGAGT

CACTTTTAGTATGCTCAATCTGAATTTGAAAGGCACA

TCTTCCTTCTAATGT

5’-ACTAGCCATAAAACCCCAGGATTTTTTCAATTCCA
GAAACAGAATATAAAGCAATAGAGAAATGTCTGTAA
TTTTTTTACATGAATGACATTTACAGCAAATGCTTGC
TAGACCAATAATTAGTTATTCACCTTGCTAAAGAAAT
TCTTGCTCGTTGACCTCCACTCAGTGTGATTCCACCT

TCTCAAAGAACTATATTGTCTTTCTCTGCAAACTTGG
AGATGTCCTATTACCAAAAATAGAAAATTAGAGAGT

CACTTTTAGTATGCTCAATCTGAATTTGAAAGGCACA

TCTTCCTTCTAATGT

SC2

El Instituto de Genética Médica y Molecular de Madrid (Espafia) ha proporcionado las secuencias de

PCR utilizadas en el biosensor.
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Tabla 2. 4. Secuencias sintéticas de ADN con 100 pares de bases utilizadas en el biosensor.

Oligonucledtidos sintéticos (100 pares de bases)

5'-HS (CH2)6-CTCAGTTTTCCTGGATTAT
Secuencia tiolada 1 GCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCATCT
TTGGTGTTTCCTATGATGAATATAGATA
CAGAAGCGTCATCAAA GCATGCC
5'-HS (CH2)s-TTGGTAATAGGACATCTCC
Secuencia tiolada 2 AAGTTTGCAGAGAAAGACAATATAGTTC
TTGGAGAAGGTGGAATCACACTGAGTGG

AGGTCAACGAGCAAGAATTTCTTTA

La Figura 2. 33 muestra en diagrama de barras los valores de intensidad
obtenidos en el maximo del pico de los distintos voltagramas de DPV para
los dos tipos de mutaciones, utilizando como indicadores electroquimicos
el Na[FESANE] y el Na[Cls-FESANE]. En todos los casos se observa una
sefial intensa para las secuencias complementarias SC1 y SC2, mientras que
para las secuencias mutadas la intensidad disminuye, consiguiendo de esta
manera que ambos metalacarboranos tengan la capacidad de distinguir
entre un ADN complementario de uno mutado. Ademas, también es posible
discriminar entre los dos tipos de mutaciones, ya que la mutaciéon al
s6lo verse afectado un nucleétido presenta un valor de intensidad mayor
que la mutacién SM1, donde se ven afectados tres nucleétidos.

a)3

Na|FESANE]|

Na[Cle-FESANE]|

1/pA

§\\ <V %(;\. %Q'» SN %Q\ ‘$\ N %Q‘» %Q‘\o

Figura 2. 33. Representacién grafica de los valores obtenidos en el maximo del pico de los
voltagramas de pulso diferencial utilizando el a) Na[FESANE] y b) Na[Cle-FESANE] como marcador
electroquimico en la deteccién de SC1, SM1, SC2 y 5P2. Velocidad de barrido: 10 mV/s.
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Por tanto, se ha conseguido comprobar que el FESANE y el Cls-FESANE
pueden ser utilizados como marcadores electroquimicos en biosensores,
discriminando entre ADN complementario y ADN mutado, e incluso entre
distintas mutaciones. Siendo en todos los casos el Na[FESANE], el clister
de boro con mayor facilidad para su acumulacién entre los pares de bases.

2.6. Conclusiones.

En este apartado se resumiran los resultados mas relevantes obtenidos en
cada uno de los objetivos propuestos:

Objetivo 1: Interaccion entre el ADN y los metalacarboranos.

v" Se ha podido comprobar que los metalacarboranos Na[FESANE], Na[Cls-
FESANE] y Na[COSANE] interaccionan fuertemente con CT-dsDNA. El
Na[FESANE] y el Na[Cle-FESANE] interaccionan por intercalacién entre
los pares de bases; mientras que el Na[COSANE] interacciona en los
surcos. Si se aumenta la fuerza idnica del medio en el caso del
Na[COSANE], la interaccion con el CT-dsDNA pasa a ser por intercalacidon
entre los pares de bases. Medidas de dicroismo circular corroboran el
tipo de interaccion.

v Mediante estudios de UV-Visible se consigue saber cuantas moléculas de
metalacarboranos hay por cada par de base de ADN. El Na[FESANE] y el
Na[Cls-FESANE] presentan 18 moléculas por cada par de base; mientras
que el Na[COSANE] tiene 28 moléculas a baja fuerza iénica y 6 moléculas
a alta fuerza idnica por cada par de bases. Como los metalacarboranos
forman vesiculas o micelas en medio acuoso, se ha estudiado su tamaifio
por DLS y por CryoTEM en ausencia y en presencia de CT-dsDNA,
aumentando su tamafio a medida que la concentracién de ADN se
incrementa.

v" Se ha conseguido aislar el nanohibrido CT-dsDNA-Na[COSANE] y se ha
caracterizado por IR, raman, microscopio 6ptico y TEM, comprobando
en todos los casos que el nanohibrido esta formado por ambas especies
y que presenta una morfologia ordenada y ensamblada tipo baston.
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v Se ha comprobado la estabilidad del Na[COSANE] por !'B{1H} RMN en
disoluciones salinas (tampon fosfato, NaCl, KNO3 y KCI) y en medio de
cultivo DMEM en ausencia y en presencia de 10% FBS. En el caso de las
distintas disoluciones salinas, el Na[COSANE] es estable en todas ellas;
mientras que en el medio de cultivo forma agregados en presencia de la
proteina FBS.

Objetivo 2: Distribuciéon de Na[COSANE] en células, sangre y ratones.

v" Se ha estudiado la citotoxicidad del COSANE en la célula glioblastoma
U87 y melanoma A375, siendo el valor de ICso en ambas células
alrededor de 200 pM de Na[COSANE]. También se ha estudiado la
distribucién en las distintas partes de la célula (citosol, membrana,
nucleo y citoesqueleto) del contenido de B y Co, acumulandose el
COSANE en mayor proporcion en la célula U87 y dentro de la célula en la
membrana y en el nucleo.

v' Se ha estudiado la distribuciéon de boro en la sangre (plasma y
eritrocitos/ granulocitos), dando un 50% de abundancia en boro en
plasmay un 25% en las células sanguineas. El alto contenido de boro en
el plasma se debe a que el Na[COSANE] interacciona con las proteinas
plasmaticas.

v" Se ha estudiado la distribucién de boro en distintos 6rganos de ratones
albinos (sangre, corazén, higado, pulmén, rifibn, bazo, musculo y
cerebro), dando una mayor acumulacién de COSANE en el pulmon,
seguido por el higado. La principal razéon de que el Na[COSANE] se
distribuya en estos dos drganos es porque al interaccionar con las
proteinas plasmaticas, queda retenido en los capilares pulmonares y en
el higado que es donde se sintetizan estas proteinas.

Objetivo 3: Marcadores electroquimicos en sensores de ADN.

v' Se han estudiado las propiedades electroquimicas de los distintos
metalacarboranos (COSANE, FESANE y Cls-FESANE) en ausencia y en
presencia de CT-dsDNA inmovilizado en la superficie del electrodo
(glassy carbon para COSANE y oro para FESANE y Cls-FESANE) a baja y
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No

10.

alta fuerza i6nica. En todos los casos se produce un ligero
desplazamiento del potencial redox hacia valores mas positivos o mas
negativos dependiendo del metalacarborano, tnicamente en el caso del
Na[COSANE] se ha observado que dependiendo de la fuerza iénica del
medio su potencial redox varia.

Se ha conseguido comprobar que el FESANE y el Cls-FESANE se pueden
utilizar como marcadores electroquimicos para sensores de ADN, ya que
se acumulan entre los pares de bases consiguiendo discriminar entre
secuencias complementarias, de las no complementarias y de las que
estan mutadas.

También se ha comprobado que tanto el FESANE como el Cle-FESANE se
pueden utilizar en muestras de ADN reales amplificadas por PCR para
detectar mutaciones genéticas, ya que tienen la capacidad de distinguir
entre ADN complementario del que estd mutado, e incluso pueden
diferenciar entre una mutacién por delecién o por polimorfismo.
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CAPITULO 3

INTERACCION ENTRE LA ALBUMINA SERICA BOVINA Y LOS
METALACARBORANOS Y SU APLICACION COMO AGENTE
PROTECTOR A LA DESNATURALIZACION
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RESUMEN DEL CAPITULO 3

Este capitulo se basa principalmente en el estudio de la interaccién entre la
BSA y el metalacarborano Na[COSANE] mediante las siguientes técnicas:
DLS, TEM, RMN, dicroismo circular, fluorescencia, -potencial, IR, SEM-EDX
y analisis elemental. Observando en todas ellas la formacién de una capa
alrededor de la BSA de unas 100 moléculas de COSANE, donde por puentes
de hidrégeno y di-hidrogeno interacciona el COSANE con los aminoacidos
histidina, lisina y arginina de la proteina. A partir de este hecho también se
ha estudiado la estabilidad de la BSA frente a su desnaturalizacion térmica
y quimica (con urea) en ausencia y en presencia de Na[COSANE].
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3. INTERACCION ENTRE LA ALBUMINA SERICA BOVINA Y LOS
METALACARBORANOS Y SU APLICACION COMO AGENTE
PROTECTOR A LA DESNATURALIZACION

3.1. Estado actual.

A partir de los estudios realizados por Vifias y col.l: 2 donde se empezé a
cuestionar sobre: ;Por qué el metalacarborano tiene mas afinidad dentro
de la célula que fuera? ;Qué moléculas biologicas hay dentro de la célula
con las que pueda interaccionar? Se intenta responder a estas preguntas a
partir del estudio de interaccién entre los metalacarboranos y los acidos
nucleicos y las proteinas, ya que son las moléculas biolégicas con mas
probabilidad de interaccionar.

En el Capitulo 2 se ha estudiado la interaccién entre los metalacarboranos
y el ADN, sabiendo que interaccionan fuertemente ya sea por intercalaciéon
entre los pares de bases en el caso de Na[FESANE] y Na[Cle-FESANE],3
como en los surcos a baja fuerza id6nica o por intercalacion a alta fuerza
ionica en el caso del Na[COSANE].* Asi que en este capitulo se estudiara la
interaccidon entre los metalacarboranos y las proteinas, para asi poder
responder a las preguntas cuestionadas.

3.1.1. Proteinas.

Las proteinas son macromoléculas biologicas constituidas basicamente por
carbono, hidrdgeno, oxigeno y nitrégeno, y en algunos casos azufre. Estan
formadas por cadenas lineales de aminoacidos unidos mediante enlaces
peptidicos (se considera proteina a partir de 50 aminoacidos), dando lugar
a estructuras tridimensionales.>

Todos los aminoacidos se H @)
carbono central
caracterizan por presentar un grupo ~ | V4
amino (-NHz), un grupo carboxilo (- HN—-C—-C—-0-H
C1 T | T
COOH), un hidrégeno y una cadena Gr. amino R Gr. Carboxilo
|

lateral R unidos a un carbono central
. cadena lateral variable
a, Figura 3. 1.5

Figura 3. 1. Férmula general de un aminoacido.
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Pero dependiendo de la cadena lateral R se pueden encontrar 20 tipos de
aminodacidos diferentes (ver Figura 3. 2): no polares, polares, no polares
aromaticos y cargados positiva y negativamente.

AMINOACIDO AMINOACIDO
COO~ COO~ COO~ celop celop CO0~
. . | s 21 ] s o |
HsN—C —H HsN—C —H HsN—C —H g H3N—<|2—H HaN—(IZ—H HaN—<'3—H
| I I
H CHg CH g CH, CH, CH,
& 7N = | | |
S CHjy CHg 8 CH, CH, C—NH
2 Glicina Alanina Valina 0 I I \cH
= S CH, cle /
g (elelon 00~ (lelon = I C —NH
g + | © - ? + I g (I:H2 ';IH H .
9| HIN—C—H H3N—C—H HsN—C—H o
= I =7 M a *NH; C =NH,
e CH, CH, H—C —CH, S |
@ I I I 2 kD
§ /C\H (I:Hz ?Hz o Lisina Arginina Histidina
3
o CHg CHs ? CHs .
CH, 2 (olelon (olelon
© | |
Leucina Metionina Isoleucina g H3l+\l—c —H Hgltl—C —H
| |
©
coo- coo- coo- 2 etz CHz
| | | o ~
H;N—C—H  H3N—C—H HaN—C —H @ Coo CH,
I I I 3 I
CH,OH H—C —OH CH, S Coo
b | | o Aspartato Glutamato
E CH3 SH
o
£ Serina Treonina Cisteina " COO~ COO~ COO~
o]
- s} | | |
¢ coo™ coo~ coo~ £ | HN—C—H  HN—C—H HzN—C—H
s IH . | . | E | | !
g (¢ HiN—C—H  HsN—C—H o CH, CH, CH,
x 7N | | L
2 Hzl\ll C|H2 CH, CH, o —
o | | ks
2 H,C —CH, ¢ CH, S NH
7N | o =
H,N O C <]
= OH
7N
H,N O @
Prolina Asparagina Glutamina ('9:', Ferilalaning Tirosina Triptofano

Figura 3. 2. Los 20 aminodacidos comunes clasificados segun si la cadena lateral R es no polar, polar,
no polar aromaticos o si estan cargados positiva o negativamente.

La gran variedad de combinaciones posibles entre los 20 aminoacidos hace
que las proteinas sean las moléculas biol6gicas mas versatiles y diversas en
los seres vivos, desempefando un papel fundamental para la vida; ya que
son imprescindibles durante el crecimiento del organismo y realizan una
cantidad enorme de funciones diferentes: funcién estructural, funcién
enzimatica, hormonal, defensiva, reguladora, de transporte, de reserva, en
la contraccion muscular, funcién homeostatica, etc.>
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Ahora bien, aunque cada proteina tenga una secuencia de aminoacidos
diferente, todas se organizan de la misma manera. Las proteinas tienen
cuatro niveles de organizacion distintos (ver Figura 3. 3). La estructura
primaria viene determinada por la secuencia de aminoacidos en la cadena
proteica (nimero de aminoacidos y orden en que estan enlazados). La
estructura secundaria viene determinada por el tipo de plegamiento que
adopta la cadena proteica a través de los puentes de hidrégeno y puentes
disulfuro que tienen lugar entre los distintos atomos de la cadena, dando
lugar a dos conformaciones posibles: a-hélice y lamina-. La estructura
terciaria es la distribucién tridimensional de todos los aminoacidos que
componen la proteina, es decir, es la suma de todas las a-hélice, lamina-f8 y
estructuras al azar que presenta una proteina, formando proteinas fibrosas
o globulares que pueden albergar grupos hemo. Y por ultimo la estructura
cuaternaria es el conjunto de diversas cadenas polipeptidicas que mediante
interacciones no covalentes (interacciones hidrofébicas, puentes salinos o
puentes de hidrégeno) forman multimeros.>

Estructura
Secundaria

@

Estructura
Primaria

Grupo Hemo

Estructura
Terciaria

Figura 3. 3. Niveles de organizacion de las proteinas: estructura primaria, estructura secundaria,
estructura terciaria y estructura cuaternaria.

Aunque las proteinas sean muy estables en su forma nativa, pueden sufrir
cambios en su estructura terciaria, se desnaturalizan, teniendo una mayor
repulsion con el disolvente y llegando a precipitar. Los agentes causantes
de la desnaturalizacion son la temperatura, el pH, los disolventes organicos

y el aumento de la fuerza iénica del medio.>
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3.1.2. Proteinas y metalacarboranos.

Cigler y col. utilizaron en 2005 el COSANE y los derivados del COSANE-
DIOXANATO para ver si podian ser utilizados como inhibidores de la
enzima proteasa-VIH, dando lugar a valores de constantes de inhibicion
que sugieren que el COSANE y sus derivados compiten con el sustrato
peptidico en el centro activo de la enzima. Ademas a partir del analisis de
rayos-X del complejo formado por la enzima y el COSANE se ha visto que en
la cavidad del centro activo caben perfectamente dos moléculas de
COSANE.® Tres anos mas tarde estudiaron la especificidad y la selectividad
del COSANE y sus derivados hacia la enzima proteasa-VIH con siete tipos
de mutaciones distintos, resultando que para todas las mutaciones también
actiian como inhibidores.”. 8

A partir de estos resultados, Hobza y col. estudiaron mediante calculos
tedricos el tipo de interaccidn que tenia lugar entre el carborano CB11H12" y
los aminodacidos arginina, fenilalanina, lisina, glicina, serina, glutamato y el
péptido formado por glicina-serina, obteniendo en todos los casos que la
interaccion entre ambas especies es debida a puentes de hidrégeno y de di-
hidrogeno entre los nitréogenos de las biomoléculas y los B-H del cluster.?
Ademas, también estudiaron por calculos teédricos el tipo de interaccion
que existe entre los metalacarboranos de Fe, Co y Ni y el péptido Ala-Gly-
Ala-Ala (péptido que hay en el centro activo de la proteasa-VIH), en todos
los casos observaron que la interaccion es debida a puentes de hidrogeno y
di-hidrégeno con distancias de enlace muy similares entre los distintos
metalacarboranos.1?

Una vez sabido que los metalacarboranos interaccionan con péptidos y con
la enzima proteasa-VIH mediante puentes de hidrogeno y di-hidrégeno, se
estudio la influencia de tener un metalacarborano unido covalentemente a
un residuo de la enzima lisozima, concretamente el COSANE-DIOXANATO.
Observando que la lisozima modificada con el COSANE-DIOXANATO no
presenta ningun cambio en su estructura primaria, secundaria ni terciaria
(confirmado por HPLC-ESI-TOF, CD y DLS), pero si que se observa un
pequefio cambio en cuanto al tamafno de la lisozima y la lisozima con el
COSANE-DIOXANATO a elevadas temperaturas (la lisozima desnaturaliza y
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aumenta su tamafio ~68 nm, pero la lisozima con el COSANE-DIOXANATO
forma unos grandes agregados >900 nm a 70°C), y también en la actividad
enzimatica a temperatura ambiente (la lisozima modificada con COSANE-
DIOXANATO tiene una actividad enzimatica del 37% en vez del 100%).11

También se estudi6 la solubilidad del COSANE y derivados del COSANE-
DIOXANATO en agua, en medio salino y en medio salino + HSA (albumina
sérica humana), observando que la presencia de la proteina HSA hace que
la solubilidad de los metalacarboranos aumente, debido principalmente a
que la interaccién entre el metalacarborano y la proteina es por su caracter
lipofilico.12 Goszczynski y col. estudiaron en 2017 la interaccién entre las
proteinas séricas y los clusteres de boro, observando que la interaccién es
mas fuerte para los metalacarboranos > carboranos > boranos mediante
calculos de constantes de enlace.!3

Dentro de las aplicaciones que se han estudiado, se ha utilizado el FESANE
como mediador redox en un biosensor de glucosa estando la enzima
glucosa oxidasa inmovilizada en la superficie del electrodo con el polimero
quitosan, sugiriendo por los resultados obtenidos que el FESANE presenta
ademas de una interaccion por puentes de hidrogeno y de di-hidrogeno
con la enzima, una interaccién electrénica.l4

3.2. Objetivos.

Los objetivos de este capitulo se basan principalmente en responder a las
preguntas formuladas a partir de las investigaciones realizadas por Vifias y
col.12 y que se resumen a continuacion:

» Estudio de la interaccion entre la proteina albumina sérica bovina
(BSA) y el metalacarborano Na[COSANE] en disolucién (en agua y
en tampon fosfato) utilizando las técnicas de DLS, TEM, RMN, CD,
fluorescencia, &-potencial, IR, SEM-EDX y analisis elemental.

» Estudio de la estabilidad de la proteina albimina sérica bovina

utilizando el metalacarborano Na[COSANE] como agente protector a
la desnaturalizacion térmica y quimica por urea.
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3.3. Interaccion entre la BSA y los metalacarboranos.

El metalacarborano elegido para este estudio es el COSANE, aunque
también se utilizaran el Cl4-COSANE, Cls-COSANE y el borano [Biz2H12]?%
para ser comparados con el COSANE (Figura 3. 4). En todos los casos se ha
utilizado la sal de Na para que sean solubles en agua y que el pH sea neutro.
El Cl4-COSANE y Cls-COSANE se sintetizaron a partir de COSANE con SO:Cl
en acetonitrilo (ver la sintesis en el Capitulo 4).15
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Figura 3. 4. Estructura del COSANE, Cl4-COSANE, Cle-COSANE y [B12H12]?- (de izquierda a derecha).
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La proteina elegida para este estudio es la
albumina sérica bovina, BSA, ya que es la
proteina mas abundante en el plasma
sanguineo (que como se vio en el Capitulo 2
forma agregados con el Na[COSANE] en el
medio de cultivo DMEM)* y ademas, tanto
su estructura como sus propiedades estan
ampliamente estudiadas.

Figura 3. 5. Estructura de la BSA.

Por tanto, se estudiara su interaccién principalmente mediante DLS, ya que
estd técnica permite conocer el didmetro hidrodinamico de particulas
consideradas como esferas. La BSA es una proteina globular que tiene un
tamafio por DLS de 3 nm en agua Milli-Q. Mientras que la sal protonada del
COSANE, como se explico en el Capitulo 1, forma agregados en agua con un
didmetro aproximado de 40 nm para las vesiculas y 2.32 nm para las
micelas, siendo el valor de la concentracion critica de la transicién de fase
de vesiculas a micelas de 18.6 mM.16
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3.3.1. Dispersion dinamica de luz, TEM y RMN.

Al utilizar la sal de Na del COSANE para que el pH sea neutro (H{COSANE]
tiene un pH acido), se estudiara por DLS el tamafio de las vesiculas y de las
micelas formadas asi como de la concentracion critica en la transicién de
fase de vesicula a micela, para ver si la presencia del catiéon sodio influye en
los tamafios de los agregados formados en agua.

La Figura 3. 6 a muestra el diametro hidrodinamico en nm del Na[COSANE]
en agua Milli-Q a diferentes concentraciones (curva en negro), siendo el
valor aproximado del tamafio de las vesiculas de 64 nm y de las micelas de
1.4 nm y siendo la concentracidn critica de transicién de fase de vesiculas a
micelas de 29 mM. El cambio del catién Na por el protén hace que el valor
del didametro hidrodinamico de las vesiculas aumente, que el de las micelas
disminuya y que el valor de la concentracién critica de transicion de fase
pase de 18.6 a 29 mM. El tamafio de las vesiculas se confirma con los datos
obtenidos por DLS y por CryoTEM en la Tabla 2.1 del Capitulo 2.4
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Figura 3. 6. a) Didmetro hidrodinamico en nm de Na[COSANE] a diferentes concentraciones en
ausencia (en negro) y en presencia de BSA a una concentracion fija de 10 uM (en rojo); b) didmetro
hidrodinamico en nm de la BSA a diferentes concentraciones en presencia de 1 mM Na[COSANE].
Todos los experimentos se han hecho en agua Milli-Q.

Una vez sabido el tamafio de los agregados del Na[COSANE] y de la BSA en
agua, tres situaciones posibles pueden ocurrir en su interaccion:

1) Si la BSA interacciona con la superficie de las vesiculas de Na[COSANE],
el valor del diametro hidrodindmico de las vesiculas aumentarad 6 nm mas,
debido a que la BSA tiene un didmetro hidrodindmico de 3 nm.
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2) Si la BSA es encapsulada por las vesiculas de Na|[COSANE], el valor del
didmetro hidrodinamico de las vesiculas quedara aproximadamente igual.

