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RESUME!! 

una disminución en la absorbancia de las soluciones dG Zlncor,, 

El 
r:•+ 

Mg"'" no interactúa con el Zincon, ni e: ~-mbia sus 

carac~e1"ísticas espectt·oscópicas. 

La de Ci::i. 2 + '/ no con 

del · comp lejc·· Zn-Zincon. 

los diferentes complejos que forma el Zincon~ 

san muy grandes, en el ot·der1 de 6 a 49 mM-l 
-1 

cm .~ p:.,¡ 

qu~ el complejo C~-Zir1con lo eE p~rci~lment~ 

Zincan .no atraviesa la membrar1a de iiposomas nJ 

inte1·acciona·con membranas biológicas. 

Es posible utilizar el Zincon para mQdir la velocidad de 

'")+ 
salida de zn- al diálizat· muestt·as biolog1cask 

Todas.estas caracte1-{sticas hacen del metalocrómico Zincon 

un reactivo muy Qtil en el estudio de sistemas biológicos-



ABREV I ATUF:AS 

CHEB 

c:onc~ concentt·ac i ó ["¡ 

EDH'I ácido etilendiaminotettNa~cético 

E5TP.. t', ~ 1, 
1\1 ; !'J,-

-~· 
g ~uer=a de la gr2vedad 9ft8 ms 

'MES 

MOF'S ácido (3-CN-Mor·Folino)p1·cµ3nosul~6nico 

NTA ácido nitrilotriacéticc 

p .. e .. punto de ebullición 

p. T'. punto df:..: -7'.us::. C:íl 

p.j punto isosbéstico 

(ácido CPiperazin-N,N'-bis(2-etanosul~onico))~ ácida 1,4-

P1pe~azinedietanosul~ónico)) 

pc~so molecula1-

prot Proteína. 

revoluciones por minuto 

T¡:;:IS hidroximetifaminometáno 

Triton X-l.00 Oéti-1 -Feno;<i polieto~:i1~t .. :.-nt:1 ! 

velocidad promedio de salida de Zn2
+ 

voL valumGn 

Zincon ácido 2-carboxi~2'hidoxi-5'sulfoformazilbenceno 
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1. 4 OBJET1 ve· 

1t1c::,nc1on¿1doi::~. hi..i 1-epor·tc:\clc-, J;;i,:;:, c2:~;::1ctt::1 ~.:::·t lc.:.t~-. ·f~:.:1c;:.:.':_ '/ 

..:¡u..:~ pF~1-mitc:::r1.Lt-Lili:~¿,1-1u E·r: ~:i~-:.tem¿ti::.. bir;!.<':!~¡i·:~or_, 

ot¡jetivo de ~ste trabajo: 

·y quifnic2s que permitan. el uso del Z1ncon en sistemas biológicos~ 

Parn li~var ~=cabo el objetivo~ se realizó la ~iguiente 

secuencia par~ ~btenei· los datos necesarias: 

co~stsntes es posible determin~r el 

detectc:1.bles CC1n 

complejos con Zincon. También es útil para los estudios en 

sistemas biológicos para no alterar 

metales en las células. 

las concentraciones de 

C> SolubÜi.dad en solventc2s Dl·gtnicos alifáticos -y at·6mátiC:os, 

he~:ano y tol-L.\E·na, t~-espec:livamente .. 

21 
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t...'~ 1 l_ !-_• ~ (': 1 ·1-+ '.ít- t'. 
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A 
Zn-Zincon 

620 

482 603 

B 
Cu-Zincon 

474 

e 

]" "' I~ • .. ~,..... 

400 500 600 

·1 

492 

491 

G 

700 400 500 

LONGITUD DE ONDA (nm) 

~09 F 

Mn-Zincor. 

600 700 

Fig. 3.1 Espectros di~erenciales de los complejos Metal-Zincon. 

Condiciones: Zincon 40 uM Tris-HCl 50 mM pH 8.2 y las 

concentraciones de metal indicada. 

