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Resumen

En este trabajo, se estudi6 la morfologia, propiedades mecanicas, respuesta
electroquimica y degradacion de biosensores enzimaticos de primera generacion. Estos
biosensores se basaron en hidrogeles conformados por glucosa oxidasa (GOx) y
polietilenimina ramificada (BPEI), usando glutaraldehido (GA) o etilenglicol diglicidil éter
(EGDGE) como entrecruzadores. La morfologia de los hidrogeles se investigd por
microscopia de campo claro y fluorescencia, ya sea mediante el etiquetado de los
componentes del hidrogel con fluoréforos, como fue el caso de los entrecruzados con
EGDGE, o aprovechando la fluorescencia intrinseca posterior al entrecruzamiento, como
sucedi6 con GA. En general, se observé que el GA produjo hidrogeles mas homogéneos
y estables mientras que con EGDGE se pudo observar una segregacion entre la enzima
y el polimero. Las propiedades mecénicas de los hidrogeles se caracterizaron mediante
nanoindentacion, termogravimetria (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC). Los
hidrogeles entrecruzados con GA presentaron valores mas altos de modulo de
elasticidad, dureza y rigidez en comparacion con los hidrogeles entrecruzados con
EGDGE, lo que se relacion6 con la formacion de redes mas compactas por parte del GA.
Los analisis de TGA y DSC revelaron distintas etapas de descomposicion siendo los
hidrogeles entrecruzados con GA, los que presentaron un mayor numero de etapas,
posiblemente debido a la complejidad molecular de esta sustancia en medios acuosos.
Por otro lado, se analizé el proceso de hinchamiento de los hidrogeles, destacando un
incremento notable en el hinchamiento y solubilidad de los hidrogeles con EGDGE. Lo
anterior se atribuy6 a la presencia de grupos polares como -OH y a una mayor absorcién
de agua dentro de las redes tridimensionales poliméricas. Asimismo, se observé que la
estabilidad de ambos tipos de hidrogeles experimentd un significativo aumento cuando
se depositaron sobre superficies de oro en comparacion con las superficies de vidrio. Los
hidrogeles con EGDGE presentaron una mayor densidad de corriente al incrementar la
concentracion del entrecruzador, mientras que, en los hidrogeles con GA, la densidad de
corriente disminuy6 drasticamente, debido a la limitacion en el transporte de masa
ocasionada por las redes compactas que se formaron. También, se analizé la
fotoreactividad de los hidrogeles preparados con GA iluminandolos con luz de diferentes

longitudes de onda, lo que permitid caracterizar tanto los procesos de polimerizacion



como de degradacién. Finalmente, se demostré que la pérdida de la sefal electroquimica
de los hidrogeles después de un uso repetido no se debe a la inestabilidad de los enlaces
del entrecruzamiento. Este trabajo, contribuye significativamente a la comprensién de los
efectos derivados de la identidad y concentracion de los entrecruzadores empleados
para la formacién de los hidrogeles enzimaticos para biosensado de glucosa. La
aplicacion de esta y otras estrategias de investigacion similares, que no suelen abordarse
de manera sistematica, facilita la comprension de los mecanismos de degradacion y

proporciona conocimientos para el disefio de mejores biosensores enzimaticos.



Abstract

In this work, the morphology, mechanical properties, electrochemical response and
degradation of first-generation enzymatic biosensors were studied. These biosensors
were based on hydrogels made up of glucose oxidase (GOx) and branched
polyethyleneimine (BPEI), using glutaraldehyde (GA) or ethylene glycol diglycidyl ether
(EGDGE) as cross-linkers. The morphology of the hydrogels was investigated by bright-
field and fluorescence microscopy, either by labeling the hydrogel components with
fluorophores, as was the case for those cross-linked with EGDGE, or by taking advantage
of the intrinsic fluorescence after cross-linking, as was the case with GA. In general, it
was observed that GA produced more homogeneous and stable hydrogels while with
EGDGE a segregation between the enzyme and the polymer could be observed. The
mechanical properties of the hydrogels were characterized by nanoindentation,
thermogravimetry (TGA) and differential scanning calorimetry (DSC). GA-based
hydrogels presented higher values of elastic modulus, hardness and stiffness compared
to EGDGE-based hydrogels, which was related to the formation of more compact
networks by GA. The TGA and DSC analyzes revealed different stages of decomposition,
with the hydrogels cross-linked with GA presenting a greater number of stages, possibly
due to the molecular complexity of this substance in aqueous media. On the other hand,
the swelling process of the hydrogels was analyzed, highlighting a notable increase in the
swelling and solubility of the hydrogels with EGDGE. The above was attributed to the
presence of polar groups such as -OH and a greater absorption of water within the three-
dimensional polymeric networks. Likewise, it was observed that the stability of both types
of hydrogels experienced a significant increase when they were deposited on gold
surfaces compared to glass surfaces. EGDGE-based hydrogels presented a higher
current density when increasing the concentration of the cross-linker, while, in the GA-
based hydrogels, the current density decreased drastically, due to the limitation in mass
transport caused by the compact networks that were formed. Also, the photoreactivity of
the GA-based hydrogels was analyzed by illuminating them with light of different
wavelengths, which allowed characterization of both the polymerization and degradation
processes. Finally, it was shown that the loss of electrochemical signal of the hydrogels
after repeated use is not due to the instability of the cross-linking bonds. This work

contributes significantly to the understanding of the effects derived from the identity and



concentration of the cross-linkers used for the formation of enzymatic hydrogels for
glucose biosensing. The application of this and other similar research strategies, which
are not usually addressed systematically, facilitates the understanding of degradation

mechanisms and provides insights for the design of better enzymatic biosensors.
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1 Introduccién

La necesidad de monitorear diversos analitos de interés biomédico ha impulsado el
desarrollo de mdltiples dispositivos a lo largo de décadas. Con el surgimiento de nuevas
tecnologias, estos dispositivos se han vuelto cada vez mas compactos y portatiles. Una
estrategia muy atractiva es la incorporacion de elementos biolégicos y tecnoldgicos en
un solo sistema, dando como resultado un dispositivo conocido como biosensor. Estos
dispositivos no solo mejoran la selectividad y sensibilidad, sino que también permiten
realizar tareas habituales con mayor facilidad y rapidez.

Segun su aplicacién y numero de usos, los biosensores pueden clasificarse en dos
categorias principales: de un solo uso y de uso continuo. Los dispositivos de uso Unico
no son capaces de monitorear la concentracion de analitos con el tiempo, y su bajo costo
se debe a su proceso de fabricacidn en masa. Los dispositivos de uso continuo, por otro
lado, se caracterizan por su reutilizacion, ya que pueden regenerarse rapidamente
después de cada andlisis, permitiendo mediciones in situ y emitiendo lecturas continuas

del analito en funcion del tiempo [1].

El elemento de biorreconocimiento de un biosensor puede ser tan sencillo como la
superficie del transductor o tan complejo como el uso de matrices tridimensionales, como
los hidrogeles [2, 3]. El uso de hidrogeles presenta oportunidades para el estudio
cientifico, ya que su morfologia, comportamiento y respuesta pueden verse afectados
por multiples variables del entorno. Para entender su comportamiento en condiciones
especificas de andlisis y evaluacion, se utilizan técnicas de caracterizacion, como la
microscopia, UV-vis, fluorimetria y pruebas de determinacion de propiedades mecéanicas

y cinéticas, entre otras [4, 5].



1.1 Justificacién

En la seccién anterior se menciond que el uso de plataformas de sensado continuo ha
aumentado gracias al desarrollo de tecnologias emergentes. Estas plataformas incluyen
organ-on-a-chip (OOC), lab-on-a-chip (LOC) y dispositivos implantables que permiten
monitorear diferentes analitos en matrices simples y complejas. En la actualidad, los
meétodos electroquimicos combinados con enzimas como elementos de
biorreconocimiento son muy utilizados debido a su versatilidad y alta selectividad en

comparacién con otras metodologias.

Para los dispositivos de monitoreo continuo, es necesario inmovilizar el elemento de
biorreconocimiento en la superficie de los electrodos para evitar su pérdida debido a los
flujos constantes y las multiples variables presentes en el entorno. Uno de los métodos
mas utilizados es la inmovilizacién por entrecruzamiento con polimeros conjugados y no
conjugados, lo que da como resultado hidrogeles enzimaticos. Este método ofrece una
alta densidad de corriente y proteccién para las enzimas. Sin embargo, si los parametros
de entrecruzamiento no son los adecuados, el desempeiio del dispositivo puede verse
afectado. Esto puede provocar la modificacion estructural de las enzimas, disminuyendo
su actividad catalitica, limitaciones en la transferencia de masa y de carga, entre otros
problemas. Debido a la complejidad inherente de este método de inmovilizacién, resulta
mas practico emplear sistemas que involucren un menor nimero de moléculas en el
mecanismo de deteccién, como ocurre en el caso de los biosensores de primera
generacion. Esto simplifica la tarea de caracterizar y entender todos estos mecanismos,
vinculandolos con el rendimiento del dispositivo. Este conocimiento permitird en un
futuro, la aplicacion en sistemas mas complejos, promoviendo mejoras para el desarrollo

de dispositivos capaces de operar en las condiciones deseadas.

Adicionalmente, la microscopia de fluorescencia es una herramienta altamente efectiva
para ampliar las perspectivas de aplicacion de los hidrogeles, ya que permite realizar
analisis morfologicos con miras a futuras aplicaciones en estructuras miniaturizadas. En
comparacién con otras técnicas, la microscopia de fluorescencia tiene la capacidad de
visualizar y caracterizar de manera precisa, rapida y no invasiva las microestructuras de
los hidrogeles funcionalizados, ofreciendo imagenes de alto contraste. Estas

caracteristicas permiten la observacion en tiempo real de los cambios estructurales, la
2



distribucion espacial de los componentes y la relacion entre la estructura-funcion de los

hidrogeles en diversos entornos.



1.2 Hipbtesis

Los hidrogeles basados en BPEI/GOx entrecruzados con glutaraldehido (GA)
presentaran una mayor estabilidad en comparacion con los entrecruzados con etilenglicol
diglicidil éter (EGDGE). Esta mayor estabilidad se atribuye a las propiedades fisicas y
guimicas de los agentes entrecruzadores, destacando la menor longitud de la cadena y
la mayor reactividad quimica de los grupos aldehido hacia aminas primarias presentes

en las estructuras quimicas del polimero y la enzima.

1.3 Objetivo

Estudiar como la identidad y concentracion de los agentes entrecruzadores GAy EGDGE
afectan la morfologia, estabilidad y respuesta electroquimica de los hidrogeles BPEI/GOx
usados en biosensado de glucosa, empleando técnicas de microscopia, espectroscopia

y electroquimica.

1.3.1 Objetivos especificos

- Estudiar la morfologia y propiedades fisicoquimicas de hidrogeles basados en
BPEI/GOx entrecruzados con diferentes concentraciones de glutaraldehido (GA)
y etilenglicol diglicidil éter (EGDGE) sobre superficies de vidrio y oro policristalino.

- Evaluar la estabilidad de los hidrogeles conformados por BPEI/GOX/GA y
BPEI/GOx/EGDGE sobre superficies de oro policristalino y vidrio.

- Estudiar los posibles mecanismos de degradacion de los sistemas BPEI/GOx/GA
y BPEI/GOX/EGDGE.

- Evaluar el desempefio electroquimico de hidrogeles enziméticos BPEI/GOx como

sistema de deteccion amperométrico para cuantificacion de glucosa.



2 Marco tebrico

2.1 Biosensores electroquimicos enzimaticos

Un sensor electroquimico es un dispositivo analitico que traduce procesos quimicos a
sefiales eléctricas como corriente, voltaje, impedancia, etc. En estos dispositivos, un
electrodo es el componente clave para su funcionamiento, el cual tiene la capacidad de
favorecer el flujo de electrones [6]. El elemento transductor (electrodo) puede ser 0 no
modificado de acuerdo con las necesidades de cada analisis y analito a evaluar. Cuando
el electrodo es modificado con moléculas biolégicas como enzimas, anticuerpos, ADN,
células, entre otros, es denominado como biosensor [7]. Un biosensor electroquimico
ahora tendra la capacidad de traducir procesos bioquimicos en una sefial eléctrica y se
vuelve un dispositivo méas selectivo, debido a la alta especificidad de las biomoléculas

hacia su analito o molécula diana.

Los biosensores electroquimicos mas populares son los basados en enzimas. Las
enzimas son moléculas grandes con un rango entre 10-400 kDa y son clasificadas en
seis categorias de acuerdo con el tipo de reaccion que catalizan: oxidorreductasas,
transferasas, hidrolasas, ligasas e isomerasas [8]. Dentro de esta categorizacion, el
grupo de las oxidorreductasas es el grupo enzimético mas atractivo y popular para su

incorporacion en biosensores para la deteccion y cuantificacion de glucosa.

A partir del primer biosensor enziméatico descrito por Clark y Lyon [9], se han desarrollado
cronologicamente distintos dispositivos, los cuales podemos clasificar en tres
generaciones: primera, segunda y tercera (Fig. 1). Cabe mencionar, que esta
clasificacion es exclusiva para los dispositivos que se encuentran dentro de las
caracteristicas de un biosensor electroquimico enzimético y se fundamenta en el
mecanismo de transferencia de electrones desde el sitio activo de la enzima hasta la

superficie del electrodo [10].

En la primera generacion, los electrones transferidos al electrodo se obtienen a partir de
un subproducto de la reaccion enzimatica, cominmente de la oxidacion de H202, usando
como aceptor de electrones el Oz disuelto [11]. Para la segunda generacion, se incorpora

una molécula redox al sistema, con un sobrepotencial menor con respecto al sitio activo
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de la enzima (en comparacién al Oz) y asi favorecer la transferencia electronica [12]. La
mas reciente y llamada tercera generacion, se fundamenta en la transferencia directa de
electrones (DET, por sus siglas en inglés), usando materiales conductores para generar

un “puente directo” entre el sitio activo de la enzima y el electrodo [13].

1™ generacion 2da generacidon 3" generacion
Sustrato Producto

Sustrato Producto

Sustrato Producto

| Electrodo e | Electrodo ‘e‘ | | Electrodo e |

Fig. 1. Clasificacién de biosensores electroquimicos enzimaticos.

2.1.1 Biosensores de primera generacion para la deteccion de glucosa

En los biosensores de glucosa de primera generacion, se utilizan técnicas
amperométricas donde la deteccion se basa en medir el aumento de la corriente anddica
(oxidacion de H2032) en la celda electroquimica mediante un barrido de potencial o a un
potencial fijo. El principio basico de estos biosensores consiste en cuantificar la glucosa
mediante la deteccion electroquimica del H202 liberado enziméaticamente, donde la
corriente generada es proporcional a su concentracion [14]. La enzima mas utilizada en
biosensores amperométricos para la deteccion de glucosa es la glucosa oxidasa (GOX),
la cual es util para medir la glucosa total, ya que la a-glucosa se convierte en B-glucosa
debido a una mutarrotacion en el equilibrio. La GOx es altamente especifica y cataliza la
oxidacion de la glucosa a gluconolactona utilizando el oxigeno molecular (O2) como
aceptor de electrones [15]. Al igual que otras oxidasas, la GOx sigue un proceso
enzimatico en dos etapas, comenzando con la oxidacién enzimatica de la glucosa por su

cofactor dinucleétido de flavina y adenina (FAD), que luego se reduce a FADH::

B — D — glucosa + GOx(FAD) < GOx(FADH,) + D — glucono — 6§ — lactona



La segunda etapa consiste en la re-oxidacion/regeneracion del cofactor por el Oz,
produciendo H20z:

GOx(FADH,) + 0, - GOx(FAD) + H,0,

La D — glucono — § — lactona producida en la primera etapa es un inhibidor competitivo

débil de la glucosa que se hidroliza espontaneamente, convirtiéndose en acido glucoénico:
D — glucono — § — lactona + H,0 — acido gluconico

Entonces, la reaccion general se puede expresar de la siguiente manera:

GOx
B —D — glucosa + 0, + H,0 — acido gluconico + H,0,

Finalmente, la reaccién electroquimica de oxidacién de H202 en la superficie de un

electrodo se expresa de la siguiente manera:

H,0, » 0, + 2H" + 2e~

2.2 Métodos de inmovilizaciéon enziméatica

En la fabricacion de biosensores, es comdn unir enzimas a la superficie de los electrodos
para evitar su péerdida [16]. Existen diversos métodos de inmovilizacion que ofrecen altos
porcentajes de retencién de enzimas, estabilidad operacional, conservacion estructural
y reutilizacion del dispositivo, reduciendo asi el costo. Sin embargo, si los parametros de
inmovilizacién no son adecuados, existe el riesgo de perder la actividad catalitica de la
enzima [17]. Los métodos de inmovilizacion se dividen en dos clases: fisicos y quimicos

[18]. Los métodos fisicos son mas débiles y no comprometen la actividad enzimatica.