3) Si la BSA interacciona fuertemente con el Na[COSANE] haciendo que las
vesiculas se destruyan y queden moléculas de Na|[COSANE] alrededor de la
BSA, el valor del didmetro hidrodinamico obtenido seria un poco mayor del
de la BSA aproximadamente 5 nm (Na[COSANE] tiene unas dimensiones de
0.6 x 1.1 nm).

Por tanto, se repite el mismo experimento que en la Figura 3. 6 a curva en
negro, pero manteniendo fijada la concentracién de BSA a 10uM (Figura 3.
6 a curva en rojo). De las tres situaciones posibles que pueden ocurrir al
interaccionar la BSA y el Na[COSANE] en agua Milli-Q, la que tiene lugar es
la tercera. Las vesiculas de Na[COSANE] se destruyen, interaccionando las
moléculas de Na[COSANE] fuertemente sobre la superficie de la BSA, dando
lugar a valores de didmetro hidrodinamico de 3 a 15 nm. La diferencia de
tamafio sugiere que el Na[COSANE] forma diferentes capas alrededor de la
BSA. Como se ha visto que el COSANE tiene afinidad por formar puentes de
hidrégeno y de di-hidrégeno con grupos amino,7-1° lo mas probable es que
interaccione con los aminoacidos His, Lys y Arg (segun la estructura
cristalina de la BSA en PDB20 hay 18 His, 59 Lys y 23 Arg superficiales),
llegando a una concentracion critica de transformacion de fase a 25 mM,
donde a partir de esa concentracion so6lo se observan las micelas de 1.8 nm.

Si se repite el mismo experimento pero a la inversa, manteniendo fija la
concentracion de Na[COSANE] a 1 mM y variando la concentracion de BSA
(Figura 3. 6 b), se observa el mismo efecto. Con sélo el contacto de ambas
especies en disolucion, se destruyen inmediatamente las vesiculas de
Na[COSANE] para formar el nanohibrido de BSA-Na[COSANE]. Por tanto, a
partir de estos dos experimentos se concluye que el Na[COSANE] y la BSA
presentan una interaccion muy fuerte cuando el Na[COSANE] se encuentra
en el rango de concentraciones que forman las vesiculas.

Como la parte de estudio que nos interesa es hasta la concentracidn critica
de 25 mM, se repite el mismo experimento que en la Figura 3. 6 a curva en
rojo, pero con los metalacarboranos Na[COSANE], Na[Cl4-COSANE], Na[Cle-
COSANE], Naz[B12H12] en agua y tampon fosfato (Figura 3. 7 a).
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Figura 3. 7. a) Didmetro hidrodindmico en nm de Na[COSANE] (en rojo), Na[Cls-COSANE] (en
verde), Na[Cle-COSANE] (en azul), Naz[B12H12] (en turquesa) en agua y en tampén fosfato (en negro)
a diferentes concentraciones, manteniendo la concentracién fija de BSA a 10 uM; b) didmetro
hidrodindmico en nm de Na[COSANE] a diferentes concentraciones en agua (en rojo) y en tampén
fosfato (en morado), manteniendo la concentracion fija de BSAa 10 pM.

Con este estudio se quiere ver la distinta capacidad que tienen los clusteres
de boro en formar puentes de hidrégeno y de di-hidrégeno en agua con la
BSA y compararlo con el tampén fosfato. En el caso del tampon fosfato
(curva en negro) que solo tiene la capacidad de envolver la BSA en una
capa electrostatica, se observa que una vez llegado al tamafio de saturacion
el diametro hidrodinamico se mantiene constante. Al igual que pasa con el
Naz[B12H12] (curva en amarillo), como no forma agregados en agua no tiene
la capacidad de autoensamblarse, y por ese motivo una vez llega al tamafio
de saturacion de una capa el diametro hidrodinamico se mantiene igual.

En cambio, los clusteres Na[COSANE] (curva en rojo), Na[Cls-COSANE]
(curva en verde) y Na[Cle-COSANE] (curva en azul) pueden llegar a formar
mas de una capa en comparacién con el tampén fosfato y el Naz[B12H12]; ya
que ademas de presentar puentes de hidrégeno y de di-hidrégeno entre los
grupos B-H entre si y los grupo amino de las histidinas, las lisinas y las
argininas formando la primera capa, también pueden formar puentes de
hidrogeno y di-hidrogeno entre ellos dando lugar a las siguientes capas. La
principal diferencia entre los distintos metalacarboranos es el nimero de
B-H disponibles, el COSANE tiene 18 B-H y 4 Cc-H, el Cl4-COSANE tiene 14
B-H y 4 Cc-H y el Cle-COSANE tiene 12 B-H y 4 Cc.-H. Por esta razdn, el
COSANE es el metalacarborano que presenta valores de didmetro
hidrodindmico mas altos, seguido por el Cl4-COSANE y por el Cle-COSANE.
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Los estudios hechos hasta ahora han sido en agua, donde la BSA tiene un
tamafio de 3 nm y el nanohibrido BSA-Na[COSANE] dependiendo de la
concentracion de Na[COSANE] tiene un tamafio de 3 a 15 nm. Si se repite el
mismo estudio pero en vez de agua Milli-Q en tampoén fosfato (Figura 3. 7
b), se observa como el didmetro hidrodinamico de la BSA aumenta a 6 nmy
que la capacidad de autoensamblaje del COSANE para formar mas de una
capa se ve reducida llegando a un tamafio de 8.5 nm.

Para estimar el nimero de capas formadas en agua en el nanohibrido BSA-
Na[COSANE] se hacen calculos de cubrimiento de superficies considerando
que el DLS es una técnica que proporciona el valor del didmetro
hidrodindmico de particulas esféricas (como la BSA es una proteina
globular el error del calculo serd minimo). El didmetro hidrodinamico de la
BSA en agua es de 3 nm con un area superficial de 28.27 nm?; mientras que
el COSANE mide 0.6 x 1.1 nm y su area superficial dependera de si
interacciona vertical (0.28 nm?) u horizontalmente (0.66 nm?2) con la BSA,
se pueden calcular distintos modelos.

=
-

Na[COSANE]
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Figura 3. 8. Representacién teérica de la a) primera, b) segunda, c) tercera y d) cuarta capa del
Na[COSANE] alrededor de la BSA en agua, a partir de los didmetros hidrodinamicos obtenidos.
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Por tanto, para conocer el nimero de capas y de moléculas de Na[COSANE]
alrededor de la BSA, como estan distribuidas dichas moléculas y el grado
de recubrimiento, se utilizan algunos valores de didmetro hidrodinamico
de la curva en rojo de la Figura 3. 7 a. Como se puede ver en la Figura 3. 8 a,
si se coge el valor de 5.5 nm que corresponde aproximadamente a 3 nm de
la BSA + 1.1 nm de COSANE + 1.1 nm de COSANE estando el COSANE en
posicion end-on, se obtiene un total de 101 moléculas de Na[COSANE] que
caben en la primera capa. A partir del valor de pumol de Na[COSANE] en ese
punto, se sabe que en la disolucién hay 98 moléculas dando lugar a un 98%
de recubrimiento superficial en la primera capa.

La Figura 3. 8 b muestra la formacion de la segunda capa de Na[COSANE]
teniendo en cuenta que ahora el area superficial es la suma de la BSA con la
primera capa (84.95 nm?2). Si se coge el valor de 7.3 nm se necesitan 128
moléculas de Na[COSANE] distribuidas horizontalmente para formar la
segunda capa, mientras que el disolucién sélo hay 94, obteniendo un total
del 73% de recubrimiento superficial. Para formar la tercera capa (Figura
3. 8 ¢) se necesitan 459 moléculas de Na[COSANE] distribuidas en vertical,
pero s6lo 262 moléculas estan disponibles para tal fin, dando lugar a un
recubrimiento superficial del 57%. A partir de la tercera capa la interaccion
entre las distintas moléculas de Na[COSANE] se va debilitando, dando lugar
a capas mas difusas (Figura 3. 8 d). Una vez estudiado la interaccion de la
BSA con los metalacarboranos por DLS, se comprueba por TEM y por RMN
si los valores obtenidos de tamafio son correctos y si forman agregados.

Para confirmar que los tamafios de didmetro hidrodinamico obtenidos por
DLS son correctos, se mide por TEM el tamafio de particula y su desviacion
estandar (ver Figura 3. 9). Se toma la BSA en agua y la BSA con
Na[COSANE] y Na[Cl¢-COSANE] en agua y tampoén fosfato en el punto del
eje x correspondiente a 20 umol de la Figura 3. 7 a. Segun el DLS los valores
obtenidos de diametro hidrodindmico son 3 nm para 10 uM BSA en agua,
9.5 nm para el nanohibrido BSA-Na[COSANE], 6.8 nm para el nanohibrido
BSA-Na[Cle-COSANE] y 6.2 nm para la BSA en tampdn fosfato. Estos valores
se comparan con los obtenidos a partir del TEM de la Figura 3. 9, donde
todos los valores se encuentran dentro del error, confirmandose que los
tamafios de didmetro hidrodindmico obtenidos por DLS son correctos.
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Figura 3. 9. Imagenes de TEM e histogramas con el valor de tamafio de particula medio * desviacién
estandar de a) 10 uM BSA, b) nanohibrido BSA-Na[COSANE], c) nanohibrido BSA-Na[Cle-COSANE]
en agua Milli-Q y d) BSA en tampon fosfato. Las condiciones elegidas para hacer las medidas por
TEM corresponden al valor del eje x a 20 pmol de la Figura 3. 7 a. Escala 20 nm (a cd) y 50 nm (b).

Si se compara el 11B{1H} RMN de Na[COSANE] en ausencia y en presencia
de cantidades crecientes de BSA (Figura 3. 10), se puede observar como el
COSANE forma agregados (en azul y morado) cuando todas las moléculas
de COSANE se encuentran participando en la primera capa alrededor de la
BSA. En cambio, una vez formada la primera capa (en verde) hay moléculas
de COSANE que empiezan a formar la segunda capa mas débilmente y en
consecuencia el espectro de RMN es mas similar al del COSANE libre (en
rojo). Por tanto, se comprueba por RMN que el Na[COSANE] y la BSA
interaccionan fuertemente durante la formacion de la primera capa.

— 1 mM Na[COSANE]
— 1 mM Na[COSANE] + 10 uM BSA
— 1 mM Na[COSANE] + 20 uM BSA

— ]ll]I\/INZl[COSANE] + 100 }lM BSA Figura 3. 10. ESpeCtrO de

11B{1H} RMN de Na[COSANE]
1 mM en agua en ausencia
(en rojo) y en presencia de
10 puM (en verde), 20 uM (en
azul) y 100 pM (en morado)
de BSA.
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3.3.2. Dicroismo circular y fluorescencia.

Una vez confirmado que el Na[COSANE] interacciona fuertemente con la
BSA durante la formacién de la primera capa y que para envolver la BSA
con una capa son necesarias 100 moléculas de COSANE, se estudiara por
dicroismo circular si la presencia de COSANE alrededor de la BSA con la
formacion de puentes de hidrégeno y de di-hidrégeno entre los B-H del
cluster y los grupo amino de las histidinas, las lisinas y las argininas afecta
a la estructura secundaria de la proteina en tampon fosfato.

En la Figura 3. 11 se puede observar el 20
espectro de dicroismo circular de la BSA
en negro con dos minimos a 210 y 222
nm caracteristicos de las proteinas con
estructura a-hélice, como bien se puede
ver en la Figura 3. 5. El efecto que puede
producir el Na[COSANE] en la forma y la -20-
elipticidad de la BSA cuando forma la 20 :
primera capa (1:10, 1:50 y 1:100 en la 200 210 220 230 240 250 260
., . 22
relacién BSA:COSANE) es despreciable, ceenm
Longitud de onda / nm

ya que como se puede observar en el

. , . Figura 3. 11. Espectro de dicroismo
espectro de dicroismo circular, al ser tan circular de 1a BSA en ausencia (en
similar al de la BSA nativa, sugiere que "egro)y en presencia de Na[COSANE]

. siguiendo la relacion BSA:COSANE
se conserva la estructura de a-hélice. 1:10, 1:50 y 1:100 en tampén fosfato.

— 0

1:10
— 1:50
— 1:100

Se ha comprobado que la estructura secundaria de la BSA permanece sin
ninguna modificaciéon cuando las moléculas de COSANE forman la primera
capa, conservando la estructura de a-hélice. Ahora so6lo falta conocer si la
presencia de Na[COSANE] afecta a la propiedad intrinseca de fluorescencia
de la BSA, siendo los aminoacidos responsables de dicha fluorescencia el
triptéfano, la tirosina y la fenilalanina.

En la Figura 3. 12 se puede observar el espectro de fluorescencia de la BSA
en negro a 200 nM y cémo va disminuyendo la intensidad de fluorescencia
a medida que se afiaden concentraciones crecientes de Na[COSANE] (de 7 a
700 nM), dando lugar a un proceso de quenching por parte del COSANE (el
COSANE no muestra ninguna sefial de fluorescencia a la Aex de 280 nm).
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Figura 3. 12. Espectro de fluorescencia de la BSA a 200 nM en ausencia (en negro) y en presencia de
concentraciones crecientes de Na[COSANE] (de 7 a 700 nM) en tampdn fosfato. Aex = 280 nm
Utilizando la siguiente ecuacion!3 se puede saber el grado de quenching
que produce el Na[COSANE] hacia la BSA:

Grado de quenching = (1 — i) -100 (3)
Fo
Siendo F la intensidad de fluorescencia de la BSA en presencia del COSANE
y Fo la intensidad de fluorescencia de la BSA.

Como para cada concentracion de COSANE la intensidad de fluorescencia
de la BSA varia haciéndose cada vez menor, se calculan distintos valores de
grado de quenching con la relacion BSA:COSANE 1:0.5, 1:1, 1:2 y 1:3.5,
siendo los valores 30.69, 59.66, 72.87 y 89.81%, respectivamente. Con sélo
una molécula de Na[COSANE] por cada BSA, se reduce la fluorescencia un
60%, si en vez de una molécula son dos la fluorescencia se reduce un 73%,
indicando que con muy poca cantidad de Na[COSANE] (sin llegar a llenar la
primera capa) se ve afectada en gran medida la propiedad intrinseca de
fluorescencia de la BSA.

3.3.3. &-potencial, IR, SEM-EDX y analisis elemental.

Para confirmar que el Na[COSANE] se encuentra alrededor de la BSA
formando una capa completa se utilizara la técnica del &-potencial, ya que
las medidas obtenidas por esta técnica proporcionan informacién acerca
de la carga (repulsion/atraccion) entre las distintas particulas y acerca de

su estabilidad en disolucidn (dispersion, agregacion o floculacién).
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El Na[COSANE] a pH 7 en agua Milli-Q presenta un valor de &-potencial de -
60 mV, indicando que la carga global de las vesiculas es negativa y que al
ser un valor superior a +30 mV presenta una buena estabilidad en agua sin
llegar a formar agregados entre las distintas vesiculas.

Ademas de proporcionar informaciéon acerca de la carga global y de la
estabilidad en agua, la técnica de &-potencial también es muy utilizada en
proteinas para conocer el valor del punto isoeléctrico (pl). El pl es el valor
de pH en que la carga global superficial de la proteina es 0 (se compensan
los residuos basicos y acidos). En el caso de la BSA (Figura 3. 13 en negro)
se puede observar como el valor del pl es 4.7, siendo una proteina cargada
positivamente a pH < 4.7 y cargada negativamente a pH > 4.7. El valor de &-
potencial en todos los pHs medidos es inferior a #30 mV indicando que la
BSA tiene tendencia a agregarse en disolucion.

60

~ BSA
401H-=4, * BSA-Na[COSANE] (1:10)
3, ~+- BSA-Na[COSANE] (1:50)

> 200 ~ BSA-Na[COSANE] (1:100)
= -= BSA-Na[COSANE] (1:200)
- 0 .....................................................................................
S 20 \
2 \
o =40 \

Figura 3. 13. Valores de §-potencial de la BSA en ausencia (en negro) y en presencia de Na[COSANE]
en la relacién BSA:COSANE 1:10 (en verde), 1:50 (en morado), 1:100 (en rojo) y 1:200 (en azul) a
diferentes valores de pH en agua a 25°C.
Como el Na[COSANE] interacciona con la superficie de la BSA, se repite el
mismo experimento pero con la relacién BSA:COSANE 1:10, 1:50, 1:100 y
1:200 (ver Figura 3. 13). En el caso del nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:10
y 1:50 (en verde y en morado respectivamente), se observa como aumenta
la estabilidad en agua (§-potencial > |[+30| mV) y como se desplaza el valor
de pl (3.8 y 3.4 respectivamente), sugiriendo que las moléculas de COSANE
cubren parcialmente la superficie de la BSA dejando libre residuos basicos
que son los causantes de los valores positivos de §-potencial.
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En cambio, cuando la relaciéon de BSA:COSANE es 1:100 (en rojo) se llega a
observar en todo el rango de pHs que el valor de &-potencial es aproximado
a -60 mV, al igual que el Na[COSANE] libre, sugiriendo que se ha formado la
primera capa completa. Si se afiade exceso de Na[COSANE] (1:200 curva en
azul) se llega al mismo resultado, confirmando que el COSANE recubre
completamente la superficie de la BSA.

Los valores de &-potencial en las disoluciones con la relacién 1:100 y 1:200
en el rango de pH de 2 a 4 no se han podido medir debido a que el complejo
BSA-Na[COSANE] ha precipitado (Figura 3. 14). Este hecho se debe a que el
COSANE en contacto con aminas protonadas forma un complejo insoluble
en aguay precipita.17-19

Como se puede ver en la Figura 3. 14 las disoluciones de BSA en ausencia y
en presencia de 10 y 50 moléculas de Na[COSANE] por proteina a pH 2.21
son completamente solubles en agua, pero cuando se forma la primera
capa completa (1:100) precipita al instante todo el nanohibrido formado
(se ha comprobado por UV-Visible que el sobrenadante no contiene
ninguna molécula de BSA ni de Na[COSANE]). En cambio, en la disolucién
de 1:200 donde ya se ha formado la primera capa y hay exceso de COSANE
para formar la segunda, se observa como Unicamente precipita el
nanohibrido formado por una capa y queda en disolucion el exceso de
Na[COSANE] (ademas del color se ha comprobado por UV-Visible).

1:0 1:10 1:50 1:100 1:200
BSA:COSANE

Figura 3. 14. Imagen de distintas disoluciones con la relacién BSA:COSANE 1:0, 1:10, 1:50, 1:100 y
1:200 (de izquierda a derecha) en agua a pH 2.21 a 25°C.
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Una vez precipitado el nanohibrido BSA-Na[COSANE] se centrifuga, se lava
y se separa para tenerlo aislado y poder caracterizarlo por IR, SEM-EDX y
analisis elemental. En la Figura 3. 15 se puede observar el espectro de IR de
la BSA (en negro), siendo caracteristicas las bandas de vibracién de los
carboxilicos de las amidas sobre 1524 y 1644 cm-1, los C-H alifaticos de la
cadena proteica sobre 2962 cm y la banda ancha de los O-H sobre 3290
cml. El IR del Na[COSANE] (en azul) presenta la banda de vibracién del B-
H caracteristica de los clisteres de boro sobre 2522 cm, los Cc-H del
cluster sobre 3035 cm! y las aguas de hidrataciéon del sodio sobre 3591 y
1604 cm'l. En consecuencia, el espectro de IR del nanohibrido BSA-
Na[COSANE] (en naranja) presenta una mezcla de ambas bandas de
vibracion caracteristicas de cada molécula, confirmando la presencia del
COSANE por la banda B-H sobre 2544 cm! y la presencia de la BSA por la
banda de los carboxilicos de las amidas sobre 1535y 1652 cm1.

%T

—— BSA
BSA-Na|COSANE]
Na[COSANE] |

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Figura 3. 15. Espectro de IR de la BSA (en negro), del Na[COSANE] (en azul) y del nanohibrido BSA-
Na[COSANE] 1:100 precipitado (en naranja).

También se ha caracterizado el nanohibrido BSA-Na[COSANE] precipitado
con la relacion 1:100 y 1:500 por SEM-EDX. Se ha observado su morfologia
a distintas magnificaciones (1000x, 4000x y 5000x), ver Figura 3. 16 (el
nanohibrido 1:500 muestra la misma morfologia), observando en todos los
casos una distribucion completamente homogénea sin llegar a tener una
morfologia definida. En cambio, cuando el nanohibrido esta en disolucién y
se seca en la rejilla del TEM tiene forma esférica (Figura 3. 9), como era de
esperar a partir del modelo tedrico de la Figura 3. 8.
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Figura 3. 16. Imagenes de SEM del nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:100 precipitado con a) 1000x,
b) 4000x y c) 5000x de magnificacion.

A partir del analisis por espectroscopia de energia dispersiva de rayos X
(EDX) se puede conocer el % en peso o atomico de los elementos presentes
en el nanohibrido BSA-Na[COSANE] precipitado 1:100 (Tabla 3. 1) y 1:500
(Tabla 3. 2). Los elementos elegidos para saber la relacion BSA:COSANE
tedrica segun los resultados de EDX son el S presente inicamente en la BSA
(cada BSA tiene 39 azufres, 35 Cys + 4 Met) y el Co presente tinicamente en
el COSANE (cada COSANE tiene 1 cobalto). En ambos casos se mide el EDX
de cinco muestras distintas, se calcula el % tedrico en peso y atomico que
corresponden a 1 BSA y n moléculas de COSANE, obteniendo asi la relaciéon
BSA:COSANE tedrica de 1:(96 £ 5) para 1:100 y 1:(128 + 10) para 1:500.

Tabla 3. 1. Valores del % en peso y atémico del S y el Co obtenido por EDX (izquierda) y calculado
teéricamente sabiendo que el COSANE tiene 1 Co y la BSA tiene 39 S (derecha). Valor de la relacion
BSA:COSANE calculada tedricamente coincidiendo con los valores de EDX. Nanohibrido BSA-
Na[COSANE] 1:100 precipitado.

Nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:100

EDX Teodrico
% peso % atomico | % peso % atémico BSA:COSANE
S 16.32 26.39 16.30 26.36 1:95
Co 83.68 73.61 83.70 73.64 '
S 16.15 26.15 16.16 26.15 1:96
Co 83.85 73.85 83.84 73.85 ’
S 15.40 25.07 15.35 25.00 1:102
Co 84.60 74.93 84.65 75.00 '
S 16.13 26.11 16.16 26.15 1:96
Co 83.87 73.89 83.84 73.85 ’
S 17.23 27.67 17.21 27.64 1:89
Co 82.77 72.33 82.79 72.36 '
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Tabla 3. 2. Valores del % en peso y atémico del S y el Co obtenido por EDX (izquierda) y calculado
teéricamente sabiendo que el COSANE tiene 1 Co y la BSA tiene 39 S (derecha). Valor de la relacién
BSA:COSANE calculada tedéricamente coincidiendo con los valores de EDX. Nanohibrido BSA-
Na[COSANE] 1:500 precipitado.

Nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:500

EDX Teoérico
% peso % atémico | % peso % atomico BSA:COSANE
S 13.01 21.56 13.07 21.66 1:123
Co 86.99 78.44 86.93 78.34 )
S 11.84 19.80 11.82 19.77 1:138
Co 88.16 80.20 88.18 80.23 '
S 13.72 22.62 13.75 22.67 1116
Co 86.28 77.38 86.25 77.33 ’
S 11.71 19.60 11.75 19.65 1:139
Co 88.29 80.40 88.25 80.35 '
S 12.88 21.37 12.89 21.38 1:125
Co 87.12 78.63 87.11 78.62 '

En el caso de la relacion del nanohibrido 1:100 se obtuvo un valor por EDX
de 1:(96 % 5), confirmando que precipita completamente la primera capa
debido a la fuerte interaccion que presenta el Na[COSANE] con la BSA. En
cambio, en la relaciéon del nanohibrido 1:500 se obtuvo un valor por EDX
de 1:(128 * 10), confirmando que la primera capa y muy débilmente la
segunda forman parte del precipitado, no llegando a precipitar el resto de
las capas y quedando en disolucién moléculas de COSANE.

