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Fig. 3.1 Espectros diferenciales de los complejos Metal-Zincon.
Condiciones: Zincon 40 uM Tris-HCl SO mM pH B8.2 vy las

.conéentraciones de metal indicada.

38









L

|







1A B
154 '
£
[ - €
S 2
8 i
[ 104 o
Y B
N
['s) - <
P g < 20 40
=
. [Zn2+ M
54 ¥
~
/ i . — : o ,v‘. .V
] 0002 0.06 OW 020 70,40+
) - >
Ka i [an-*],_pM
\Qooz 010" 020=
= 1 i 1 L
4
E
c
8 -5 ;
N o
[ ®-0.4
2 ¥
5 2
<
< . 's]
= aed < -oe -

Fig. 3.2 Graficas de dobles reciprocas en la region’
cambios  en

2+
. By D son

hipercromismo (A} e hipocromismo (C) de los

absorbancia contra concentraciones crecientes de In

las graficas lineales. Condiciones: celda de referencia vy

Zincon 40uM Tris—-HC1 SO mM pH 8.2 vy las
2+
concentraciones indicadas de In

~muestra contienen
vol, final 3 ml.
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Tabla 3.1

“Constantes de asociacién,, disociacién y - para-los

:de}eJQsﬁﬂétalfiiﬁéonayieﬁ“ﬁFéééﬁéiéide'Dtrus'meﬁaié5 .
Campléjasﬂ . 1ogygls -qu'tﬁmi{‘ Aetam™ren ™
p.ii,yiAmaﬁiﬁ RN S BNt D s
o =
537-600 nm 4,39 40,01 28.79
S37-474 rm ‘ 2,57 2662.18 .52136"70v
="

29620 nm 4.19 »64.44 46425
529-482 nn .89 127,32 -
In*t & Mgct 40 uM

529-620 nm - e ea,iz.é 4.9 4966 -
zn®" + e a0 am

TBR9-620 nm ' . 4.28'  U2. 39 A4l.bb
Zn24v+ Cag+ iOé uM-‘ . -

S29-620 nm ’ 4.9 40,29 .71
H92+

54@*61@ fm I.07 832;20 b, 4
5404472 nm .00 ?§7;80 13,35
FeE+

S90-492 A “aszo RS G9,ma
Mn2+ '
&609-491 nm S. 49 I.16 -22.57
Ca2+

597-490. nm 3042 372,75 ~67%. 65
Ng2+ 0 V 0 0

Los valores  de  las cunatantes para Fe2+, Mr\2+ Yy Daﬁ+ s
obtuvieron a intervalos de 1 minm en la titulacidn., Condiciones:

Zineon 40pM Tris-HCL SO aM pH 8.2, vol. final 2 ml para cada uno.

a5



\
L






Ty el
: e
- [ -




ABSORBANCIA

Zincon
478 nm

.\‘/‘.
0.80 4 .

| Cu-~Zincon As37-600 am

Zn-Zincon As29-620 am

| G RN TS FRRORECR’ PSR Y SR R | T T

T T ; RERUS Do
2800 i 900 Lo} [N

LR
5.0 6.0 - 2T
MES MES PIPES . MOPS™

i : 0
“TRIS-CI TRIS-CI * ' CHES: " "CKES ~ CAPS  Ca°§
: : . pH

Fig. 3.3 . Perﬁl.es de pH para Zincon, Zn-Zincon vy Cu-Zincon.
Condiciones: ﬁmortiguador 500 mM pH indicado en el eje X, In-

Zincon y Cu-Zincon 1:1 40 uM cada especie, vol. final 3 ml.

49
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Zn-Zincon 529-620 nm
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0.60 ~ B Cu-Zincon 537-600 nm
< q
2
Z 0.40
g:l 4 Zn-Zincon 529-620nm
O R
w 0.20 ~
[24]
P -
0 v & ‘—FﬁL T§ T -+ g + T -+
5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
MES 500 mM pH

Tris-Maléico 500 mM

Fig. 3.4, Ferfiles de pH p'arvé.[Zn-.Zin;:cjn iy ,‘\iCu—,,Zi'r‘ucon".