39 
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Fig. 3. 2 Gráficas de dobles recíprocas en la región 

hipercromismo <Al e hipocromismo <Cl de los cambios en 
2+ 

absorbancia contra concentraciones crecientes de Zn B y D son 

las gráficas lineales. Condiciones: celda de referencia y 

muestra contienen Zincon 40uM Tris-HCl 50 mM pH 8.2 y las 
2+ 

concentraciones indicadas de Zn , vol. final 3 ml. 
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Tabla 3.1 Constantes de asociación, disociación y para los 

complejos Metal-Zincony en presencia de otros metales 

Complejos 
p. i. y' Arna>: 

537-600 nrn 

537-474 nrn 

Zn2+ 

529-620 nm 

529-482 nrn 

-~~ Mg¿+ 40 µM 

529-620 nm 

zn2 + + Caz+ 40 µM 

529-620 nm 

Zn2+ + Ca2+ 100 llM 

529-620 nm 

Hg2+ 

540-610 nrn 

540-472 nrn 

Fe2 + 

590--492 nrn 

Mn""+ ------

609-491 nrn 

597-490 nrn 

1og 101".s 

4.39 

2 .. 57 

4. 19 

3.89 

l.J. .. 12 

4.28 

4.39 

3.07 

3.00 

4.30 

5.49 

::!:. lf2 

o 

J(d C11M) 

40.01 28.79 

2662. 18 -2136 .. 70 

64.44 46 .. 25 

127.32 

74.::.;9 49.66 

52.39 41 .. 66 

40.29 
--------'-------------

832.20 6.94 

9_97.80 -13.35 

49;50 - -99.24 

3. 16 -22.57 

'.372. 75 -63.65 

o o 
----·~-----~-----------------------,,-¡--~:-------~---

Los valores de las constantes para Fe- , Mn- y ca- se 
obtuvieron a intervalos de 1 miri en la titulación. Condiciones: 
Zincon 40µM Tris-HCl 50 rnM pH 8.2. vol. ~inal 3 rnl para cada uno. 









1.0 e.o 9.0 l'.0 5.0 
MES 

6.0 
MES PIPES MOPS hlOPS TRIS-CI TRIS-CI CHES 

IO 
CHES CAPS C.o.:>S 

pH 

Fig. 3. 3 Perfiles de pH para Zincon, Zn-Zincon y Cu-Zincon. 

Condiciones: Amortiguador 500 mM pH indicado en el eje X, Zn-

Zincon y Cu-Zincon 1:1 40 uM cada especie, vol. final 3 ml. 
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A 
Cu-Zincon 537-600nm 

<( 0.60 
o z 
<( 
co 0.40 o: o 
CI) Zn- Zincon 529-620 nm 
en 

0.20 <( 

o 
5.0 6.0 7.0 e.o 9.0 10.0. 

Tris - CI 500 mM pH 

0.60 B Cu-Zlncon 537-600nm 
<( 

l5 z 0.40 
<( 
ro Zn-Zincon 529-620nm o:: o 0.20 (/) 
ro 
<( 

o 
5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 

MES 500 mM pH 
Tris- Moléico 500 mM 

Fig. 3.4 Perfiles de pH pare< .. Zn-Zinco.n y .Cu-Zincon·. 

Condiciones: .A, lds""HCl 500 n¡M; B; . ME.s 500 mM pH 5.'0 y ::.5, 

lt"is-Maléico 50.0 mM 'p~ 6.0 ;~, ·1Ó~'cr; iri-.zincon' y Ci:t.;..Zincon 2: 1, 

50 
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Fi g. -

A 4 mM EDTA B 
* 

Tt.A529.520 
•O.IO 

1---1 
~o seg 

Zincon 
40 yM 

+ 
t 

40 yM Zn2+ 

e 

:.mcon 
40 Jl~ 

+ 

IO mM Cisteíno 

i 

t 
20 yM cu2 +. 

Il!A531-600 
•0.10 

~ 
50 Hg 

Zincon 
40 jlM 

+ 

O.tO[ 
b.A 537-600 

1---i 
50 seg 

t 
40 ,PM 

4mM EDTA 

i 

cu2+ 

Re·.·Er-sibilidad de los complejos Zn-Zincon y Cu-Zincon. 

Candi.:::__ .::::>nes: Zincon 40 uM T~is-HCl 50 mM pH 8.2 y las 

concer--:---··acior-es de EDTA, EGTA y Cisteína indicados, vol. -Final 3 

ml. 
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Metal 

zn2 + 

Cu2+ 

Tabla 3.2 

E·Fecto. de tos agentes qLtelantes sobn~ 

los complejos Zn-Zincon y CLt-Zincon 

~ metal quelado con: 

EDTA EGTA !\ITA 

4· mM · 10 mM 4 rnM 10 mM 4 mM 

96;9 98.3 97.5 96.5 

1. 85 1. 83 1.85 1.83 

CISTEINI~ 

4 mM 10 mM 

99.3* 96.3@ 

Condiciones: Zincon 40 1.1M Tt"is-HCl 50 mM pH 8 •. 2, vol. ·Fi.nal 3 rnl; 

EDTA, EGTA, !\ITA y Cisteína 4 mM y 10 mM cada uno~ ~ont~ fihal; 

zn2 + y conc. fl nal. Datos obtenidos por 

espectrofotometría de doble haz, modo dual, a 529-620 nrn para Zn-

Zincon y 537-600 nm para Cu-Zincon. (-) no se determinó; (*) en 

44.3 rnin; (1]!) en 21.6 min. 
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HB.G 

HEXANO 

400 500 600 

LONGITUD DE ONDA ( nm) 

478 

. 4 :10 500 600 
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0.20 

o 
700 

0.60 

040 

0.20 
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CD 
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;o 
CD 
)> 
z 
(") 

~ 

Fig. - . :, · F;;;::.:ir-to en .solventes orgánicos. Espectros absolL1tos. 