Por ultimo, para corroborar los resultados obtenidos por EDX para el
nanohibrido BSA:COSANE 1:100, se realiza el andalisis elemental del C, H, N
y S. Los valores obtenidos fueron 38.3% C, 7.07% H, 10.3% N y 1.05 % S,
teniendo en cuenta la formula molecular del COSANE (Co1C4B1gHz22) y de la
BSA (C2932H4614N7800898S39), se calcula la relacién BSA:COSANE a partir de
las siguientes ecuaciones:

(2932+4n)-12
66334+324n+68n

%C

= 0.383 (4)

(780+0n)-14
66334+324n+68n

%N

=0.103 (5)

Siendo n el nimero de moléculas de COSANE.
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Obteniendo un valor de la relacion BSA:COSANE de 1:(99 * 4), se confirma
que tanto la técnica de EDX como el andlisis elemental corroboran que la
primera capa de COSANE esta formada alrededor de 100 moléculas, como
bien se dijo en el modelo teorico de la Figura 3. 8.

3.4. Aplicacion como agente protector a la desnaturalizacion.

Una vez conocido que el Na[COSANE] interacciona fuertemente con la
superficie de la BSA, concretamente con los residuos histidina, arginina y
lisina, mediante puentes de hidrégeno y de di-hidrégeno, formando una
primera capa completa con aproximadamente 100 moléculas de COSANE
que no perturban la estructura secundaria de la proteina, se estudiara si la
capa de COSANE puede proteger a la BSA de su desnaturalizacion causada
por un aumento de temperatura y por estar en contacto con urea.

3.4.1. Agente protector a la desnaturalizacion térmica.

Esta parte del trabajo se ha realizado en colaboracién con el profesor
Salvador Ventura y su colaborador Jordi Pujols de la Universidad
Auténoma de Barcelona. Para saber si el COSANE puede proteger a la BSA
de su desnaturalizacion térmica, se utilizaran las técnicas de DLS y
dicroismo circular. La BSA desnaturalizada a diferencia de la nativa esta
desplegada, con una conformaciéon mas abierta, perdiendo su estructura
secundaria y aumentando su tamafio.

En la Tabla 3. 3 se puede observar como va aumentando el tamafio de la
BSA a medida que aumenta la temperatura en tampdn fosfato, pasando de
un didmetro hidrodindmico de 6.50 nm a 25°C, a un diametro de 20.55 nm
a 90°C (tiene tendencia a formar agregados entre si de gran dimensidn).

Tabla 3. 3. Tamafio del didmetro hidrodindmico de la BSA y del nanohibrido BSA-Na[COSANE]
1:100 a 25, 60, 70, 80 y 90°C en tampodn fosfato. Tiempo de equilibrio entre temperaturas: 30 min.

Temperatura /°C Tamafio BSA /nm Tamafio BSA-NaJCOSANE] / nm

25 6.50 8.72
60 8.22 8.73
70 11.47 8.82
80 15.92 8.66
90 20.55 8.77
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En cambio, el nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:100 (Tabla 3. 3 derecha) no
muestra ningdn cambio de tamafio al aumentar la temperatura en tampoén
fosfato, teniendo un didmetro hidrodinamico alrededor de 8.72 nm durante
todo el rango de temperaturas. Este hecho confirma que el Na[COSANE]
forma una capa protectora alrededor de la BSA, cubriendo completamente
la superficie y previniendo su desnaturalizacién a temperaturas altas, hasta
90°C, estabilizando la proteina en su forma nativa.

Ahora bien, si en vez de cubrir la BSA con 100 moléculas de Na[COSANE] se
hace con 10 y con 1000 moléculas de Na[COSANE], se esperaria segin el
modelo tedrico propuesto en la Figura 3. 8 que el nanohibrido 1:10 no
proteja la BSA frente a la desnaturalizacién térmica y que el nanohibrido
1:1000 si. En la Tabla 3. 4 se puede observar que como era de esperar el
nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:10 no protege a la BSA térmicamente,
aumentando su didmetro hidrodinamico de 8.68 nm a 25°C a 13.27 nm a
90°C. En cambio, el nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:1000 si que protege la
BSA térmicamente, manteniendo el tamafio constante en todo el rango de
temperaturas. Estos resultados confirman que para proteger a la BSA de su
desnaturalizacion térmica es necesario cubrir completamente su superficie
con moléculas de Na[COSANE].

Tabla 3. 4. Tamafio del diametro hidrodindmico del nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:10 y 1:1000 a
25,70,80y 90°C en tampdn fosfato. Tiempo de equilibrio entre temperaturas: 30 min.

Temperatura / °C Tamafio BSA- Tamafio BSA-
NaJ[COSANE] 1:10 /nm _ NaJCOSANE] 1:1000 / nm
25 8.68 8.79
70 9.08 8.65
80 11.01 8.39
90 13.27 8.83

Una vez visto que el Na[COSANE] protege térmicamente a la BSA hasta
90°C con un tiempo de equilibrio de 30 minutos, se estudiara si el tiempo
puede afectar a la capacidad protectora del COSANE. Para ello, se mide el
tamafio por DLS a distintos tiempos de incubacién a 90°C (Tabla 3. 5). En
todos los tiempos el tamafio del nanohibrido BSA-Na[COSANE] se mantiene
constante, indicando que el NaJCOSANE] protege a la BSA térmicamente
independientemente de la temperatura y del tiempo de incubacién.
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Tabla 3. 5. Tamafio del didmetro hidrodindmico de la BSA y del nanohibrido BSA-Na[COSANE]
1:100 a tiempo 0 a 25°C y a tiempos 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min a 90°C en tampdn fosfato.

Tiempo / min Tamafio BSA /nm Tamafio BSA-NaJCOSANE] / nm

0 6.50 8.72
30 16.96 8.78
60 17.20 8.69
90 17.01 8.72
120 18.83 8.96
150 20.70 8.82
180 20.96 8.87

Una vez visto por DLS que el tamafio del nanohibrido BSA-Na[COSANE] se
mantiene constante a altas temperaturas, se comprobara por dicroismo
circular si la estructura secundaria de la BSA sigue nativa o sufre alguna
modificacion. Para ello, se hace el CD de la BSA y de los nanohibridos 1:10,
1:50 y 1:100 a diferentes temperaturas (25, 60, 70, 80 y 90°C) en tampo6n
fosfato con un tiempo de incubacién de 5 min (ver Figura 3. 17).

D S— b) =
| i BSA i 1:10
10 104
&8 et
2 3
S E
a- a -
@] o
3+—————————— -30 s
200 210 220 230 240 250 260 200 210 220 230 240 250 260
Longitud de onda / nm Longitud de onda / nm
9 ;i 9 2"| T
1:50 1:100
104 104

0

CD[mdeg]

-10

CD[mdeg]

=204

-30 ——
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-30 —
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Figura 3. 17. Espectros de dicroismo circular de a) BSA y de los nanohibridos BSA-Na[COSANE] b)
1:10, c¢) 1:50 y d) 1:100 a diferentes temperaturas (25, 60, 70, 80 y 90°C, curvas de color mas claro a
mas oscuro respectivamente) en tampon fosfato.
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En todos los casos se puede observar que a medida que aumenta la
temperatura el espectro de dicroismo circular tiende a 0 mdeg, indicando
que si que hay una pérdida de la estructura secundaria de la proteina. Si se
compara la BSA con el nanohibrido 1:100 (Figura 3. 17 a d) se puede ver
como a 222 nm la BSA pierde 12.2 mdeg y el nanohibrido 1:100 pierde 7.2
mdeg de 25 a 90°C, sugiriendo que el COSANE minimiza la pérdida de la
estructura secundaria estabilizando la BSA a alta temperatura. Y si se
comparan los espectros de dicroismo circular de los distintos nanohibridos
se puede observar como a medida que hay mas moléculas de Na[COSANE]
formando parte de la primera capa de la BSA, la diferencia entre el espectro
a 25y a90°C se va reduciendo, estabilizando cada vez mas la proteina.

Para ver mejor que el COSANE estabiliza a la BSA de su desnaturalizaciéon
térmica se hacen dos experimentos diferentes. En el primero se monitoriza
a 222 nm el dicroismo circular en el rango de temperaturas de 25 a 100°C
cogiendo una medida cada 0.2°C y a una velocidad de 1°C/min, para la BSA
y para los nanohibridos BSA-Na[COSANE] 1:10, 1:50 y 1:100 (Figura 3. 18
a).Y en el segundo se hace el mismo experimento de monitorizar a 222 nm
en el rango de temperaturas de 25 a 100°C en las mismas condiciones, pero
una vez llega a los 100°C (primera curva de desnaturalizacion) se deja
enfriar la muestra a temperatura ambiente y al cabo de 30 min se vuelve a
subir la temperatura hasta 100°C (segunda curva de desnaturalizacidn)
para la BSA (Figura 3. 18 b) y para BSA-Na[COSANE] 1:100 (Figura 3. 18 c).

a) 0 b) i C) -30
< - 0 & ) 2nd 2nd
5 1:10 Cal Ras IR ' M 1w
S 0.8] : 2 4 -
g 1:50 P> & = B
Z 0694+ 1:100 5 2 6o -60
z ;f ;’ , - H
T 04 j - 5‘70' 8 =10 odl
- L -804 -80 .
B a3 el -90- -90
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30 40 50 60 70 80 90 100 30 40 50 60 70 80 90 100 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura/ °C Temperatura/ °C Temperatura/ °C

Figura 3. 18. Monitorizacién a 222 nm del dicroismo circular en el rango de temperaturas de 25 a
100°C de a) BSA y nanohibridos BSA-Na[COSANE] 1:10, 1:50 y 1:100; b) BSA primera y segunda
curva de desnaturalizacién; y c) nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:100 primera y segunda curva de
desnaturalizacion. Cada punto se recoge cada 0.2°C a una velocidad de 1°C/min, y el tiempo entre la
primeray la segunda curva de desnaturalizacién es de 30 min.
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Como se puede observar en la Figura 3. 18 a la curva de desnaturalizacién
de la BSA (en negro) muestra un valor de T de 73 = 1°C; mientras que
para los nanohibridos BSA-Na[COSANE] 1:10, 1:50 y 1:100 el valor de Tn
aumenta a 78 £ 0.6, 83 £ 1 y 92 + 3°C respectivamente, estabilizando cada
vez mas la BSA y retrasando su desnaturalizacion.

Cuando se desnaturaliza una proteina a elevada temperatura y se enfria su
conformacion puede volver parcial o totalmente a su estado nativo. Por ese
motivo se hizo un segundo experimento (Figura 3. 18 b ¢) donde una vez
enfriada la muestra durante 30 minutos, se volvié a hacer una segunda
curva de desnaturalizacidn en las mismas condiciones que la primera. En el
caso de la BSA (Figura 3. 18 b) se puede observar una primera curva de
desnaturalizacion (en negro) y una segunda curva (en gris), indicando que
una vez desnaturalizada a 100°C y enfriada durante 30 min no es capaz de
recuperar su estado nativo, perdiendo irreversiblemente su estructura
secundaria. En cambio, el nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:100 (Figura 3.
18 c) muestra una segunda curva de desnaturalizacién muy similar a la
primera, indicando que la capa de COSANE protege a la BSA térmicamente
de su desnaturalizaciéon y hace que sea reversible la recuperaciéon casi
completa de su estructura secundaria volviendo a su estado nativo.

3.4.2. Agente protector a la desnaturalizacion quimica.

Esta parte del trabajo se ha realizado en colaboracién con el profesor
Salvador Ventura y su colaborador Jordi Pujols de la Universidad
Auténoma de Barcelona.

Para saber si el COSANE puede proteger a la
BSA de su desnaturalizaciéon quimica, se utiliza
la urea como agente desnaturalizante. Para ello,
se deja incubando diferentes cantidades de
urea (de 0 a 9 M) durante 24 horas con BSA y
BSA-Na[COSANE] 1:100 y se monitoriza a 222
nm su dicroismo circular (Figura 3. 19).

Figura 3. 19. Desnaturalizacién quimica por urea de
la BSA (en negro) y del nanohibrido 1:100 (en rojo) a
pH 7 y 25°C, monitorizando la sefial de CD a 222 nm.
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Como se puede observar en la Figura 3. 19 en negro, la BSA presenta una
curva de desnaturalizaciéon completa en todo el rango de concentraciones
de urea, llegando a la mitad de su desnaturalizacién a 4.5 M. Mientras que
el nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:100 (Figura 3. 19 en rojo), no presenta
una curva de desnaturalizaciéon completa protegiendo a la BSA frente a la
desnaturalizaciéon quimica con urea, quedando el ~50% de la proteina en
estado nativo a 9 M de urea.

3.5. Conclusiones.

En este apartado se resumiran los resultados mas relevantes obtenidos en
cada uno de los objetivos propuestos:

Objetivo 1: Interaccion entre la BSA y los metalacarboranos.

v Se ha podido comprobar que el Na[COSANE] interacciona fuertemente
con la BSA en el rango de concentraciones en que el Na[COSANE] forma
las vesiculas (hasta 25 mM), destruyendo las vesiculas para enlazarse
por puentes de hidrogeno y de di-hidrégeno con los grupos amino de los
aminoacidos histidina, lisina y arginina superficiales de la BSA, y asi
envolverla formando mas de una capa.

v Se ha estudiado por DLS la capacidad que tienen los clisteres de boro
Na[COSANE], Na[Cl4-COSANE], Na[Cle-COSANE] y Naz[Bi2H12] para
formar puentes de hidrogeno y di-hidrégeno con la BSA en agua y se han
comparado con el tampon fosfato. El Naz[B12H12] se comporta como el
tampon fosfato formando una tnica capa alrededor de la BSA, mientras
que los metalacarboranos ademas de interaccionar con la superficie de
la BSA tienen una mayor o menor capacidad de autoensamblarse entre
ellos formando mas de una capa dependiendo del numero de grupos B-H
disponibles en su estructura.

v' La capacidad de autoensamblaje del Na[COSANE] para formar mas de
una capa alrededor de la BSA se ve reducida cuando en vez de agua
Milli-Q se utiliza tampon fosfato, aumentando el tamafio de la BSA de 3 a
6 nm y disminuyendo el didmetro hidrodinamico del nanohibrido BSA-
Na[COSANE] de 15 a 8.5 nm.
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v' Se ha estimado el numero de capas y de moléculas de COSANE alrededor
de la BSA, como estan distribuidas y el grado de recubrimiento mediante
modelos de cubrimiento de superficies a partir de los valores de tamafio
obtenidos por DLS, estando la primera capa formada por 100 moléculas
de COSANE con un grado de recubrimiento del 98%, las capas
posteriores son cada vez mas difusas con grados de recubrimiento del
73 y del 57%. La distribucién de las moléculas de COSANE sigue el orden
vertical-horizontal-vertical.

v Se ha comprobado por TEM que los valores de didmetro hidrodinamico
obtenidos por DLS son correctos, ya que coinciden en ambas técnicas. Y
ademas, también se ha comprobado por RMN que el Na[COSANE] y la
BSA presentan una fuerte interaccién cuando forman la primera capa.

v" Se ha comprobado por dicroismo circular que la estructura secundaria
de la BSA (una vez forma la primera capa con las moléculas de COSANE)
sigue conservando la estructura nativa de a-hélice. En cambio, la
propiedad intrinseca de fluorescencia de la BSA se ve reducida en gran
medida con muy pocas moléculas de Na[COSANE], ya que éste produce
un quenching a su fluorescencia.

v’ Se ha comprobado mediante la técnica de &-potencial que la formacion
de la primera capa completa tiene lugar a las 100 moléculas de COSANE
por BSA, ya que ademas de estabilizar la proteina se ha obtenido un
valor de &-potencial de -60 mV, igual que el Na[COSANE] libre, durante
el rango de pH de 4 a 11. Se ha confirmado el resultado del §-potencial
cuando a pH < 4 el nanohibrido ha precipitado y en el sobrenadante no
se ha encontrado ninguna molécula de Na[COSANE] ni de BSA.

v" Se ha conseguido aislar el nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:100 y se ha
caracterizado por IR, SEM-EDX y andlisis elemental. Se ha confirmado
que la primera capa esta formada aproximadamente por 100 moléculas
de COSANE con una interaccion fuerte; mientras que las moléculas de
COSANE que forman la segunda capa tienen una interacciéon mas débil.
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Objetivo 2: Aplicacion como agente protector a la desnaturalizacion.

v" Se ha comprobado por DLS que el Na[COSANE] protege a la BSA frente a

su desnaturalizacion térmica cuando cubre completamente la superficie
de la proteina (nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:100 y 1:1000), ya que
no se observa ningin cambio de tamafio en el rango de temperaturas
estudiadas (de 25 a 90°C), ni a distintos tiempos de incubacion a 90°C.
En cambio, la BSA y el nanohibrido 1:10 si que aumentan de tamafio a
medida que aumenta la temperatura y el tiempo de incubacion (forman
agregados de gran dimension) llegando a su desnaturalizacion.

Se ha comprobado por CD que a medida que aumenta la temperatura
(de 25 a 90°C), el nanohibrido BSA-Na[COSANE] minimiza la pérdida de
la estructura secundaria de la proteina estabilizando la BSA frente a su
desnaturalizacion. A medida que hay mas moléculas de Na[COSANE]
formando parte de la primera capa (10, 50 y 100), la pérdida de la
estructura secundaria es menor.

v' A partir de la monitorizacién del dicroismo circular a 222 nm en el

1.

rango de temperaturas de 25 a 100°C, se ha podido comprobar que la
BSA tiene un valor de Tm de 73°C con una desnaturalizacion térmica
irreversible perdiendo completamente su estructura secundaria una vez
es enfriada a 25°C durante 30 min. En cambio, la BSA-Na[COSANE]
1:100 protege a la BSA de su desnaturalizacion ya que presenta una T
de 92°C y una vez es enfriada a 25°C recupera casi completamente su
estructura secundaria de forma reversible.

Se ha comprobado que el Na[COSANE] protege quimicamente a la BSA
de su desnaturalizacién con urea, ya que para desnaturalizar el 50% de
la proteina es necesario 4.5 M de urea, mientras que si esta protegida
con COSANE la concentraciéon necesaria es el doble, 9 M.
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CAPITULO 4

POLIMEROS DOPADOS CON METALACARBORANOS Y
ESTUDIO DE SUS PROPIEDADES PARA SU APLICACION
EN PILAS DE COMBUSTIBLE, BATERIAS Y
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RESUMEN DEL CAPITULO 412

Este capitulo se basa principalmente en el estudio de las propiedades de
polimeros dopados con metalacarboranos para su uso en baterias, pilas de
combustible y supercondensadores. Para las pilas de combustible y las
baterias se utiliza el polimero PBI dopado con M[COSANE] (M = Na*, Lity
H*) y se estudian sus propiedades fisicoquimicas, térmicas y conductividad
ionica. Para los supercondensadores se utiliza el polimero PEDOT dopado
con M[COSANE] (M = Cs*, Na*, Li*y H*) y Cs[Clx-COSANE] (x=2,4y 6) y se
estudian sus propiedades electroquimicas (capacidad especifica y limite de
resistencia a la sobreoxidaciéon), SEM-EDX, conductividad eléctrica y ATG.
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4. POLIMEROS DOPADOS CON METALACARBORANOS Y ESTUDIO
DE SUS PROPIEDADES PARA SU APLICACION EN PILAS DE
COMBUSTIBLE, BATERIAS Y SUPERCONDENSADORES.

4.1. Estado actual.

Los clusteres de boro utilizados en las aplicaciones de pilas de combustible,
baterias y supercondensadores son muy pocos, Unicamente las sales de
boranos y carboranos han sido utilizadas en baterias.3-¢ Por esta razdn, se
ha querido estudiar en esta tesis si los metalacarboranos pueden utilizarse
en algunas de las aplicaciones mencionadas.

Para ello, se utilizaran diferentes sales y derivados de metalacarboranos
como agentes dopantes de polimeros, ya sean polimeros utilizados en
membranas poliméricas para pilas de combustible y baterias o polimeros
conductores organicos para supercondensadores (Capitulo 4), y aditivos de
carbones activados para supercondensadores (Capitulo 5).

4.1.1. Polimeros.

Un polimero es una macromolécula formada por la uniéon mediante enlaces
covalentes de una o mas unidades simples llamada mon6émero, formando
largas cadenas que se unen entre si por fuerzas de Van der Waals, puentes
de hidrégeno o interacciones electrostaticas.”

Hay una gran variedad de polimeros tanto naturales (almidon, ADN, seda,
celulosa, caucho) como sintéticos (teflon, nailon, poliestireno, polietileno).
Dependiendo de si se utiliza un monémero o mas de un mondémero para
formar el polimero se obtiene un homopolimero o un copolimero. Distintas
conformaciones de los monémeros hacen que el copolimero esté formado
con una distribucién alternada, en bloque, al azar o ramificado.”

Los polimeros sintéticos pueden ser sintetizados o polimerizados quimica
o electroquimicamente, por adiciéon o condensacién o aplicando una cierta
corriente, un cierto potencial o luz. La gran variedad de polimeros que
existe hace que se puedan utilizar en muchas aplicaciones, ya que las
propiedades que presentan abarcan desde las propiedades mecdanicas y

eléctricas hasta las 6pticas y las térmicas.” 8
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4.1.2. Polimeros utilizados en pilas de combustible.

Una pila de combustible es un dispositivo electroquimico que esta formado
principalmente por dos electrodos, un anodo y un catodo, separados por el
electrolito o por una membrana polimérica electrolitica (ver Figura 4. 1),
donde por el anodo fluye una corriente de Hz y por el catodo una corriente
de O2. En el anodo tiene lugar la semireaccion del H; donde se generan 2
electrones y 2 H*, los electrones pasaran del 4nodo al catodo produciendo
energia eléctrica y los H* pasaran por la membrana polimérica o por el
electrolito hasta llegar al cAtodo donde reaccionara con el 0% para producir
moléculas de agua y liberar calor.?

‘d) dnodo  electrolito  cétodo b)

(%) Molécula de oxigeno
(L) Molécula de hidrégeno

0 Atomo de hidrégeno

« Electrén

% Molécula de agua

Anodo
Membrana Polimérica Electrolitica (PEM)
Catodo

Figura 4. 1. Esquemas de pilas de combustible utilizando a) electrolito y b) membrana polimérica
electrolitica como medio de separacién entre el dnodo y el catodo.

Una de las partes importantes en una pila de combustibles es la membrana
polimérica electrolitica (PEM) que tiene como funcién el transporte de los
H* del anodo hacia el catodo, separar los gases de reaccion y ser aislante
para no dejar pasar los electrones a través de la membrana. Por tanto, las
membranas poliméricas deben cumplir los siguientes requisitos: tener una
alta conductividad de protones, una baja conductividad eléctrica, tener
buenas propiedades mecanicas, tener un buen control de humedad y una
buena estabilidad quimica, electroquimica y térmica.?