Estos métodos incluyen interacciones de puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der
Waals, interacciones ionicas o hidrofobicas. Mientras que los métodos quimicos implican

la formacion de enlaces covalentes, o que puede causar impedimentos estéricos o



modificaciones estructurales que comprometan la actividad enzimética. Los ejemplos
mas representativos de ambos métodos de inmovilizacién incluyen el atrapamiento, la

adsorcion, los enlaces covalentes y el entrecruzamiento.

El entrecruzamiento es un método comunmente utilizado para la inmovilizacion
enziméatica en electrodos, que consiste en unir dos o0 mas moléculas mediante enlaces
covalentes. Para llevar a cabo este proceso, se necesitan moléculas que posean dos o
mas grupos terminales altamente reactivos hacia aminas, hidroxilos, acidos carboxilicos
u otros grupos funcionales especificos. Estas moléculas, conocidas como
entrecruzadores, tienen la capacidad de interactuar con dichos grupos funcionales
presentes en las enzimas y/o soportes. La eleccion del entrecruzador adecuado se basa
en varios factores, como la longitud de la cadena, la reactividad del entrecruzador y los

grupos funcionales presentes en la(s) molécula(s) a entrecruzar.

Entre los entrecruzadores mas populares se encuentran los dialdehidos y diepoéxidos,
asi como los entrecruzadores denominados zero lenght, como el 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) en combinacion con N-hidroxisuccinimida (NHS).
Dentro del grupo de los dialdehidos, el glutaraldehido (GA) es el entrecruzador mas
reportado debido a su alta reactividad con aminas primarias (-NH2) [19]. La reaccion de
estos dos grupos puede dar lugar a varios mecanismos de reaccion, pero hormalmente
se favorece el mecanismo para la formacion de bases de Schiff (Fig. 2a) [20]. Aunque el
GA es muy eficaz para generar redes tridimensionales muy estables, su toxicidad ha
motivado la busqueda de nuevas alternativas. En este sentido, los diepdxidos, como el
etilenglicol diglicidil éter (EGDGE) y el poli(etilenglicol) diglicidil éter (PEGDGE), se han
establecido como los agentes entrecruzadores de referencia [21, 22]. Asi mismo, aunque
Sus grupos terminales son menos reactivos hacia el grupo -NHz, en comparacién con el
GA, presentan la ventaja de ser biocompatibles. Una de las ventajas practicas de los
diepdxidos, es su capacidad de reaccionar con una variedad de grupos funcionales en
un amplio rango de pH [23]. Bajo condiciones alcalinas (pH>10) lo grupos epdéxidos
reaccionan predominantemente con grupos hidroxilo (-OH) para producir un enlace éter
estable. En condiciones de pH neutro, se favorece la reaccion hacia aminas primarias (-

NHz), para la formacion de aminas secundarias y grupos hidroxilo (Fig. 2b). Por ultimo, a



pH alcalino (pH<4) la reaccion con &cidos carboxilicos (-COOH) se favorece para generar
enlaces éster que pueden degradarse facilmente por hidrélisis [23].

[
H)J\/\/U\H + HZN/\R N H/U\/\)\H

b)

] (¢}
NN /\<J) NN |>\/o\/\o/\/\u/\R
OH

Fig. 2. Mecanismos de reaccion del glutaraldehido (a) y etilenglicol diglicidil éter (b) con grupos funcionales
amino.

2.3 Hidrogeles

El entrecruzamiento de polimeros en medios acuosos mediante el proceso de gelacion
conduce a la formacion de hidrogeles. Estas estructuras jerarquicas son de gran valor e
interés en la investigacion debido a las propiedades y microambientes favorables que
pueden crear para las enzimas [24]. Desde su descubrimiento por Wichterle [25] en los
afos 1960s, el término “hidrogel” se ha modificado ligeramente hasta definirse
actualmente como una red 3D polimérica de comportamiento hidrofilico capaz de
absorber o retener grandes cantidades de agua en sus poros [26]. Desde sus inicios
hasta la actualidad, el término ha ido creciendo exponencialmente en la literatura
cientifica, aplicAndose en un gran nimero de areas cientificas y tecnolégicas dentro de
las que sobresalen la ingenieria de tejidos, liberacion de farmacos, biosensores, entre
otras [27].

Los hidrogeles tienden a ser insolubles debido a la presencia de grupos funcionales
hidrofilicos en sus cadenas poliméricas y pueden hincharse mas de 100 veces su propio
peso, sin disolverse. Los hidrogeles son clasificados de muchas maneras usando
diferentes criterios, teniendo una lista extensa dependiendo de sus propiedades
fisicoquimicas [28]. Sin embargo, una de las clasificaciones mas relevantes es la que
considera el tipo de reaccién por la cual se forman las estructuras tridimensionales, las

cuales pueden ser de manera fisica o quimica [29]. Si en la reaccidn de entrecruzamiento

9



se forman enlaces covalentes, se refiere a un hidrogel quimico. Por el contrario, si el
entrecruzamiento involucra interacciones débiles (interacciones ibénicas, enlaces de

hidrogeno, etc.) se considera como un hidrogel fisico.

Las combinaciones de diferentes entrecruzadores y polimeros no conjugados pueden
dar lugar a estructuras que varian desde hidrogeles suaves hasta membranas
poliméricas rigidas, segun el grado de entrecruzamiento utilizado [2]. La rigidez obtenida
afectara la capacidad de hincharse de la matriz, lo que impactara en el transporte de
masa y carga a traves de ella [30]. Algunos ejemplos de entrecruzadores y polimeros no
conjugados incluyen quitosano, poli(alilamina), poli(etilenimina) lineal o ramificada,
poli(vinil piridina) y otros. Todos estos polimeros contienen grupos amino que facilitan la

reaccion de entrecruzamiento a temperatura ambiente.

2.4 Cinética de hinchamiento de hidrogeles

Los hidrogeles poliméricos poseen la propiedad de hincharse al interaccionar con un
fluido. Muchos de estos hidrogeles se encuentran en estado deshidratado o seco (estado
vitreo), y al hidratarse, atraviesan una transicion hacia un estado gomoso [31]. Es
importante destacar que cuando un hidrogel se encuentra en su estado vitreo, la difusion
del agua es muy lenta debido a su densidad. Cuando se refiere al término "hinchamiento",
se asocia a un cambio volumétrico en el hidrogel. No obstante, se debe tener en cuenta
gue este fendbmeno no solo implica una variacion en el volumen, sino también un aumento
en la masa del hidrogel debido a la incorporacion de moléculas del solvente. Dada la
dificultad que puede surgir al medir estos cambios volumétricos, especialmente en
muestras de area/peso reducido, la practica coman para cuantificar este proceso de
hinchamiento es la medicién de la masa antes y después del mismo, utilizando la

siguiente ecuacion:

SRp= ———— (D

donde W, es la masa del hidrogel después de estar sumergido durante un tiempo dado,

y W,; es la masa del hidrogel seco.
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El proceso de hinchamiento de un hidrogel se puede dividir en tres fases fundamentales.
En la primera fase, los grupos hidrofilicos presentes en las cadenas poliméricas se
solvatan, formando enlaces primarios de agua (EPA). Posteriormente, se produce una
segunda fase de hinchamiento en la que los grupos hidrofobicos de las cadenas
poliméricas quedan expuestos al agua, formando enlaces secundarios de agua (ESA).
Finalmente, para reducir la energia libre de Gibbs, la fuerza osmética de las cadenas
poliméricas impulsa agua adicional hacia el hidrogel, la cual, se conoce como agua libre

(AL) y llena los espacios vacios existentes entre las cadenas y poros del hidrogel [32].

La teoria de Flory-Rehner describe el proceso de expansion de un hidrogel y sefiala que
este puede alcanzar un estado de equilibrio. Segun esta teoria, cuando el hinchamiento
de la red polimérica se encuentra cerca del equilibrio, solo actian dos fuerzas opuestas:
la fuerza de mezcla termodindmica y la fuerza retractil del polimero. El equilibrio se
alcanza cuando estas dos fuerzas opuestas se igualan. A medida que mas solvente entra
en la red polimérica, su volumen aumenta, lo que a su vez provoca el alargamiento y
expansion de las regiones de union de la red (Fig. 3). Asi, el hinchamiento reduce
efectivamente la entropia configuracional de la cadena[33]. La condicion de equilibrio se
puede explicar a través de la energia libre de Gibbs, tal como se muestra en la Ec. (2):

AGiotar = AGergstic + AGmixing (2)

donde, AG...:ic €S la contribucion debida a las fuerzas de atraccion elasticas
desarrolladas dentro del gel, y AGnixing €S €l resultado de la mezcla espontanea de las

moléculas del fluido con las cadenas del polimero (interaccién polimero-disolvente).
Derivando la Ec. (2) con respecto al nimero de moléculas de disolvente, manteniendo

constantes la temperatura y la presion, se obtiene la Ec. (3):

Uy — U = Alergstic + A.umixing (3)

donde Au es el potencial quimico del solvente penetrante, y; es el potencial quimico del

solvente en el gel polimérico. y u;, es el potencial quimico del disolvente puro. En el

11



equilibrio, la diferencia entre los potenciales quimicos del solvente dentro y fuera del gel
debe ser cero.

Hidratacion a
~ H*,H,0

‘ Moléculas de agua
. Aminas primarias (-NH,)

. Aminas primarias protonadas (-NH,”)

Fig. 3. Proceso de hinchamiento de un hidrogel catidnico. La incorporacién de moléculas de agua dentro
de la estructura tridimensional conduce a una expansion de las regiones de unién y cadenas poliméricas,
lo que resulta en un aumento de la distancia (d) entre ellas. Ademas, la presencia de iones en el medio
favorece un mayor grado de hinchamiento.

Sin embargo, cuando el sistema contiene fracciones i6nicas dentro del hidrogel
(polielectrolitos), los grupos i6nicos presentes en el polimero hacen que la teoria del
hinchamiento sea mas compleja. En este caso, ademas de AGejqstic Y AGmixing, €XiSte
una contribucion adicional al cambio total en la energia libre de Gibbs debido a la
naturaleza iénica del polimero, AG;,i.- Las modificaciones a las Ec. (2) y (3) por esta

tercera contribucion, conducen a las Ec. (4) y (5).

AGtotal = AGelastic + AGmixing + AGionic (4)

W — Hio = Aptergstic + A.umixing + Aldionic (5)

Las modificaciones de estas dos ecuaciones dan como resultado una fuerte dependencia
de los hidrogeles a la fuerza ionica del medio circundante y la naturaleza de los iones

presentes en el disolvente. Ademas, el potencial quimico depende en gran medida de
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los iones circundantes y de la fuerza ionica del medio. Una ecuacion derivada para el

hinchamiento de un hidrogel catiénico en presencia de un solvente es la siguiente:

o) (o) -
4\ 7 ) \10v0H — g,

1% 2M
[In(l = vas) + vaos + W3] + Vo (171_\’1&) <l - M:) "

<vz,s>“3 ~ < > (6)
Uy r 20,

y para el hinchamiento de un hidrogel anionico:

v 2M
[ln(l — Vyg) + vyt leg,s] + vy (ﬁ_l_\jlc) <l - — C) X

<v2,s>”3 _ < ) (7)
Uar 2v,

donde v es el volumen especifico del hidrogel antes de hincharse, V; es el volumen molar

del disolvente, v, es la fraccion volumetrica del polimero en el estado hinchado,
determinada aproximadamente como la inversa de la relacidbn de hinchamiento de
equilibrio, v,, es la fraccion volumeétrica del polimero en el estado relajado
(inmediatamente después del entrecruzamiento, pero antes del hinchamiento), les la
fuerza iénica, M,, es el peso molecular del polimero no entrecruzado, M, es el peso
molecular medio del polimero entre dos puntos de entrecruzamiento adyacentes, y; es
el parametro de Flory-Huggins que describe la interaccién polimero-disolvente, K, y K,

son las constantes de disociacion de las moléculas 4cidas y basicas del polimero.

Entre los parametros mas relevantes que definen la estructura y propiedades del hidrogel
hinchado, se encuentran v,y M, y su correlacién con la distancia entre dos enlaces
transversales adyacentes, conocido como tamafio de malla molecular, ¢. La relacion
entre estos tres parametros esta ampliamente descrita por la teoria de la elasticidad del
caucho (rubber-elasticity theory) [34] y la teoria del equilibrio del hinchamiento
(equilibrium-swelling theory) [35, 36]. En este sentido, ¢ se refiere a la distancia entre

puntos de unidon sucesivos, que representa el espacio disponible entre las cadenas
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macromoleculares para la difusion de las moléculas, y se puede calcular mediante la

siguiente ecuacion:

(8)

donde C,, es la relacion caracteristica de Flory (es una constante para un sistema
polimero-disolvente dado), [ es la longitud del enlace carbono-carbono, y M, es el peso
molecular de las unidades repetitivas de la cadena polimérica.

Ademas, el tamafio de la malla puede tener espacios libres entre las hebras de la red
polimérica, resultando en estructuras denominadas poros (Fig. 4). La propuesta de
Foudazi et al. [32] en combinacion con la clasificacion de la IUPAC, indican que los
hidrogeles se pueden clasificar taxonOmicamente en microporosos, supermicroporosos,
Mesoporosos y macroporosos segun su tamafio de malla/tamafio fisico de poro (Tabla
1).

Fig. 4. Seccién transversal de un hidrogel no denso con estructura de poro abierto. ¢ es el tamafio de malla
de la red de entrecruzamiento, D, y D,, son el tamafio de poro y el tamafio de las interconexiones entre
poros, respectivamente. " Reimpreso (adaptado) con permiso de (Foudazi R, Zowada R, Manas-Zloczower
I, Feke DL (2023) Porous Hydrogels: Present Challenges and Future Opportunities. Langmuir 39:2092—
2111). Copyright (2023) American Chemical Society".
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Tabla 1. Clasificacion de hidrogeles segun su tamafo de malla/tamafio fisico del poro.

. ) Tamafio de malla/tamaiio _
Tipo de hidrogel o Estado dominante del agua
fisico del poro

Microporoso <1.4nm Principalmente EPA
Supermicroporoso 1.4-3nm EPAy ESA

Mesoporoso 3-50nm EPA, ESAy AL

Macroporoso >50 nm Principalmente AL

* EPA: enlaces primarios de agua; ESA: enlaces secundarios de agua; AL: agua libre.

2.5 Patrones de formacién y propiedades fisicas de hidrogeles
2.5.1 Formacion de anillos

El proceso de gelacién que conduce a la formacion de hidrogeles puede considerarse
una mezcla coloidal, que depende del tipo de microestructuras formadas y su velocidad
de reaccion. Si se deposita esta mezcla en un sustrato sélido mediante técnicas como el
drop casting, la gota depositada se encuentra en un estado lejos del equilibrio. Durante
la interaccion gota-sustrato, las fuerzas de cohesion y adhesion permitiran que la gota se
extienda por la superficie del sustrato. Al alcanzar el equilibrio, la gota dejara de
extenderse y formara un angulo de contacto dependiente de la linea de contacto trifasica
(LCT) entre la gota, el sustrato y el aire. Durante el secado de la gota, existen dos modos
gue describen el movimiento de la LCT: el modo de area de contacto constante, en el
gue la LCT permanece fija y el radio de la gota se mantiene constante (Fig. 5a); y el
modo de angulo de contacto constante, en el que la LCT se retrae a medida que el liquido
se evapora, lo que provoca la disminucion del radio de la gota (Fig. 5b). Sin embargo, en

la mayoria de las gotas coloidales ambos procesos ocurren sucesivamente [37].
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Fig. 5. Modo de area de contacto constante (a) y angulo de contacto constante (b) que describen el
movimiento de la linea de contacto trifasica (LCT) durante el proceso de secado de una gota.