A , z~-::;:,n, CÚ-:}'irl<:;.óny Zh-'Zincon 1:1, 40 uM ce.da especie, 

Tds-HCl 51J .. ·· ·niM P8 eí2:z, ~~~l:'. *'i nal :{ m\; B; D. y F . fase acLtosa 

e::tt-a ~e:,: dE :::=\•ITie~cl{~~~·~. mli h;~(~a;,-6 ~· tc;lLt~no '<ver- secc. 2. ~. 
del. Cap::-:ú1c ~- ~atei'áf~~-iMé~~¿;~l ·.~··· .·.~ .... -:->'°->~. 
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Solvente-

HeHano 

Tolueno · 

Tabla 3.3 

Reparto del Zinco~ y 1os complejos Metal-,Zincon 

en solventes orgánicos 

Zn-Zincon 

- 87.5 

98.3 97.9 

la -fase acuosa 

Cu-,Zincon 

100 

100 

Condiciones: Cada túbo de ensaye contiene 3 ml de Zincon 40 uM, 

Zn-Zincon o Cu-,Zincon- (1: 1 ·cada especie), Tds-HCl 50 mM pH 8.2 y 

3 ml de ·solvente. Se agiiaron vlgorosamente por min, se 

dejaron en reposo 20 min y se centri-fugaron a 15000 rpm 5 min. 

Ambas -fases se_ separaron y cuanti-fic.:won cm un esp_ectt·of'otóme_tro 

de doble haz, trazando espectros absolutos en barrido de 400 a 

700 nm. Las -fases orgánicas no mostraron cambios en la 

absot·bancia en ningún caso. 
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t>. ABSORBANCIA 529 - 620 nm 

) 
LIPOSOMAS 

~O yM Zn2+ 

l 50 uc 

40 yM 
TRITON 0.2 'Y. 

Fig. 3.7 Interacción con membranas modelo (liposomasl. Espectro 

diferencial a 529-t;i20_nm _de los cambios en la absorbancia después 
2+ 

de agregar Zn y Triton X-100 0.2% a liposomas cargados con 

Zincon, Tris-HCl _50 mM Sacarosa 150 mM pH 8.2, vol. final 3 ml. 
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Fig. 3.8 

• MITOCONDRIAS 
O LEVADURAS 

b f!. ru'brum 

O CPIOM"ATOfOROS !!· rubrum 
• CONTROL 

10 20 40 50 

[ZINCON] jJM 

Interacción con membranas biológicas. 

60 

Condiciones: 

cada tubo contiene la conc. de Zincon indicada en el eje X, Tris-

HCl 50 mM pH 8.2, vol. final 2 ml. Cada membrana se incubó 5 

min, las mitocondrias, levaduras y bacterias se centrifugaron 20 

min a 15000 rpm a 4ºC, los cromatóforos se centrifugaron 1.3 hr a 

40000 rpm a 4ºC. El sobrenadante se leyó a 479 contra el 

control Csin membranas). 
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0.500 

0.400 
V=0.17 mM/h 

~ 
E 0.300 

~ 
t) 
e 0.200 

,N, 

0.100 

V=0,03 mM/h 
I 1 1 1 

o 2 3 'º 15 20 24 

Tiempo (hr) 

Fig. 3.9 Incot·po1·aci6n de Zn2+ a ct·omatófo1·o!S de í':s. ~ 

dializados Condiciones: ver 

Cromatóforos 

Zincon 

~ s¡;lL1bi 1 iza dos y 
, ',' 

µM Tt- i s-HC 1 50 

horas. 
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o 

1-
~ 

e 
Q.) 