En 1970 DuPont desarroll6 una membrana que hoy en dia se sigue
utilizando y que es un estandar para las pilas de combustible basadas en
membranas poliméricas, el nafion, consiguiendo un aumento del tiempo de
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vida media y de conductividad idnica de algunos 6rdenes de magnitud
respecto a las membranas que habian en esa época. Aun teniendo una
conductividad i6nica muy alta, el nafion presenta algunos inconvenientes
(no se puede utilizar a alta temperatura y es un polimero muy caro), y por
este motivo a lo largo del tiempo se ha estado estudiando otras membranas
poliméricas como las que se observan en la Figura 4. 2.10

Nafion chitosan
ﬂCF:CFkL{CF/CFL,L OH OH OH
Q o] fe)
Q HO o
A\ e} o] OH
CF _CF, HO HO HO
CF3 HO
SPEEK ) PBI
3, N N
i <A K\)—Oﬁ
(o]
SO4H
' PSSA PVP
PVPA PVA PVDF

Figura 4. 2. Algunos polimeros utilizados en pilas de combustible como membranas poliméricas.
SPPEK (poli(éter éter cetona sulfonado)), PBI (polibenzimidazol), PEI (polietilenimina), PVPA (acido
polivinilfosfonico), PVA (alcohol de polivinilo), PVDF (polifluoruro de vinilideno), PSSA (acido
poliestireno sulfénico) y PVP (polivinilpirrolidona).
Para llegar a conseguir las mismas o similares prestaciones que el nafion o
incluso mejorar los inconvenientes del nafion, se ha llegado a formar
membranas hibridas organicas-inorganicas introduciendo dentro de las
matrices poliméricas aditivos como HzPOs, grafeno oxidado, nanotubos de
carbono, nanoparticulas de SiO3, zeolitas, MOFs, etc; se han modificado las
membranas con polimeros conductores como la polianilina, se ha probado
de copolimerizar polimeros ya utilizados en pilas de combustibles (PVDF-
g-PSSA, SPEEK-PBI, entre otros); pero aun asi todavia falta investigar mas
para poder remplazar el nafion.? 11 En la Tabla 4. 1 se pueden observar
algunos valores de conductividad i6nica de diferentes polimeros dopados
con MOFs en ausencia o presencia de aditivos, observando que en todos los
casos al afiadir un dopante o un aditivo se consigue mejorar los valores de
conductividad idnica, pero aun asi el nafion sigue siendo mejor.
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Tabla 4. 1. Valores de conductividad iénica (S/cm) de algunos polimeros dopados con MOFs en
ausencia o presencia de aditivos, con su correspondiente temperatura y humedad relativa.1!

Polimero MOF Aditivo Cond.S/cm Temp.°C RH* %
“fIZL'lgl Acide fitico 0.228 100 100
Nafion )
ZIF-8 .
S GO 0.280 120 100
MIL-101 Acido
(9 wt%) fosfotingstico 0.272 65 100
ZIF-8 i}
SPEEK  ,B"0 CNTSs 0.05 120 30
ZIF-8
(2.5 wto0) ; 0.025 120 30
PVA (Szgt]f;) ; PAM* 0.134 80 100
PVPA (2?5\,'3 ” . 3.2x 103 140 anhidro
(523:{;, ; HsPO, 3.1x1073 120  anhidro
PBI ZIF-67 .
(5 wt%) H3PO4 0.042 120 anhidro
ADN (zglfv't?%) . 3.4x 10+ 25 97

*GO = 6xido de grafeno; CNTs = nanotubos de carbono; PAM = poliacrilamida; RH = humedad relativa

4.1.3. Polimeros utilizados en baterias.

Una bateria es un dispositivo electroquimico formado principalmente por
dos electrodos, un catodo y un anodo, separados por un electrolito y una
membrana porosa (ver Figura 4. 3). Dependiendo del tipo de electrodo y de
electrolito las baterias se pueden clasificar en baterias organicas, basadas
en metales, hibridas metal-organica o de ion litio, siendo las mas utilizadas
y estudiadas las baterias de ion litio, ya que presentan una alta densidad de
energia, alta capacidad especifica y alta eficiencia.l2 13

La Figura 4. 3 muestra una bateria de ion litio clasica formada por grafeno
en el anodo y por CoO2 en el catodo. Durante el proceso de descarga tanto
los iones Li* como los electrones van del anodo al catodo; mientras que en
el proceso de carga van del catodo al anodo. También se ha utilizado como
anodo: carbones, nitruros, 6xidos y aleaciones de metales de transiciéon y
como catodo: 6xidos y fosfatos de metales de transicion.1#
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a) g b) -
¥ o H
o DD o
- 9 09
® cationlitio L @ b
& oo SRR
© electrén

catodo catodo

Figura 4. 3. Esquema de una bateria de ion litio utilizando como anodo grafeno y como catodo CoO2
en proceso de a) descarga y b) carga.

El electrolito puede ser un liquido organico o inorganico, un liquido iénico,
un polimero, un sélido inorganico o una mezcla de todos ellos (ver Tabla 4.
2), pero tiene que tener como propiedades una buena conductividad i6nica,
baja conductividad eléctrica, buena estabilidad quimica, electroquimica y
térmica y baja toxicidad; ya que su principal funcién es el transporte del
ion Li* entre los electrodos. En la Tabla 4. 2 se pueden observar valores de
conductividad que van desde 10 a 0.03 mS/cm.15

Tabla 4. 2. Valores de conductividad iénica (mS/cm) a temperatura ambiente de distintos tipos de
electrolitos utilizados en baterias de ion litio.15

Electrolito Ejemplo Cond.* mS/cm
Liquido organico 1 M LiPFs en EC:DMCt 10
Liquido i6nico 1 M LiBF4 en EMI-BF4 8.0
Polimero LiTFSI-P(EO/MEEGE) 0.10
Sélido inorganico Lis-xGe1-xPxS4 (x = 0.75) 2.2
Liquido inorganico LiAlCls + SO2 70
Liquido organico + LiClO4 + EC + PC + PVDF 3.0
polimero
Liquido i6nico + 1 M LiTFSI + P13TFSI + 0.18
polimero PVDF-HFP '
Liquido i6nico + polimero LiTFSI-Py24TFSI + PVDF- 0.81
+ liquido organico HFP + EC/PC '
Sélido inorganico + LiCl04-TEC-19 + 95 (0.6Li2S 0.03
polimero + 0.4Li2S) + 5Li4Si04 '

* a temperatura ambiente, TEC:DMC = carbonato de etileno:dimetil carbonato
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El uso de un polimero como electrolito sélido hace que no sea necesaria la
membrana porosa para separar los electrodos y ademas cuando la bateria
cambia el proceso de descarga a carga o viceversa (hay un pequefio cambio
de volumen al intercalarse el Li* en el catodo o en el danodo), el polimero
conserva el contacto de la interfase electrodo/electrolito.15

Un polimero utilizado en baterias es el PEO (6xido de polietileno) ya que
puede contener sales de litio como LiPF¢ o LiAsFe, no es toxico, tiene buena
estabilidad quimica, pero tiene una baja conductividad iénica (< 10-> S/cm
a temperatura ambiente). Se ha intentado mejorar su conductividad iénica
introduciendo 6xidos de particulas como Al203, TiOz, SiO2 o ZrOz, pero aun
asi no llega a tener una buena conductividad como otros electrolitos.1> 16

Otro polimero utilizado como electrolito sélido es el copolimero PVDF-HFP
(polifluoruro de vinilideno - hexafluoruro de propileno) cuyo valor de
conductividad iénica es de 1.59 mS/cm, mucho mejor que el polimero PEO.
Se ha intentado mejorar el valor de conductividad afiadiendo aditivos como
SiO2 (3.78 mS/cm), SiO2, NH4BF4 y dimetilacetamida (7.20 mS/cm), CNTs
(4.88 mS/cm), CaTiO3 (3.56 mS/cm) y Li1sAlosTits(PO4)3 (7.41 mS/cm),
llegando a valores de conductividad de electrolitos liquidos.1¢

También se han utilizado otros polimeros como electrolitos s6lidos PAN
(poliacrilonitrilo) y PMMA (polimetilmetacrilato) entre otros, donde se han
afadido aditivos o se han formado copolimeros para mejorar su
conductividad idnica.1 17 Pero hoy en dia el alto precio para obtener el litio
y las pocas reservas que hay en el mundo hace que una parte de los
estudios se enfoque en las baterias basadas en ion Na*, siendo mucho mas
baratas y teniendo una quimica de intercalacién muy similar a la del Li*.18

4.1.4. Polimeros utilizados en supercondensadores.

Un supercondensador es un dispositivo electroquimico formado por dos
electrodos separados por una membrana porosa y un electrolito (Figura 4.
4). El componente mas importante es el material del electrodo que tiene
que tener una gran area superficial y una gran porosidad, dependiendo del
tipo de material se pueden distinguir tres tipos de supercondensadores: el
condensador electroquimico de doble capa (el material del electrodo es un
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material carbonoso y el mecanismo para almacenar carga tiene lugar
mediante la formaciéon de la doble capa eléctrica, proceso capacitivo, ver
Figura 4. 4. a), el pseudocondensador (el material del electrodo es un
polimero conductor o un 6xido de un metal de transicién, y el mecanismo
para almacenar carga tiene lugar mediante reacciones redox, proceso
faradico, ver Figura 4. 4. b) y el condensador hibrido (es la combinacién de
los dos tipos de supercondensadores con un proceso capacitivo y faradico
para almacenar carga).1?

electrodos separador
Figura 4. 4. Esquema de a) supercondensador de doble capa eléctrica y b) pseudocondensador.

Algunos de los materiales carbonosos utilizados en supercondensadores
son el carbén activado, el aerogel de carbono, el 6xido de grafeno reducido,
CNTs, entre otros, siendo los mas utilizados los carbones activados debido
a su gran area superficial y alta conductividad eléctrica (se explicara con
mas detalle en el Capitulo 5).19

Los polimeros conductores y 6xidos de metales de transicion utilizados en
pseudocondensadores son PVA, PANI, PPy, PTh, PEDOT, RuOg, IrOz, Fe30y4,
MnO;, NiO, Co30s4, entre otros. Todos los materiales utilizados como
electrodos tienen que tener una alta capacidad especifica para almacenar
carga, una buena conductividad eléctrica y una buena estabilidad quimica,
electroquimica y térmica. Para ello, muchas veces se recurre al dopaje o a
afiadir aditivos para poder mejorar sus propiedades, se han dopado
materiales carbonosos con polimeros conductores y con 6xidos de metales
de transicion, se han dopado polimeros conductores con 6xidos de metales
de transicion, con especies electroactivas, con MOFs y con fosforo negro.1?
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En la Tabla 4. 3 se pueden observar algunos valores de capacidad especifica
de distintos materiales de electrodo basados en polimeros conductores en
ausencia y en presencia de dopantes o aditivos, observando en todos los
casos una mejora en la capacidad especifica.

Tabla 4. 3. Valores de capacidad especifica (F/g) de distintos materiales de electrodo utilizados en
supercondensadores con sus respectivos electrolitos.19-22

Material del electrodo Capacidad especificaF/g Electrolito

PEDOT 72 1 M H2S04
PEDOT-PPy 290 1 M KCl
PEDOT-CNTs 120 1 M H2S04
PEDOT-Fc 363 organogel
PPy-Fe203 420 1 M LiClO4
PPy-CNTs 320 1 M H2S04
PPy-grafeno 165 1 M NaCl
PANI-Si 409 0.5 M H2S04
PANI-grafeno 763 1 M H,S04

4.1.5. Polimeros dopados con metalacarboranos.

En el afio 2000 Teixidor y col. utilizaron el COSANE como agente dopante
anionico para electropolimerizar el pirrol. Comprobaron por XPS que cada
molécula de COSANE interaccionaba con cuatro unidades de pirrol y que
ademas, el material polimérico formado mostraba un limite de resistencia
a la sobreoxidacidn superior a otros agentes dopantes (DBS, PF¢).23-25

Dos afios mas tarde, el mismo grupo enlazd covalentemente una unidad de
pirrol con una unidad de COSANE mediante el COSANE-DIOXANATO. De
esta forma obtuvo un copolimero formado por unidades de pirrol y pirrol
enlazado al COSANE y un material polimérico formado por unidades de
pirrol enlazado al COSANE. Sélo en el caso del copolimero observaron que
al sobreoxidarlo no aparecia ningtin pico de degradacién, dando lugar a un
material ain mas resistente que el PPy con COSANE libre.26

El polimero conductor mas estudiado utilizando el metalacarborano como
agente dopante es el PPy. Se han hecho estudios para calcular el limite de
resistencia a la sobreoxidacion,?” se ha utilizado como intercambiador de
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cationes,?8 se ha estudiado la influencia de utilizar metalacarboranos con
diferente carga, sustituyente, forma y composicion,2?> 29 30 se ha estudiado
la capacidad de recuperacion después de sobreoxidarse el polimero3! y se
ha utilizado como capa conductora en electrodos selectivos de iones.32 33

Ademas del PPy también se han utilizado como polimeros conductores el
PEDOT y el PTh, aunque han sido estudios preliminares. En el caso del
PEDOT se ha usado como agente dopante aniénico el COSANE y se han
estudiado sus propiedades electroquimicas y electrocrémicas en su estado
oxidado y reducido.3* Y en el caso del PTh se ha electropolimerizado
utilizando el COSANE enlazado a dos unidades de tiofeno directamente por
el carbono y se han estudiado sus propiedades electroquimicas y de
conductividad por AFM, obteniendo un valor de conductividad eléctrica de
1 mS/cm.35

Aparte de los polimeros conductores, el COSANE también ha sido utilizado
en otros tipos de polimeros. En el afio 2009 Matejicek y col. estudiaron la
interaccidon entre el COSANE y el polimero PEO, observando la formacion
de un complejo insoluble en agua (utilizaron las sales de Li, Na, K, Cs, Mgy
Ca del COSANE). También observaron por UV-Visible que por cada
molécula de COSANE habia 10 mondémeros de PEO y supieron mediante
calculos teoricos que el tipo de interaccion era mediante puentes de
hidrégeno y di-hidrégeno.3¢ El mismo grupo también estudio la interaccién
entre el copolimero PEO-PMA y el COSANE, obteniendo como resultado
unas nanoparticulas de aproximadamente 100 nm formadas por un core de
PEO-COSANE insoluble y un shell de PMA soluble en agua (el COSANE no
interacciona con el PMA).37

A partir de estos estudios el mismo grupo estudid la interaccion entre el
COSANE y el polimero PEOX (poli(etiloxazolina)), obteniendo un complejo
totalmente soluble en agua; y la interaccion del COSANE con el copolimero
PEO-PEOX, obteniendo unas nanoparticulas homogéneas solubles en agua,
con el objeto de ser utilizadas en bioaplicaciones como drug delivery.38
También estudio la influencia de utilizar distintas sales de COSANE (Na, Li
y K) con el copolimero PEO-PEOX, observando un cambio de tamafio en las
nanoparticulas formadas y en su compartimentacion.3?
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4.2. Objetivos.

Los objetivos de este capitulo se basan principalmente en estudiar las
propiedades de algunos polimeros utilizados en pilas de combustible y en
baterias (membranas poliméricas) y en supercondensadores (electrodos)
al estar dopados con metalacarboranos.

» Dopaje del polimero PBI con diferentes sales de COSANE (Na, Li y H)
y diferentes sales de tetrafenilborato (TPB) (Na y Li), y estudio de
sus propiedades fisicoquimicas, térmicas y de conductividad i6nica
para ser utilizado en pilas de combustible y baterias.

» Electropolimerizacion del polimero PEDOT utilizando como agente
dopante anionico diferentes sales de COSANE (Cs, Na, Li y H) y sus
derivados halogenados (Clx-COSANE, x = 2, 4y 6), y estudio de sus
propiedades electroquimicas y fisicoquimicas para ser utilizado en
supercondensadores.

4.3. Estudio de las propiedades del PBI dopado con M[COSANE]
(M = Na+*, Lity H*) y con M’[TPB] (M’ = Na* y Li*) para su uso
en pilas de combustibles y baterias.

El polimero elegido para este estudio es el PBI (Figura 4. 5), ya que es un
polimero muy utilizado como membrana polimérica electrolitica en pilas
de combustible, se ha medido su conductividad i6nica utilizando diferentes
dopantes y aditivos para mejorar sus propiedades exhibiendo una mayor
conductividad cuando estad dopado con H3P04.40 Respecto a las baterias no
es el polimero mas utilizado porque al estar normalmente dopado con
H3PO4 sélo se utiliza como intercambiador de H* y no de Li* ni de Na*, pero
hace unos afios se ha empezado a utilizar en baterias de vanadio.*1. 42

KT L

Figura 4. 5. Estructura quimica del mondmero del polibenzimidazol.
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Como se quieren estudiar las propiedades fisicoquimicas, térmicas y de
conductividad i6nica del PBI dopado con COSANE y con TPB para su uso en
pilas de combustible y baterias de ion Li o de ion Na, se utilizan las sales de
Na, Liy H para el COSANE y las sales de Na y Li para el TPB.

Se ha elegido el compuesto TPB para ser comparado

con el COSANE ya que los dos tienen la misma carga y

el mismo nimero de atomos (45). Pero tienen una )

forma diferente, el COSANE méas alargada y el TPB B @
mas globular, y ademas el COSANE tiene la capacidad ©/

de formar puentes de hidrogeno y di-hidrégeno y el

TPB no. Figura 4. 6. Estructura del TPB.

Esta parte del trabajo se ha realizado en colaboracién con el catedratico
Vicente Compai de la Universidad Politécnica de Valencia y con el profesor
Andreu Andrio de la Universidad Jaume I en Castelldn.

4.3.1. Estudio de la conductividad idonica del M[COSANE] (M = Na*,
Li+y H*) y del M’[TPB] (M’ = Na+ y Li*).

Antes de dopar al polimero PBI con las diferentes sales de COSANE y de
TPB se hace un estudio de la conductividad i6nica de los compuestos libres.
Para ello, se preparan dos tipos de membranas, en seco y en himedo (con
una humedad relativa del 100%) a partir del polvo, y se mide la
conductividad i6nica mediante la espectroscopia de impedancia en el rango
de temperaturas de 20 a 120°C.

A partir de los datos obtenidos por impedancia se puede obtener el valor
de conductividad i6nica de cada muestra a cada temperatura.! En la Figura
4.7 y en la Tabla 4. 4 se pueden observar los valores de conductividad
ionica de las muestras himedas H[COSANE], Na[COSANE], Li[COSANE],
Li[TPB] y Na[TPB] a diferentes temperaturas, siendo las conductividades
ionicas del COSANE superiores a las del TPB (ou[cosang] > ONa[cosaNg] >
OLi[COSANE] > OLi[TPB] > ONa[TPB])- En el caso de las muestras de COSANE puede
observarse un incremento lineal de la conductividad a medida que
aumenta la temperatura; mientras que las muestras de TPB llegan a un
maximo de conductividad sobre los 90-100°C y luego disminuye.
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Figura 4. 7. Representacion grafica del In de la conductividad idénica (S/cm) en funcién de la
temperatura para las muestras himedas H[COSANE] (M), Na[COSANE] (®), Li[COSANE] (A),
Li[TPB] (o) y Na[TPB] (o).

Si se comparan los valores de conductividad i6nica obtenidos con valores
de muestras utilizadas en pilas de combustible (sales,*3 el MOF ZIF-8 tiene
un valor de conductividad a 94°C de 0.45 mS/cm#**) y baterias (Tabla 4. 2),
se puede observar como el M[COSANE] y el M’[TPB] tienen valores de
conductividad i6nica aptos para ser utilizados como aditivos en polimeros.
Ademas, como la conductividad i6nica del Na[COSANE] es superior a la del

Li[COSANE], podria ser interesante su uso en baterias de ion Na.

Tabla 4. 4. Valores de conductividad i6nica (mS/cm) de las muestras himedas H[COSANE],
Na[COSANE], Li[COSANE], Li[TPB], Na[TPB] a diferentes temperaturas (de 20 a 120°C).

Temp. Conductividad idnica de las muestras himedas mS/cm
°C_ H[COSANE] Na[COSANE] Li[COSANE] Li[TPB] Na|[TPB]
20 27 23 21 1.70 1.40
30 33 34 30 2.70 1.97
40 43 40 35 5.55 2.50
50 57 49 43 12.6 3.10
60 81 63 50 16.7 3.40
70 111 74 65 21.4 3.95
80 130 85 70 26.8 4.81
90 145 101 86 34.0 5.83
100 170 115 92 39.7 5.35
110 187 119 99 35.0 4.50
120 200 156 107 1.16 2.04

116



Polimeros dopados con metalacarboranos-—-

A nuestro entender la diferencia entre las conductividades del M[COSANE]
y del M’'[TPB] es debido al tipo de mecanismo en que los respectivos
cationes se mueven a través de los monomeros COSANE y TPB. El
movimiento de los cationes que tiene lugar en M[COSANE] es debido al
mecanismo de Grotthuss (los cationes saltan de una molécula a otra a
través de puentes de hidrogeno); mientras que en M’[TPB] es debido al
mecanismo vehicular (los cationes difunden a través del medio acuoso),
ver Figura 4. 8.°

H—O, | Mecanismo vehicular

Figura 4. 8. Representacién esquematica de los mecanismos propuestos para explicar la movilidad
de los cationes a través de los monémeros COSANE y TPB. En M[COSANE] es debido al mecanismo
de Grotthuss y en M’'[TPB] es debido al mecanismo vehicular.

Ademas de los valores de conductividad iénica a distintas temperaturas,
también se puede obtener el valor de la energia de activacién para cada
una de las muestras.: 5.6 + 0.2, 78 £ 0.1, 79 £ 0.2, 23 + 0.2y 3.5 £ 0.1
KJ/mol para H[COSANE], Na[COSANE], Li[COSANE], Li[TPB] y Na[TPB],
respectivamente.

Cabe decir, que las medidas de conductividad idnica de las muestras secas
no se incluyen en la tesis debido a que sus valores son bastante inferiores a
los de las muestras humedas, p. ej. el LifCOSANE] tiene una conductividad
ionica en himedo a 30°C de 3.1 x 102 S/cm y en seco sobre los 10-7 S/cm.

4.3.2. PBI@M[COSANE] (M = Na+, Li*y H*) y PBI@M’[TPB] (M’ = Na*y
Li+), estudio de sus propiedades fisicoquimicas y térmicas.

El PBI utilizado en este estudio no esta dopado con H3PO4 ni con ningin
otro dopante o aditivo, inicamente con las sales de COSANE y de TPB en
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una proporcion del 5%wt. A partir del nimero de moles de PBI y de las
distintas sales de COSANE y de TPB, se puede calcular cuantos monémeros
de PBI hay por cada molécula de COSANE (25 monémeros/Na[COSANE],
24 mondémeros/Li[COSANE] y 21 monémeros/H[COSANE]) o de TPB (25
mondémeros/Na[TPB] y 24 monémeros/Li[TPB]).

Una vez formadas las membranas de PBI@M[COSANE] y PBI@M’[TPB] se
estudian sus propiedades fisicoquimicas de espesor, retencién de agua y
grado de hinchamiento a 25°C. El espesor se mide cuando las membranas
estdn secas, y la retencién de agua y el grado de hinchamiento cuando las
membranas han estado sumergidas en agua durante 2 dias a temperatura
ambiente. Las ecuaciones utilizadas son las siguientes:

Retencion de agua (%) = W 100 (6)
Grado de hinchamiento (%) = Lhimedo=tseco 1 )y (7)

seco

Siendo Wseco Y Whimedo €l peso de 1a membrana antes y después de estar en
contacto con el agua, y Lseco ¥ Lhamedo €l espesor de la membrana seca y
humeda, respectivamente.

En la Tabla 4. 5 se pueden observar los valores de espesor para todas las
muestras (en todos los casos el espesor es aproximadamente 200 pm), la
retencion de agua (todas las membranas absorben bastante agua, sobre
todo las que contienen litio) y el grado de hinchamiento (todas las
membranas ganan volumen cuando estan hidratadas).