La evaporacion natural de la gota es un fendmeno crucial en la formacion de estructuras
en los hidrogeles. Durante este proceso, las moléculas en el liquido se difunden y crean
convecciones de calor y masa dentro de la gota, generando un campo de flujo local. Dos
flujos locales importantes en estos casos son el flujo capilar y el flujo de Marangoni. El
flujo capilar es causado por las tasas de evaporaciéon diferencial a lo largo de la gota,
mientras que el flujo de Marangoni se produce debido a la distribucién no uniforme del
campo de temperatura local y/o la concentracion de sustancias. Este Ultimo esta
impulsado por el gradiente de tension superficial en la gota, creando un flujo de
conveccion (Fig. 6) [37, 38]. Ademas, el transporte de masa dentro de la gota también
se ve afectado por el flujo local. Un fendmeno comunmente observado durante el secado
es el efecto "coffee ring", en el cual la fase sélida se transporta hacia el borde de la gota
debido a los flujos capilares [39—41]. Con la evaporacion simultanea, la fase sélida se
concentra en el borde formando un anillo. Sin embargo, si la gota sigue el modo de
angulo de contacto constante, la fase sélida se desplazara hacia el interior de la gota por

la retraccion de la LCT, evitando asi la formacién de anillos [42, 43].
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Evaporacion
de solvente

Flujo de Marangoni Flujo capilar

Sustrato

Fig. 6. Tipos de flujos dominantes en el secado de una gota que favorecen el movimiento y difusion de
moléculas para la formacion de patrones.

2.5.2 Inestabilidad morfolégica en materiales suaves

Los hidrogeles, por su naturaleza suave, son susceptibles a inestabilidades morfolégicas
cuando se someten a diferentes tipos de estrés y condiciones ambientales. Entre las tres
inestabilidades mas comunes se encuentran el wrinkling, folding y creasing, como se
muestra en la Fig. 7. El wrinkling se refiere a la aparicion de ondulaciones periddicas en
una superficie originalmente plana, mientras que el folding se caracteriza por la formacion
de valles localizados y profundos en la superficie del material. Por altimo, el creasing se
produce cuando el material se pliega sobre si mismo, generando formas afiladas o surcos
[44]. Es importante tener en cuenta estas inestabilidades, ya que los hidrogeles pueden
experimentar cambios volumétricos significativos debido a los fendmenos de hidratacion
o deshidrataciéon. ElI hinchamiento o encogimiento no homogéneo debido a las
propiedades fisicoquimicas del material, puede generar tensiones en la estructura y

desestabilizarla.

Fig. 7. Tipos de inestabilidades morfologicas en materiales suaves. " Reimpreso (adaptado) con permiso
de (Li B, Cao YP, Feng XQ, Gao H (2012) Mechanics of morphological instabilities and surface wrinkling
in soft materials: A review. Soft Matter 8:5728-5745). Copyright (2012) Royal Society of Chemistry ".

17



2.6 Espectroscopia de fluorescencia

La fluorescencia es un tipo de fotoluminiscencia donde la incidencia de fotones (haz de
luz) a una molécula eleva uno de sus electrones a un estado excitado [45]. A temperatura
ambiente, la mayoria de las moléculas ocupan el estado de energia mas bajo, conocido
como estado fundamental (ground state), dentro del cual existen niveles vibratorios.
Cuando las moléculas absorben los fotones de una longitud de onda especifica, adoptan
un estado de energia vibratorio mas alto. En seguida, las moléculas chocan con otras
moléculas y pierden su energia vibracional, regresando al nivel vibratorio més bajo del
estado excitado. Esto puede permitir que la molécula vuelva a los niveles vibratorios del
estado fundamental. En este punto, la molécula emite un foton a una longitud de onda

diferente a la cual fue excitada, lo que se conoce como fluorescencia (Fig. 8) [46].

En los espectros de fluorescencia, se relaciona la intensidad (fotones emitidos) de las
moléculas excitadas en funcion de la longitud de onda, A. Para cada molécula existe un
espectro de excitacién y emisién especifico, que son imagenes especulares entre si.
Tipicamente, el espectro de emision ocurre en longitudes de onda de menor energia
(més altas) que el espectro de excitacidon. El espectro de fluorescencia es analogo al
espectro de absorbancia, siendo el primero mas sensible en términos de limites de

deteccion y especificidad molecular.
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Fig. 8. Diagrama de Jablonski y su asociacion con los espectros de excitacion y emision de una molécula.

Los espectros de fluorescencia son Utiles para ver como cambia una muestra. Tanto la
intensidad espectral como la longitud de onda maxima pueden modificarse con variantes
como la concentracién, temperatura e interaccion con otras moléculas [47]. Asi mismo,
algunos fluoro6foros pueden ser sensibles a propiedades del medio en el que se
encuentran, como, por ejemplo, el pH, iones y polaridad. Por ultimo, las moléculas y
materiales fluorescentes exhiben diversas formas, tamafios y caracteristicas. Algunas
moléculas, como las enzimas, son intrinsicamente fluorescentes debido a la presencia
de residuos de aminoacidos triptéfano, fenilalanina y tirosina en su estructura [48].
Ademas, existen moléculas sondas o "etiquetas" fluorescentes, como la fluoresceina,
rodamina y sus derivados, que se encuentran disponibles en amplios catalogos

comerciales.

2.6.1 Fotoblanqueo (photobleaching)

Las moléculas fluorescentes emiten luz que se desvanece continuamente con el tiempo,
un proceso conocido como fotoblanqueo o fotélisis. Esto conlleva a modificaciones
fotoquimicas de la molécula que afectan su capacidad de fluorescencia, en la mayoria

de los casos, de manera irreversible [49]. Muchos sistemas para la obtencion de

19



imagenes de fluorescencia, como el microscopio de fluorescencia, utilizan laseres de alta
potencia, lo que puede causar fotodafio adicional de la muestra y reducir gravemente la
sefal detectada. Debido a que el fotoblanqueo puede asociarse a mdultiples razones
lineales y no lineales, el proceso es complicado. Algunas de estas razones incluyen
colisiones moleculares, transferencia de energia o un estado triplete metaestable [47].
Por lo tanto, es importante comprender el mecanismo subyacente de degradacion y

encontrar formas de reducirlo.
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3 Antecedentes

Desde 1960, cuando Wichterle [3] sintetizd por primera vez una estructura "plastica”
denominada gel hidrofilico o hidrogel con el propésito de su implantacién en el cuerpo
humano, estos materiales han representado un é&rea de gran potencial en la
investigacion, contribuyendo en campos como la ingenieria de tejidos, cultivos celulares
y la liberacion controlada de farmacos [5, 50-52]. Con el paso de las décadas, se
descubrié que los hidrogeles poseen la capacidad de responder a diversos estimulos
fisicoquimicos, como cambios de temperatura, pH, fuerza idnica, entre otros. Asimismo,
han servido para estudiar procesos de moleculares bioquimicos, y que también pueden
adoptar multiples estructuras. Esta versatilidad condujo a que, en la década de los afios
90, los hidrogeles adquirieran popularidad al ser integrados en dispositivos sensores

disefiados para monitorear procesos bioldgicos tanto en tiempo real como in vitro.

En este contexto, en el afio 2012, Buenger et al. [53] publicaron el primer articulo de
revision en el cual describen las aplicaciones de los hidrogeles en sensores. Ellos
abordando aspectos clave como la naturaleza fisicoquimica del gel, la composicion y
estructura del dispositivo, el mecanismo de deteccion y el analito de interés. A partir de
esto, los hidrogeles han sido ampliamente incorporados en elementos transductores de
distintas naturalezas, tales como 6ptica, piezoeléctrica, electroquimica, entre otras. En
particular, los sensores electroquimicos han sobresalido gracias a sus ventajas de bajo
costo, rapida respuesta, alta sensibilidad y precision en la deteccidn de analitos. Ademas,
su requerimiento de instrumentacién minima los convierte en dispositivos de facil
miniaturizacion, integracion y accesibles, como lo evidencié la introduccion del sensor de

glucosa por parte de Clark y Lion en 1962.

La integracion de hidrogeles como interfaz en sensores electroquimicos ha sido una
estrategia para modificar electrodos con caracteristicas unicas, aprovechando la matriz
tridimensional permeable que forman. Esta matriz facilita la difusion de los analitos y el
transporte de electrones, lo cual ha resultado beneficioso en el desarrollo de biosensores
de primera y segunda generacion [54]. Por otro lado, es comun modificar la superficie de
los electrodos mediante la técnica de drop-casting debido a su simpleza, pero uno de los
principales desafios encontrados radica en su alta variabilidad [55].
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Los hidrogeles empleados en esta aplicacion incluyen una amplia gama de polimeros,
tanto naturales como sintéticos. Ademas, muchos de estos polimeros presentan
propiedades conductoras o redox que favorecen el transporte de electrones hacia el
elemento de transduccion. Ejemplos de estos polimeros incluyen la polianilina (PANI),
polipirrol  (PPy), poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT), polietilieniminas lineales o
ramificadas con grupos colgantes de ferroceno u osmio con propiedades conductoras y
redox, de origen natural como el quitosano, quitina, celulosa, y de origen sintético como
la poliacrilamida, polivinilimidazol, poli(N-isopropilacrilamida), poli(vinilpirrolidona),
polietilenglicol y polietilenimina, entre otros [56]. Todos contienen grupos funcionales
polares e hidrofilicos como -OH, -NHz, -COOH que les dan la capacidad de absorber
agua, servir como puntos para formacién de enlaces débiles o covalentes y para su
funcionalizacion con otras moléculas. Este ultimo punto es aprovechado para dar o
mejorar la especificidad de los dispositivos hacia algun analito en particular, incorporando
elementos de biorreconocimiento, tales como enzimas, anticuerpos y acidos nucleicos.

En particular, la inclusion de enzimas en hidrogeles ha experimentado un aumento
significativo, ya que se ha observado que la retencion de agua y componentes del medio
en los espacios intersticiales (poros), crea microambientes favorables para estas
biomoléculas, conservando su estructura y actividad catalitica [57]. La amplia
combinacion de enzimas con polimeros de diferente naturaleza y propiedades ha

generado hidrogeles con propiedades Unicas e interesantes.

A pesar del creciente uso de polimeros conductores en la formacién de hidrogeles
enzimaticos, los polimeros aislantes siguen siendo valiosos en biosensores
electroquimicos de primera generacion. Su principal funcién radica en actuar como
matrices de soporte para las enzimas y aumentar significativamente el area superficial
en comparacion con los métodos 2D utilizados con este propésito [58, 59]. En este
contexto, el quitosano se destaca como uno de los polimeros mas utilizados para este
tipo de plataformas de biosensado [60, 61]. No obstante, es relevante destacar el
potencial de las polietileniminas (PEI) en el campo de los biosensores, a pesar de la
limitada investigacion en esta area ya que han demostrado buena sensibilidad,
biocompatibilidad y proteccién enzimatica [62—64]. Las PEI pueden clasificarse en dos
tipos: lineales (LPEI) y ramificadas (BPEI). Aunque, se ha observado que las LPEI, en la

mayoria de los casos, muestran una baja estabilidad debido a su estructura lineal que
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ofrece menos sitios de unidn [65]. En contraste, las BPEI se destacan por tener una alta
densidad de grupos amino en su estructura quimica, con aproximadamente un 25% de
aminas primarias, 50% de aminas secundarias y 25% de aminas terciarias. Esta
abundancia de grupos amino en las BPEI permite la incorporacion de un mayor numero
de enzimas y la formacion de redes mas estables al tener una mayor cantidad de sitios

de unién en comparacion con otros polimeros.

Los métodos quimicos son preferibles en la formacién de hidrogeles y la inmovilizacion
enzimética en comparacion con los métodos fisicos, ya que ofrecen una mayor
estabilidad gracias a la formacion de enlaces covalentes. El entrecruzamiento es uno de
los métodos quimicos mas comunes en este contexto. Las carbodiimidas, como el
clorhidrato de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC), en combinacién con la
N-hidroxisuccinimida (NHS), suelen emplearse para generar intermediarios altamente
reactivos para la formacion de enlaces amida [66—68]. Sin embargo, los dialdehidos y
diepoxidos son los dos grupos de agentes entrecruzadores preferidos para la formacion
de hidrogeles enziméticos mediante entrecruzamiento [68—-71]. El GA, aunque ha sido
ampliamente utilizado en el pasado, ha sido sustituido por otros agentes entrecruzadores
en la actualidad debido a su toxicidad y a la complejidad de los mecanismos de reaccion
gue puede presentar debido a las multiples formas que puede adoptar en solucion [72].
Por lo tanto, los diepéxidos se han convertido en una alternativa efectiva al GA, a pesar
de que su cinética de reaccion es mas lenta a temperatura ambiente [68]. En la
actualidad, los éteres diglicidilicos de etilenglicol (EGDGE) y polietilenglicol (PEGDGE)

son los agentes entrecruzadores mas estudiados de este grupo [21, 68].

Diversos estudios han demostrado que la estructura final y las propiedades de los
hidrogeles se ven afectadas en funciéon del tipo de agente entrecruzador y su
concentracion. De la misma manera se ha descrito que, en el caso de los agentes
entrecruzadores mas cortos, como el GA, pequefias variaciones en la concentracion
provocan cambios drasticos en la respuesta electroquimica. En este contexto, técnicas
de caracterizacion de naturaleza electroquimica y de fluorescencia han resultado utiles
para observar los cambios y propiedades generados. En cuanto a la caracterizacion
electroquimica de los hidrogeles, es comun evaluar exclusivamente el impacto del agente

entrecruzador en relacion con la corriente eléctrica generada. Por lo general, en estos
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estudios se exploran diversos rangos de concentraciones de los agentes
entrecruzadores para identificar un valor 6ptimo que se empleara en los experimentos
posteriores [73-77]. Adicionalmente, en conjunto con la variacion del agente
entrecruzador, se realiza una modificacion de mudultiples parametros como el pH,

temperatura y fuerza idénica del medio para optimizar el sistema.

La caracterizacion de hidrogeles ha dependido durante varias décadas de técnicas como
la microscopia electronica de barrido (MEB) y la microscopia de fluorescencia. En
particular, la microscopia de fluorescencia tiene un impacto significativo en la
caracterizacion de estos materiales, ya que es una técnica de obtencién de imagenes no
invasiva que permite visualizar/analizar la distribucion espacial de moléculas o
estructuras dentro de los hidrogeles [78]. Para llevar a cabo esta caracterizacion, se
emplean diversos fluoréforos comerciales que abarcan un amplio espectro que va desde
el ultravioleta-visible hasta el infrarrojo cercano (NIR). La reaccion mas comun es la de
grupos reactivos, como isotiocianato, ésteres activos, aminas reactivas y carboxilatos,
hacia aminas primarias. Entre los grupos de fluor6foros mas representativos se
encuentran los benzopirilios, xantenos, carbocianinas, complejos de difluoroboro,
AlEgens, push-pulls y NIR-Il. De estos grupos, los xantenos destacan como los mas
populares debido a su brillo y estabilidad quimica, siendo la rodamina y la fluoresceina

los mas usados [79].

Por otra parte, los fluoréforos pueden estar intrinsecamente presentes en la muestra
debido a la conjugacion 1-1r de las cadenas poliméricas o a grupos funcionales que se
forman durante la reaccion de entrecruzamiento. Un ejemplo comun de esto es la
fluorescencia intrinseca que se produce por la formacion de bases de Schiff en
hidrogeles que contienen unidades repetidas de grupos amino en presencia de aldehidos
[80, 81]. Otro ejemplo interesante se encuentra en los hidrogeles de quitosano
entrecruzados con genipina, donde la genipina puede generar fluorescencia después del
proceso de entrecruzamiento, aunque en la actualidad aun no se comprende
completamente el mecanismo de esta fluorescencia [82, 83]. Ya sea de manera
deliberada o intrinseca, la presencia de estos fluor6foros en la muestra permite la
adquisicién de imagenes para investigar aspectos criticos de estos sistemas, como la

difusion de moléculas, la porosidad y la degradacion. A pesar de estas valiosas
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contribuciones en el campo de los hidrogeles, la microscopia de fluorescencia se ha
enfocado principalmente en la investigacién del comportamiento celular y de tejidos [84—
87], asi como en la liberacion de farmacos [52, 88, 89], lo que ha tenido un impacto

significativo en los avances cientificos en estas areas.