•1-o 40 e 
N 1-

~ 

* 20 -
11 
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2+ 
Fig. 3.10 Porcentaje de Zn encontrado al cabo de 24 hr en 

2+ 
cromatóforos enteros incubados con Zn Condiciones: ver 

diagrama de flujo de la secc. 2.6 Capítulo 2 Materiales y 

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

contra Tris-HCl 50 mM pH B.2; e, dializado contra Zincon 40 MM 

2+ 
Tris-HCl 50 mM pH 8.2; D, suma de lo encontrado en A y B CZn 

fuera del cromatóforol; E, diferencia del medio de incubación 
2+ 

menos D CZn dentro del cromatóforol; F, suma de lo encontrado 
2+ 

en A y C CZn fuera del cromatóforol; G, diferencia del medio de 

incubación menos F (error al cuantificar). 
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CONCLUSIONES 

EJ, ('_·i_::. l 
,..:· .. 1-

c.•_1t..•.nt1.f1cex Zn"'"· pc11 ~/t.:~1 :l?.fo i~t:\Zone~;~ 

b) Debido a que la Kd por Zn2+ y cu2 + son muy pequeAas ('"60-40 

µMl PE'nniten cuerntif'ica1· dichos iones metálicos desde 2.5 µM 

A pesar de que estos valo~e~ de Kd podrian 

las concentracion~s d~l ior1 metálico libi-e, es posible 

0ti-li=ar mu~ poco Zincon par2 cGentíficarlos~ 

comple3os; Zh-Zincon y Cu-Zi-ncon~ paseen al~os vaiores_ de 

la absct·ba11cia al farm2r el complejo metal-metalocrómico~ En el 

caso del complejo Hg-Zincon se puede decir que el Zincon es idea! 

pa1·-a i:::uarrtificat· dicho met.:.\1 pcH-que los valot·es d5' ~<d _y tJ E son 

muy altos y el complcj~ es estable por dos ho1-as. 

El Zincon se puede utilizar p~ra cuantific2r C22+~ Fe~+ y 

";.¡... 

Mn- pero tarnar1C:-:: en cuenta que los compJ.ej1.:>s· ser inestables, po:-

lei qLtE'- la tit.ulacicin debe hacersr: e: inte,..-valos de· 1 min.. Los 

iones m~tál icos 1-;¡~ 2+ y- Ca.2 + no i n~-~ú--·(!~r~r1 -c·a-ns f ae·t--abl~mente 

la formación del complejo Zn-Zincbn. 

el Una ventaja que pose~ este método, en comparación con otros 

metodologías, es que la cuanti~icácidn de zn2+, cu2 + y Hg 2
+ se 

hacen en un s6lo paso, a. temperatura ambiente, sin periodos de 

incubaciór\~ sin la intervención de otras· reacciones quimicas·para 

los complejos, no es un método destructivo y no es cat·o. 
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t: (J r; !_ ¿¡ il I :: j j ,.\ .- .; '..i: : L : ' r.· ;;:.~ ¡ 

d) 7. o -7.::; 

·ti- i s-HCJ 500 mM se puede· hacet- desd~ pH 6.0. No e~iste ningún 

problema para cuantificar Cu 2
+ desde pH 5.0 hasta pH 11.0 con 

'/4-
r.•.ltet-al'"' las c:o11contr2tciones de Ct.t- l ib~-e Pn -t:orma i1-1-G"·v·t:-:t~sible,. 

f) Zn-Zincon y Cu-Zincon J;::i ~on sclLtblt:is:: ni 11~~1 

(solvente 2li~ftico) ni en tclueno (solvente aromáticoJ~ 

sis:~m6s biolcigicoE. GJn probl~mas d2 que el reactivo o el 

complejo se intr-odu~ca a l~ mernbran2 o SE adhiera a ella~ 

situación que podría ~ltera1- las l~ctu~·c,s d~l método. 

g) Unt:1 -forma dE1 ut i 1 i z¿'t1· e~~te metal oc r ó:n.i co es .;;ce? 1 e!· ando la 

'7.'•-1-
Scilidci. de Zn....... al dializ.ar mues.tt·2s quE:· ccJrYtt:?rige.n dicho ion 

metitl ico. Esta métaciolog!a no es nue'1& ni 1·8vcluciona1·ia, ya 

qu9 es .comLtn util-iza1- c.\g,~ntes qL1el8ntes par·a e~~tre.ei·· metales dt-2 

Sin embargo~ utilizando Zincon es posi~le 
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ciE'] 

Cí JJUL·•.:i~:.: E·;.·t.1"c.:C~1""t:.~~· ~~Cii.C.l !_;, 

0.¡ 

':' \"i~-· o He-

El oztudio dE'tallado d~ les met~lo=rcmicos, ~n este c~sc 

Zincon~ Biologí1:.'.~ 

puertas al est~dio de la funci6r1 de los nletales d~ tr~~sición en 

los organismos y sen una vía de acercamien~o de dos ciencias que 

cada día ~stán m~s j.nt~rrelacior1adas: la Ou!mjca y la Biología. 
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