Tabla 4. 5. Valores de espesor (um), retencién de agua (%) y grado de hinchamiento (%) a 25°C del
PBI, PBI@H[COSANE], PBI@Na[COSANE], PBI@Li[COSANE], PBI@Na[TPB] y PBI@Li[TPB].

Muestra Espesor Retencion Grado de
pm de agua % hinchamiento %

PBI 210+ 14 108 £ 2 53+2
PBI@H[COSANE] 222+8 122 +2 58+2
PBI@Na[COSANE] 2187 118+ 2 56 +2
PBI@Li[COSANE] 214+ 10 136+ 2 62 +2
PBI@Na[TPB] 209+9 127 +2 60 + 2
PBI@Li[TPB] 203 +5 134+ 2 63 + 2
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Respecto a las propiedades térmicas de las muestras PBI, PBI@M[COSANE]
y PBI@M’[TPB], se puede observar en la Figura 4. 9 como en los primeros
200°C se mantienen todas las muestras con una estabilidad térmica similar,
perdiendo un 1-2% en peso. A partir de 200°C las muestras PBI@M’[TPB]
se degradan mas facilmente perdiendo un 25% en peso sobre los 450°C y
llegando a retener un 45 y un 56% en peso (PBI@Li[TPB] y PBI@Na[TPB]
respectivamente) a los 800°C. En cambio, las muestras PBI@M[COSANE] y
PBI presentan una mejor estabilidad térmica, llegando a perder un 10-15%
en peso sobre los 450°C y llegando a retener a 800°C un 81, 78, 74y 72%
en peso del PBI@H[COSANE], PBI@Li[COSANE], PBI@Na[COSANE] y PB],
respectivamente. A partir de 450 y 650°C el PBI@M[COSANE] presenta una
mejor estabilidad térmica que el PBI sin dopar.

(,ﬁ.: \ s i =
37 |——PBI@H[COSANE]

Peso / %
~J
(=)
1

604 | PBI@Na[COSANE]
55] ——PBI@Li[COSANE]
s0] ——PBI@LI[TPB]

'—— PBI@Na[TPB]

1 ) T hJ T . T L T & 1 s T ¥
100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura / °C

Figura 4. 9. Curva de ATG de las muestras PBI (gris), PBI@H[COSANE] (negro), PBI@Na[COSANE]
(verde), PBI@Li[COSANE] (rojo), PBI@Li[TPB] (azul) y PBI@Na[TPB] (rosa) en atmésfera de Na.

4.3.3. PBI@M|[COSANE] (M = Na*, Lity H*) y PBI@M’[TPB] (M’ = Na*y
Li+), estudio de la conductividad idnica.

Como el PBI es un polimero utilizado para funcionar a altas temperaturas,
se mide la conductividad idnica del PBI, PBI@M[COSANE] y PBI@M’[TPB]
mediante la espectroscopia de impedancia en el rango de temperaturas de
20 a 180°C. En este caso todas las membranas estan hidratadas.
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A partir de los datos obtenidos por impedancia se puede obtener el valor
de conductividad i6nica de cada muestra a cada temperatura.? En la Figura
4. 10 y en la Tabla 4. 6 se pueden observar los valores de conductividad
ionica de las muestras PBI, PBI@M[COSANE] y PBI@M’[TPB] a diferentes
temperaturas, observando dos comportamientos diferentes de 20 a 100°C
y de 100 a 150°C.
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Figura 4. 10. Representacion grafica del In de la conductividad iénica (S/cm) en funcién de la
temperatura para las muestras PBI (O0), PBI@H[COSANE] (M), PBI@Na[COSANE] (A),
PBI@Li[COSANE] (®), PBI@Li[TPB] (V) y PBI@Na[TPB] (#).

En el tramo de 20 a 100°C se puede ver como la conductividad de todas las
muestras aumenta linealmente con la temperatura en el orden oppi >
OPBI@H[COSANE] > OPBI@LI[COSANE] > OPBI@Na[COSANE] = OPBI@LIi[TPB] = OPBI@Na[TPB],
siendo sus energias de activacion 20.5 * 2.3, 24.7 £ 0.7, 19.1 + 0.8, 26.1 *
1.2, 29.5 £+ 0.9 y 29.1 + 1.6 K]J/mol, respectivamente (superiores a las de
M[COSANE] y M’[TPB] sin PBI, debido a que ahora forman parte de una

matriz polimérica).

Mientras que en el tramo de 100 a 150°C la conductividad i6nica del PBI
disminuye a medida que la temperatura aumenta; pero en cambio, si esta
dopado con M[COSANE] o con M’[TPB] su conductividad i6nica aumenta
ligeramente, siendo el PBI@H[COSANE] la inica membrana que supera el
valor maximo de conductividad del PBI puro.
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Tabla 4. 6. Valores de conductividad iénica en mS/cm de las muestras PBI, PBI@H[COSANE],
PBI@Na[COSANE], PBI@Li[COSANE], PBI@Li[TPB] y PBI@Na[TPB] de 20 a 180°C.

Temp. o PBI@M[COSANE] PBI@M’[TPB]
°C M=H+ M=Na* M=Li* | M'=Li* M =Na*
20  0.0042 0.0007 0.0001 0.0009 0.0001 0.0001
30  0.0096 0.0012 0.0002 0.0017 0.0002 0.0002
40  0.020 0.0028 0.0005 0.0034 0.0004 0.0005
50  0.035 0.0066 0.0013 0.0054 0.0010 0.0012
60  0.058 0.014 0.0027 0.0095 0.0024 0.0024
70  0.089 0.024 0.0046 0.016 0.0046 0.0041
80 0120 0.039 0.0073 0.023 0.0080 0.0068
90  0.140 0.059 0011 0.031 0.013  0.011
100 0.140 0.085 0.015 0.038 0.020 0.016
110  0.080 0.160 0.019  0.044  0.027  0.022
120  0.053 0.180 0.023  0.050 0.037  0.028
130  0.031 0.200 0.027 0.057 0.047  0.035
140  0.0092 0.250 0.030 0.063  0.050  0.042
150 0.0024 0300 0.022 0.068  0.055  0.047
160 0.0012 0300 0.023 0.070 0.085  0.063
170  0.0007 0280 0.025 0.069 0.081  0.110
180  0.0006 0.270  0.026  0.068  0.069  0.210

Si se comparan los valores de conductividad i6nica del PBI@H[COSANE]
con valores de PBI dopado con H3PO4 (102 - 101 S/cm),*0 45 se puede
pensar que en un principio el H{COSANE] no es tan buen aditivo como el
H3POg4, pero hay que tener en cuenta que el H3PO4 esta en una proporcion
del 300% y el H[COSANE] al 5%. Por tanto, el H{COSANE] podria ser un
buen candidato como aditivo de PBI en pilas de combustible. Por lo que se
refiere al COSANE y TPB de Na y de Li, si se comparan sus conductividades
ionicas con las de la Tabla 4. 2, se observa que son muy inferiores a 25°C
pero similares a altas temperaturas.

4.4. Estudio de las propiedades del PEDOT dopado con
M|[COSANE] (M = Cs*, Na*, Li* y H*) y con Cs[Clx-COSANE] (x =
2,4y 6) para su uso en supercondensadores.

El polimero elegido para este estudio es el PEDOT (ver Figura 4. 11), ya que
es uno de los polimero utilizados como electrodo en supercondensadores.
Al ser un polimero conductor organico es necesario que durante su sintesis
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o electrosintesis haya un anién para compensar la [~ /—\‘
carga positiva que es generada en el polimero o] o)
durante el proceso de oxidacion (ver Capitulo 1). El

D i o 1 s /N
anion mas comunmente utilizado con el PEDOT es ~

el PSS (sulfato de poliestireno), dando valores de
conductividad eléctrica de 0.4 a 2084 S/cm |[Q 0

dependiendo del tipo de disolvente, y valores de L —n
capacidad especifica de 108 a 1068 F/g con Figura 4. 11. Estructura

o . B . ., quimica del mondémero del
distintos aditivos y métodos de fabricacion.#6 PEDOT.

En este trabajo se utilizaran como aniones dopantes el COSANE y el Clx-
COSANE (x = 2,4 y 6) (Figura 4. 12). Primero se realizara un estudio para
ver si el cation que acompafa al anién dopante influye en las propiedades
del polimero formado, utilizando las sales de COSANE de Cs, Na, Liy H. Y
luego se realizara un segundo estudio donde se utilizara el Clx-COSANE (x =
2,4 y 6) para estudiar si la incorporaciéon de mas o menos halégenos en la
estructura del aniéon dopante influye en las propiedades del PEDOT vy si se
puede utilizar en supercondensadores.

I e i 7
B-H
AW, B AN WAV VAN B-Cl

K—— —7 K~ N — N
\\‘// \\‘// \\‘// \\‘//
Figura 4. 12. Estructura del COSANE, Cl2-COSANE, Cl4-COSANE y Cls-COSANE (izquierda a derecha).

4.4.1. Sintesis del Cl,-COSANE (x = 2, 4 y 6).

Antes de empezar con los estudios de electropolimerizaciéon del PEDOT con
M[COSANE] y Cs[Clx-COSANE] y estudiar sus propiedades, se describe el
procedimiento utilizado para obtener los distintos derivados halogenados
del COSANE (Cl2-COSANE, Cls-COSANE y Cle-COSANE). A partir de estudios
previos del grupo de investigacion se sabe que para obtener el Cls-COSANE
es necesario utilizar un agente clorante fuerte como el SO2Cl; en ACN (1:1)
durante 2h a reflujo partiendo del Cs|COSANE].4”
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La técnica de MALDI-TOF proporciona informacién sobre el porcentaje de
cloros que tiene el COSANE, ya que la reaccién de halogenaciéon produce
una mezcla (en el Cle-COSANE se obtiene un porcentaje del 83.20%). Por
tanto, con esta técnica se puede saber facilmente las condiciones 6ptimas
de reaccion para tener un porcentaje de cloros superior al 80%.

Las condiciones 6ptimas para sintetizar el Cl4-COSANE son las siguientes:
se parte de Cs[COSANE] y se utiliza como agente clorante el SO2Cl; en ACN
en la proporcién 1:2 durante 40 min a temperatura ambiente, obteniendo
un porcentaje de Cl4-COSANE del 89.10% (ver Tabla 4. 7).

Tabla 4. 7. Porcentaje de cloros en el COSANE mediante MALDI-TOF de la reaccién de halogenacién
usando SO2Clz en ACN (1:2) a temperatura ambiente partiendo de Cs[COSANE] a distintos tiempos.

tiempo / min | %Cl; %Cl3 %Cls | %Cls
5 15.41 67.38 17.21 -
10 2.41 42.67 53.12 1.80
20 - 26.92 69.89 3.19
40 - 1.22 89.10 9.68

Mientras que las condiciones 6ptimas para sintetizar el Cl.-COSANE son las
siguientes: se utilizan 2.3 eq. de un agente clorante mas débil como la N-
clorosuccinimida en THF y 1 eq. de Cs[COSANE] durante 24h a reflujo,
obteniendo un porcentaje de Cl.-COSANE del 96.97% (ver Tabla 4. 8).

Tabla 4. 8. Porcentaje de cloros en el COSANE mediante MALDI-TOF de la reaccién de halogenacién
usando 1 eq. Cs[COSANE] y 2.3 eq. N-clorosuccinimida en THF a reflujo y a distintos tiempos.

tiempo /h | %Clo %Cly %Cl2 | %Cl3
4 66.71 31.50 1.79 -
9 8.32 87.41 4.22 -
12 - 41.59 57.50 0.91
24 - 1.60 96.97 1.43

4.4.2. Electropolimerizacion del PEDOT:M[COSANE] (M = Cs*, Na*,
Li+ y H*).

La electropolimerizacién del PEDOT:M[COSANE] se ha llevado a cabo en
acetonitrilo seco utilizando EDOT 10 mM y M[COSANE] 10 mM mediante la
voltametria ciclicade -1 a 1.5 Vvs Aga 50 mV/s (ver Figura 4. 13).
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A partir de los voltagramas ciclicos de la electropolimerizacién de todas las
muestras se puede observar el potencial en el que empieza la oxidacién del
monomero, en PEDOT:Cs[COSANE] y PEDOT:H[COSANE] es a 1.1 Vy en
PEDOT:Na[COSANE] y PEDOT:Li[COSANE] es a 1.2 V. Ademas, también se
puede observar como a medida que pasan los ciclos el polimero crece mas
o menos en intensidad dependiendo de la sal de COSANE utilizada (usando
Cs[COSANE] y H[COSANE] como dopantes se obtiene una mayor cantidad
de polimero formado), con picos de oxidacién y de reduccién a diferentes
potenciales dando lugar a potenciales redox de -0.100, -0.075, 0.150 y
-0.125 V vs Ag para las sales del PEDOT:M[COSANE] de Cs, Na, Li y H,
respectivamente. Debido a la diferencia entre cada una de las muestras
(potencial, intensidad y forma del voltagrama), se puede pensar que los
cationes (Cs, Na, Li y H) del anién dopante tienen mucha importancia en la
electropolimerizacion del PEDOT pudiendo influir en sus propiedades
electroquimicas y fisicoquimicas.
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Figura 4. 13. Voltagramas ciclicos de la electropolimerizaciéon de EDOT 10 mM y M[COSANE] 10
mM, a) Cs[COSANE], b) Na[COSANE], c) Li[COSANE] y d) H{COSANE], de -1 a 1.5 V vs Ag, 20 ciclos a
50 mV/s en acetonitrilo seco.
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4.4.3. Propiedades electroquimicas del PEDOT:M[COSANE] (M =
Cs*, Na*, Lity H*).

Las propiedades electroquimicas del PEDOT:M[COSANE] fueron estudiadas
en NazS04 0.1 M mediante las técnicas de voltametria ciclica (CV) y de
voltametria de barrido lineal (LSV). En la Figura 4. 14 se pueden observar
los voltagramas ciclicos del PEDOT:M[COSANE] diferenciandose dos tipos
de procesos, el proceso redox del Co3+/2* que aparece a -1.56, -1.36, -1.51y
-1.36 V para las sales de COSANE de Cs, Na, Li y H respectivamente,
confirmando la presencia del metalacarborano en la matriz polimérica y
observando un desplazamiento del potencial redox hacia valores mas
negativos si se compara con el del COSANE libre (-1.27 V vs Ag/AgCl). Y un
segundo proceso redox del polimero, que dependiendo de la muestra tiene
una forma diferente con mas o menos picos de oxidacion y de reduccion,
sugiriendo que los cationes del COSANE influyen en la polimerizacién
electroquimica del PEDOT afectando a sus propiedades electroquimicas.
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Figura 4. 14. Voltagramas ciclicos de la caracterizacién electroquimica del a) PEDOT:Cs[COSANE],
b) PEDOT:Na[COSANE], c) PEDOT:Li[COSANE] y d) PEDOT:H[COSANE] en Na2S04 0.1 M a 100 mV/s.
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A partir de los voltagramas ciclicos se puede calcular el valor de capacidad
especifica en F/g de cada una de las muestras utilizando la ecuacion:

Cp=— (8)

T AVovw

Siendo Cg la capacidad especifica, S el area debajo de la curva de la CV, AV la
ventana de potencial, v 1a velocidad de barrido y w el peso (g) del polimero.

Por tanto, si se calculan las capacidades especificas de todas las muestras
en la ventana de potencial de -1.3 a 0.5 V (AV 1.8 V) sin tener en cuenta el
proceso redox del Co3+/2+, se obtienen los valores de 289, 228, 234 y 269
F/g para los cationes Cs, Na, Li y H, respectivamente. Mientras que si se
calculan las capacidades especificas teniendo en cuenta el proceso redox
del Co3+/2* (de -1.8 a 0.5V, AV 2.3 V) se obtienen valores de 243,188,191 y
216 F/g para el PEDOT:M[COSANE] con los cationes Cs, Na, Li y H
respectivamente. En todos los casos los valores de capacidad especifica son
mas altos cuando AV es 1.8 V, sugiriendo que el proceso redox Co3+/2* al no
solapar con el del polimero no proporciona mejores valores de capacidad.

Si se comparan los valores de capacidad obtenidos con los reportados en la
Tabla 4. 3 y en el review#® del PEDOT:PSS (valores de capacidad especifica
de 108 a 1068 F/g con distintos aditivos y métodos de fabricacion), se
puede ver que los del PEDOT:M[COSANE] se encuentran dentro del rango
de la bibliografia, siendo mejores que los del PEDOT sin dopar o sin afiadir
aditivos (72 F/g). Pero si se compara con la capacidad especifica obtenida
para el PEDOT-Fc (363 F/g) los valores son inferiores, pero aun asi se
podrian utilizar como electrodos en supercondensadores.

Por otro lado, los estudios realizados mediante la técnica de LSV en Na2S04
0.1 M a 0.5 mV/s (Figura 4. 15), muestran el valor del limite de resistencia a
la sobreoxidacion (el maximo del pico, que es cuando el material empieza a
ser aislante perdiendo sus propiedades conductoras) de cada una de las
muestras, siendo dicho valor 1.06, 1.06, 1.08 y 1.06 V para los cationes Cs,
Na, Li y H, respectivamente. En este caso, no se observa una influencia al
dopar el PEDOT con diferentes sales de COSANE, obteniendo similares
valores del limite de resistencia a la sobreoxidacion.
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Figura 4. 15. Curvas de LSV de las muestras a) PEDOT:Cs[COSANE], b) PEDOT:Na[COSANE], c)
PEDOT:Li[COSANE] y d) PEDOT:H[COSANE] en Na2S04 0.1 M a 0.5 mV/s.
4.4.4. Estudio de SEM-EDX, de conductividad eléctrica y de ATG
del PEDOT:M[COSANE] (M = Cs*, Na+, Li* y H*).

Con la técnica de SEM-EDX se puede observar la morfologia del polimero y
se puede saber que elementos estan presentes en su composicion. En la
Figura 4. 16 se pueden observar las imagenes de SEM de todas las muestras
exhibiendo en todas ellas una morfologia de pequefias esferas con tamafios
de 2.5, 2.0, 1.0 y 1.0 pm para los cationes Cs, Na, Li y H respectivamente.
Sélo en el caso del PEDOT:Li[COSANE] se producen agregados esféricos.

Figura 4. 16. Imagenes de SEM a 5000x de a) PEDOT:Cs[COSANE], b) PEDOT:Na[COSANE], c)
PEDOT:Li[COSANE] y d) PEDOT:H[COSANE].
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Por lo que respecta al analisis de EDX de cada uno de los polimeros, en la
Tabla 4. 9 se puede observar la proporcion encontrada de S/Co, es decir, de
cada monoémero EDOT por cada molécula de COSANE. En el caso de usar el
Cs[COSANE] y el H{[COSANE] hay 2 monémeros de EDOT por cada molécula
de COSANE; mientras que al usar el Na[COSANE] y el LifCOSANE] hay por
cada 3 mon6émeros de EDOT una molécula de COSANE aproximadamente,
confirmando en todos los casos que el COSANE forma parte de la matriz
polimérica.

Tabla 4. 9. Proporcién S/Co %Atémico (S proviene del EDOT y el Co del COSANE), proporcion
Co/Csy Co/Na %Atémico de las muestras PEDOT:M[COSANE] por analisis de EDX.

Muestra S/Co %At Co/Cs %At Co/Na %At
PEDOT:Cs[COSANE] 1.87 £0.13 3.00 -
PEDOT:Na[COSANE] 2.80 +0.24 - 4.80

PEDOT:Li[COSANE]  2.73 +0.42 - -
PEDOT:H[COSANE]  2.35%0.19 - -

Como se ha visto en otros estudios que los cationes afectan a las
propiedades del polimero formado, se ha analizado mediante EDX si en la
composicion del polimero se encuentran los elementos de Cs y de Na (el Li
y el H no son aptos para el EDX) y se han comparado con los de Co. De esta
forma se confirma la presencia de los cationes en la estructura polimérica y
se relaciona la cantidad de moléculas de COSANE por cation.

También se ha calculado la conductividad eléctrica de todas las muestras
con el método de las 4 puntas, obteniendo valores de 275.2, 188.3, 220.8 y
238.0 S/cm para las muestras PEDOT:M[COSANE] con los cationes Cs, Na,
Li y H, respectivamente. Una vez mas se comprueba como influyen los
cationes en las propiedades del polimero, siendo el PEDOT:Cs[COSANE] el
que mejor valor de conductividad eléctrica tiene. Si se comparan estos
valores de conductividad con los obtenidos en PEDOT:PSS (de 0.4 a 2084
S/cm dependiendo del tipo de disolvente y tratamiento)*® se pueden
considerar que estan bastante bien ya que no han sido tratados con ningin
disolvente ni térmicamente.

Por 1ultimo, se ha estudiado la estabilidad térmica en atmdsfera de N de
todas las muestras poliméricas (Figura 4. 17), obteniendo como resultado
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una mejor estabilidad para el PEDOT:Cs[COSANE] y el PEDOT:H[COSANE].
Una vez mas la influencia del cation hace que las propiedades del polimero
no sean las mismas y que el dopante Cs[COSANE] sea el mejor candidato.
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Figura 4. 17. Curva de ATG de las muestras PEDOT:Cs[COSANE] (negro), PEDOT:Na[COSANE] (rojo)
PEDOT:Li[COSANE] (verde) y PEDOT:H[COSANE] (azul) en atmdsfera de No.
4.4.5. Electropolimerizacion del PEDOT:Cs[Clx-COSANE] (x=2,4y
6) y del PEDOT:PSS.

Una vez visto que las distintas sales de COSANE (Cs, Na, Li y H) influyen en
las propiedades del PEDOT formado y que el Cs|[COSANE] es el que mejor
prestaciones tiene, se elige el Cs como cation de los derivados clorados del
COSANE (Cs[Cl2-COSANE], Cs[Cl4-COSANE] y Cs[Cls-COSANE]). Ademas de
estudiar sus propiedades electroquimicas y fisicoquimicas, se comparara
con el PEDOT:PSS polimerizado de la misma manera.

En este estudio, a diferencia del anterior se utilizan aniones dopantes que
tienen potenciales redox diferentes. Cuantos mas atomos de cloro haya en
la estructura del COSANE, el potencial redox se desplazara hacia valores
mas positivos. En la Figura 4. 18 se pueden observar los procesos redox
que tienen lugar en cada uno de los derivados de COSANE, todos ellos estan
referenciados respecto al Fc, siendo los potenciales redox del Co3+/2+ -1.75,
-1.39, -1.20 y -1.01 V vs Fc para COSANE, Cl;-COSANE, Cls-COSANE y Cls-
COSANE respectivamente (0 -1.27,-0.98, -0.86 y -0.66 V vs Ag/AgCl).
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Figura 4. 18. Voltagramas ciclicos del a) COSANE, b) Cl2-COSANE, c) Cls-COSANE y d) Cle-COSANE
con ferroceno como referencia interna en acetonitrilo seco.

Por tanto, para electropolimerizar el PEDOT:Cs[Clx-COSANE] se utiliza
EDOT 10 mM y Cs[Clx-COSANE] 10 mM en acetonitrilo seco de -1.3a 1.65V
vs Ag a 50 mV/s. Se decide ampliar la ventana de electropolimerizacion
respecto al estudio anterior del PEDOT:M[COSANE], para poder ver el
proceso redox del Co3+/2* durante la electropolimerizacién del polimero. En
cambio, para electropolimerizar el PEDOT:PSS se tiene que hacer en agua
de-1a1.5VvsAga50 mV/s (ver Figura 4. 19).