A pesar de ser herramientas poderosas y Utiles para la caracterizacion de hidrogeles, las
técnicas electroquimicas y de fluorescencia no se han aprovechado conjuntamente. La
combinacion de estas técnicas puede ofrecer informacion de gran valor para establecer
relaciones entre la respuesta electroquimica y las estructuras/propiedades al utilizar
diferentes agentes entrecruzadores y concentraciones. Esto representa un &rea de
oportunidad, especialmente cuando se evalla el rendimiento y la estabilidad de
dispositivos de biosensado basados en estos sistemas como elementos de

biorreconocimiento.
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4 Metodologia experimental

4.1 Reactivosy soluciones

La glucosa oxidasa (Aspergillus niger tipo X-S; 100.000 - 250.000 U/g), poli(etilenimina)
ramificada (Mw -~ 25,000 Da), glucosa (B-D-glucosa = 99. 5%), fluoresceina-5-
isotiocianato (FITC), tetrametilrodamina-5-isotiocianato, isomero-G (TRITC, G-lsomer) y
glutaraldehido (50 wt% en agua) fueron adquiridos de Sigma Aldrich. El amoniaco al 28-
30% y el peréxido de hidrogeno al 30% se adquirieron de J. T. Baker. El éter diglicidilico
de etilenglicol (100 wt%) se adquiri6 de Polysciences, Inc. La solucion de buffer de
fosfatos (PB) 0.1 M pH 7.4 fue preparada a partir de sales KH2PO4 (2.28 g/L) y KoHPO4
:12H20 (21.74 g/L). Asi mismo, se prepararon soluciones de glucosaen PB 0.1 M pH 7.4
con un rango de concentraciones de 0-100 mM. Las soluciones se prepararon en agua
ultrapura con una resistividad de 18.2 MQ-cm a partir de un sistema de purificacion Merck
Millipore (Simplicity UV) con un filtro de 0.22 mm. ElI PB 0.1 M "pH 7.4 se almaceno a
temperatura ambiente, mientras que las soluciones de glucosa fueron almacenadas a
una temperatura de 2-8 °C. Adicionalmente, las soluciones de glucosa fueron preparadas

24 h antes de su uso para que los anémeros a y B de la glucosa alcanzaran el equilibrio.

4.2 Instrumentacion y procedimientos

4.2.1 Disefio de celda electroquimica

En las evaluaciones Opticas se utilizaron portaobjetos de vidrio suministrados por Henso
Labware Manufacturing Co. (Hangzhou, China) y portaobjetos de vidrio recubiertos con
oro. La celda electroquimica empleada consistié en un dispositivo sensor basado en
gotas que se habia desarrollado previamente, tal y como se muestra en la Fig. 9. Los
chips fabricados para las pruebas electroquimicas contenian dos electrodos de oro
policristalino depositados sobre un sustrato de vidrio mediante evaporacién por haz de
electrones y la técnica de lift-off. La composicion de los electrodos consistié en dos capas
metalicas: una capa de 20 nm de titanio para mejorar la adhesion al sustrato, seguida de
una capa de 200 nm de oro que constituia el area electroactiva del contraelectrodo (CE)
y electrodo de trabajo (WE). Para establecer una configuracion de tres electrodos

convencional, se incorporé un alambre de Ag | AgCl a la celda como electrodo de pseudo-
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referencia. Este electrodo se denomina asi debido a que la concentracion de cloruros
depende del buffer de fosfatos.

Pseudo RE:
alambre de Ag|AgCI

WE:

Gota de solucién a evaluar

CE:

Vidrio A
oro policristalino

PMMA

Fig. 9. Celda electroquimica basada en sistema de gota.

4.2.2 Etiquetado fluorescente de la glucosa oxidasay polietilenimina ramificada

Para preparar las sondas fluorescentes de FITC y TRITC (Fig. 10), se disolvié 1 mg de
cada fluoréforo en 2 ml de una solucion de K2HPO4 -12H20 0.1 M en un bafio de agua a
25 °C durante 10 minutos. A continuacion, se mezclaron 2 ml de las soluciones de GOx
o BPEI con 1 ml de FITC y TRITC, respectivamente, y se dejaron reaccionar por 30 min
evitando la luz. Una vez finalizada la reaccion, las mezclas se purificaron siguiendo el
protocolo del proveedor mediante una columna cromatografica GE Healthcare PD-10
SephadexTM G-25 M.

Fig. 10. Estructura quimica de las sondas fluorescentes FITC (a) y TRITC (b).
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4.2.3 Preparacion de hidrogeles

Previamente a cualquier modificacion, se llevdo a cabo un proceso de limpieza con
solucion RCA-1 (agua ultrapura, amoniaco y H202 en proporcion 5:1:1 vlv,
respectivamente), seguido del enjuague con agua ultrapura y finalmente se secé a
presién con nitrégeno. Una vez que los sustratos fueron limpiados, se utilizé el método
de entrecruzamiento para crear hidrogeles enzimaticos como se muestra en la Fig. 11.
La formacién de los hidrogeles se realiz6 mezclando los componentes y volumenes
indicados en las Tabla 2 y 3, con el objetivo de obtener hidrogeles entrecruzados con GA
y EGDGE, con un rango de concentracion final entre 3.33 — 33.30 mM para cada
entrecruzador. La mezcla final se deposité inmediatamente sobre superficies de vidrio,
oro y electrodos de trabajo por el método de drop-casting, tomando una alicuota de 0.15
pl. Posteriormente, se dejo secar la solucién durante 20 min a 30°C en un horno de
conveccién. Como paso final, se enjuag6 el hidrogel con agua ultrapura para eliminar el

exceso, siempre y cuando no interfiriera con el andlisis a realizar.
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Fig. 11. Elementos utilizados para la obtencién del hidrogel basado en BPEI/GOx (a) y representacion
gréafica de un corte transversal del hidrogel depositado sobre el electrodo de oro (b).
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Tabla 2. Reactivos usados para la formacion de hidrogeles entrecruzados con GA.

Concentracién final del entrecruzador en el hidrogel

Solucién
3.33mM 16.65 mM 33.30 mM
BPEI 10 mg/ml 8.75 ul 8.75 ul 8.75 ul
PB 0.1 M pH 7.4 1.07 pl 1.07 pl 1.04 pl
Agua ultrapura 0.81 ul 0.44 pl 0.0 pl
GOx 5 mg/ml 2.68 pl 2.68 pl 2.68 pl
GA 476 mM 0.11 plI* 0.46 pl 0.93 pl

* Partiendo de una solucién de GA 400 mM. Volumen total de la mezcla: 13.40 pl

Tabla 3. Reactivos usados para la formacion de hidrogeles entrecruzados con EGDGE.

Concentracion final del entrecruzador en el hidrogel

Solucién
3.33 mM 16.65 mM 33.30 mM
BPEI 10 mg/ml 17.50 pl 17.50 pl 17.50 pl
PB 0.1 MpH 7.4 2.31 pl 2.31 pl 1.47 pl
Agua ultrapura 0.78 pl 0.06 pl 0.0 pl
GOx 5 mg/mi 5.19 ul 5.19 ul 5.19 pl
EGDGE 480 mM 0.17 pl 0.89 ul 1.79 pl

Volumen total de la mezcla: 25.95 pl

4.2.4 Evaluaciones Opticas

Se llevd a cabo la evaluacion de los hidrogeles entrecruzados mediante el uso de un
microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-U, utilizando como fuente de iluminacién una
lampara de arco de mercurio Lumen Dynamics 200W y el acoplamiento de una camara
modelo OptiMOS (QImaging) controlada por el software OCULAR. Todas las imagenes
adquiridas fueron analizadas con el software ImageJ con el paquete de procesamiento
Fiji. Se realizaron micrografias de fluorescencia y campo claro para evaluar los cambios
fisicos antes y después del proceso de hinchamiento en cada sistema. Se empleo un set
de luz blancay tres filtros de fluorescencia que se describen en la Tabla 4, los cuales se
denominaron luz UV, azul y verde, en referencia a la longitud de onda de excitacion. Las
imagenes se tomaron con un objetivo de 4x, empleando un tiempo de exposicién de 10
ms, mientras que las imagenes de fluorescencia se adquirieron con tiempos de
exposicion de 50 y 500 ms. Los hidrogeles BPEI/GOx se evaluaron con diferentes

concentraciones de EGDGE y GA en superficies de oro y vidrio. Ademas, los hidrogeles
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entrecruzados con EGDGE, se etiquetaron con el procedimiento mencionado en la
seccién 3.2.2 para evaluar su morfologia.

El espectro de absorcion de electrones (UV-Vis) se obtuvo con un espectrofotometro
Hach DR 6000. Los espectros de fluorescencia se realizaron utilizando un
espectrofotometro de fluorescencia Agilent Technologies Cary Eclipse, usando una celda
de cuarzo con un paso oOptico de 1 cm. Ambos analisis se realizaron preparando una
dilucion 1:1 e la mezcla de reaccion BPEI/GOx/GA, usando una concentracion de 33.3
mM, y PB 0.1 M pH 7.4. Antes de los analisis, se dejo reaccionar dicha mezcla durante
dos dias para que precipitaran los agregados de mayor peso molecular formados durante

el entrecruzamiento.

Tabla 4. Filtros usados para la obtencién de imagenes de fluorescencia.

Luz Numero de set Filtro de excitacion Filtro de emision Fabricante

uv 39000 361-389 nm 435-485 nm Chroma
Azul 49002 450-490 nm 500-550 nm Chroma
Verde 49005 530-560 nm 590-650 nm Chroma

4.2.5 Determinacién de larelacion de hinchamiento de los hidrogeles

Se evaluo el proceso de hinchamiento de los hidrogeles BPEI/GOXx entrecruzados con
diferentes concentraciones de GA y EGDGE. Los hidrogeles se prepararon y se dejaron
secar durante 4 y 24 horas para GA y EGDGE, respectivamente, luego se pesaron. A
continuacion, se sumergieron en 1 ml de PB 0.1 M pH 7.4 durante 1 hora a temperatura
ambiente, y se pesaron en su estado hidratado. La relacién de hinchamiento por masa

(SR,,) se determind utilizando la Ec. 9.

SRy = ——" 9)

Dénde W es la masa del hidrogel en su estado hidratado y W, es la masa del hidrogel
seco [90, 91].
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4.2.6 Anélisis por espectroscopia FT-IR

Los espectros IR de la GOx, BPEI e hidrogeles entrecruzados con 33.3 m de GA fueron
analizados antes y después de su exposicion a la luz verde durante 15 minutos.
Asimismo, un hidrogel expuesto a 10 mM de NaBH4 por dos horas fue analizado para
observar la reduccion del enlace C=N formado por el entrecruzamiento. Los espectros
IR se obtuvieron usando un espectrofotometro IRAffinity-1S equipado con el accesorio
ATR. Se realizaron escaneos en un rango espectral de 4000 - 650 cm™ con una
resolucion de nimero de onda de 2 cm™ y un promedio de 45 escaneos por cada

medicion.

4.2.7 Anélisis por perfilometria de contacto, microscopia de fuerza atomica y
nanoindentacion

Se llevé a cabo el andlisis de hidrogeles BPEI/GOx entrecruzados con GA 'y EGDGE en
un rango de concentraciones de 3.33-33.3 mM, antes y después del proceso de
hinchamiento. Se realizaron mediciones de perfilometria para evaluar los cambios en la
superficie de los hidrogeles. Para este proposito, se us6 un perfilbmetro Veeco modelo
Dektak® 6M, aplicando una fuerza de medicion de 1 mg.

Los analisis de microscopia de fuerza atdbmica (AFM) y nanoindentacion se realizaron
exclusivamente en el estado deshidratado de los hidrogeles. Las imagenes de AFM se
adquirieron utilizando un equipo Asylum Research 3D Infinity en modo de contacto y
tapping, empleando una punta de silicén estandar. Ademas, se utilizé el modo de mapeo
viscoelastico AM-FM para analizar las propiedades del médulo elastico de los hidrogeles.

Para la calibracion, se utilizé una poliamida con un modulo elastico de 2.2 GPa.

Por otro lado, los experimentos de nanoindentacién se realizaron en un nanoindentador
Agilent Technologies G-200 con un cabezal XP y una punta Berckovich que tenia un
diametro de curvatura de 20+5 nm. La maxima carga de indentacion fue de 0.2 mN con
un tiempo de carga de 10 s, asumiendo una relacién de Poisson de 0.18.
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4.2.8 Anélisis termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido

Los andlisis de termogravimetria (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC) se
llevaron a cabo desde 25 hasta 700 °C bajo una atmosfera de aire (50 cm3/min) en un
analizador termogravimétrico marca T.A. Instruments modelo Q-600. Las muestras
fueron analizadas en un crisol de aluminio aplicando una rampa de temperatura de
10°C/min.

4.2.9 Evaluaciones electroquimicas

La exploracion del sistema se hizo mediante pruebas electroquimicas utilizando la celda
mencionada en el apartado 4.2.1, con un potenciostado/galvanostato de la marca
Metrohm modelo Autolab PGSTAT204 con el software NOVA 2.1. Para ello, se realizaron
voltamperometrias ciclicas (VC) en PB 0.1 M pH 7.4 que contenia 10 mM de H202. Se
establecié una ventana de potencial desde -0.1 hasta +0.55 V vs pseudo referencia de
Ag | AgCl para detectar la oxidacion del H202 sobre las superficies de oro. Seguidamente
el electrodo de trabajo (WE) se modifico de acuerdo con el procedimiento descrito en la
seccion 3.2.3, poniendo en contacto los tres electrodos con una gota de 35 pl de la

solucién a evaluar.

Por otro lado, se evalué el transporte de masa en los hidrogeles mediante
cronoamperometria (CA) siguiendo la oxidacién de H202 producido por la reaccién
enzimatica en un rango de concentracion de glucosa de 0-100 mM.. Previo a cada
evaluacion, se realizé un pre-acondicionamiento de un minuto, durante el cual el hidrogel
fue expuesto a la solucién de glucosa que seria evaluada. Posteriormente, se inici6 la
CA aplicando un paso de potencial desde el potencial de circuito abierto hasta 0.4 V vs.
pseudo referencia de Ag | AgCl, este ultimo potencial fue determinado previamente en la
VC para la oxidacion de H202. Finalmente, se grafico la corriente obtenida a los dos

minutos de la CA vs la concentracion de glucosa.

Las curvas de calibracion obtenidas mediante cronoamperometrias fueron analizadas
para calcular los parametros analiticos del biosensor. La densidad de corriente maxima
(Jmax) se calculd por el andlisis no lineal de Michaelis Menten usando el software de

analisis de datos y graficos Origin (Ec. 10) a partir de los datos de Jmax VS. concentracion
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de glucosa. El limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) se calcularon

utilizando las siguientes ecuaciones:

_ Jmax * Concentracion de glucosa

Jmax = K,, + Concentracién de glucosa (10)
3s
LOD = — (11)
m
10s
LOQ =— (12)
m

donde s es la desviacion estandar del intercepto y m es la pendiente de la curva de
calibracion (n=3). El rango lineal fue considerado desde cero hasta la concentracion mas
alta medida donde R? 2 0.95. La sensibilidad fue calculada como la pendiente del anélisis

de regresion en el rango lineal de las curvas de calibracion.
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5 Resultados y discusion

5.1 Caracterizacion morfoldgica de los hidrogeles

Los hidrogeles entrecruzados con EGDGE y GA se depositaron sobre superficies de
vidrio, con el propdsito de evitar cualquier interferencia en la microscopia de
fluorescencia causada por las superficies de oro. No obstante, se observaron las mismas
morfologias en ambas superficies. En la Fig. 12, se presentan las imagenes de campo
claro y fluorescencia de los hidrogeles, donde se distingue la formacién de un anillo
periférico (coffee ring) para todos los hidrogeles. Este anillo es caracteristico de la técnica
de drop-casting, debido al desplazamiento de una cantidad significativa de la fase sélida
ocasionado por el flujo capilar y el secado de la gota, como se explicé en la seccién 2.5.1.
Esto se confirmé a través de las perfilometrias realizadas (Fig. 13b, d), donde se vio que
los anillos son mas gruesos en comparacion con las zonas centrales de los hidrogeles.
En ambos tipos de hidrogeles, se identific6 una minima variacién en la altura de los
anillos al aumentar la concentracién del entrecruzador. En los hidrogeles entrecruzados
con EGDGE, se aprecio un incremento en el espesor de la zona central a medida que la
concentracion del entrecruzador aumento. Este efecto se evidencié en la concentracion
de 33.3 mM durante el analisis de perfilometria (Fig. 13b), obteniendo valores muy
similares de altura para la zona central y el anillo periférico. Para las concentraciones de
3.33y 16.65 mM, se identificaron algunas regiones con alturas casi un orden de magnitud

mayor en comparacion con otras regiones de la zona central.
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Campo claro Fluorescencia Campo claro Fluorescencia
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Fig. 12. Imdgenes de campo claro (a-c, g-i) y fluorescencia (d-f, j-I) de hidrogeles entrecruzados con
diferentes concentraciones de EGDGE y GA, depositados sobre superficies de vidrio. Se ajusté el contraste
de manera éptima para cada una de las imagenes, por lo que tanto no se pueden comparar las
intensidades entre ellas. Las lineas punteadas indican las areas donde se realizaron las perfilometrias que
se muestran en la Fig. 13.

