"Determinacion de la concentracion de Zn libre
en medios bioldgicos con latécnica AGNES
(Absence of Gradients and Nernstian
Equilibrium Strippi

Presentado por:

l Carmen Lucia Lopez Solis ‘
Supervisores:
Dr. Josep Galceran Nogués
Dra. Encarna Companys Ferran

" ELECTROQUIMICA
o0V CENCIAY
o ' TECNOLOGIA

Universitat

s de Lleida

| 4

N




| Contenido |

Introduccion
Objetivos

Metodologia

Resultados Iniciales
~Conclusiones

Bibliografia



Métodos Electroanaliticos

Alta velocidad de
identificacion

Bajos limites de
cuantificacion

Posibilidad de
miniaturizacion para
medidas in-situ

Baja generacion de
residuos toxicos
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. Introduccién |

AGNES

(Absence of Gradients and Nernstian
Equilibrium Stripping).



| Introduccion '

AGNES
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AGNES

2dA ETAPA: Cuantificacion
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| Objetivos |

l Objetivo General J

Cuantificar la concentracion de Zn libre en medios biologicos con la técnica AGNES

[ Objetivos Especificos J

Establecer las condiciones en AGNES — Cuantificar la fraccion libre de Zn?* — Sistema biolégico tipo Zn Albumina.
Evaluar diferentes electrodos — Electrodo de gota colgante de mercurio (HMDE)
Electrodo de disco rotatorio con pelicula de mercurio (RDE-TMF) — Nafion.

Abordar sistemas con mas relevancia biologica — Suero fetal bovino (FBS)
Plasma sanguineo

Se evaluara la capacidad de colorantes — Zinquin, TSQ o TFL



Metodologia

Establecer las
condiciones para
obtener [Zn?*] en
el medio
jologico

t,Y, T, [Zn?*], pH, tipo de electrodo.

Zn="+ f‘:;EEM'NA [Zn?*] y [proteina (albimina)] fija + [FFA] variable.

Colorantes como
el Zinquin, TSQ
o TFL

Funcionamiento y limitaciones.
Comparar .
Ventajas o desventajas de los métodos considerados.



[Zn?*] en
medio
biolégico
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Figura 2. AGNES-I en Zn?*1.80 10®M + KNO; 0.15 M, pH 4.5
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Figura 1. Polarografia Diferencial de Pulso (DPP) en
Zn2*1.07 10°M + KNO; 0.15 M, pH 4.5



(-1B)/Y /A

AGNES-I con HMDE. Calibracién
y Validacion

[Zn2*] en
medio
bioldgico
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Figura 4. Zn2* + Oxalato de potasio con AGNES-I, AGNES-Q y con

VMINTEQ. Y=10, t1-tw=100 s
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AGNES-I con HMDE.

[ZnZ*] en
medio
bioldgico

Zn-Albumina

AGNES-2P
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Figura 5. Medidas hasta 2000 s, con Y=10000 de Zn2* 20 uM en KNO;0.15
M, MOPS 0.045 My BSA 600 pM pH = 7.
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Figura 6. Medidas hasta 4000 s, con Y=10000 de Zn?* 20 uM en KNO;0.15
M, MOPS 0.045 M y BSA 600 pM pH = 7.
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d/dE (V)

[Zn%*] en
medio
bioldgico
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Figura 8. Medidas en Zn?* 20 yM + KNO; 0.15 M + MOPS 0.045 M + BSA 600
UM pH =7.
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[ZnZ] en el
medio
bioldgico

AGNES-SCP con RDE-TMF-Nafion Resultados
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o Figura 9. Repeticiones de la medida de la solucion de Zn2* 20 uM +
8 KNO;0.15 M + MOPS 0.045 M + BSA 600 uM pH =7
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o con v =0.005 Vs desde -0.15V a +0.4 V con NH,SCN 1 M

(pH = 4.5). 13




[Zn%*] en
medio
biolégico

AGNES-SCP con RDE-TME-Nafion. Resultados

Zn-Albumina.

1.0E-06 -
0.0E.07 - ® En el punto de equilibrio, se
o A calcula que la concentracion
S 0E-07 « - de la fraccion libre de Zn?* es
2.55 nM
7.0E-07 +
6.0E-07 +
o 4 Y1a=5.0E8, Y1b=2.0E6, t1a=60 s
~~ 5.0E-07 -+
o M Y1a=5.0E8, Y1b=2.0E6, t1a=160 s
4.0E-07 +o = A Y1a=5.0E8, Y1b=5.0E6, t1a=275s
i @Y1a=5.0E8, Y1b=5.0E6, t1a=400 s
3.0E-07 1 R
2.0E-07 =
1.0E-07 =
0.0E+00 T T T T T T T T '
50 100 150 200 250 300 350 400 450

t,,/s

Fig 10. Medidas en la muestra de 600 uM BSA + 20 pM Zn?* + MOPS 0.045 M + KNO;0.15 M, pH =7.0
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[ZnZ*] en
medio
bioldgico

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 muestrade 7.4 a 8.4

| Resultados '

En el punto de equilibrio, se
calcula que la concentracion
de la fraccion libre de Zn?* es
0.25nM
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[Zn2*] en
medio
bioldgico

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

| Resultados '

En el punto de equilibrio, se
calcula que la concentracion
de la fraccion libre de Zn?* es
0.24 nM

4 Y1a=5.0E8, Y1b=5.0E6, t1a=30s
AY1a=5.0E8, Y1b=1.0E7, t1a=60s
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| Conclusiones '

(Con la técnica electroanalitica AGNES-SCP-2P, con el
electrodo RDE-TMF-Nafion se logra cuantificar la fraccion
libre de Zn?* = 2.55 nM en el medio tipo Zn-Albumina (Zn?* 20
UM, KNO;0.15 M, MOPS 0.045 My BSA 600 pM pH = 7).

y

Con la técnica electroanalitica AGNES-SCP-2P, con el
electrodo RDE-TMF-Nafion se logra cuantificar la fraccion
libre de Zn?* = 0.25 nM en el medio biolégico de FBS
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