A partir de los voltagramas ciclicos de la electropolimerizacidn de todas las
muestras se puede observar el potencial redox del Co3+/2* que tiene lugar,
siendo -0.94, -0.80 y -0.71 V para PEDOT:Cs[Cl2-COSANE], PEDOT:Cs[Cls-
COSANE] y PEDOT:Cs[Cls-COSANE], respectivamente. En la Figura4.19ab
se observan dos procesos redox por separado, el del Co3+/2+ y el del
crecimiento del polimero (la forma de los voltagramas es similar aunque
difieren en intensidad, obteniendo una menor cantidad de polimero en el
caso del PEDOT:Cs[Cl4-COSANE]). Mientras que en la Figura 4. 19 c se
solapa el proceso redox del Co3+/2* y el del crecimiento del polimero, ya que
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el Cle-COSANE tiene el potencial redox hacia valores mas positivos, y en
consecuencia el voltagrama ciclico es mas intenso. Este hecho sugiere que
el PEDOT:Cs[Cle-COSANE] puede presentar propiedades diferentes a las
del PEDOT:Cs[Cl>-COSANE] y PEDOT:Cs[Cl4+-COSANE].
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Figura 4. 19. Voltagramas ciclicos de la electropolimerizacién de EDOT 10 mM y Cs[Clx-COSANE] 10
mM, a) Cs[Cl2-COSANE], b) Cs[Cls-COSANE] y c) Cs[Cle-COSANE], de -1.3 a 1.65 V vs Ag, 20 ciclos a 50
mV/s en acetonitrilo seco; y d) PSS 10 mM de -1 a 1.5 V vs Ag, 20 ciclos a 50mV/s en agua.

Por otra parte, el valor de potencial en el que empieza la oxidacion del
mondmero es 1.3 V para PEDOT:Cs[Clx-COSANE] (el uso de Cs[Clx-COSANE]
como agente dopante requiere aplicar +0.2 V mas que en Cs[COSANE] para
que empiece la electropolimerizacion), y 0.6 V para PEDOT:PSS, mostrando
un voltagrama completamente diferente.

4.4.6. Propiedades electroquimicas del PEDOT:Cs[Clx-COSANE] (x
=2,4y6)ydel PEDOT:PSS.

Las propiedades electroquimicas del PEDOT:Cs[Clx-COSANE] y PEDOT:PSS
fueron estudiadas en Na2SO4 0.1 M mediante las técnicas de CV y LSV. En la
Figura 4. 20 se pueden observar los voltagramas ciclicos de los distintos
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polimeros, mostrando un solapamiento entre el proceso redox del Co3+/2+y
el del polimero (en el PEDOT:Cs[COSANE] ambos procesos tienen lugar de
manera independiente), siendo los valores de potencial redox del Co3+/2+
-1.17, -0.97 y -0.83 V para el PEDOT:Cs[Cl2-COSANE], PEDOT:Cs[Cls-
COSANE] y PEDOT:Cs[Cle-COSANE], respectivamente. Si se comparan estos
valores de potencial con los del metalacarborano libre (ver Figura 4. 18), se
puede ver un desplazamiento hacia valores mas negativos. Sdlo en el caso
del PEDOT:Cs[Cls-COSANE] se observa el pico redox del Co%*/+ a -1.5 V. La
presencia de los picos redox del Co3*/2* confirma que el metalacarborano
forma parte de la matriz polimérica; mientras que el PEDOT:PSS soélo
presenta una contribucion capacitiva debida al polimero.
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Figura 4. 20. Voltagramas ciclicos de la caracterizacion electroquimica del a) PEDOT:Cs[Cl:-
COSANE], b) PEDOT:Cs[Cls-COSANE], ¢) PEDOT:Cs[Cls-COSANE] y d) PEDOT:PSS en Na2S04 0.1 M a
100 mV/s.

A partir de los voltagramas ciclicos se puede calcular el valor de capacidad
especifica en F/g de cada una de las muestras con la ecuacién (8), siendo
106, 114, 321 y 175 F/g para PEDOT:Cs[Cl>-COSANE], PEDOT:Cs|[Cls-
COSANE], PEDOT:Cs[Cls-COSANE] y PEDOT:PSS, respectivamente.
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Los valores de capacidad especifica obtenidos para los polimeros dopados
con Cl2-COSANE y Cl4-COSANE son muy similares, mientras que para el
dopante Cls-COSANE es el valor mas alto (incluso que el del Cs[COSANE]),
indicando que durante el proceso de polimerizacién electroquimica influye
el solapamiento entre el proceso de crecimiento del polimero y del Co3+/2+,

Si se comparan los valores de capacidad obtenidos con los reportados
(Tabla 4. 3 y el review#¢ del PEDOT:PSS donde los valores de capacidad
especifica son de 108 a 1068 F/g), se puede ver que tanto en PEDOT:Cs|[Clx-
COSANE] como en PEDOT:PSS los valores se encuentran dentro del rango
de la bibliografia. El valor de capacidad del PEDOT:PSS es comparable al
obtenido en el review,*¢ indicando que el proceso de electropolimerizacion
utilizado proporciona materiales poliméricos aptos para ser utilizados en
supercondensadores. Ademas, de todos los metalacarboranos utilizados
para dopar el PEDOT, el Cs[Cls-COSANE] es el que presenta un mejor valor
de capacidad especifica (321 F/g), llegando a un valor muy similar al del
PEDOT-Fc (363 F/g).
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Figura 4. 21. Curvas de LSV de las muestras a) PEDOT:Cs[Cl2-COSANE], b) PEDOT:Cs[Cls-COSANE],
¢) PEDOT:Cs[Cls-COSANE] y d) PEDOT:PSS en NazS04 0.1 M a 0.5 mV/s.
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Por otro lado, los estudios realizados mediante la técnica de LSV en Na;S04
0.1 M a 0.5 mV/s (Figura 4. 21), muestran el valor del limite de resistencia a
la sobreoxidacion (cuando el material empieza a ser aislante perdiendo sus
propiedades conductoras) de cada una de las muestras, siendo dicho valor
1.14, 1.19, 1.22 y 1.01 V para PEDOT:Cs[Cl.-COSANE], PEDOT:Cs[Cls-
COSANE], PEDOT:Cs[Cle-COSANE] y PEDOT:PSS, respectivamente. El hecho
de tener mas o menos cloros en la estructura del COSANE hace que a mayor
cantidad de B-Cl, mejor sea el limite de resistencia a la sobreoxidacién; por
tanto, el PEDOT:Cs[Cle-COSANE] ademas de tener la capacidad especifica
mas alta, es el que tiene mejor limite de resistencia a la sobreoxidacion. En
cambio, el PEDOT:PSS es el polimero que se degrada mas rapidamente.

4.4.7. Estudio de SEM-EDX, de conductividad eléctrica y de ATG
del PEDOT:Cs[Cl,-COSANE] (x = 2,4 y 6) y del PEDOT:PSS.

Con la técnica de SEM-EDX se puede observar la morfologia del polimero y
se puede saber que elementos estan presentes en su composicion. En la
Figura 4. 22 se pueden observar las imagenes de SEM de todas las muestras
exhibiendo en el PEDOT:Cs[Cl;-COSANE] y en el PEDOT:Cs[Cl4+-COSANE]
pequefios agregados esféricos rugosos de 5.5 y 4.5 um, respectivamente.
Mientras que el PEDOT:Cs[Cle-COSANE] presenta agregados esféricos de
2.0 um, parecidos a los del PEDOT:Cs[COSANE]. El PEDOT:PSS tiene una
morfologia completamente distinta, debido a que el PSS es un polimero.

Figura 4. 22. Imagenes de SEM a 5000x de a) PEDOT:Cs[Cl2-COSANE], b) PEDOT:Cs[Cls-COSANE], c)
PEDOT:Cs[Cls-COSANE] y d) PEDOT:PSS.

Por lo que respecta al analisis de EDX de las muestras, s6lo se han podido
analizar las que contienen COSANE, (el PEDOT:PSS sélo tiene el elemento
de S para analizar, y tanto el PEDOT como el PSS contienen S). Por tanto, la
proporcion obtenida de S/Co para los polimeros con Cs[Clx-COSANE] son

1.55 + 0.10, 2.18 + 0.09 y 1.54 + 0.21 (%At), para los aniones dopantes
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Cs[Cl2-COSANE], Cs[Cl4-COSANE] y Cs[Cls-COSANE], respectivamente, que
al igual que el PEDOT:Cs[COSANE], se obtiene una relaciéon aproximada de
cada dos mondmeros de EDOT hay 1 molécula de metalacarborano. En
todas las muestras se ha encontrado el elemento Cs.

También se ha calculado la conductividad eléctrica con el método de las 4
puntas, obteniendo valores de 230.1, 247.6, 284.1 y 210.1 S/cm para las
muestras PEDOT:Cs[Cl;-COSANE], PEDOT:Cs[Cl4-COSANE], PEDOT:Cs[Cle-
COSANE] y PEDOT:PSS, respectivamente. La influencia de la cantidad de
enlaces B-Cl en la estructura del COSANE hace que a mayor nimero de
cloros, mejor conductividad eléctrica presente. Por tanto, el PEDOT:Cs[Cle-
COSANE] es el polimero con mejor conductividad eléctrica, incluso mas alta
que la del PEDOT:PSS, que es el menos conductor de todos ellos.

Por ultimo, se ha estudiado la estabilidad térmica en atmédsfera de N2 de
todas las muestras poliméricas (ver Figura 4. 23), siendo el PEDOT:PSS el
polimero con menor estabilidad térmica, incluso el PEDOT:M[COSANE] es
mas estable. Respecto a la estabilidad del PEDOT:Cs[Clx-COSANE], a mayor
cantidad de enlaces B-Cl en la estructura del COSANE, mejor estabilidad
térmica presenta, siendo el PEDOT:Cs[Cle-COSANE] el mejor.
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Figura 4. 23. Curva de ATG de las muestras PEDOT:Cs[Cl2-COSANE] (naranja), PEDOT:Cs[Cls-
COSANE] (morado), PEDOT:Cs[Cls-COSANE] (azul) y PEDOT:PSS (gris) en atmésfera de No.
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4.5. Conclusiones.

En este apartado se resumiran los resultados mas relevantes obtenidos en
cada uno de los objetivos propuestos:

Objetivo 1: Estudio de las propiedades del PBI dopado con M[COSANE]
(M = Na*, Lity H*) y con M’[TPB] (M’ = Na* y Li*) para su uso en pilas
de combustibles y baterias.

v" Se ha estudiado la conductividad i6nica del M[COSANE] (M = Na*, Lity
H+) y del M’[TPB] (M’ = Na* y Li*) en himedo mediante la espectroscopia
de impedancia en el rango de temperaturas de 20 a 120°C, siendo las
conductividades idnicas del COSANE superiores a las del TPB (oH[cosanE]

> ONa[COSANE] = OLi[COSANE] = OLi[TPB] > GNa[TPB]).

v Se han comparado los valores de conductividad iénica obtenidos por el
M[COSANE] y por el M’[TPB] con valores de conductividad de sales,
aditivos o dopantes de polimeros utilizados en pilas de combustible y
baterias, presentando valores similares o del orden que confirman que
son aptos para utilizarse como aditivos en el polimero PBI.

v" Se han preparado las membranas de PBI dopadas con M[COSANE] y con
M’[TPB] en una proporcion del 5%wt. Se han estudiado sus propiedades
fisicoquimicas de espesor, retencion de agua y grado de hinchamiento a
25°C, siendo el espesor de todas las muestras en seco sobre los 200 pm.
Una vez hidratadas se ha comprobado que absorben bastante agua
(sobre todo las sales de Li) aumentando su espesor en un 53-63%.

v' También se ha estudiado la estabilidad térmica del PBI@M[COSANE],
PBI@M’[TPB] y PBI, siendo las membranas PBI@M[COSANE] las mas
estables térmicamente en todo el rango de temperaturas. El PBI tiene
una estabilidad térmica similar a la del PBI@M[COSANE] hasta los 450-
650°C donde empieza a degradarse y ser menos estable. Mientras que el
PBI@M’[TPB] presenta una estabilidad térmica pobre llegando a retener
a800°Cun 45 (PBI@Li[TPB]) y un 56% en peso (PBI@Na[TPB]).
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v Se ha estudiado la conductividad i6nica del PBI, PBI@M[COSANE] y
PBI@M’[TPB] mediante la espectroscopia de impedancia en el rango de
temperaturas de 20 a 180°C, observando dos comportamientos distintos
de 20 a 100°C y de 100 a 150°C. Se han comparado los valores de
conductividad iénica del PBI dopado con H[COSANE] y con H3POs,
observando una diferencia de dos 6rdenes de magnitud a favor del
H3POas. Si se tiene en cuenta que el H3PO4 estd en una proporciéon del
300%, mientras que el H{COSANE] esta al 5%, se puede pensar que el
H[COSANE] podria ser utilizado como aditivo de PBI en pilas de
combustible. En cambio el resto de muestras presentan valores muy
inferiores de conductividad i6nica en comparacion con los reportados a
25°C en baterias.

Objetivo 2: Estudio de las propiedades del PEDOT dopado con
M[COSANE] (M = Cs*, Na*, Li* y H*) y con Cs[Clx-COSANE] (x=2,4y 6)
para su uso en supercondensadores.

v" Se ha polimerizado electroquimicamente el EDOT utilizando como ani6n
dopante el M[COSANE] (M = Cs*, Na*, Li* y H*) mediante la voltametria
ciclica, observando un comportamiento diferente para cada una de las
muestras, tanto en intensidad como en la forma y los potenciales de los
picos de oxidaciéon y de reduccién formados. Este comportamiento
sugiere que los cationes del anion dopante juegan un papel importante
en la polimerizacion electroquimica del PEDOT y en consecuencia en sus
propiedades electroquimicas y fisicoquimicas.

v Se han estudiado las propiedades electroquimicas del PEDOT dopado
con M[COSANE] mediante las técnicas de CV y LSV. Los voltagramas
ciclicos muestran dos procesos redox, uno debido al Co3*/2* y el otro
debido al polimero, aunque ambos procesos se ven afectados con los
diferentes cationes (valores de potencial y forma). Ademas, al calcular la
capacidad especifica también se han obtenido valores distintos segin el
cation utilizado, siendo el valor mas alto el del PEDOT:Cs[COSANE]. En
cambio, el limite de resistencia a la sobreoxidacién es independiente del
cation, siendo el valor en todos los casos sobre 1.06 V.
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v' Se ha confirmado por EDX la presencia de COSANE y de los cationes en
la estructura del polimero formado, dependiendo de la sal de COSANE
utilizada se obtiene una proporcién monémero de EDOT por molécula
de COSANE diferente (2:1 para Cs y H, y 3:1 para Na y Li). Respecto a la
morfologia, todas las muestras presentan formas esféricas de tamafos
similares entre 2.5y 1 pm.

v/ También se ha calculado la conductividad eléctrica y se ha medido la
estabilidad térmica de las muestras PEDOT:M[COSANE]. En ambos casos
la influencia de los cationes del COSANE hace que las propiedades de los
polimeros no sean las mismas y que el Cs[COSANE] sea el mejor dopante
del PEDOT.

v" Se ha polimerizado electroquimicamente el EDOT utilizando como ani6n
dopante el Cs[Clx-COSANE] (x =2, 4y 6) y el PSS para ver la influencia de
utilizar diferentes aniones electroactivos con valores de potencial redox
distintos y compararlos con el PEDOT:PSS. Los voltagramas ciclicos
obtenidos al utilizar el Cl>-COSANE y el Cl4-COSANE muestran dos
procesos redox independientes, mientras que al utilizar el Cls-COSANE
estos dos procesos estan solapados debido a que el potencial redox esta
desplazado hacia valores mas positivos. En cambio el PEDOT:PSS tiene
un voltagrama ciclico completamente distinto.

v" Se ha caracterizado el PEDOT:Cs[Cly-COSANE] y el PEDOT:PSS mediante
las técnicas de CV y LSV, obteniendo el valor de capacidad especifica y
del limite de resistencia a la sobreoxidaciéon mas alto cuando se utiliza el
Cs[Cle-COSANE] como dopante del PEDOT. Se ha visto que al solapar el
proceso de crecimiento del polimero y del Co3+/2+ en la polimerizacion
electroquimica del PEDOT:Cs[Cle-COSANE], se obtienen los valores mas
altos de capacidad; y que al tener mas enlaces B-Cl en la estructura,
proporciona una mejor estabilidad a la degradacién del polimero.

v" Se ha comprobado la tendencia de cuanto mayor es el nimero de cloros
en el COSANE, mejor propiedades tiene (mejor conductividad eléctrica y
mejor estabilidad térmica), siendo el mejor dopante el Cs[Cls-COSANE].

138



Polimeros dopados con metalacarboranos-—-

10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.

4.6. Referencias.

I. Fuentes, A. Andrio, F. Teixidor, C. Vifias and V. Compaf, Phys. Chem. Chem.
Phys., 2017,19, 15177-15186.

I. Fuentes, A. Andrio, A. Garcia-Bernabé, ]J. Escorihuela, C. Vinas, F. Teixidor
and V. Compafi, Phys. Chem. Chem. Phys., 2018, 20, 10173-10184.

S. Giri, S. Behera and P. Jena, Angew. Chem. Int. Ed., 2014, 53, 13916-139109.
W. S. Tang, A. Unemoto, W. Zhou, V. Stavila, M. Matsuo, H. Wy, S.-i. Orimo and
T.]. Udovic, Energy Environ. Sci., 2015, 8, 3637-3645.

T. J. Udovic, M. Matsuo, W. S. Tang, H. Wu, V. Stavila, A. V. Soloninin, R. V.
Skoryunov, O. A. Babanova, A. V. Skripov and J. ]. Rush, Adv. Mater., 2014, 26,
7622-7626.

T. J. Udovic, M. Matsuo, A. Unemoto, N. Verdal, V. Stavila, A. V. Skripov, ]. .
Rush, H. Takamura and S.-i. Orimo, Chem. Commun., 2014, 50, 3750-3752.

R. B. Seymour and C. E. Carraher, Introduccion a la quimica de los polimeros,
Reverté, 1995.

T. F. Otero, Revista Iberoamericana Polimeros, 2003, 4, 1-50.

S.]. Peighambardoust, S. Rowshanzamir and M. Amjadi, Int. J. Hydrog. Energy,
2010, 35,9349-9384.

A. Kraytsberg and Y. Ein-Eli, Energy Fuels, 2014, 28, 7303-7330.

J. Escorihuela, R. Narducci, V. Compafi and F. Costantino, Adv. Mater.
Interfaces, 2019, 6, 1801146.

S. Muench, A. Wild, C. Friebe, B. Haupler, T. Janoschka and U. S. Schubert,
Chem. Rev., 2016, 116, 9438-9484.

K. Amin, L. Mao and Z. Wei, Macromol. Rapid Commun., 2019, 40, 1800565.

J. Tarascon and M. Armand, Nature, 2001, 414, 359-367.

J. B. Goodenough and Y. Kim, Chem. Mater., 2009, 22, 587-603.

Y. Shi, D. Tan, M. Li and Z. Chen, Nanotechnology, 2019.

Q. Wang, L. Jiang, Y. Yu and ]. Sun, Nano Energy, 2019.

V. Palomares, P. Serras, 1. Villaluenga, K. B. Hueso, ]. Carretero-Gonzalez and
T. Rojo, Energy Environ. Sci., 2012, 5, 5884-5901.

K. Sharma, A. Arora and S. Tripathi, J. Energy Storage, 2019, 21, 801-825.

G. A. Snook, P. Kao and A. S. Best, J. Power Sources, 2011, 196, 1-12.

G. Wang, L. Zhang and ]. Zhang, Chem. Soc. Rev., 2012, 41, 797-828.

H. Zhang, ]. Li, C. Gu, M. Yao, B. Yang, P. Lu and Y. Ma, J. Power Sources, 2016,
332,413-4109.

C. Masalles, S. Borrés, C. Vifas and F. Teixidor, Adv. Mater., 2000, 12, 1199-
1202.

R. Nuiiez, I. Romero, F. Teixidor and C. Vifias, Chem. Soc. Rev., 2016, 45, 5147-
5173.

R. Nufiez, M. r. Tarrés, A. Ferrer-Ugalde, F. F. de Biani and F. Teixidor, Chem.
Rev.,2016,116, 14307-14378.

C. Masalles, ]. Llop, C. Vifias and F. Teixidor, Adv. Mater., 2002, 14, 826-829.

139



-—Polimeros dopados con metalacarboranos

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.
44,

45.
46.

47.

140

S. Gentil, E. Crespo, L. Rojo, A. Friang, C. Vifias, F. Teixidor, B. Griiner and D.
Gabel, Polymer, 2005, 46, 12218-12225.

C. Masalles, S. Borrods, C. Vifias and F. Teixidor, Adv. Mater., 2002, 14, 449-
452,

A. Pepiol, F. Teixidor, R. Sillanpdd, M. Lupu and C. Viiias, Angew. Chem. Int.
Ed, 2011, 50,12491-12495.

M. Tarrés, C. Viiias, A. M. Cioran, M. M. Hanninen, R. Sillanpaa and F. Teixidor,
Chem. Eur. ., 2014, 20, 15808-15815.

E. Crespo, S. Gentil, C. Vinas and F. Teixidor, J. Phys. Chem. C, 2007, 111,
18381-18386.

C. Masalles, S. Borros, C. Vinas and F. Teixidor, Anal. Bioanal. Chem., 2002,
372,513-518.

[. M. De Oliveira, D. Risco, F. Vocanson, E. Crespo, F. Teixidor, N. Zine, J.
Bausells, ]. Samitier and A. Errachid, Sens. Actuators B Chem., 2008, 130, 295-
299.

V. David, C. Vifias and F. Teixidor, Polymer, 2006, 47, 4694-4702.

B. Fabre, E. Hao, Z. M. LeJeune, E. K. Amuhaya, F. Barriére, ]. C. Garno and M.
G. H. Vicente, ACS Appl. Mater. Interfaces, 2010, 2, 691-702.

J. Brus, A. Zhigunov, J. i. Czernek, L. Kobera, M. Uchman and P. Matéjicek,
Macromolecules, 2014, 47, 6343-6354.

P. Matéjicek, J. i. Zednik, K. i. Uselovd, ]. Plestil, ]. Fanfrlik, A. Nykanen, ].
Ruokolainen, P. Hobza and K. Prochazka, Macromolecules, 2009, 42, 4829-
4837.

V. Dord'ovi¢, M. Uchman, K. Prochazka, A. Zhigunov, J. Plestil, A. Nykinen, J.
Ruokolainen and P. Matéjicek, Macromolecules, 2013, 46, 6881-6890.

V. Dord'ovi¢, M. Uchman, M. Reza, ]. Ruokolainen, A. Zhigunov, O. 1. Ivankov
and P. Matéjicek, RSC Adv., 2016, 6,9884-9892.

Q. Lj, J. O. Jensen, R. F. Savinell and N. J. Bjerrum, Prog. Polym. Sci., 2009, 34,
449-477.

S. M. Ahn, H. Y. Jeong, ].-K. Jang, ]. Y. Lee, S. So, Y. ]J. Kim, Y. T. Hong and T.-H.
Kim, RSC Adv., 2018, 8, 25304-25312.