En el caso de los hidrogeles entrecruzados con EGDGE, fue necesario etiquetar tanto la
GOx como el BPEI con fluoréforos FITC (con emisién en verde) y TRITC (con emision
en rojo), siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 3.2.2. Las Fig. 12d-f presentan
las imagenes de fluorescencia correspondientes a ambos canales, donde se aprecia una
segregacion de los dos componentes. Principalmente, la enzima se distribuye de manera
predominante en el anillo periférico de las gotas, mientras que el polimero muestra una
distribucion mas uniforme en toda la gota. Ademas, se pueden observar posibles
agregados de polimero en forma de "hot spots", cuya presencia aumenta con la
concentracion de EGDGE. De igual manera, se observa una mayor segregacion a
medida que aumenta la concentracion del entrecruzador, siendo evidente en el caso de
la concentracion de 33.3 mM, donde se identifican dominios exclusivos de enzimay otros
de polimero. En las imagenes de campo claro (Fig. 12a-c) de los hidrogeles con EGDGE,
también se pueden observar regiones convexas, que se confirmaron mediante
perfilometria y muestran alturas superiores a otras areas. Sin embargo, a pesar de la
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altura que presentan y su forma convexa, no existe un aumento en la fluorescencia. Esto
indica que no se tratan de zonas con mayor grosor, sino mas bien de areas delgadas del
hidrogel que funcionan como "reservorios" de solvente. Estas areas, al ejercer la presion
durante la perfilometria, se perforan y liberan liquido. Asimismo, cabe destacar que la

presencia de estas estructuras disminuye cuando aumenta la concentracion del

entrecruzador.
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Fig. 13. Perfilometrias (a, c) e intensidades de fluorescencia (b, d) de hidrogeles entrecruzados con 3.33
mM de EGDGE (a, b) y GA (c, d) sobre sustratos de vidrio. Ambos andlisis se realizaron con base en las
areas sefialadas en la Fig. 12 (lineas punteadas).

Por otro lado, los hidrogeles entrecruzados con GA se caracterizan por exhibir una
fluorescencia intrinseca resultante de la formacion de grupos imina, producto de la
reaccion de entrecruzamiento entre las aminas y GA. Debido a este fenbmeno, se
produjo una interferencia con la fluorescencia de los fluor6foros utilizados en los

hidrogeles entrecruzados con EGDGE. Por lo tanto, no fue posible aplicar la misma
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estrategia para evaluar la segregacion de los componentes. No obstante, las imagenes
de fluorescencia (Fig. 12j-) de estos hidrogeles proporcionaron informacion sobre la
distribucion espacial de los enlaces del entrecruzamiento. Para identificar las posibles
longitudes de onda de excitacion del fluoroforo, se realizé una espectroscopia de
absorcion electrénica (UV-Vis) en una mezcla de reaccién con una concentracion de 33.3
mM de GA. El espectro de absorcion mostré cuatro bandas a 325, 423, 536 y 644 nm,
en las cuales se llevaron a cabo espectros de excitacion y emision de fluorescencia, con
la excepcion de la longitud de onda de 325 nm, ya que no mostrO una emision
significativa. La Fig. 14 presenta los espectros de excitacion y emision normalizados,
junto con los filtros utilizados en caso de aplicar. Se observaron maximos de excitacion
a 466, 540 y 647 nm, con sus correspondientes maximos de emision a 500, 559 y 663
nm. La intensidad relativa calculada para estas tres sefiales fue de 1:13:4, y la sefial mas
intensa coincidid con lo reportado por Ling et al. para nanoparticulas poliméricas de
BPEI-GA [92], correspondiendo a la excitacion en verde y emision en rojo. Por lo tanto,
esta seflal se empled en todas las posteriores caracterizaciones de los hidrogeles

entrecruzados con GA.

Finalmente, las morfologias obtenidas de los hidrogeles con GA fueron mas
homogéneas, lo que posiblemente se deba a la alta reactividad reportada para los
entrecruzadores del grupo de los dialdehidos [93, 94]. Las perfilometrias mostraron que
los hidrogeles con distintas concentraciones de GA presentaron un comportamiento
semejante al observado con EGDGE, en el cual el grosor de la zona central incrementa
a medida que aumenta la concentracion del entrecruzador. Ademas, se observo que al
aumentar la concentracion del entrecruzador, la zona central de los hidrogeles se vuelve
mas homogénea. Al examinar la relacién entre el espesor de los hidrogeles y la
fluorescencia (Fig. 13b, d), se obtuvo una proporcion de 0.67 y 1.23 u.a. de fluorescencia
por nanometro de espesor para los hidrogeles con 3.33 y 33.3 mM de GA,
respectivamente. Esto demuestra que tanto el espesor de los hidrogeles como el nimero
de enlaces por unidad de volumen de hidrogel aumentan de manera no proporcional con
la concentracion de entrecruzador. Asimismo, existe un cambio morfoldgico evidente en
las imagenes de campo claro con el aumento de la concentracion, pasando de
estructuras heterogéneas con "reservorios" en la concentracion de 3.33 mM, a una
estructura mas homogénea en la concentracion mas alta. Los hidrogeles con la

concentracion mas alta presentan consistentemente gotas con diametros menores y
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bloguean la transmision de la luz en las imadgenes de campo claro en comparacion con

las otras dos concentraciones.
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Fig. 14. Caracterizacion espectroscépica de hidrogeles entrecruzados con GA. Espectro de absorcion UV-
Vs (a), Espectros de excitacion y emision en tres longitudes de onda determinadas por el espectro UV-Vis
(b-d). En las graficas (b) y (c) se incluyen los espectros de transmisién normalizados de los conjuntos de
filtros utilizados.

5.2 Medicion de las propiedades mecénicas y térmicas de los hidrogeles
5.2.1 Microscopia de fuerza atdbmicay nanoindentacién

Las propiedades mecanicas de los hidrogeles BPEI/GOx/GA y BPEI/GOX/EGDGE con
una concentracion de entrecruzador de 33.3 mM se realizaron en dos zonas
representativas de los hidrogeles: la zona central y zona periférica (anillo). Para el
hidrogel BPEI/GOx/GA, se seleccionaron las zonas Z1 y Z2, mientras que para el
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BPEI/GOx/EGDGE se eligieron las zonas Z1 y Z3. Estas zonas se pueden visualizar en
la

Fig. Al. La rugosidad media (Ra) en la zona central (Z1) del sistema BPEI/GOx/GA fue
de 1.64 nm, mientras que en la zona periférica (Z2) fue de 31.21 nm. Por otro lado, los
hidrogeles BPEI/GOX/EGDGE mostraron una mayor rugosidad en ambas zonas, con
valores de 40.48 nm para la zona central (Z1) y 113.67 nm para la zona periférica (Z3).
La rugosidad observada en ambos hidrogeles se refleja en las micrografias de AFM,
donde se aprecia una variacion en la morfologia superficial dependiendo del area
escaneada.

Zona periférica

RIS

Fig. 15. Micrografias de AFM (amplitud) con un barrido de 10x10um en hidrogeles BPEI/GOx/GA (a-b) y
BPEI/GOX/EGDGE (c-d).

La Fig. 15 muestra que los hidrogeles BPEI/GOx/GA presentan una estructura
homogénea en comparacion con los entrecruzados con EGDGE, con alturas inferiores
en la zona central y periférica, aproximadamente 17 y 1.7 veces, respectivamente. Las
imagenes de fase del hidrogel BPEI/GOX/EGDGE en las areas escaneadas (Fig. 16 y
Tabla 5) muestran heterogeneidad en distintas zonas, lo que indica variaciones en las
propiedades del material debido a su composicién diferente. En cambio, para el hidrogel
entrecruzado con GA, la imagen de fase se observa de manera homogénea. Estos

resultados respaldan lo observado en la microscopia de fluorescencia, revelando una
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reactividad diferente de los entrecruzadores, siendo el EGDGE menos reactivo, lo que

permite una mayor dispersion de los componentes del hidrogel en el tiempo.
Tabla 5. Caracteristicas superficiales de los hidrogeles BPEI/GOx/GA y BPEI/GOX/EGDGE.

Zonade ] p
o Hidrogel Espesor (nm) Fase Morfologia
medicion
] Lisa con pequefios
Central BPEI/GOx/GA 4.9+37 Homogénea i
granulos
o i Corteza agrietada
Periférica BPEI/GOX/GA 82+81 Homogénea
(Cracked rust or crust)
Central BPEI/GOX/EGDGE 84 £ 82 Heterogénea Cilindrica
Periférica BPEI/GOX/EGDGE 137.5+£107.5 Heterogénea Granular o nodular

La Fig. 17 muestra las curvas caracteristicas de carga-profundidad de penetracién en
diferentes areas de los hidrogeles. La notable variacion de la rigidez (S) en la zona central
y periférica de los hidrogeles BPEI/GOX/EGDGE se debe a las morfologias observadas
previamente en AFM, mientras que para los hidrogeles con GA se observa una menor
variacion, lo cual se atribuye a la homogeneidad de las muestras. Ademas, la Tabla 6
presenta los valores del médulo de elasticidad (E), dureza (H) y rigidez (S) obtenidos
mediante nanoindentacion para ambos hidrogeles. Dado el bajo espesor obtenido en la
zona central de los hidrogeles (<500 nm), este puede tener un efecto en la medicién de
las propiedades mecanicas. Por lo tanto, se opt6 por tomar los datos en la zona periférica,
donde los espesores son >1 um. El hidrogel BPEI/GOx/GA presenta valores mas altos,
y se observa una disminucion en la desviacion estandar de E, Hy S en comparacion con
el hidrogel BPEI/GOX/EGDGE. Esto esta relacionado con el nimero de uniones por
unidad de volumen, debido a las cadenas mas cortas del GA en comparacion con las
cadenas mas largas del EGDGE. Esta diferencia puede asociarse con una mayor
fraccion de subestructuras semirrigidas dentro del hidrogel, lo que conduce a una
reduccion en la movilidad segmentaria de las cadenas poliméricas. En este sentido, la
Fig. 18 muestra que el hidrogel BPEI/GOx/GA exhibia una rigidez macroscépica,
mientras que el hidrogel BPEI/GOX/EGDGE era mas suave y ductil al someter las

muestras a una curvatura especifica.
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Fig. 17. Curvas carga-profundidad de penetracién realizadas (n=9) en la zona central y periférica
(izquierda-derecha) de los hidrogeles BPEI/GOx/GA (a-b) y BPEI/GOX/EGDGE (c-d).
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Tabla 6. Propiedades mecanicas de los hidrogeles BPEI/GOx/GA y BPEI/GOX/EGDGE con una
concentracion de entrecruzador de 33.3 mM evaluadas por nanoindentacion.

Zonade ) Médulo de o
o Hidrogel o Dureza, H (GPa) Rigidez, S (N/m)

medicién elasticidad, E (GPa)

Central BPEI/GOx/GA 5.85+ 0.39 0.17 £ 0.024 7357 + 273
Periférica BPEI/GOx/GA 8.85 + 0.083 0.51 + 0.0099 6319 + 72

Central BPEI/GOX/EGDGE 21.37+£3.72 0.16 + 0.034 27215 + 2433
Periférica BPEI/GOX/EGDGE 3.31+1.26 0.1 +0.021 5242 + 1455

Hidrogel Hidrogel

Fig. 18. Observacion macroscépica de las propiedades fisicas/mecéanicas de los hidrogeles BPEI/GOx/GA
(a) y BPEI/GOX/EGDGE (b).

5.2.2 Andélisis termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido

El efecto del entrecruzador sobre la estabilidad térmica de los hidrogeles, se evalué por
TGA. La Fig. 19 muestra las curvas de TGA y sus primeras derivadas de los hidrogeles
BPEI/GOx/GA, BPEI/GOX/EGDGE, asi como de los reactivos puros de BPEI y GOXx.
Estas curvas representan la descomposicién térmica de las muestras en diferentes
etapas a medida que aumenta la temperatura. La pérdida de peso en las etapas 1y II
para las muestras de GOx y BPEI/GOX/EGDGE vy la etapa I del hidrogel BPEI/GOx/GA
se atribuy6 a la evaporacién de agua absorbida fisica o quimicamente. En el caso del
BPEI, se ha comprobado que su volatilizacion y/o degradacién térmica varia en
diferentes atmosferas, dependiendo de la longitud de su cadena. Se observa que la
degradacion ocurre a temperaturas mas elevadas a medida que aumenta el peso
molecular del polimero. Especialmente en atmésfera de aire, se registra una rapida

disminucién de la masa del BPEI a temperaturas superiores a 200 °C [95]. Se ha
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reportado que para BPEIls de alto peso molecular (>20,000), la descomposicion en
atmaosfera de aire es un proceso bastante complejo. Sin embargo, la detecciéon de una
banda en 1720 cm™ en los espectros IR, atribuida a las oscilaciones de valencia del
grupo C=0, indica la presencia de una descomposicion termo-oxidativa [96]. A pesar de
la complejidad de la descomposicion en aire, Nedel’ko et al. demostraron mediante
espectroscopia de masas que, en atmosfera inerte, algunos productos de la
descomposicion de BPEI incluyen amoniaco, etilamina, pirrol y etilpirroles sustituidos
[96]. Al no detectar la presencia de mondémeros 0 piperazina junto con la etilamina y los
pirroles, sugirieron que en el mecanismo de reaccion se produce la ruptura del enlace C-
N, transfiriéendose el hidrégeno reactivo desde el grupo metileno a la posicion de fractura.
Este mecanismo conduce a la formacién de un Unico grupo amina y un extremo terminal

de cadena polimérica insaturada en cada sitio de fractura.