_an’dicioneé: A, Tris-HO OO mb MES 500 mM pH- S.0 "y 'E.._“ﬁ._,

i Cu~Zincan ey









A 4mM EDTA . B

‘L ' 4mM EDTA
|
.|8As529-620 :
. 8As37-600
I 0.0 _ ]:-O.ISO
! i —d
50 seg . : 50 seg
Zincon », : Zincon
40¥|JM 4of;M
K - Tt
40 M Zn2* 40 M Cu2*

C 1O mM Cisteina

|

o.»oI

AA 537-600

—
50 seg

Zincon
40 pM
20 pM Cu?t
Fig. 7. .= Re.=zrsibilidad de los cohplejos Zn-Zincon 'y Cu;Zinconf
Condi:: :ones:  Zincon 40 uM Tris—HCl SO0 mM pH B.2 .y las .
concer—-+aciores de EDTA, EGTA y Cisteina indicados, vol. Final+ 3

ml,
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‘- Tabla 3.2

Efecto. de los agentes. quelanter qabFE'

los ramplejos Zn Zlncon y Cu—Zlncon

A metal queladu;

Metal | EDTAL . . EGTA CISTEINA

4 “fﬁM 'f"io' A m () Co4 M 10 mi
zn** ,96 9 - e
cu® ;'1,55 1. ay,,, 99.3% 96. 36

cnndicidnes- Tincon 40 uM Tr1s~HC1 50° mM pH’S;:.'ypl; Final T ml;

EDTA; EbTA NTA Yy LlstE1na 4 mM Y 10 mM cada uno.'ztbnélg”Fihalj -
2 D :

Zn“4 Y Cu“? 4“ uM, conc.  Ffipal. DatD" : Dbtenldos por

espectrofotometrzn de doble haz.,mcdufdu31, a u29~6”ﬂ nm para ln-

Zlncan Y S37= 600 nm- para Cn ancon.,(4ivno == determlno; (X) en

445 ming (®) en 21.6 min.
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:Tabla. ss

Reparto del Zlncon v lns cnmplegus Metal Z:ncon

"’en snlventes Drgénlcms o

Solvente

“Zn-Zincon :— 'DufZincon
Hesano LB7LEC et 100
Tolueno 97 g 00
Condiqiohé5£7 ‘ada tuba de enbaye cont1ene 3 m1 dc ZLHCDH 4“ u,

‘1 cada ESpEClE), Tris- HDl 50 mM pH' 8.2 v

Zn—Zinch:DTCuezlncon ¢

3 iml d§=%§di§eﬁfe ; Se agltaran v1gnr051mente' por  1“m;n5 se
dejaroh'kén reposd ”U min y se centllFugaan & 15000 rpm 3 mir
AmﬁasjfasesWSEﬂseparaﬁqn”y,cuanti#icarqn @n - wun “eséectruﬁotdmeixq,_
dev doble haz, trazando espectros absolutos en bgrridé de - 400 5

700 nm. Las fases orgdnicas no mostraron  cambios. . en la’

absorbancia en ningdn caso.
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5 ABSORBANCIA 29 - 620 am

_Bazo0l -

40 M zn2*
LIPOSOMAS

prom i
50 sec

" TRITON 0.2 %

Fig. 3.7 Interaccién con:membranas modelo (liposomas). Espectro
~diferencialial 529¥620 nm'de ilos ‘cambios en la absorbancia después
" 2+ :

de agregar 'Z y Tr1ton X 100 0.2% a  liposomas cargados - con

Zincon, Tris- HCI 50 mM Sacarosa 150 mM pH 8.2, vol. final 3 ml.
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1,50 = : ////
® MITOCONDRIAS
0O LEVADURAS
& R ribrum
[ O CROMATOFOROS R. rubrum
c W CONTROL 7
O) -
~ 100
<
st
O
2
=
[ea]
S
& 0.50
m
<
()
=T T 3 T i.if}:l tf I
10 20 30 40 - .50 80
[ZINCON] pM
Fig. 3.8 Interaccién con membranas bioldégicas. Condiciones:

cada tubo contiene la conc. de Zincon indicada en el eje X, Tris-
ACI 50 mMpH B.2, vol, final 2 ml. Cada membrana se incubd 5
min, las mitocondrias, levaduras y bacterias se centrifugaron 20
min a 15000 rpm a 4°C, los cromat6foros se centrifugaron 1.3 hr a
40000 rpm a 4°C. El saobrenadante se leyé a 479 contra el

control (sin membranas)




0.5001
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0.4001
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0 | 3 10 iI5 20 24

Fig. 3.9

diali;adqs :

mortiguador. Condiciones: . -~ ver

diagrama

6. del. Cépi‘tﬁtld . /Cf'dm:ét.d‘fprfq_é R
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100+

o 80--
3
hat |
1=
O 601
O
g L
© 4071
=
N =
X 20¢
2+
Fig. 3.10 Porcentaje de Zn encontrado al cabo de 24 hr en
2+
cromatéforos enteros incubados con Zn . Condiciones: ver

diagrama de flujo 1 de la secc. 2.6 Capitulo 2 Materiales y

Métodos. A, sobrenadante del medio de incubacién; B, dializado

contra Tris-HCl1 S50 mM pH B.2; C, dializado contra Zincon 40 uM

Tris-HC1 SO mM pH B.2; D, suma de lo encontrado en A y B (Zn2+

fuera del cromatéfora); E, diferencia del medio de incubacién

menos D (Zn2+ dentro del cromatéforol); F, suma de lo encontrado
2+

en Ay C (Zn fuera del cromatéforo); G, diferencia del medio de

incubacién hénos F (error al cuantificar).