L. Ding, X. Song, L. Wang, Z. Zhao and G. He, Electrochim. Acta, 2018, 292, 10-
19.

G. Alberti and M. Casciola, Solid State Ionics, 2001, 145, 3-16.

P. Barbosa, N. C. Rosero-Navarro, F.-N. Shi and F. M. Figueiredo, Electrochim.
Acta, 2015, 153, 19-27.

M. F. Schuster and W. H. Meyer, Annu. Rev. Mater. Res., 2003, 33, 233-261.

Z. Zhao, G. F. Richardson, Q. Meng, S. Zhu, H.-C. Kuan and ]. Ma,
Nanotechnology, 2015, 27, 042001.

A. Zaulet, On the verge of bioorganic and inorganic chemistry
metallacarboranes in nanomedicine, 2015, Tesis.



CAPITULO 5

USO DEL METALACARBORANO COMO MEDIADOR PARA
AUMENTAR LA ESTABILIDAD DE SUPERCONDENSADORES
ACUOSOS BASADOS EN CARBON ACTIVADO

RESUMEN DEL CAPITULO 51

Este capitulo se basa principalmente en utilizar el metalacarborano Na[Cls-
COSANE] como aditivo en el carbon activado comercial YP50F, y utilizarlo
en un supercondensador acuoso asimétrico para mejorar la densidad de
energia del dispositivo. Para ello, se adsorben distintas cantidades de Cls-
COSANE en los poros del carbén activado (0.15, 0.45 y 1.00 mmol/g), se
caracteriza mediante isoterma de adsorcion de N2, DRX y XPS, y se mide en
una celda de 3 electrodos la capacidad especifica y la ventana de potencial
de trabajo estable en la ventana positiva y negativa. Todo para luego
montar el supercondensador en Na;SOs4 0.5 M y comprobar que la
presencia de Cl4-COSANE en el carb6n activado protege y estabiliza al
electrodo de las reacciones de oxidacion que lo degradan.
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5. USO DEL METALACARBORANO COMO MEDIADOR PARA
AUMENTAR LA ESTABILIDAD DE SUPERCONDENSADORES
ACUOSOS BASADOS EN CARBON ACTIVADO

5.1. Estado actual.

Como se ha visto en el Capitulo 4, los metalacarboranos presentan buenas
propiedades para utilizarse en aplicaciones de energia. Se ha comprobado
que las distintas sales de COSANE (Na, Li y H) tienen altas conductividades
ionicas en himedo? y en consecuencia se han utilizado para dopar el PBI en
un 5%wt y estudiar sus propiedades fisicoquimicas y conductividad iénica
para su uso en pilas de combustible y baterias.3 También se utilizaron
distintas sales de COSANE (Cs, Na, Li y H) y derivados halogenados Clx-
COSANE (x = 2, 4 y 6) para dopar al PEDOT y estudiar sus propiedades
electroquimicas y fisicoquimicas para su uso en supercondensadores.

En este capitulo se utilizaran carbones activados comerciales que ya tienen
una capacidad especifica alta y se doparan con metalacarboranos para ver
si al dopar con una especie electroactiva mejora la capacidad o la
estabilidad del material carbonoso en supercondensadores acuosos
asimétricos.

5.1.1. Carbones activados.

Un carbdn activado es un material carbonoso fabricado artificialmente a
partir de cualquier materia prima rica en carbono mediante un proceso de
activacién especifico, con el fin de dotarlo de una estructura porosa muy
desarrollada y de una elevada superficie especifica. Las principales
caracteristicas que presenta son su alta estabilidad térmica y quimica, su
elevada superficie especifica pudiendo llegar hasta los 3000 m2/g, su
estructura porosa con una variedad de tamafios y disposiciones, y una
quimica superficial modificable mediante la insercién de distintos
heteroatomos y funcionalidades. Dependiendo del proceso de fabricacién y
de las caracteristicas del carbon activado, se pueden encontrar aplicaciones
en adsorcion (tratamientos de aguas), catalisis (soporte de catalizadores) y
almacenamiento de energia (supercondensadores).* >
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Dentro de las caracteristicas de los carbones activados, la quimica
superficial tiene un papel muy importante, ya que con la incorporacion de
distintos heteroatomos se pueden modificar las propiedades del carbén
activado original. De ella dependen la acidez, la polaridad, el grado de
hidrofobicidad y la reactividad quimica superficial. Todos estos cambios
son debidos al diferente tamafio atomico y de electronegatividad de los
distintos heteroatomos con respecto al carbono.* 6

Un carbon activado presenta una estructura muy desordenada formada
por laminas de carbono sp? dobladas entre si, que se enlazan unas con
otras mediante grupos alifaticos puente $
(Figura 5. 1). Entre las laminas se crean
huecos de distinto tamafio que dan lugar
a la elevada porosidad de los carbones
activados. Los grupos funcionales y
heteroatomos que modulan la quimica
superficial del carbén activado suelen

disponerse mas en los extremos de esas

laminas grafénicas.5 Figura 5. 1. Estructura de un carb6n activado.

Por lo que se refiere a los heteroatomos que modifican la quimica
superficial de un carbén activado, el oxigeno y el nitrégeno son los mas
abundantes y los que mas aplicaciones presentan, siendo en consecuencia
los heteroatomos mas estudiados. Ademas del oxigeno y el nitrégeno,
también hay otros heteroatomos que constituyen la quimica superficial de
los carbones, como son el azufre, el boro, el fosforo y los elementos del
grupo de los haldgenos. Cabe decir, que cuando un carb6n activado es
dopado con metales su quimica superficial también es modificada.* 67

5.1.2. Supercondensadores basados en carbdn activado.

Como ya se ha explicado en el Capitulo 4, un supercondensador es un
dispositivo electroquimico formado por dos electrodos separados por una
membrana porosa y un electrolito. Los supercondensadores basados en
carbon activado (ver Figura 5. 2) son conocidos como condensadores
electroquimicos de doble capa, donde el mecanismo para almacenar carga
tiene lugar mediante la formacién de la doble capa eléctrica.8
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Separador

Electrodo

+

Carbén Activado

Figura 5. 2. Esquema de un supercondensador de doble capa eléctrica basado en carbdn activado.

Aunque los supercondensadores son dispositivos con alta densidad de
potencia, tienen como inconveniente que poseen baja densidad de energia.
Muchas investigaciones se han centrado en solventar este problema, ya que
a partir de la formula E = 1/2CzAV?, donde Cg es la capacidad especifica y
AV el rango de la ventana de potencial, se podria incrementar la densidad
de energia del supercondensador aumentando el rango de la ventana de
potencial de trabajo o aumentando la capacidad especifica del material.®

El maximo valor del rango de la ventana de potencial de trabajo depende
de la estabilidad de los componentes del supercondensador (electrodo,
disolvente y electrolito). En electrolitos acuosos el AV utilizado es de 1.2V,
mientras que en sistemas organicos es de 2.7 V y en liquidos ionicos de 3 V.
Aunque el uso de liquidos idnicos y de disolventes organicos proporcionen
una mayor densidad de energia, el uso de electrolitos acuosos proporciona
ventajas en cuanto a seguridad, rendimiento de potencia y bajo coste.10

Por tanto, para poder maximizar el valor de AV usando electrolitos acuosos
se debe aumentar el sobrepotencial de las reacciones de descomposicién
del agua,ll 12 para ello se deben usar electrolitos neutros como el NazS0g,
en vez de electrolitos acidos como el H2SO4 o basicos como el KOH, de esta
manera se consigue aumentar la ventana de estabilidad y llegar a valores
por encima de 2 V.13 14 También se debe optimizar la relaciéon de masas de
los electrodos, a partir de las capacidades especificas y de los limites de
estabilidad de cada uno de ellos.15 16
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La quimica superficial de los carbones activados también es importante en
cuanto a la estabilidad, es decir, la introduccién de ciertos heteroatomos
como el N o el P pueden retrasar la degradacion de los electrodos causada
por las reacciones electroquimicas de oxidacién,'7-18 aunque ello conlleve a
cambios importantes en porosidad.

En cuanto a la mejora de la capacidad especifica se han utilizado aditivos
electroactivos, ya que permiten almacenar energia a través de reacciones
faradicas ademas de las capacitivas del carbon activado, como el par redox
quinona/hidroquinonal® y el yodo.2? Algunos aditivos también han sido
utilizados para mejorar la estabilidad del supercondensador y aumentar el
voltaje de trabajo, protegiendo a los colectores de procesos de corrosion al
aplicar altos voltajes durante la carga.?! Desafortunadamente ninguno de
esos aditivos consigue reducir la descomposicién electroquimica del agua o
evitar la degradacién electroquimica de los electrodos de carbén activado.

5.1.3. Materiales carbonosos y metalacarboranos.

Dentro de la gran variedad de materiales carbonosos que hay, inicamente
los nanotubos de carbono y el grafeno han sido estudiados conjuntamente
con los metalacarboranos.?? 23 No hay ningun estudio en la bibliografia
sobre metalacarboranos utilizados en supercondensadores.

En el caso del nanotubo de carbono se ha enlazado covalentemente la
molécula de COSANE-DIOXANATO a la superficie del CNT mediante acidos
carboxilicos (previamente generados en la superficie al oxidar con HNO3).
Se confirmo la presencia del COSANE en la superficie del CNT por ATG y
XPS; ademas se comprob6 la tendencia a la dispersion en agua siendo
mayor para el CNT-COSANE que para el CNT. Y por ultimo, se observo
mediante HRTEM y STEM el COSANE enlazado al nanotubo de carbono.22

En el caso del grafeno también se ha enlazado covalentemente la molécula
de COSANE-DIOXANATO a la superficie mediante acidos carboxilicos y se
ha caracterizado por IR, ATG y XPS, confirmando en todos los casos la
presencia del COSANE en la superficie del grafeno. Y por ultimo, se observo
mediante EFTEM y EELS un mapping de una zona donde por colores se
distingue el COSANE del grafeno, teniendo una distribucién homogénea.23
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5.2. Objetivos.

Los objetivos de este capitulo se basan principalmente en utilizar un
derivado del metalacarborano como aditivo en un carbén activado y
utilizarlo en un supercondensador acuoso asimétrico para mejorar la
densidad de energia del dispositivo.

> Estudio de la adsorcion del Cls-COSANE como aditivo en un carbén
activado mediante isoterma de adsorcion, UV-Visible, isoterma de
adsorciéon de Nz, DRX y XPS.

» Estudio de las propiedades electroquimicas del supercondensador
acuoso asimétrico utilizando como electrodo el carbén activado con
el Cl4-COSANE para mejorar la densidad de energia del dispositivo.

5.3. Adsorcion del Cl4-COSANE como aditivo del carbon activado.

Como el objetivo final de este trabajo es mejorar la densidad de energia de
un supercondensador usando un aditivo electroactivo en el electrodo de
carbon activado, uno de los requisitos que tiene que cumplir el aditivo es
tener el proceso redox en el rango de la ventana de potencial de trabajo del
carbon activado (pudiendo aumentar el valor de la capacidad especifica) y
que dicho proceso redox esté lo mas cerca posible de los extremos de la
ventana de estabilidad del supercondensador (pudiendo aumentar el valor
de AV del supercondensador y proteger al electrodo de la degradacién).

No es facil encontrar una molécula electroactiva en la que poder ajustar el
potencial redox deseado a partir de su funcionalizacion y que siga teniendo

las mismas propiedades. Por ese motivo se ha utilizado ///‘\\

en este trabajo el metalacarborano, ya que como se ha N/ \J "
visto en el Capitulo 4 a partir de la halogenacién del k\i//\ 5
COSANE se puede modular el potencial redox. De los VAN 2
distintos derivados de COSANE se ha elegido el Cls- \/&—/\ e CH
COSANE (ver Figura 5. 3), ya que posee un potencial i~ o

redox de -0.86 V vs Ag/AgCl. Se ha utilizado la sal de Na g™

para que sea soluble en agua y el pH sea neutro. Figura 5. 3. Estructura
del Cls-COSANE.
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El carbon activado elegido para este estudio es el YP50F, carbén activado
comercial especificamente disefiado para se uso en supercondensadores,
con un area superficial de 2050 m2/g y un volumen de microporo de 0.86
cm3/g. La quimica superficial del YP50F revela que tiene una baja
proporcién de grupos oxigenados en la superficie (quinonas, éteres, acidos
carboxilicos), favoreciendo que el carbén activado no sea degradado tan
facilmente (la degradacion del carbon activado en un supercondensador
empieza en los grupos oxigenados superficiales).

Este trabajo se ha hecho en colaboracién con el doctor Ramiro Ruiz, con el
catedratico Diego Cazorla y con la catedratica Emilia Moralldn del Instituto
Universitario de Materiales de Alicante y de la Universidad de Alicante.

5.3.1. Isoterma de adsorcion del Cl4-COSANE en carbon activado.

Como el carbén activado YP50F tiene microporosidad (didametro del poro <
2 nm) y el Cl4-COSANE mide 0.68 x 1.10 nm, la intencién es adsorber las
moléculas del metalacarborano en los poros del carbén activado. Para ello,
se tiene que hacer un estudio previo de la isoterma de adsorcién del Cls-
COSANE en el carbon activado a diferentes temperaturas (Figura 5. 4 a),
para poder observar cuando se satura completamente los poros del carbdén
activado y comprobar si la adsorcion es dependiente de la temperatura.

B b,
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S N [ I s mg/
N | g
L aatm ¢ T O ¥ A . - - 4.1mglL
;30.8 | ——8.1mg/L
201.0 = —16.2mg/L
) ) 2 ~
50.8 06 ——Y-130enNa2S04 0.5 M
=
20.6 g
s V. &%
<04 |
m15°C
0.4 “
©25°C
0.2 Des
A 35°C
00 1 1 1 1 1 1 1 0 by
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Concentraciéon, /mg/L Longitud deonda/nm

Figura 5. 4. a) Isoterma de adsorcién del Na[Cls-COSANE] a diferentes temperaturas (15, 25, 35y
50°C) representando la concentracién en equilibrio en mg/L y la carga en equilibrio en mmol Cls-
COSANE/g de YP50F. b) Espectros de absorcion del Na[Cls-COSANE] utilizados durante la adsorciéon
con el carbdn activado.
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Para hacer la isoterma de adsorciéon se preparan varias disoluciones a
distintas concentraciones de Na[Cl4-COSANE] en agua Milli-Q con 10 mg de
YP50F previamente secado. Todas estas muestras se dejan durante 36h en
una incubadora con agitaciéon a las temperaturas de 15, 25, 35 y 50°C.
Pasadas las 36h se mide el espectro de absorcion del Na[Cl4-COSANE] que
queda en disolucién y no se ha adsorbido en los poros del carbén activado
(Figura 5. 4 b), siendo el valor de concentracion en el equilibrio (eje x de la
Figura 5. 4 a). Sabiendo la concentracion de Cls-COSANE en el equilibrio y
la inicial, se calcula la cantidad adsorbida en el carbén activado en mmol/g
de carbon activado (eje y en la Figura 5. 4 a).

Por tanto, a partir de la isoterma de adsorcion del Cl4-COSANE en YP50F se
puede observar como el metalacarborano es adsorbido en los poros del
carbon activado con gran afinidad, adsorbiendo todas las moléculas de Cls-
COSANE en disolucidn hasta llegar a la saturacién a 1.25 mmol/g. A medida
que se incrementa la concentracion del Cls-COSANE se mantiene constante
el valor de saturacion a 1.25 mmol/g, coexistiendo con la concentracion en
equilibrio del metalacarborano sobrante. También se ha comprobado que
la adsorcion es independiente de la temperatura, ya que tanto a 25°C como
a 15, 35 y 50°C se llega a la saturaciéon a 1.25 mmol/g. Por ultimo, se ha
estudiado la presencia del electrolito (Na2S04 0.5 M) en un carbdn activado
cargado a 1.3 mmol/g durante 24h, observando por UV-Visible (Figura 5. 4
b) que Unicamente el 0.3% del total es liberado de los poros, indicando la
gran afinidad que presenta el Cl4-COSANE con el YP50F.

A partir de los resultados obtenidos de la isoterma de adsorcidn, se utilizan
las cargas de 0.15, 0.45 y 1 mmol Cl4-COSANE/g YP50F. La nomenclatura
utilizada a partir de ahora para las distintas muestras es Y-XXX, siendo XXX
los mmol/g utilizados. Por tanto las muestras seran Y-000, Y-015, Y-045 y
Y-100, siendo Y-000 el carb6n activado YP50F y Y-100 el carbdn activado
cargado con 1.00 mmol/g.

5.3.2. Isoterma de adsorcion de N2, DRX y XPS.

Antes de utilizar las distintas muestras (Y-000, Y-015, Y-045 y Y-100) en el
supercondensador, se caracterizan fisicoquimicamente para confirmar la
presencia del metalacarborano en los poros del carbon activado y para

149



----Metalacarboranos en supercondensadores

saber cémo afecta la presencia de mas o menos cantidad de Cl4-COSANE a
las propiedades del carbon YP50F. En la Figura 5. 5 a se pueden observar
las distintas isotermas de adsorcion de N2 de las muestras Y-000, Y-015, Y-
045 y Y-100, observando que a medida que hay mas moléculas de Cls-
COSANE en los poros, la adsorcion del N se va reduciendo llegando a tener
valores del area superficial especifica (Sger) de 2050, 1530, 1140 y 60 m?/g
y de volumen de microporo (Vpr) de 0.86, 0.60, 0.47 y 0.02 cm3/g para Y-
000, Y-015, Y-045 y Y-100, respectivamente. Y en la Figura 5. 5 b se puede
observar la distribucién de tamafio de poros para cada una de las muestras,
confirmando que el Cl4-COSANE se coloca preferencialmente en los poros
de tamafios entre 0.7 y 1.5 nm, como era de esperar debido a su tamafio.
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Figura 5. 5. a) Isotermas de adsorcién de N2 y b) curvas de distribucién de tamafio de poro de las
muestras Y-000 (negro), Y-015 (azul), Y-045 (verde) y Y-100 (rojo).

Por lo que respecta al analisis de difraccién de Rayos-X (DRX, Figura 5. 6 a),
se puede observar como la curva de la muestra Y-000 por debajo de los 10°
(en 28) se vuelve mas intensa, lo cual es un comportamiento caracteristico
de sélidos microporosos; mientras que en la muestra Y-100 al tener todos
los poros llenos de Cls-COSANE no se observa dicho comportamiento.
Ademads, en el sdlido cristalino Na[Cls-COSANE] se observan picos
caracteristicos que en la muestra Y-100 desaparecen, sugiriendo que el Cls-
COSANE tiene una fuerte interaccién con la superficie del carbén activado
impidiendo el reordenamiento de las moléculas de metalacarborano
dentro de los poros.
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Por ultimo, el andlisis de XPS (Figura 5. 6 b) confirma la presencia de boro
dentro de los poros de las muestras Y-015 y Y-045. Cabe decir que el
carbon activado YP50F no esta dopado con boro, por tanto las sefales de
boro de las muestras Y-015 y Y-045 corresponden completamente al Cls-
COSANE. También se observa la aparicion de una nueva banda a 192.1 eV
para Y-015 y a 192.8 eV para Y-045 que no es presente en el s6lido Na[Cls-
COSANE], y ademas la banda caracteristica del metalacarborano a 189.2 eV
esta ligeramente desplazada a 188.8 eV para Y-015 y a 189.0 eV para Y-045
confirmando la fuerte interaccién entre el Cls-COSANE adsorbido y la
superficie del carbdn activado.
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Figura 5. 6. a) Espectro de difraccion de Rayos-X de la muestra Y-000 (negro), Na[Cls-COSANE]
(azul), Y-000 (rojo) y del fondo (verde). b) Espectro de XPS de Na[Cl4+-COSANE] (negro), Y-015 (rojo)
y Y-045 (azul).

5.4. Supercondensador acuoso asimétrico.

Una vez caracterizado el carbén activado en ausencia y en presencia de Cls-
COSANE (Y-000, Y-015, Y-045 y Y-100), se preparan las muestras para ser
utilizadas en supercondensadores como electrodos. Para ello se prepara
una pasta del carb6n activado con negro de acetileno y PTFE en proporcién
90:5:5 en peso, respectivamente. Primero se caracterizaran los electrodos
en una celda de 3 electrodos para saber el rango de potencial de trabajo
estable y el valor de las capacidades especificas, para luego optimizar las
masas de los electrodos y poder medir en una celda de 2 electrodos los
valores de capacidad especifica y de energia del supercondensador acuoso
durante 5000 ciclos de carga y descarga.
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5.4.1. Caracterizacion mediante una celda de 3 electrodos.

Se caracterizan los electrodos Y-000, Y-015, Y-045 y Y-100 con una celda
de 3 electrodos, siendo el electrodo de referencia Ag/AgCl y el auxiliar el
electrodo Y-000 pero con el doble de masa que el electrodo de trabajo. Se
utiliza una membrana de nylon para separar el electrodo de trabajo y el
auxiliar y Na2S04 0.5 M como electrolito.

En la Figura 5. 7 a se puede observar el voltagrama ciclico de los electrodos
Y-000 y Y-100 en la ventana de potencial negativa, es decir, desde el OCP
(potencial a circuito abierto) hasta -1.3 V, que es donde normalmente
operan los supercondensadores.
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Figura 5. 7. Voltagramas ciclicos de los electrodos Y-000 (negro) y Y-100 (rojo) en la ventana de
potencial a) negativa, b) positiva y c) completa en NazS04 0.5 Ma 2 mV/s.

En el electrodo Y-100 se observa el par redox reversible del Cl4-COSANE a
-1.1 V, aunque se ha visto que a medida que pasan los ciclos la intensidad
disminuye debido a la desorcidn de una pequefia cantidad de Cl4-COSANE
(sélo el 53% del Cl4-COSANE inicial se mantiene en el electrodo, es decir,
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0.53 mmol/g, coincidiendo con los 0.52 mmol/g de grupos oxigenados
superficiales del YP50F). Ademas, el hecho de tener el par redox dentro de
la ventana de potencial de trabajo hace que aumente el area del voltagrama
y en consecuencia su capacidad especifica en comparacion con el electrodo
Y-000 (ver Tabla 5. 1).

En el caso del electrodo Y-000 se puede observar como a partir de -1 V
empieza el proceso de electroadsorcion del hidrégeno, mientras que en el
electrodo Y-100 la intensidad de dicho proceso se ve reducida a causa del
proceso faradico del Cl4-COSANE. El mismo comportamiento tiene lugar en
la ventana positiva (Figura 5. 7 b), en este caso el Y-100 presenta menores
corrientes de oxidaciéon y menores contribuciones de procesos redox
asociados a la presencia de grupos electroactivos oxigenados superficiales
del carbdn activado, con la consecuencia de tener una capacidad especifica
mas pequefia que el electrodo Y-000 (ver Tabla 5. 1).

Por lo que respecta a la ventana de potencial de trabajo completa (Figura 5.
7 c), se puede ver como la presencia del Cl4-COSANE en el electrodo Y-100
reduce el proceso redox asociado a los grupos oxigenados superficiales del
carbon activado y reduce el pico de oxidacién a potenciales positivos altos.

Tabla 5. 1. Valores de capacidad especifica en F/g de los electrodos Y-000, Y-015, Y-045 y Y-100 de
la ventana positiva (del OCP a 0.9 V) y de la ventana negativa (del OCP a -1.3 V).

Electrodo CgOCP/09VF /g  (CgO0CP/13VF/g

Y-000 149 135
Y-015 125 150
Y-045 130 162
Y-100 120 168*

*el valor no es estable

Todos estos resultados confirman que la presencia de Cl4-COSANE modifica
el comportamiento electroquimico de la interfase electrodo/electrolito, en
concreto en el proceso redox de los grupos oxigenados del carbén activado
y en las reacciones de descomposicion del agua. Una posible explicaciéon a
este hecho es que el Cl4-COSANE se adsorbe en sitios del carb6n activado
que son mas susceptibles a reaccionar, sugiriendo que una adsorcion
adecuada de Cl4-COSANE en el YP50F podria proteger al supercondensador
acuoso cuando es expuesto a voltajes altos.
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Por tanto, a partir de los estudios de Y-100 se elige el valor de 0.45 mmol/g
como valor maximo para asegurar que todo el Cl4-COSANE adsorbido
queda retenido en el carbon activado. En consecuencia, sélo se utilizaran
los electrodos Y-000, Y-015 y Y-045 en el supercondensador. En la Tabla 5.
1 se pueden observar los valores de capacidad especifica en la ventana de
potencial de trabajo positiva y negativa. Estos valores serdn utilizados
posteriormente para calcular el balance de masas.