La diferencia en el nimero de etapas de descomposicion entre los hidrogeles y los
reactivos puros esta relacionada con el método de entrecruzamiento entre el GA y
EGDGE con los grupos -NH2z del BPEI y GOx, lo cual aumenta la estabilidad térmica de
los hidrogeles, evitando su completa degradacién y volatilizacion. En el caso del hidrogel
BPEI/GOx/GA (Fig. 19c), la etapa II se relacioné con la degradacion de la enzima [97,
98], la cual comienza alrededor de 180 °C con una pérdida de peso de 2.57%. Sin
embargo, la mayor descomposicién de la enzima, alrededor de los 215 °C como se
aprecia en la Fig. 19b, etapa IV, no se observa en el hidrogel debido a la retencién de la
estructura tridimensional de la GOx por la red compacta que genera el GA. El 36.93% de
pérdida peso en el rango de temperatura de 300-430 °C, se asocio principalmente con la
descomposicion de las cadenas de BPEI, consistente con lo reportado con PEls de la
misma longitud [99, 100]. No obstante, la pérdida de peso constante en las etapas
posteriores (IV, V y VI) podria asociarse con la descomposicion de estructuras de
mayores pesos moleculares donde se encuentran entrecruzados tanto BPEI como GOX,
y posiblemente diferentes formas de GA [72]. En comparaciéon, el hidrogel
BPEI/GOxX/EGDGE muestra una pérdida de peso del 14.12% en el rango de 180-300 °C,
relacionada con la degradacion gradual de la enzima. En este caso, la mayor pérdida de
peso podria estar asociada a las redes menos compactas que se generan en
comparacién con el GA. La etapa V nuevamente se asocio con la degradacion y

volatilizacion de las cadenas del BPEI, mientras que la etapa VI se relacioné con la
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degradacion de partes del hidrogel entrecruzadas fuertemente con la presencia de BPEI
y GOx. La comparacion de las curvas de TGA de los hidrogeles exhibe que el
entrecruzamiento con EGDGE muestra dos etapas marcadas en la descomposicion del
BPEI (etapas V y VI), posiblemente debido a la presencia de una unica forma estructural
en el EGDGE en comparacion con multiples formas en el GA. Finalmente, se observa un
peso residual de 20.37% (GA) y 22.79% (EGDGE) a una temperatura de 650°C, lo que
refleja el impacto del método de entrecruzamiento utilizado sobre la estabilidad térmica
de los hidrogeles. Mientras que, los reactivos puros pierden el 100% del peso en el rango
de temperatura de 450-525 °C.
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Fig. 19. Curvas de TGA y sus primeras derivadas correspondientes a BPEI (a), GOx (b), BPEI/GOx/GA (c)

y BPEI/GOX/EGDGE (d).
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Fig. 20. Curvas de TGA de lo hidrogeles y reactivos individuales evaluados en un rango de temperatura
de 30-650 °C.

Las curvas DSC (Fig. 21) muestran los perfiles de descomposicién térmica bajo una
atmosfera de aire para los reactivos individuales y los hidrogeles, revelando distintas
etapas relacionadas con reacciones exotérmicas 0 endotérmicas. Los picos
endotérmicos en el rango de temperatura de 30-170 °C para las muestras de GOX,
BPEI/GOX/GA y BPEI/GOX/EGDGE se relacionan con la pérdida de agua absorbida,
como se describié anteriormente en el analisis de TGA. Las reacciones exotérmicas que
ocurren en el rango de 200-600 °C estan asociadas con las etapas previamente
observadas en las primeras derivadas del andlisis de TGA para cada una de las
muestras, ya que ocurren a las mismas temperaturas. Sin embargo, es importante
destacar gque la intensidad de los picos no guarda proporcion entre ambos analisis,
debido a que la pérdida de masa no se corresponde directamente con la energia liberada
para cada reaccion de descomposicion. Estas reacciones exotérmicas son favorecidas
por la presencia de Oz en la camara de evaluacion, lo cual promueve la degradacion
oxidativa de la enzima, las cadenas poliméricas y los compuestos con distintos pesos

moleculares generados por el entrecruzamiento, a medida que la temperatura aumenta.
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Fig. 21. Curvas DSC y primeras derivadas de TGA de BPEI (a), GOx (b), BPEI/GOX/GA (c) y
BPEI/GOX/EGDGE (d).

5.3 Caracterizacion del proceso de hinchamiento de los hidrogeles

Como primer paso, se depositaron los hidrogeles sobre los sustratos individuales,
portaobjetos de vidrio y portaobjetos recubiertos con una pelicula de 200 nm de oro, para
analizar su comportamiento en cada uno de ellos. Las evaluaciones realizadas en
hidrogeles BPEI/GOx entrecruzados con 33.3 mM de EGDGE o GA, mostraron un
cambio morfolégico evidente debido al proceso de hinchamiento experimentado al
interaccionar después de 10 minutos con una gota de 30 ul de PB 0.1 M pH 7.4. Las
deformaciones se evidenciaron mas en los hidrogeles entrecruzados con EGDGE,
surgiendo como folding y creasing, que son consideradas modos de falla en materiales
blandos cuando se exponen a un fluido, tal como se describe en la seccion 2.5.2. La

magnitud de estas deformaciones depende directamente del efecto de tension-
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compresion generada por el hinchamiento y la resistencia de las cadenas del polimero a
volver a su estado inicial. Cuando el hidrogel estd unido a una superficie rigida y la
expansion causada por el hinchamiento es significativa, la estructura del hidrogel se
deforma de manera no homogénea. En estas condiciones, las areas libres o unidas

débilmente a la superficie desarrollan las deformaciones percibidas [101, 102].

Se observé que los hidrogeles experimentaron un proceso de hinchamiento en diferentes
grados, junto con la presencia de mecanismos de fallo, cuando se depositaron sobre
cada una de las superficies. Al depositar las gotas sobre superficies de vidrio, se observo
un cambio en la difraccion de la luz en la estructura general de las gotas, lo que indica
un cambio en la morfologia (hinchamiento). Sin embargo, como se ve en la Fig. 22a vy c,
la estructura que sufri6 mayores cambios debido al proceso de hinchamiento fue el anillo
periférico de las gotas, donde se presentaron estructuras en forma de folding y creasing,
asi como una mayor expansion. Estos cambios podrian estar relacionados con una
menor adhesion del hidrogel al vidrio. En contraste, al utilizar superficies de oro para
depositar los hidrogeles, las estructuras fisicas de los hidrogeles sufrieron cambios
minimos (Fig. 22b y d), lo cual podria atribuirse a una mayor interaccion debido a enlaces
electrostéticos y de coordinacién debido las propiedades quelantes del BPEI [103, 104].

Ademas, el uso de EGDGE como entrecruzador proporciona una mayor flexibilidad en
las cadenas poliméricas en comparacion con el glutaraldehido, debido a su estructura
més larga, lo que podria favorecer la aparicion de estos fenébmenos. En consecuencia,
las perfilometrias mostraron el cambio en la superficie de los hidrogeles, que se refleja
en la disminucion en la altura y rugosidad en la zona central de los hidrogeles, asi como
un aumento de la altura en el anillo exterior en comparacién con el estado deshidratado.
Siguiendo esta linea de analisis, es posible evaluar cualitativamente los mecanismos de
fallo y la interaccion del hidrogel con el sustrato a través de su adhesion. En este sentido,
los resultados de las pruebas de adherencia de ambos sistemas sobre sustratos de vidrio
y oro, expuestos durante un periodo de 15 dias a PB 0.1 M con un pH de 7.4, se agrupan
en la Tabla 7. Estos datos muestran una estabilidad inferior en los hidrogeles de EGDGE

en comparacién con los de GA, particularmente en las superficies de vidrio.
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Fig. 22. Micrografias de campo claro de hidrogeles BPEI/GOx entrecruzados con 33.3 mM de EGDGE (a,
b, e, f) y GA (c, d, g, h) para el andlisis de estabilidad sobre superficies de vidrio (a-d) y oro (e-h) después
de su proceso de hinchamiento.

Tabla 7. Evaluacion de la adherencia de hidrogeles entrecruzados con diferentes concentraciones de GA
y EGDGE sobre sustratos de vidrio y oro.

Concentracion de Fallo de adherencia
Entrecruzador
entrecruzador (mM) En sustrato de oro En sustrato de vidrio

33.30 0de5 0de5

GA 16.65 0deb5 lde5

3.33 0deb5 3de5

33.30 2de5 4de5

EGDGE 16.65 lde5 4de5
3.33 lde5 3de5

Debido a la variabilidad que presenta naturalmente el sistema BPEI/GOX/EGDGE, se
presentan distintos sets representativos de evaluaciones para la visualizacion de los
fendmenos que se describen. En la Fig. 23 se puede apreciar que, durante el proceso de
hinchamiento, existe una tendencia a generar un mayor numero de pliegues a medida
gue aumenta la concentracibn de EGDGE. Esta respuesta puede ser atribuida a lo
descrito en la literatura sobre reacciones de entrecruzamiento con epoxidos y su alta
capacidad de absorcién de agua [20, 105, 106]. En este caso, el diep6xico utilizado
reacciona de manera favorable con las aminas primarias a pH neutro, formando aminas

secundarias y grupos hidroxilo. La presencia de estos grupos polares facilita la formacion
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de enlaces de hidrogeno con las moléculas de agua. En consecuencia, a medida que se
incrementa la concentracion de EGDGE, se observa un aumento en el nimero de
enlaces formados con la GOx y BPEI, permitiendo una mayor capacidad de absorcion
de moléculas de agua en el hidrogel. A su vez, se ha observado que la absorcion de
agua en hidrogeles entrecruzados con epoxidos puede generar una disminucion en sus
propiedades, como la resistencia mecanica. Se observo esta repercusion en la mayoria
de los hidrogeles con concentraciones de 16.65 y 33.3 mM de EGDGE (Fig. 24), los
cuales experimentaron dafios significativos en sus estructuras después del hinchamiento
debido al alto grado de absorcién de agua y a la tension ejercida sobre la red polimérica

para mantener la estructura.

200 pm,
Fig. 23. Influencia de la concentracion de EGDGE en la morfologia de los hidrogeles BPEI/GOx mediante

la absorcién de agua. Hidrogeles en su estado deshidratado (a-c) e hidratado (d-f), entrecruzados con
concentraciones ascendentes de EGDGE.
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Fig. 24. Efecto de la concentracién de EGDGE en el proceso de hinchamiento y propiedades mecénicas
de hidrogeles BPEI/GOx. Los incisos (a-c) representan el estado deshidratado y los incisos (d-f) el estado
hidratado de los hidrogeles.

En el caso de los hidrogeles entrecruzados con GA, se ha observado que el grado de
entrecruzamiento es inverso al fendmeno de hinchamiento. Esto significa que, a
concentraciones altas de GA la retencion de agua dentro de los hidrogeles es baja, lo
gue resulta en un menor hinchamiento. Estos efectos se pueden apreciar en la Fig. 25,
donde las concentraciones de 33.3 y 16.65 mM de GA no causan cambios estructurales
significativos, mientras que en los hidrogeles entrecruzados con 3.33 mM de GA, se
observa un efecto de hinchamiento macroscopico y en algunos casos, la disolucién de
ciertas partes del hidrogel. Ademas, se ha reportado que cuando se utiliza glutaraldehido
como agente de entrecruzamiento en combinacion con polimeros como el quitosano para
la formacién de hidrogeles, las redes resultantes tienden a ser mas rigidas en
comparaciéon con otros aldehidos [107]. Esto se debe a la presencia de los dos grupos
carbonilo (C=0) en la estructura quimica del GA, los cuales pueden reaccionar de
manera mas rapida y efectiva con los grupos amino del polimero.
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Fig. 25. Influencia de la concentracion de GA en la morfologia y propiedades fisicas de los hidrogeles
BPEI/GOx formados. Hidrogeles en su estado deshidratado (a-c) e hidratado (d-f), entrecruzados con
concentraciones ascendentes de GA.

La capacidad de hinchamiento de un hidrogel también depende de su estructura quimica
y de las caracteristicas del medio circundante. En este sentido, el pH del medio
desempefia un papel importante en el fenémeno de hinchamiento. En el caso de los
polielectrolitos catidnicos, como las polietileniminas, se ha observado que el mayor
hinchamiento ocurre a pH acidos debido al "efecto esponja de protones". Este efecto se
produce por la alta presencia de iones H* que protonan los grupos amino del polimero
para formar -NHzs*, lo que reduce la repulsién entre las cadenas poliméricas. A pH neutro,
se ha estudiado que los grupos amino de las cadenas de polietileniminas se encuentran
protonados en un amplio rango que varia entre el 15-60% [108-110]. Basandonos en
esto, en los hidrogeles entrecruzados con EGDGE, ambos efectos podrian estar

influyendo en el fenbmeno de hinchamiento.

En cambio, en los hidrogeles con GA, los efectos predominantes son el hinchamiento
inducido por la protonacién de los grupos amino y la presencia de agua libre dentro del
hidrogel. En consecuencia, se observa que los hidrogeles entrecruzados con GA
presentan una mayor estabilidad en comparacion con los hidrogeles entrecruzados con

EGDGE. Estos resultados coinciden con lo reportado por Collins y Birkinshaw [111], al

o1



investigar diferentes agentes entrecruzadores para la formacién de geles basados en
acido hialurénico/polietilenimina. De la evaluacién de cinco entrecruzadores, el GA y el
EGDGE destacaron dentro de las propiedades que se evaluaron, siendo el GA el que

produjo estructuras mas estables en comparacion con el EGDGE.

Por otra parte, se depositaron hidrogeles BPEI/GOx entrecruzados con un rango de
concentracion de 3.33 — 33.3 mM de GA y EGDGE sobre una hoja de teflon para facilitar
su desprendimiento e incorporacion a una solucién de PB 0.1 M pH 7.4, con el fin de
calcular la relacion de hinchamiento por masa (SR,,;). La Fig. 26 muestra la apariencia
fisica de los hidrogeles en su estado hinchado después de sumergirse 1 h en el buffer
de fosfatos. Es evidente el cambio en el tamafio de las estructuras de los hidrogeles en

su estado hidrato en comparacion de su estado original.

La SR,, para los hidrogeles con una concentracion de 33.3 mM de GA revela un alto
grado de hinchamiento, ya que su masa aumenta en 15.08 veces en comparacion con
su masa inicial. Adicional a la absorcién de moléculas de agua, la presencia del polimero
cationico en el hidrogel permite la unién de aniones presentes en el electrolito soporte,
en este caso fosfatos (PO,37), que contribuyen al aumento de masa. En comparacion,
la concentracion de 16.65 mM muestra un grado de hinchamiento muy similar, con un
incremento de masa de 14.36 veces respecto a su masa inicial. Esta disminucion puede
atribuirse a la reduccién en la concentracion del entrecruzador, y ambas concentraciones
mantienen su estado hidratado sin disolverse. Sin embargo, al disminuir la concentracion
de GA hasta 3.33 mM, parece afectar las propiedades mecéanicas del hidrogel, lo que
favorece su disolucion parcial. Este efecto provoca que la SR,, para esta concentracion
disminuya a 2.66, debido al dafio en la estructura tridimensional y la incapacidad de
retener agua. Esta concentracién es especialmente interesante, ya que, como se ha
descrito en secciones anteriores, al reducir significativamente la concentracion de GA,
se produce una transicion morfolégica del hidrogel y, aparentemente, también en las
propiedades mecénicas, volviéndolo mas similar a los hidrogeles entrecruzados con
EGDGE. En el caso de los hidrogeles con EGDGE, no fue posible calcular su SR,,, ya
gue, como se puede observar en la Fig. 26, se disolvieron por completo, lo que impidié

Su recuperacion y pesaje posterior.
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Los resultados obtenidos son de gran interés debido al comportamiento de los hidrogeles
tanto en su estado libre como cuando estan adheridos a una superficie. Basandonos en
esto, parece que el depdsito de los hidrogeles sobre los electrodos mediante drop-casting
tiene un impacto significativo en su estabilidad. Esto se debe a que, al estar
guimicamente unidos a través de enlaces, especialmente en el caso del oro, estos
enlaces limitan en cierta medida el hinchamiento del hidrogel en los ejes X, Y, Z. Ademas,
estos enlaces también actlan como puntos de anclaje que reducen la posibilidad de
disolucion de los hidrogeles, como se observa en todas las evaluaciones realizadas

sobre estas superficies.

GA3.33mM  EGDGE 33.3 mM 16.6 EGDGE 3.33 mM
- -~

-

Fig. 26. Apariencia fisica de hidrogeles sumergidos en PB 0.1 M pH 7.4 durante 1 h para el calculo de la
relacion de hinchamiento por masa (SR,,).

5.4 Efecto de la naturaleza y concentracién del entrecruzador en la respuesta
electroquimica

Se analizé el efecto de la concentracién y la naturaleza del entrecruzador en la respuesta
electroquimica de los biosensores. Se realizaron mediciones cronoamperomeétricas a un
potencial de 0.4 V vs. Pseudo-Ag|AgCI. Este potencial fue seleccionado previamente
para la oxidacion de H202 por voltamperometria ciclica (Fig. 27). La respuesta
amperométrica de los biosensores se registr6 como una funcién de la concentracion de
glucosa en un rango entre 0-100 mM, tomando la corriente medida a los dos minutos

posteriores, iniciada la medicion. Los parametros analiticos de esta seccion se calcularon
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utilizando los valores de J,,,, €n un intervalo de 0 a 10 mM de glucosa. Este rango se
seleccioné debido a que, a concentraciones superiores de glucosa, se observa una
disminucién en la corriente en las curvas de calibracion (Fig. 28a-b). Esta reduccion
podria estar asociada a la degradacion de los hidrogeles, como se evidencio en

evaluaciones anteriores mediante microscopia oOptica.