' CONCLUSIONES

) metalocremics . Zincon est un oreaciive (LA par
e . : E E B
cuantificer In por varlasitazonesr

2) Ez  selectivo para’un gripd’ Feducide  de icnes  asetslicos:

pera no para Mgt .
. . ~ . e LAy
by o Debido a gque la ¥d por Zn“4‘y Cu“+ sOn muy. peguefas . (Me0-40

ut) o permiten cuantificar dichos iones metdlicos desde 'ELS i

2 RO=40 'uﬁ. £ pesat de gue gstos valores  de Kdo pﬁdﬂian

alﬁefaﬁ‘ lag-concentraciones del i s posible

wEilizar 7muy” poco SZincon pare A que ambos

os, Ln=Zingon y Cu—Zincor,

decii,i con muy poco metalocrémico se cen grendes cambics Ten

la: absorbericia al formar el compleje metal-metalocrdmico.. Eno.el

¢ del complejo Hg—lincon. se pueds decir dque el Zinceon es ideal -
para cuantificar .dicho metal porgue ‘los valorss debid vy ZX~; [=Telq]
muy altos v el complejo.es estable por -dos horag.
' u B . : o o
El. Zincon se puede wtilizar para cuantiticer Ca™ 0 Fa y
= : . ) LTy e .
MnT o pero tomarido en cuenta que los complejos sen inestables, por

io, gque. Ya titulacidn debe hacerse s intervalos.de 1 min. . Los.

""" B = e =

iohes .  metdlicos Mg y..Ca fo _intarfif Coris i gErablenent

ia formacion del complejoylh—lincc3 ;;

) Una ventaja qua’ posee este método, .en ccmﬁaﬁacidn con otros:

e

e : R L BRI IR
metodologias, es gue la cuantificacion de In™ ., Cu™ "y Hg

P

se
hacen en-un s8lo paso, a temperatura-ambiente, sin periodos de
incubacidn, sin la intervencidn de otras reacciones guimicas para

farmar - los complejos, no-es un. método destructivo y no es  caro.
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[aE5s

proveniente

zaluciones =700

‘ e 24+ A N .
cuantificar Zn pove-aryibs de opb 700 ~7.9

ndigntemente - del ‘amortiguador empileados sin  embargoy con’

Trig—HEY G500 mM se puede hacer desde pH 6.0. Mo o existe  ninguan

' : L i s g SR ‘ .
problems cpare Sduantiticaer Cu desde pH .0 hasts pH 11,0 con

mortiguadores utilizedos en este

s fevercibilidad de los complejos I Y.
onoamly. an’ teoria ™ debs selr

similar: debido a los valores ds

2

alterar las concentracionss de Cu libre en forma irreversible.

<

pirentoinenc (eoglvente . aromaticol:

inson o membranas mods

)
i

Bie cusntifipas

memntiranas  bicldgi

por lo quE es pos

bioldgico

Bin’ oroblemas - de ogue =@ reactivo o el
complejo ss introduzca a la membrana o se o adhiera & ella,

situacidén que podria altersr las lecturas del método.

[s}} Una Forma de utilizar este metalocrémico es  scelerando la
' ’:.'!- s : x . s
salida de-In calodializar muestras gue  contengan o dicho ion

metalico. 'Esta~<mﬁtmdolag£ﬁ no.es nueva ni. revelucignaria, @ ya
gua. s coman-utilizar -agentes quelantes pafﬁ eﬁtraev:mefales de
muestras él;dializar. Sin embargo. utilizando Zincom es pogible
o - _ESTATENS WD ORRE
e | N
' SALR RE A JBoTEGR



=03 a3 OIFOMILOS, A
del - Zinoon, . aparentements. ajeno a- Biplogia, . abre rusvaes

puertaé al estudio da la funcicdn de los metales

las . organismos vy sOn una vie de acercamiento de dos ciencias us
g )

cade dis sstin mids interrelacionadas: la Quimica 'y la Bislogia.
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