5.4.2. Caracterizacion del supercondensador acuoso.

Para montar el supercondensador (celda de 2 electrodos) se utilizara el
mismo material como electrodo positivo y negativo, ya que la presencia de
Cl4-COSANE en la ventana negativa (mejor valor de capacidad especifica y
menor corriente en la reaccion de evolucion de hidrégeno) y en la ventana
positiva (menor corriente de oxidacion y menor contribucién de los
procesos redox de los grupos oxigenados superficiales del carbén activado)
puede ser beneficiosa para el supercondensador.

Por tanto, para optimizar el supercondensador en Na2SO4 0.5 M se hace un
balance de masas de los electrodos con la siguiente ecuacion:
mt _ Cg-AV™
= T oAU+
m Cg-AV

(9)

Siendo m* y m- la masa del electrodo en la ventana positiva y negativa
respectivamente; Cg* y Cg~ la capacidad especifica en la ventana positiva y
negativa respectivamente; y AV* y AV- la ventana de potencial de trabajo
positiva y negativa respectivamente.

Una vez sabido el balance de masas de cada uno de los electrodos (Tabla 5.
2), se construye el supercondensador separando los electrodos con una
membrana de nylon humedecida con NazSO4 0.5 M. Cada electrodo sera
caracterizado en cuanto a capacidad especifica y energia mediante las
curvas de carga y descarga (GCD) a 1 A/g durante 5000 ciclos y con un
potencial de trabajo del supercondensador de 2.2 V, siendo el potencial de
trabajo mas alto alcanzado para el Na2S04.11 Las ecuaciones utilizadas para
calcular la capacidad especifica y la energia a partir de las curvas GCD son

las siguientes:
154



Metalacarboranos en supercondensadores----

__Q
€= (10)
Opy.
g =i (11)
3.6:w

Siendo Q la carga total medida durante la descarga en culombios, AV la
ventana de potencial de trabajo en voltios y w la masa de la fase activaen g.

En la Tabla 5. 2 se pueden observar los valores de capacidad especifica y de
energia en los primeros ciclos del supercondensador, siendo superiores en
ambos casos para el electrodo Y-000, aunque los electrodos Y-015 y Y-045
tiene valores muy cercanos. Pero al cabo de 5000 ciclos de carga y descarga
la capacidad especifica retenida y la energia retenida es mucho mayor para
el electrodo Y-015, reteniendo un 79% de la capacidad especifica y un 68%
de la energia inicial. En cambio el electrodo Y-000 sélo retiene un 23% de
la capacidad especifica y un 8% de la energia, valores muy inferiores a los
del electrodo Y-015. El electrodo Y-045 presenta mejores valores que el Y-
000, pero no superiores a los del Y-015.

Tabla 5. 2. Valores de m*/m-, capacidad especifica y energia del inicio del supercondensador y
capacidad especifica y energia en % retenido al cabo de 5000 ciclos de carga y descarga.

Muestra m*/m- Ce E Ce E.
F/g Wh/kg %retenido* %retenido*
Y-000 1.3 33 16.3 23 8
Y-015 1.8 30 15.7 79 68
Y-045 1.9 29 13.0 32 21

* después de 5000 ciclos

En la Figura 5. 8 se pueden observar las curvas de GCD de 50 a 5000 ciclos
de los supercondensadores Y-000 y Y-015. En el caso del Y-000 se puede
ver como a medida que pasan mas ciclos, el perfil de la curva de carga y
descarga se va reduciendo en tiempo (valores de capacidad especifica y de
energia menores), aumentando la caida 6hmica e indicando la degradacion
del dispositivo. En cambio, en el caso del Y-015 se puede ver como el perfil
de la curva de carga y descarga es muy similar a medida que pasan los
ciclos, aunque con un minimo impacto en el rendimiento del dispositivo (a
5000 ciclos se reduce el tiempo de 140 a 100 segundos), haciendo que el
supercondensador sea mas estable que el de Y-000.
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Figura 5. 8. Test de durabilidad de los supercondensadores a) Y-000 y b) Y-015 con la masa de los
electrodos optimizada, curvas de GCDa 1 A/gy AV de 2.2 V de 50 a 5000 ciclos.

Como se puede ver en la Figura 5. 9 el supercondensador Y-015 presenta
valores de capacidad especifica y densidad de energia muy superiores a los
del Y-000 al cabo de 5000 ciclos de carga y descarga. El supercondensador
Y-000 no es estable en las condiciones de potencial de trabajo de 2.2 V con
una densidad de corriente de 1 A/g en Na;S04 0.5 M durante 5000 ciclos,
mientras que la presencia de Cl4s-COSANE en el carbén activado (0.15
mmol/g) hace que sea mas estable, reteniendo un 68% de la energia y un
79% de la capacidad especifica al cabo de 5000 ciclos.
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Figura 5. 9. Representacién gréfica de la densidad de energia y capacidad especifica en funcion del
numero de ciclos de carga y descarga de los supercondensadores Y-000 (negro) y Y-015 (rojo).
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Una vez hecho el test de durabilidad se cogen esos supercondensadores de
Y-000 y Y-015 y se les hace otro test donde se mantiene fijo el potencial a
2.2 V y se mide la curva de GCD cada 2h. En la Figura 5. 10 a se puede ver
como el supercondensador Y-015 resiste las primeras 2h, pero a medida
que pasa el tiempo se va degradando cada vez mas hasta llegar a las 10h
donde se degrada completamente. En cambio, en la Figura 5. 10 b se puede
observar como el supercondensador Y-000 a las 2h ya esta destruido.
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Figura 5. 10. Curvas de GCD de los supercondensadores después de hacer el test de durabilidad y
mantenerse al potencial fijo de 2.2 V durante horas. a) Supercondensador Y-015 durante 2, 4, 6, 8y
10h y b) supercondensador Y-000 (negro) y Y-015 (rojo) durante 2h.

Es la primera vez que un supercondensador como el Y-015 llega a tener esa
estabilidad en las condiciones de 2.2 V a 1 A/g durante 5000 ciclos, con
NazS04 0.5 M como electrolito.1? Aunque los valores de capacidad son del
mismo orden que de un carbén activado convencional, el valor de densidad
de energia es superior al de electrolitos acidos o basicos,2* y del mismo
orden que electrolitos toxicos organicos,?> aditivos redox!® o electrodos
hibridos con nanotubos y polimeros conductores.16

Para comprobar que el Cl4-COSANE ayuda a proteger al carbdn activado
frente a la oxidacién del carb6n y la descomposiciéon del agua, se analiza la
quimica superficial del electrodo positivo Y-000 y Y-015 después del test
de estabilidad mediante la técnica de desorcién a temperatura programada
(TPD), ver Figura 5. 11. El electrodo Y-015 presenta una menor cantidad de
grupos oxigenados superficiales en comparaciéon con el electrodo Y-000,
sugiriendo que el Cls-COSANE interacciona con los grupos oxigenados
superficiales del carbén activado protegiéndolos frente a su degradacion.
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Figura 5. 11. Curva de TPD de CO y CO2z de los electrodos positivos Y-000 (azul) y Y-015 (rojo)
después del test de durabilidad a 2.2 V.

5.5. Conclusiones.

En este apartado se resumiran los resultados mas relevantes obtenidos en
cada uno de los objetivos propuestos:

Objetivo 1: Adsorcion del aditivo Cls-COSANE en el carbdn activado.

v" Se ha estudiado la adsorcion del aditivo Cls-COSANE en los poros del
carbon activado YP50F, observando en la isoterma de adsorciéon como
las moléculas del metalacarborano en disolucién son completamente
adsorbidas en los poros hasta llegar a la saturacion de 1.25 mmol/g,
indicando una gran afinidad entre el Cl4-COSANE y el carbdn activado.
También se ha comprobado que la adsorcién es independiente de la
temperatura y no compite con el electrolito Na;SO4.

v Se han caracterizado las muestras Y-000, Y-015, Y-045 y Y-100 por
isoterma de adsorcion de Nz, DRX y XPS. Se ha confirmado la presencia
del Cl4-COSANE en los poros de las muestras Y-015, Y-045 y Y-100,
disminuyendo el area superficial especifica y el volumen de microporos
a medida que habia mas cantidad de Cl4-COSANE adsorbido en los poros.
También se ha confirmado por XPS la fuerte interaccién que tiene el Cls-
COSANE adsorbido con la superficie del carbén activado, ya que han
aparecido nuevas bandas a energias de enlace sobre 192 eV que en el
so6lido Na[Cl4-COSANE] no aparecen.
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Objetivo 2: Supercondensador acuoso asimétrico.

v' Se han caracterizado los electrodos Y-000, Y-015, Y-045 y Y-100 en una
celda de 3 electrodos. Se ha medido el voltagrama ciclico de la ventana
de potencial de trabajo negativa (del OCP a -1.3 V), positiva (del OCP a
0.9 V) y completa (de -1.3 a 0.9 V), observando que la presencia de Cls-
COSANE modifica el comportamiento electroquimico de la interfase
electrodo/electrolito comparado con el electrodo Y-000, en concreto en
el proceso redox de los grupos oxigenados del carbdn activado y en las
reacciones de descomposicion del agua.

v' También se ha comprobado que si hay mucho Cls-COSANE adsorbido al
carbon activado, a medida que pasan los ciclos de oxidacion y reduccién
tiene lugar la desorcién de pequefias cantidades de metalacarborano (el
electrodo Y-100 pasa a 0.53 mmol/g de Cl4-COSANE retenido). Por
tanto, se elige el valor de 0.45 mmol/g como valor maximo para
asegurar que todo el Cl4-COSANE adsorbido queda retenido en el carbén
activado. En consecuencia, sélo se utilizaran los electrodos Y-000, Y-015
y Y-045 en el supercondensador.

v" Se ha utilizado el mismo material como electrodo positivo y negativo, ya
que la presencia de Cl4-COSANE en la ventana negativa y en la ventana
positiva puede ser beneficiosa para el supercondensador. Por tanto, se
han balanceado las masas para optimizar el supercondensador, se ha
utilizado NaS04 0.5 M como electrolito, se ha utilizado un potencial de
trabajo de 2.2 V con una densidad de corriente de 1 A/g y se ha medido
su estabilidad durante 5000 ciclos en carga y descarga.

v' Se ha comprobado que el supercondensador Y-015 es més estable que el
Y-000, ya que retiene un 79% de capacidad especifica y un 68% de
densidad de energia después de 5000 ciclos, mientras que el Y-000 sélo
retiene un 23% de capacidad especifica y un 8% de densidad de energia.
Se ha analizado la quimica superficial del electrodo positivo Y-000 y Y-
015 para confirmar la suposicién de que el Cl4-COSANE puede proteger
al carbon activado frente a su degradacion debido a que interacciona

con los grupos oxigenados superficiales.
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v" Se ha realizado un test de estabilidad méas agresivo, manteniendo fijo el
potencial a 2.2 V durante horas, comprobando que el supercondensador
Y-000 se degrada a las 2h, mientras que el Y-015 a las 2h todavia resiste
pero a medida que van pasando las horas va degraddndose hasta llegar a
su completa degradacion al cabo de 10h.
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6. CONCLUSIONES

6.1. Conclusiones del Capitulo 2.

En este apartado se resumiran los resultados mas relevantes obtenidos en
cada uno de los objetivos propuestos del Capitulo 2:

Objetivo 1: Interaccion entre el ADN y los metalacarboranos.

v" Se ha podido comprobar que los metalacarboranos Na[FESANE], Na[Cle-
FESANE] y Na[COSANE] interaccionan fuertemente con CT-dsDNA. El
Na[FESANE] y el Na[Cle-FESANE] interaccionan por intercalacién entre
los pares de bases; mientras que el Na[COSANE] interacciona en los
surcos. Si se aumenta la fuerza idnica del medio en el caso del
Na[COSANE], la interaccion con el CT-dsDNA pasa a ser por intercalaciéon
entre los pares de bases.

v Mediante estudios de UV-Visible se consigue saber cuantas moléculas de
metalacarboranos hay por cada par de base de ADN. El Na[FESANE] y el
Na[Cls-FESANE] presentan 18 moléculas por cada par de base; mientras
que el Na[COSANE] tiene 28 moléculas a baja fuerza i6nica y 6 moléculas
a alta fuerza iénica por cada par de bases.

Objetivo 2: Distribuciéon de Na[COSANE] en células, sangre y ratones.

v" Se ha estudiado la citotoxicidad del COSANE en la célula glioblastoma
U87 y melanoma A375, siendo el valor de ICso en ambas células
alrededor de 200 pM de Na[COSANE]. También se ha estudiado la
distribucién en las distintas partes de la célula (citosol, membrana,
nucleo y citoesqueleto) del contenido de B y Co, acumulandose el
COSANE en mayor proporcion en la célula U87 y dentro de la célula en la
membrana y en el nucleo.

v' Se ha estudiado la distribucién de boro en la sangre (plasma y

eritrocitos/ granulocitos), dando un 50% de abundancia en boro en
plasma y un 25% en las células sanguineas.
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v" Se ha estudiado la distribucién de boro en distintos érganos de ratones
albinos (sangre, corazdn, higado, pulmdn, rifiéon, bazo, musculo y
cerebro), dando una mayor acumulacién de COSANE en el pulmon,
seguido por el higado.

Objetivo 3: Marcadores electroquimicos en sensores de ADN.

v" Se ha conseguido comprobar que el FESANE y el Cls-FESANE se pueden
utilizar como marcadores electroquimicos para sensores de ADN, ya que
se acumulan entre los pares de bases consiguiendo discriminar entre
secuencias complementarias, de las no complementarias y de las que
estan mutadas.

6.2. Conclusiones del Capitulo 3.

En este apartado se resumiran los resultados mas relevantes obtenidos en
cada uno de los objetivos propuestos del Capitulo 3:

Objetivo 1: Interaccion entre la BSA y los metalacarboranos.

v' Se ha podido comprobar que el Na[COSANE] interacciona fuertemente
con la BSA en el rango de concentraciones en que el Na[COSANE] forma
las vesiculas (hasta 25 mM), destruyendo las vesiculas para enlazarse
por puentes de hidrégeno y de di-hidrégeno con los grupos amino de los
aminoacidos histidina, lisina y arginina superficiales de la BSA, y asi
envolverla formando mas de una capa.

v' Se ha estimado el niumero de capas y de moléculas de COSANE alrededor
de la BSA, cémo estan distribuidas y el grado de recubrimiento mediante
modelos de cubrimiento de superficies a partir de los valores de tamafio
obtenidos por DLS, estando la primera capa formada por 100 moléculas
de COSANE con un grado de recubrimiento del 98%, las capas

posteriores son cada vez mas difusas con grados de recubrimiento del
73 y del 57%.

v Se ha caracterizado el nanohibrido BSA-Na[COSANE] mediante TEM,
RMN, CD, fluorescencia, §-potencial, IR, SEM-EDX y andlisis elemental.
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Objetivo 2: Aplicacion como agente protector a la desnaturalizacion.

v" Se ha comprobado por DLS que el Na[COSANE] protege a la BSA frente a
su desnaturalizacion térmica cuando cubre completamente la superficie
de la proteina (nanohibrido BSA-Na[COSANE] 1:100 y 1:1000).

v' También se ha comprobado por CD que a medida que aumenta la
temperatura de 25 a 90°C el nanohibrido BSA-Na[COSANE] minimiza la
pérdida de la estructura secundaria de la proteina estabilizando la BSA
frente a su desnaturalizacion.

v Se ha comprobado que el Na[COSANE] protege quimicamente a la BSA
de su desnaturalizacién con urea, ya que para desnaturalizar el 50% de
la proteina es necesario 4.5 M de urea, mientras que si esta protegida
con COSANE la concentracion necesaria es el doble, 9 M.

6.3. Conclusiones del Capitulo 4.

En este apartado se resumiran los resultados mas relevantes obtenidos en
cada uno de los objetivos propuestos del Capitulo 4:

Objetivo 1: Estudio de las propiedades del PBI dopado con M[COSANE]
(M = Na*, Li* y H*) y con M’'[TPB] (M’ = Na* y Li*) para su uso en pilas
de combustibles y baterias.

v" Se ha estudiado la conductividad i6nica del M[COSANE] (M = Na*, Li*y
H*) y del M’[TPB] (M’ = Na* y Li*) en himedo mediante la espectroscopia
de impedancia en el rango de temperaturas de 20 a 120°C, siendo las
conductividades idnicas del COSANE superiores a las del TPB (ou[cosang]

> ONa[COSANE] = OLi[COSANE] = OLi[TPB] > ONa[TPB]).

v Se ha estudiado la conductividad i6nica del PBI, PBI@M[COSANE] y
PBI@M’[TPB] en el rango de temperaturas de 20 a 180°C, observando
dos comportamientos distintos de 20 a 100°C y de 100 a 150°C, siendo
mejor el PBI@H[COSANE] a temperaturas altas.
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Objetivo 2: Estudio de las propiedades del PEDOT dopado con
M[COSANE] (M = Cs*, Na*, Li* y H*) y con Cs[Clx-COSANE] (x=2,4y 6)
para su uso en supercondensadores.

v' Se ha polimerizado electroquimicamente el EDOT utilizando como anién
dopante el M[COSANE] (M = Cs*, Na*, Li* y H*) mediante la voltametria
ciclica, observando un comportamiento diferente para cada una de las
muestras, tanto en intensidad como en la forma y los potenciales de los
picos de oxidaciéon y de reduccién formados. Este comportamiento
sugiere que los cationes del anién dopante juegan un papel importante
en la polimerizacidn electroquimica del PEDOT y en consecuencia en sus
propiedades electroquimicas y fisicoquimicas.

v Se han estudiado las propiedades electroquimicas del PEDOT dopado
con M[COSANE] mediante las técnicas de CV y LSV. Los voltagramas
ciclicos muestran dos procesos redox, uno debido al Co3*/2* y el otro
debido al polimero, aunque ambos procesos se ven afectados con los
diferentes cationes (valores de potencial y forma). Ademas, al calcular la
capacidad especifica también se han obtenido valores distintos segun el
cation utilizado, siendo el valor mas alto el del PEDOT:Cs[COSANE].

v" Se ha confirmado por EDX la presencia de COSANE y de los cationes en
la estructura del polimero formado, dependiendo de la sal de COSANE
utilizada se obtiene una proporcién monémero de EDOT por molécula
de COSANE diferente (2:1 para Cs y H, y 3:1 para Nay Li).

v" Se ha polimerizado electroquimicamente el EDOT utilizando como ani6n
dopante el Cs[Clx-COSANE] (x =2, 4y 6) y el PSS para ver la influencia de
utilizar diferentes aniones electroactivos con valores de potencial redox
distintos y compararlos con el PEDOT:PSS. Los voltagramas ciclicos
obtenidos al utilizar el Cl;-COSANE y el Cls-COSANE muestran dos
procesos redox independientes, mientras que al utilizar el Cle-COSANE
estos dos procesos estan solapados debido a que el potencial redox esta
desplazado hacia valores mas positivos. En cambio el PEDOT:PSS tiene
un voltagrama ciclico completamente distinto.
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v' Se ha caracterizado el PEDOT:Cs[Clx-COSANE] y el PEDOT:PSS mediante
las técnicas de CV y LSV, obteniendo el valor de capacidad especifica y
del limite de resistencia a la sobreoxidacion mas alto cuando se utiliza el
Cs[Cls-COSANE] como dopante del PEDOT. Se ha visto que al solapar el
proceso de crecimiento del polimero y del Co3+/2* en la polimerizacion
electroquimica del PEDOT:Cs[Cls-COSANE], se obtienen los valores mas
altos de capacidad; y que al tener mas enlaces B-Cl en la estructura,
proporciona una mejor estabilidad a la degradacién del polimero.

v" Se ha comprobado la tendencia de cuanto mayor es el nimero de cloros
en el COSANE, mejor propiedades tiene (mejor conductividad eléctrica y
mejor estabilidad térmica), siendo el mejor dopante el Cs[Cle-COSANE].

6.4. Conclusiones del Capitulo 5.

En este apartado se resumiran los resultados mas relevantes obtenidos en
cada uno de los objetivos propuestos del Capitulo 5:

Objetivo 1: Adsorcion del aditivo Cl4-COSANE en el carbdn activado.

v Se ha estudiado la adsorcion del aditivo Cl4-COSANE en los poros del
carbén activado YP50F, observando en la isoterma de adsorcion como
las moléculas del metalacarborano en disolucién son completamente
adsorbidas en los poros hasta llegar a la saturacion de 1.25 mmol/g,
indicando una gran afinidad entre el Cl4-COSANE y el carbdn activado.

v Se han caracterizado las muestras Y-000, Y-015, Y-045 y Y-100 por
isoterma de adsorcion de Nz, DRX y XPS. Se ha confirmado la presencia
del Cl4-COSANE en los poros de las muestras Y-015, Y-045 y Y-100,
disminuyendo el area superficial especifica y el volumen de microporos
a medida que habia mas cantidad de Cl4-COSANE adsorbido en los poros.
También se ha confirmado por XPS la fuerte interaccion que tiene el Cls-
COSANE adsorbido con la superficie del carbén activado, ya que han
aparecido nuevas bandas a energias de enlace sobre 192 eV que en el
solido Na[Cl4-COSANE] no aparecen.
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Objetivo 2: Supercondensador acuoso asimétrico.

v' Se han caracterizado los electrodos Y-000, Y-015, Y-045 y Y-100 en una
celda de 3 electrodos. Se ha medido el voltagrama ciclico de la ventana
de potencial de trabajo negativa, positiva y completa, observando que la
presencia de Cl4-COSANE modifica el comportamiento electroquimico de
la interfase electrodo/electrolito (en las reacciones de descomposicion
del agua y en el proceso redox de los grupos oxigenados del CA).

v" Se ha utilizado el mismo material como electrodo positivo y negativo, ya
que la presencia de Cl4-COSANE en la ventana negativa y en la ventana
positiva puede ser beneficiosa para el supercondensador. Por tanto, se
han balanceado las masas para optimizar el supercondensador, se ha
utilizado NazS04 0.5 M como electrolito, se ha utilizado un potencial de
trabajo de 2.2 V con una densidad de corriente de 1 A/g y se ha medido
su estabilidad durante 5000 ciclos en carga y descarga.

v Se ha comprobado que el supercondensador Y-015 es mas estable que el
Y-000, ya que retiene un 79% de capacidad especifica y un 68% de
densidad de energia después de 5000 ciclos, mientras que el Y-000 s6lo
retiene un 23% de capacidad especifica y un 8% de densidad de energia.
Se ha analizado la quimica superficial del electrodo positivo Y-000 y Y-
015 para confirmar la suposicion de que el Cl4-COSANE puede proteger
al carbon activado frente a su degradacion debido a que interacciona
con los grupos oxigenados superficiales.

v" Se ha realizado un test de estabilidad mas agresivo, manteniendo fijo el
potencial a 2.2 V durante horas, comprobando que el supercondensador
Y-000 se degrada a las 2h, mientras que el Y-015 a las 2h todavia resiste
pero a medida que van pasando las horas va degradandose hasta llegar a
su completa degradacion al cabo de 10h.
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