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Introducción 
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Alta velocidad de 
identificación 

Bajos límites de 
cuantificación 

Posibilidad de 
miniaturización para 

medidas in-situ  

Baja generación de 
residuos tóxicos 

AGNES  
(Absence of Gradients and Nernstian 

Equilibrium Stripping). 
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Introducción 

AGNES  

1RA  ETAPA: Preconcentración 
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Introducción 

AGNES  

2dA  ETAPA: Cuantificación 

E2 dif. lim. y medida de I  en t2 fijo:     M0 - n e- →  Mn+ 
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Variantes 
de AGNES 

AGNES-I 

AGNES-Q 

AGNES-
SCP 

Electrodos 

HMDE 

RDE 
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Qfaradaica = QY [Zn2+] 



Introducción 
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Zn2+ 

Esencial para  
enzimas y factores 

de transcripción 

Metabolismo 
energético en la 
sangre de los 

mamíferos 

Agente señalizante 

Interacciones 
biomoleculares 

Exceso 

Deficiencia 

Fracción libre Zn2+  

         [µM] 

 

→ Apoptosis o necrosis celular 

  Métodos computacionales 

 

  Uso de tintes fluorescentes 
 



Objetivos 

Objetivo General 

Cuantificar  la concentración de Zn libre en medios biológicos con la técnica AGNES  

Objetivos Específicos 

  Establecer las condiciones en  AGNES → Cuantificar la fracción libre de Zn2+  → Sistema biológico tipo Zn Albúmina. 

  Evaluar diferentes electrodos →  Electrodo de gota colgante de mercurio (HMDE) 

                                                           Electrodo de disco rotatorio con película de mercurio (RDE-TMF) → Nafion. 

  Abordar sistemas con más relevancia biológica  → Suero fetal bovino (FBS) 

                                                                                       Plasma sanguíneo 

  Se evaluará la capacidad de colorantes  → Zinquin, TSQ o TFL 
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Metodología 

Establecer las 
condiciones  para 
obtener  [Zn2+] en 

el medio 
biológico  

Zn2+ + ALBÚMINA 
+ FFA 

Colorantes como 
el Zinquin, TSQ 

o TFL 

t ,Y, T, [Zn2+], pH, tipo de electrodo. 

[Zn2+] y [proteína (albúmina)] fija + [FFA] variable. 

Funcionamiento y limitaciones. 

Comparar . 

Ventajas o desventajas de los métodos considerados. 
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Resultados [Zn2+] en 
medio 

biológico  

AGNES-I con HMDE. Trayectoria 

9 

0.00E+0

2.00E-7

4.00E-7

6.00E-7

8.00E-7

1.00E-6

1.20E-6

1.40E-6

1.60E-6

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

I  
/ 

A
 

t1-tw  /s 

Y=20

Y=50

Figura 2. AGNES-I en Zn2+ 1.80 
 

10-6 M + KNO3 0.15 M, pH 4.5 
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Figura 1. Polarografía Diferencial de Pulso (DPP) en 

Zn2+ 1.07 
 

10-5 M + KNO3 0.15 M, pH 4.5 



Resultados 
 [Zn2+] en  

medio 
biológico  

Figura 4. Zn2+ + Oxalato de potasio con AGNES-I, AGNES-Q y con 

VMINTEQ. Y=10, t1-tw=100 s 

AGNES-I con HMDE. Calibración 

y Validación 
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Figura 3. Curva de calibración. 

y = 0.0022x + 5E-11 
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Resultados 

Figura 5. Medidas hasta 2000 s, con Y=10000 de Zn2+ 20 µM en KNO3 0.15 

M, MOPS 0.045 M y BSA 600 µM pH = 7. 

  [Zn2+] en 
medio 

biológico  

AGNES-I con HMDE.  

Zn-Albúmina  

AGNES-2P 
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Figura 6. Medidas hasta 4000 s, con Y=10000 de Zn2+ 20 µM en KNO3 0.15 

M, MOPS 0.045 M y BSA 600 µM pH = 7. 



Resultados 
AGNES-SCP (Stripping 

Chronopotentiometry) con RDE-TMF 

[Zn2+] en  
medio 

biológico  
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Figura 7. Lectura típica en AGNES-SCP   

Figura 8. Medidas en Zn2+ 20 µM + KNO3 0.15 M + MOPS 0.045 M + BSA 600 

µM pH = 7.  

1 

2 

4 

5 



Resultados AGNES-SCP con RDE-TMF-Nafion 
[Zn2+] en el 

medio 
biológico  

Pulir el electrodo GC con alúmina 0.3 µm. Lavar con etanol y 

agua  y sonicar por 2 min 

Pre-tratamiento electroquímico con un barrido 
voltamperométrico (x50 ciclos) entre -0.8 V y +0.8 V a 0.1 V s-

1  con NH4Ac 1.0 M y HCl 0.5 M  

Sobre la superficie  del electrodo adicionar 10 µL de Nafion 
0.4 %.  

Evaporar el solvente por 20 min. Secar a 50 oC aprox. por 2 
min 

Depositar el mercurio con un potencial de -1.3 V por 420 a 
1000 rpm , con  Hg(NO3)2 0.24 mM en HNO3 0.15M  

Determinar la carga asociada al Hg depositado. Barrido lineal 
con ν = 0.005 Vs-1 desde -0.15 V a +0.4 V con NH4SCN 1 M 

(pH = 4.5).  
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Repetición de medida 
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Figura 9. Repeticiones de la medida de la solución  de Zn2+ 20 µM + 

KNO3 0.15 M + MOPS 0.045 M + BSA 600 µM pH = 7 



Resultados AGNES-SCP con RDE-TMF-Nafion. 

Zn-Albúmina. 

[Zn2+] en  
medio 

biológico  
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Fig 10. Medidas en la muestra de 600 µM BSA + 20 µM Zn2+ + MOPS 0.045 M + KNO3 0.15 M, pH = 7.0  

En el punto de equilibrio, se 

calcula que la concentración 

de la fracción libre de Zn2+ es 

2.55 nM  
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[Zn2+] en  
medio 

biológico  
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AGNES-SCP con RDE-TMF-Nafion. 

Suero Fetal de Bovino (FBS). 
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Fig 11. Medidas en la muestra de FBS. Cambio de pH en la muestra de 7.4 a 8.4  

En el punto de equilibrio, se 

calcula que la concentración 

de la fracción libre de Zn2+ es 

0.25 nM  

 



Resultados 
[Zn2+] en  

medio 
biológico  

16 

AGNES-SCP con RDE-TMF-Nafion. 

Suero Fetal de Bovino (FBS). 
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Fig 12. Medidas en la muestra de FBS + MOPS 0.08 M. pH 7.2 

En el punto de equilibrio, se 

calcula que la concentración 

de la fracción libre de Zn2+ es 

0.24 nM  

 



Conclusiones 

 Con la técnica electroanalítica AGNES-SCP-2P, con el 

electrodo RDE-TMF-Nafion  se logra cuantificar la fracción 

libre de Zn2+ = 2.55 nM en el medio tipo Zn-Albúmina (Zn2+ 20 

µM, KNO3 0.15 M, MOPS 0.045 M y BSA 600 µM pH = 7).   
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 Con la técnica electroanalítica AGNES-SCP-2P, con el 

electrodo RDE-TMF-Nafion  se logra cuantificar la fracción 

libre de Zn2+ = 0.25 nM en el medio biológico de FBS 
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