0.8 T T T T T T T T T T T T T
- - Blanco
—— 100 mM de glucosa
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< 0.4 —
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0.0 4 o g e _
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Fig. 27. Voltamperogramas ciclicos para determinar el potencial de oxidacion de H»O».

Los hidrogeles basados en EGDGE exhibieron la respuesta electroquimica anticipada.
Las curvas de calibracion presentadas en la Fig. 28c demuestran de manera evidente
una tendencia entre la concentracion de EGDGE vy la densidad de corriente registrada.
En este sistema, la longitud del entrecruzador juega un papel importante en la formacion
de tamafios de malla adecuados que permiten la difusion de la glucosa a través de la red
polimérica. En consecuencia, la cantidad de enzima inmovilizada en los hidrogeles, la
cual es proporcional a la concentracion de entrecruzador, es el factor predominante en
la respuesta electroquimica como lo reportan otros autores [112]. Dicho de otro modo,
un incremento en la concentracién del entrecruzador, genera una mayor inmovilizacién
de GOx en el hidrogel, que a su vez aumenta la produccion de H202 y el consecuente

aumento de la corriente.
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En contraste, los hidrogeles entrecruzados con GA no siguieron la tendencia observada
con EGDGE. Los resultados muestran que las redes generadas con GA pueden ser muy
compactas dependiendo de la concentracion, afectando la respuesta electroquimica. Las
concentraciones de 3.33 y 16.65 mM no mostraron una limitacién en el transporte de
masa obteniendo J,,,, = 56.07+2.45 y 77.18+2.11 YA cm?, respectivamente. En este
contexto, la cantidad de GOx inmovilizada en los hidrogeles podria ser el factor
determinante en la respuesta amperométrica, tal como se observé en los hidrogeles de
EGDGE. Sin embargo, esta tendencia se ve alterada al evaluar el hidrogel con la
concentracion de 33.3 mM. En este caso, planteamos la hipétesis de que un aumento de
diez veces la concentracion de GA afecta de manera significativa la difusion de la glucosa
a través del hidrogel, provocando una disminucion de la corriente registrada (J,,q0x =
66.39+4.25 pA cm?). Ademas, la alta concentracion de GA podria potencialmente afectar
la estructura tridimensional de la enzima, comprometiendo su actividad catalitica y, por
ende, la respuesta del biosensor. No obstante, debido a la complejidad inherente de los
sistemas evaluados en este trabajo, no seria apropiado atribuir estos efectos a una Unica
causa, ya que multiples fenbmenos podrian estar influyendo simultdneamente en las

sefales medidas.
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Fig. 28. Curvas de calibracién (n=3) de hidrogeles entrecruzados con un rango de concentraciones de
3.33-33.3 mM de EGDGE (a-c) y GA (b-d) en PB 0.1 M pH 7.4 con una concentraciéon de 0-100 (a-b) o 0-
10 (c-d) mM de glucosa. Las lineas punteadas de las gréficas c-d representan el ajuste no lineal para el
célculo de la constante aparente de Michaelis-Menten (K,-'7) y la densidad de corriente maxima (J,,qx)-

Se

cronoamperogramas asociados a las curvas de calibracion. Al representar la ecuacion

realiz6 un analisis detallado para evaluar el comportamiento de los

de Cottrell en una escala logaritmica, se anticipa la obtencién de una linea recta, ya que

. . . . . 1 .
la corriente disminuye inversamente proporcional a NS Los resultados derivados de las

diferentes concentraciones de EGDGE y GA (Fig. 29 y Fig. 30) indican que, al saturar el
sistema con el sustrato (100 mM de glucosa), la concentracion de 16.65 mM para
EGDGE, asi como las concentraciones de 16.65 y 33.3 mM para GA presentan la
linealidad esperada, siguiendo la ecuacion de Cottrell. Esta linealidad, sugiere que los
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espesores de los hidrogeles son mayores que la capa de difusion. No obstante, en
concentraciones de 33.3 mM para EGDGE y 3.33 mM para GA, se observa una
desviacion negativa de la linealidad a tiempo largo (aproximadamente 85 s). Esta
desviacion puede atribuirse a un comportamiento de capa delgada. En este contexto,
cuando la capa de difusién alcanza o supera el espesor del hidrogel en un momento
dado, la concentracion de H202 comienza a disminuir a medida que la reaccion
electroquimica agota la glucosa disponible en el sistema, resultando en una disminucién

subsiguiente de la corriente.

A medida que la concentracion de glucosa disminuye, los efectos inherentes al sistema
se vuelven mas relevantes, manifestandose en un cambio en el comportamiento
previamente descrito. Estos efectos generan que un gran porcentaje de las curvas
logaritmicas presenten una desviacion positiva de la linealidad. Debido a la complejidad
de los sistemas estudiados y la presencia de multiples factores, aislarlos resulta dificil. A
pesar de esto, se plantea la hipotesis de que el transporte de masa y la liberacion de

sitios activos de las enzimas podrian estar contribuyendo en mayor medida. La

confirmacion de estos resultados se obtuvo al graficar la corriente vs donde

1
V'
nuevamente se observa este comportamiento a tiempo largo (Fig. 31). Sin embargo, al
analizar los datos a 21 segundos y dos minutos, no existié una diferencia significativa en
los valores, por lo cual, se decidi6é tomar los datos a un tiempo de dos minutos para todos

los resultados reportados.
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Fig. 29. Curvas log i vs log t de cronoamperogramas a 0, 1, 10 y 100
concentracién de 3.33-33.3 mM de EGDGE.

log i

log i

log i

log i

-6.925 4

-6.950 4

-6.975 4

3.33mM

-7.34

7.4

-7.54

7.6

-7.24 4

-7.284

-7.324

-7.36 4

-6.99 4

-7.024

-7.054

log t

log i

log i

log i

log i

-7.00 4

-7.014

-7.02

-7.034

-6.60 4

-6.64 4

-6.68 o

-6.80 4

-6.84 -

-6.88 4

-6.92 4

16.65 mM

log t

log i

log i

logi

log i

-6.94 4

-6.95 4

-6.96 -

-6.97 -

-6.57 -

-6.60 -

-6.63 4

33.3mM

log t

mM de glucosa en un rango de



3.33mM 16.65 mM 33.3mM

-7.47 b 774 b
-7.50 4 B
7.8 4
o 7534 4
9 7.53
c — — —
5 g g g
=) = 7564 1 - T 794 B
-7.59 4 B
i 8.0 H
762 e
T T T T T T T T T T T T
-6.765 - 4
-6.54 - 4
-6.88 - 4
T
© -6.780 4 4
o
o
= — — 657 4 =
W o = o 6:90 b
o o o
S -6.795 -| 4
1S
-
-6.60 | R -6.92 - 4
-6.810 4 B
T T T T T T T T T T T T
-6.12 4
-6.370 g 6.44 4 4
&
o -6.405 | g -6.16 4 4
Q
=
G = o> 648 B
S ° 6440 1 2 4x °
1S
o
- -6.475 1
-6.24 9 6.52 | I

-6.510 4 B

650 B
-6.545 - 1 6.4 1

6.5 4
-6.600 1

-6.60-] 4
-6.655 R 659 7

-6.65
-6.7104 |

T T T T 6.6 T T T T T T T T
14 16 18 20 14 16 18 2.0 14 16 18 20

log t log t logt
Fig. 30. Curvas log i vs log t de cronoamperogramas a 0, 1, 10 y 100 mM de glucosa en un rango de
concentracién de 3.33-33.3 mM de GA.

100 mM glucosa
log i
log i
log i




1.6 b) -

1.2 B

.\
/

i/ pA

0.8 /

Pendiente / pA

.
0.4 ., B

0.0 1 -

T T T 0.0 T T T T T T
0.1 0.2 0.3 0.4 0 20 40 60 80 100

t12 st Concentracion de glucosa / mM

Fig. 31. (a) Curvas i vs t'/? y (b) sus respectivas pendientes tomadas a 0.25 s'/? de una curva de
calibracion completa para un hidrogel BPEI/GOx entrecruzado con 33.3 mM de GA.

La actividad catalitica de la GOx inmovilizada en los hidrogeles, se evalu6 mediante la
ecuacion de Michaelis-Menten (Ec. 13). En el contexto de biosensores enziméticos
electroquimicos, es posible aproximarse a la cinética enzimatica al establecer una
correlacion entre la corriente y la concentracion. Esto se debe a que cada molécula de
sustrato libera una cantidad equivalente, obteniendo una constante aparente de
Michaelis-Menten (K,’?) y una densidad de corriente maxima (J,qx) (EC. 14). Estos
parametros se estimaron mediante un ajuste no lineal utilizando los datos de las curvas
de calibracion después de restar la corriente del blanco (sin glucosa). La Fig. 32, muestra
los valores de KPP y Jmqx Para los hidrogeles entrecruzados con GA y EGDGE. Los
valores de J,,,, muestran una tendencia consistente con observaciones anteriores para
ambos hidrogeles. En cuanto a K.’?, se presenta una relacién inversa con la
concentracion de EGDGE, con un valor de 13.43+3.51 para la concentracion de 3.33
mM, disminuyendo hasta 1.61+0.20 para la concentracion de 33.3 mM. En todos los
casos, los valores de K,/ se sitian por debajo de los K,, reportados para la GOXx libre
(26-30 mM) [113]. Esta disminucion de K,;’? es coherente con la literatura que indica una
disminucién cuando la GOx esta inmovilizada. Cabe destacar que la K,'* no solo refleja
la cinética de la enzima, sino que también se ve influenciada por diversos factores, como
la difusion del sustrato a través de la matriz de inmovilizacion, la concentracion de O2
(particularmente en el caso de biosensores de primera generacion), la particion, cambios
conformacionales, entre otros [113]. En nuestro caso, es posible que la reduccién en los

valores de K,'? se derive de la preconcentracion del sustrato, resultado de los equilibrios
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de particion en el hidrogel, como se ha observado en casos previos [114, 115].En
contraste, los hidrogeles con GA presentan valores ain mas bajos de K;*?, incluso con
la concentracién de 3.33 mM, lo cual refleja un mayor grado de entrecruzamiento cuando
se utiliza GA. De hecho, la concentracion de 33.3 mM muestra un ligero aumento en

KPP, atribuible a un sistema donde la difusién del sustrato se ve notablemente impedida.

- Vinax[S] (13)
Km + [S]
J = Jmax[S] (14)
KPP +[S]
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Fig. 32. a) Densidades de corriente maximas (J,,q) Y (b) constantes aparentes de Michaelis-Menten (K F?)
determinadas para geles reticulados (n=3) con diferentes concentraciones de EGDGE y GA.
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La Tabla 8 presenta las variaciones de los parametros analiticos en relacién con la
concentracion y el tipo de entrecruzador. La concentracion de 33.3 mM de ambos
hidrogeles mostraron la mejor estabilidad perdiendo Unicamente el 23.39y 23.27% de su
Jmax Nicial para EGDGE y GA, respectivamente. Como es notable, esto diverge con los
resultados obtenidos en secciones anteriores entre los dos entrecruzadores, donde el
EGDGE tenia menor estabilidad. Esto discrepancia, puede ser atribuida a la duracién de
los experimentos, donde para estos experimentos fueron sumergidos solo 2 h,
equivalente a tres curvas de calibracion consecutivas, en comparacion con los periodos
de 15y 30 dias evaluados para la estabilidad estructural sobre superficies de vidrio y oro.
En el sistema BPEI/GOX/EGDGE, el hidrogel con la concentracion de 33.3 mM registro
los valores mas destacados de LOD (0.11 mM) y LOQ (0.39 mM) con una sensibilidad
de 10.76 pA-cm?/mM, superando a las otras dos concentraciones. En contraste, en el
sistema BPEI/GOx/GA, a pesar de que la concentracion de 33.3 mM mostré la mejor
estabilidad, tanto el LOD como el LOQ se vieron afectados, presentando valores mas
altos en comparacion con las demas concentraciones. La concentracion de 16.65 mM
destac6 como la de mejor rendimiento analitico, con valores de 0.03 MMy 0.12 mM para
LOD y LOQ, respectivamente. Sin embargo, se observo que su estabilidad y rango lineal
se comprometieron, perdiendo un 57.88% de su J,,4, inicial y limitando su rango lineal

entre 0-1 mM.

Como se observa en la Tabla 8, el rango lineal de la mayoria de los hidrogeles no es lo
suficientemente grande para aplicaciones comunes de deteccién de glucosa. Lo anterior,
es una problematica frecuente al inmovilizar enzimas sobre electrodos, pero esto es
solucionado industrialmente con la incorporacion de membranas de difusion.
Basandonos en los resultados obtenidos del comportamiento electroquimico y la
estabilidad de las concentraciones mas altas de ambos entrecruzadores, es posible
considerarlas como opciones prometedoras para su evaluacion e integracion en sistemas
futuros de deteccion de glucosa. Es importante destacar que, en general, los hidrogeles
del sistema BPEI/GOx/GA presentaron una mayor estabilidad sobre la superficie de los
electrodos, asi como caracteristicas interesantes. Por aspecto, en el siguiente capitulo
se abordar4d de manera mas detallada la caracterizacion de estos hidrogeles. Es
relevante sefialar que las imagenes de fluorescencia del Capitulo 6 corresponden a la

fluorescencia intrinseca de los hidrogeles y no a componentes etiquetados.
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Tabla 8. Comparacion de los parametros analiticos de hidrogeles entrecruzados con diferentes

concentraciones de GA y EGDGE.

Hidrogel Rango lineal R? LOD LOQ Estabilidad*  Sensibilidad

(mM) (mM) (mM) (%) (LA-cm?/mM)
BPEI/GOx/GA 33.3 mM 0-25 0.96 0.39 1.32 23.27 14.50
BPEI/GOx/GA 16.65 mM 0-10 0.96 0.03 0.12 57.88 28.96
BPEI/GOx/GA 3.33 mM 0-25 0.96 0.06 0.21 57.17 14.05
BPEI/GOX/EGDGE 33.3 mM 0-25 0.95 0.11 0.39 23.39 10.76
BPEI/GOX/EDGGE 16.65 mM 0-25 0.98 0.60 2.03 39.09 3.96
BPEI/GOX/EGDGE 3.33 mM 0-10 0.98 1.51 5.04 49.13 1.12

* La estabilidad esta reportada como el porcentaje de pérdida con respecto a la J,,,,, inicial después de tres

curvas de calibracion.
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6 Caracterizacion de los procesos de fotopolimerizacion y fotodegradacion en
hidrogeles BPEI/GOx/GA

Como se menciond en la seccion 4.1, los hidrogeles entrecruzados con GA presentan
fluorescencia intrinseca con longitudes de onda de excitacion y emision principales
ubicadas en 540 y 559 nm. En esta seccion, se describen experimentos en los que los
hidrogeles se irradiaron adicionalmente con luz UV, azul o verde, y se monitore6 su

efecto utilizando la excitacidén verde y la emision roja habituales.

Inicialmente, se irradiaron areas de aproximadamente 100 um de didmetro en un hidrogel
entrecruzado con 33.3 mM de GA con los tres tipos diferentes de luces. Las Fig. 33ayb
muestran la intensidad de fluorescencia roja antes y después de exponer el hidrogel
durante 15 minutos a los diferentes tipos de luces. La luz azul no caus6 cambios en el
area expuesta en comparacion con las areas circundantes no expuestas. En cambio, las
areas expuestas a la luz UV y verde tuvieron un aumento y una disminucién en la
fluorescencia roja, respectivamente. Esta variacion en la fluorescencia es mas evidente
cuando se divide la intensidad después de la exposicién con la intensidad antes de la
misma (Fig. 33c y d). Para comprender mejor estos procesos, se irradiaron hidrogeles
recién preparados con las mismas luces, y se tomaron imagenes de fluorescencia roja
cada minuto. Cuando se irradi6 con luz verde, se observé una disminucion en la
intensidad de fluorescencia (Fig. 34). Esta respuesta puede describirse mediante un
decaimiento monoexponencial (R?=0.9680), con una constante de tiempo de
desintegracion (1) de 1.97 minutos, asociada a un proceso de fotoblanqueo. Por otro
lado, cuando la luz UV incidié en el area del hidrogel, la fluorescencia inicial fue similar,
pero aumentd 5.4 veces después de 15 minutos de exposicidn. Una exposicion
prolongada a la luz UV resulté en una disminucion de 41% de la fluorescencia roja inicial
en un tiempo de 60 minutos. Sin embargo, se planted la hip6tesis de que esta
disminucién podria deberse a la inevitable exposicion a la luz verde necesaria para
realizar las mediciones de fluorescencia roja (5 segundos por medicién). Para confirmar
esta hipotesis, se repitidé el experimento en un hidrogel nuevo reduciendo la frecuencia

de medicidn a una vez cada dos minutos.
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Fig. 33. Efecto de diferentes luces sobre la fluorescencia roja de hidrogeles entrecruzados con 33.3 mM
de GA. Micrografias de fluorescencia de regiones de un hidrogel antes (a) y después (b) de la exposicion
a la luz verde (izquierda), azul (centro) y UV (derecha). Imagen de fluorescencia normalizada (c) a partir
de las subfiguras (a) y (b). Perfil de intensidad (d) de la linea discontinua en la subfigura (c).

En un segundo paso, se expusieron hidrogeles antiguos, con varios meses desde su
preparacién, a las mismas condiciones que los recién preparados. En estos, la
fluorescencia inicial fue 5.8 veces mayor en comparacién con los hidrogeles recién
preparados y comparable a la fluorescencia maxima alcanzada por estos ultimos. Al
irradiarlos con luz verde, nuevamente se observé una disminucion en la fluorescencia,
pero esta vez no siguié un decaimiento monoexponencial, sino que se acoplé a un
proceso biexponencial (R?=0.9997) con dos constantes de tiempo de desintegracion,
T1=2.83 minutos y 12=15.74 minutos. Este comportamiento es comun en las curvas de
fotoblanqueo y generalmente se explica en términos de la presencia de mas de una
poblacion de fluoréforos con tasas de fotodegradacion diferentes [116].
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Estos resultados sugieren que el entorno se vuelve mas complejo a medida que avanza
la reaccion de entrecruzamiento. Al exponer el hidrogel antiguo a la luz UV, no se observo
un aumento correspondiente en la fluorescencia, pero huevamente se aprecio una lenta
disminucion, que se puede atribuir a la exposicion a la luz verde durante las mediciones,
como sucedié previamente para los geles recién preparados. Basandonos en estos
resultados, podemos sugerir que la luz UV podria aumentar la energia de la mezcla de
reaccion, promoviendo la formacion de bases de Schiff. Esto se puede observar
facilmente en los hidrogeles recién preparados, ya que la reaccion de entrecruzamiento
aun no se ha completado después del tiempo de secado inicial. En contraste, en los
hidrogeles antiguos, la reaccién de entrecruzamiento parece haberse completado, como
lo indica la falta de aumento en la fluorescencia cuando se exponen a la luz UV. Los
experimentos realizados demuestran la utilidad de monitorear la fluorescencia de las
bases de Schiff como una evaluacion del progreso de la reaccion de entrecruzamiento
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entre el GA y las aminas. Ademas, es posible lograr el mismo nivel de entrecruzamiento
con la luz UV, reduciendo los tiempos de secado/reaccion, lo que es de gran relevancia
en procesos de fabricacion industrial de este tipo de electrodos. Por otro lado, la luz verde
parece degradar los fluor6foros mediante fotoblanqueo. Curiosamente, existen reportes
donde las bases de Schiff se hidrolizan o degradan con la exposicion a la luz UV. Sin
embargo, creemos que esta discrepancia puede explicarse en funciébn de las
propiedades de absorcion de las diferentes bases de Schiff. Mientras que la mayoria de
los fluoroforos reportados absorben en el rango UV o violeta [92, 117, 118], la excitacion
principal de los fluoréforos en nuestros geles tiene lugar en la region verde del espectro.
Ling et al. observaron un comportamiento similar en nanoparticulas formadas por BPEI
y GA [92]. Por lo tanto, la principal fotodegradacion del fluor6foro ocurre cuando se
expone a la luz verde en lugar de la luz UV. Esta caracteristica de los geles permite que

la luz ultravioleta mejore la reaccion de entrecruzamiento sin dafarlos.

6.1 Caracterizacion de la degradacion del enlace imina en los hidrogeles
BPEI/GOx/GA

Inicialmente, supusimos que la degradacion tras la exposicion a la luz verde se debia a
la ruptura del enlace imina. Para verificar esta hipétesis, se llevaron a cabo mediciones
de espectro ATR-IR. Los picos observados en los espectros ATR-IR de la GOx y BPEI
(Fig. 35a y b, respectivamente) a 3361 y 3280 cm™ se relacionaron con el estiramiento
de N-H de las aminas primarias y secundarias [119, 120]. Cuando se forma el hidrogel
(Fig. 35c), estos picos cambian de una forma aguda a un pico mas amplio, debido a la
aparicion de grupos -OH durante la reaccion de entrecruzamiento y la presencia de agua
adsorbida. Ademas, el pico presente a 1525 cm! en los espectros de la GOx y BPEI se
atribuy6 a las vibraciones de flexion N-H de aminas primarias y secundarias. Sin
embargo, al formarse el hidrogel entrecruzado con GA, este pico desaparece y en su
lugar surge un nuevo pico a 1566 cm. Este Ultimo se relaciona con el estiramiento C=N
de la imina generada por la reaccién entre GA y aminas primarias. Esta asignacion se
confirmé mediante la desaparicion del pico a 1566 cm™ cuando el hidrogel a base de GA
se sumergio en una solucion de NaBH4 10 mM durante 2 horas para reducir los grupos
imina (Fig. 35e) [121].
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Sin embargo, al analizar el espectro ATR-IR del hidrogel degradado con luz verde, no se
observé una disminuciéon o ausencia del pico a 1566 cm™, lo que indica que no hubo
ruptura ni degradacion del enlace C=N. Estos resultados sugieren que el fluoréforo
presente en estos hidrogeles es mas complejo de lo que comunmente se describe en la
literatura. La mayoria de los autores que trabajan con entrecruzamiento del
glutaraldehido en moléculas que contienen aminas, como GOx y/o BPEI, atribuyen
directamente la fluorescencia a la base de Schiff [119, 122, 123]. No obstante, es
probable que la base de Schiff forme parte de un fluoréforo de mayor tamafio en lugar
de ser el propio fluoréforo. Se sabe que el GA en soluciones acuosas no se limita a su
forma monomeérica (Fig. 36, estructura 1), sin que puede adoptar al menos diez formas
diferentes, algunas de las cuales son ciclicas o poliméricas [72]. Es posible que algunas
de estas formas, junto con la base de Schiff, contribuyan a la formacién de un fluoréforo
de mayor tamafo. Esto también podria explicar por qué las longitudes de onda de
absorciébn y emision se desplazan significativamente hacia el extremo rojo en

comparacién con sistemas similares preparados con aldehidos mas simples [92].
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Fig. 35. Espectros FT-IR de la enzima GOx (a), polimero BPEI (b), hidrogeles entrecruzados con 33.3 mM
de GA antes (c) y después (d) de la exposicion a la luz verde durante 15 minutos y de un hidrogel expuesto
a 10 mM de NABH. durante 2 h (e).
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Fig. 36. Posibles formas estructurales que puede adoptar el glutaraldehido en solucién acuosa.
Reproducido de Bioanalisis. (2004) 37(5), 790-802 con autorizacion de Future Science Group.

6.2 Efecto de los procesos de fotopolimerizacién y fotodegradacion en la
respuesta electroquimica

En la etapa final, se prepararon hidrogeles utilizando una concentracion de 33.3 mM de
GA bajo diversas condiciones: uno de los geles se mantuvo en la oscuridad, mientras
gue los otros dos se expusieron a luz UV o luz verde durante 15 minutos después del
proceso de secado y antes del enjuague inicial. Estos hidrogeles se sometieron a
evaluaciones desde una perspectiva electroquimica, mediante curvas de calibracion,
como en términos de fluorescencia. La Fig. 37a presenta los resultados de la respuesta
electroquimica. El hidrogel que se mantuvo en la oscuridad registré la mayor densidad
de corriente, seguido por los hidrogeles expuestos a luz UV y luz verde, con valores de
Jmax = 48.79, 31.67 y 15.79 pA-cm=2, respectivamente. En la segunda evaluacion, se

observo una disminucion significativa de la densidad de corriente en todos los hidrogeles,
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perdiendo mas del 50% de su Jmax inicial. Posteriormente, en la tercera evaluacion, se

evidencié una pérdida ain més sustancial en la Jmax inicial, superando el 90%.
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Fig. 37. Evaluacién simultdnea de la respuesta electroquimica (a) y fluorescencia (b) de hidrogeles
entrecruzados con 33.3 mM de GA expuestos a diferentes luces. Las evaluaciones electroquimicas (EQ1-
3) representan tres curvas de calibracion independientes en PB 0.1 M pH 7.4 utilizando un rango de
concentracién de glucosa de 0-100 mM.

En las evaluaciones de fluorescencia (Fig. 37b), se observaron cambios similares a los
descritos previamente después de las exposiciones de 15 minutos. Tras el proceso de
hidratacion/hinchamiento durante la etapa de enjuague, todos los geles mostraron un
aumento en la intensidad de la fluorescencia. Este cambio podria ser atribuible a las
variaciones en el indice de refraccion entre el medio (0.1 M PB pH 7.4 vs. aire). Ademas,
el proceso de hinchamiento podria reducir los fendmenos de autoextincion (self-
guenching), debido a la mayor separacion entre las moléculas de fluoroforos en el estado
hidratado en comparacion con el estado deshidratado, amplificando las intensidades de
fluorescencia, como se puede observar. También, es importante destacar que la
degradacion inicial del hidrogel expuesto a la luz verde resultd en una intensidad de

fluorescencia menor que la de los otros dos hidrogeles durante todas las evaluaciones
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posteriores. Después del proceso de hinchamiento, se aprecia una diferencia notable
entre los hidrogeles expuestos a la luz UV y aquel que se mantuvo en la oscuridad,
diferencia que se redujo a medida que avanzé la reaccion de entrecruzamiento en el
hidrogel mantenido en la oscuridad. En contraste con la densidad de corriente, en ambos
hidrogeles se observé un aumento en la intensidad de la fluorescencia entre la primera
y la segunda evaluacion electroquimica. Incluso después de la tercera evaluacion
electroquimica, cuando se habia perdido la mayor parte de la corriente, la fluorescencia
seguia siendo comparable a la obtenida durante la primera evaluacion electroquimica.
Estos resultados excluyen la hipétesis de que la degradacion observada se deba a la
pérdida o ruptura de los enlaces imina, lo que sugiere que el mecanismo de degradacion

de los geles esta directamente relacionado con la enzima.
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7 Conclusiones generales

Se llevo a cabo la caracterizacion morfoldgica de los hidrogeles basados en BPEI/GOx
entrecruzados con EGDGE y GA mediante dos enfoques distintos. El etiquetado de los
hidrogeles entrecruzados con EGDGE permitio la identificacion de la distribucién espacial
de la enzima y el polimero en el hidrogel. En cuanto a los hidrogeles entrecruzados con
GA, la fluorescencia intrinseca proporcion6 informacion sobre la distribucion espacial de

los enlaces de entrecruzamiento y su densidad por unidad volumétrica de hidrogel.

Se investigo el efecto de la naturaleza y concentracion de ambos entrecruzadores en la
morfologia de los hidrogeles. Cuando se entrecruz6 con EGDGE, hubo una mayor
segregacion de los componentes. Para el GA, al disminuir la concentracion del
entrecruzador, la morfologia tuvo una transicién desde una estructura homogénea y
gruesa hacia una estructura mas heterogénea y delgada, similar a los hidrogeles con
EGDGE. Las diferencias morfologicas observadas en la perfilometria y microscopia de
fluorescencia se correlacionaron con los resultados de las propiedades mecanicas de los
hidrogeles. Se observé que los hidrogeles entrecruzados con GA presentaron valores
mas altos de modulo de elasticidad, dureza y rigidez en comparacion con los hidrogeles
entrecruzados con EGDGE, lo que puede estar asociado con las redes mas compactas

gue forma el GA.

Los andlisis de TGA y DSC mostraron que, al formar los hidrogeles, se produjeron
diversas etapas de descomposicion con diferentes procesos endotérmicos vy
exotérmicos. En el caso de los hidrogeles con EGDGE, se observaron Unicamente dos
etapas, posiblemente debido a la presencia de una Unica forma estructural en el EGDGE
en comparaciéon con las multiples formas en el GA (cuatro etapas de descomposicion).

Se identific6 que los hidrogeles entrecruzados con EGDGE presentan un mayor
hinchamiento y disolucion debido a la presencia de grupos polares como -OH en
comparacion con los entrecruzados con GA. Sin embargo, el depoésito de los hidrogeles
sobre un sustrato, mediante drop-casting, permitié retener su estructura tridimensional,
lo que se favorecio en superficies de oro en comparacién con las de vidrio, logrando una

mayor estabilidad.
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En cuanto a la respuesta electroquimica, se observo que la red polimérica mas compacta
de los hidrogeles entrecruzados con GA limita la difusion del transporte de masa de la
glucosa. En los hidrogeles con EGDGE, la sefial depende principalmente del nimero de
enzimas inmovilizadas, lo cual esta relacionado con la concentracion del entrecruzador.
Asimismo, aunque la mayoria siguen una tendencia con respecto a la ecuacion de
Cottrell, las concentraciones de 33.3 mM para EGDGE y 3.33 mM para GA, se observa
una desviacion negativa de la linealidad a tiempo largo, lo cual puede atribuirse a un
comportamiento de capa delgada. Debido a la complejidad de los sistemas estudiados y
la presencia de multiples factores, aislarlos resulta dificil. A pesar de esto, se plantea la
hipétesis de que el transporte de masa y la liberacion de sitios activos de las enzimas

podrian estar contribuyendo en mayor medida en este sistema.

Los pardmetros analiticos muestran que los hidrogeles de GA muestran una mejor
estabilidad, reproducibilidad y precisién con respecto a los hidrogeles entrecruzados con
EGDGE. Sin embargo, para este trabajo los parametros analiticos obtenidos no definen
si un sistema es mejor que el otro, sino que abren la posibilidad de diferentes aplicaciones
para cada uno. En este sentido, de acuerdo con los resultados obtenidos, los hidrogeles
basados en EGDGE pueden ser candidatos potenciales para aplicarlos en biosensores
electroquimicos que pudieran ser autodegradables debido a la baja estabilidad y
biocompatibilidad que presentan. En el caso de los hidrogeles basados en GA, su
potencial uso seria en sistemas de deteccidn electroquimica para monitoreo continuo de

glucosa, como por ejemplo sistemas microfluidicos organ-on-a-chip.

Con los resultados de este trabajo, se abrié la posibilidad de futuros estudios para
mejorar la estabilidad de los sistemas, para un monitoreo continuo. De la misma manera,
surge como trabajo a futuro comprender mejor la estructura y los mecanismos de los
fluoréforos presentes en estos sistemas, ya que los resultados sugieren que la
fluorescencia intrinseca de los hidrogeles podria ser el resultado de un fluor6foro mas
complejo que la base de Schiff. Finalmente, se demostro la fotoactividad de la luz UV y
verde sobre los hidrogeles entrecruzados con GA, lo que permitié caracterizar parte del
fluoréforo responsable de la fluorescencia intrinseca de estos hidrogeles. Estos
experimentos destacaron la utilidad de monitorear la fluorescencia de las bases de Schiff

como una evaluacion del progreso de la reaccion de entrecruzamiento entre el GA 'y las
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aminas. Asimismo, se logré un nivel de entrecruzamiento similar con la luz UV, en
comparacién con un tiempo prolongado de reaccion, lo que es relevante en aplicaciones
industriales de este tipo de electrodos. Ademas, se evidencié que la disminucion en la
respuesta electroquimica no se debié a la ruptura o pérdida de enlaces imina, sino que

podria estar relacionada directamente con la enzima.
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8 Anexos

a)

Fig. Al. Zonas centrales y periféricas para analisis de microscopia de fuerza atdmica de hidrogeles
entrecruzados con 33.3 mM de GA (a) y EGDGE (b).
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