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Automatizaci6n de la detenninaci6n de citrato con un analizador
centrifugo

1.0. AIda, 1.1. PueDle, A. Giner, Y1.E. Escanero

La determinacion de citrato, metaboJito crucial en elme­
tabolismo intermediario. no es una tecnica rutinaria en los
laboratorios de Bioqufm;ca Clinica, pudiendose Q(ribu;,.,
en parte, a wlatta de una metddica a"loma/hada, £1pre­
sente (Tabaja describe una ticnica para determinaciones
seriadtu sobre analiwdores cenln1ugos a portir de suera
total. £1 comiem.o de Ia reaccion se enlentecio dism;nu­
~ndo fa concentrad6n de citralO Iiasa. eI cambia de Ia rkn­
sidad optica a 340 nm SI! estabiliw a los IO mmutos inclu­
so para lJJs mtis altas concentraciones de citra!o aiiadidas
(4()() pmol/l)

La lineridadJUI! optima entre 30 y 4(J() pmol/I de citra­
to. El coe/iciente de variacion Jue de 10.8% para un volu­
men de muestra de 100 pJ y del 4.8% para 200 jd. El por­
centaje de recuperacion fue del 101 ±50/0 (X ±D.E.).

Introduccion

EI citrato ocupa una posici6n central en el metabolismo
intermediario. Ademas de su papel en el cicio de Krebs,
actua como regulador alosterico tanto aetivador como in­
hibidor en rutas metab6licas tan cruciales como la g1icoli­
sis, asi como donante de grupos aeilo y fuente de poten­
cial reduetor l , habiendose descrito que sus niveles plasma­
licos renejan la regulaci6n de la utilizaci6n intracelular de
glucosa2,l. De todo 10 anterior se sugiere la imponancia
de su valoracion en medicina en situaciones tan diversas
como: hipoxia4, control de transfusiones, medicina
deportiva~, estudios del metabolismo 6soo6, etc. Sin em­
bargo su determinaci6n no es rutinaria, en pane, par fal­
ta de una metodica automatizada.

EI presente trabajo pretende desarrollar un metodo auto-

[)epanamento de Bioquimica. Facu)tad de Medidna.
Univenidad de ZaTal0za

The citrate determination is not usual technique in cli­
nical chemistry laboratories. It can be think that the lack
ofan automatited techique is the cause. The present pa­
per describe a technIque to sequential automatited deter­
mination in centrifugal analyzers from total serum. The
stan ofreaction was slowed by delaying ofthe citratelyase
reaction. The change of optic density is stabilized on ten
minutes up to 400 lJItIol/1 ofcitrate. The linearity was op­
timun hetween 30 and 400 lJItIol/1ofcitrate concentration.
The coejicient ofvarilltion was 10.8% when l00,J are used
as sample volumen and 4.8t1f, when are 200 jd. The per­
centage of recovery was 101 *5t1f, (X ±S.D).

matizado sobre analizador centrifugo para determinar ci­
trato en plasma 0 suero sanguineo.

Material y metodos

Instrumentaci6n

Para la observaci6n continuada de la reaccion, se utili·
z6 un espectrofol6metro Pye Unicam SP6 400 UV y para
las pruebas a punto final un sistema analizadorcenlrifugo
Gemeni (Electro-Nucleonics Inc., 368 Passaic Avenue.
Fairfield N.J. 07006); en este ultimo caso las disoluciones
fueron cfeetuadas automatieamentc con el cargador del sis­
tema (autoloader).

ReaClivos

Los reactivos, ulilizados fueron MDH (Boehringer
200379 de 50 U/mg), LDH (Boehringer 127230 de SSO
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Vlmg), NADH-Naz (Boerhringer 127230) y citrato liasa
(Boehringer 354074 0.25 Vlmg)

Metodos

En Ja determinacion de citrato se utilizaron 100 JLi de sue­
ro como dosis maxima capaz de ser dispensada por el car­
gador automatico del sistema y 400 p.I de una disoluci6n
acuosa (disoluci6n I) conteniendoO_375 gil de NADH, 75
VII de MDH 75 VII de LDH, en un tamp6n degliciJ-glicina
40 gil de pH 8. En las medidas con el analizador centrifu­
go los 400 Jtl de la disoluci6n I se depositaron automatica­
mente en la cubeta externa del disco de muestras junto con
los sueros 0 estandar y en la cubeta interna del disco JO
~I de una disoluci6n de citrato Jiasa conteniendo concen­
traciones que oscilaban entre 0.8 y 0.02 V. La adici6n de
citrato Jiasa (C.E.4.I.3.6), al conjunto suero-disoluci6n I,
iniciaba la reacci6n:

citrato Iiasa

citrato------_.oxalacetato +acetato (I)

EI metodo de panida fue el de Moellering y Gruber',
que utiliza la citrato liasa para producir oxalacetato como
indica la reacci6n (1), el cual a su vez es reducido a malato
por la malato deshidrogenasa (CE. 1.1.1.37), con oxida­
ci6n estequiometrica de NADH, que puede cuantificarse
por el descenso de densidad 6ptica a 340 nm:

malato deshidrogenasa

oxalacetato+ NADH + Hoi- --- L·malalo + NAO-+(ll)

EI oxalacetato se puede descarboxilar a piruvato, par
10 que muchas de las tecnicas usadas8 para la determina­
ci6n de citrato incorporan lactato deshidrogenasa (CE.
1.1.1.27) para medir el oxalacetato desviado por esta via.
Esta enzima cataliza la siguiente reaccian:

lactato deshidrogenasa

piruvato + NAOH + H -+ • L-Iactato + NAO+(lII)

Resultados

l. Estabilidad del conjunto suero-substrato

Los resultados relativos a la exploracion de la estabiIi­
dad del conjunto suero-disoluci6n I, se representan en Ia
figura I, encontrandose una buena estabilizaci6n a partir
de los 5 minutos de la mezda, a 37° C. (Figura I), por 10
que las demas observaciones se iniciaron despues de ese
tiempo.

II. Calculo de la concentraci6n de enZlma
iniciadora

En las tecnicas manuales de valoracian de citrato por
citratoliasa los 112-2/3 de la reaccion oeurren en los pri­
meros 6 segundos. Lo que normalmente representa una
gran ventaja porque acorla el tiempo de medida es un gran
inconveniente en las tecnicas de determinaci6n seriada y
automatizada en analizadores centrifugos, que efeetuan su
primera lectura unos 6 scgundos despues de la mezc!a, con
el consiguiente consumo de subsuato; por ello, uno de los
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requerimientos para esta automatizacion es enlentecer el
comienzo de la reacciOn.

EI enlentecimiento del comienzo de la reaccian fue abor­
dado por tres vias: cambios del pH de la reaccion, descen­
so de Ia temperatura y disminucion de la concentraci6n de
citrato liasa. De estas tres posibilidades la unica que resul­
to ser viable fue la ultima; de esta forma se cuantific6 la
innuencia de la concentracian de la enzima sobre el cam­
bio de densidad 6ptica a 37° C Los resultados de dicha
innuencia se representa en Ia Figura 2.

En dicha figura puede apreciarse que las concentracio­
nes de enzima para las cuales las variaciones de la absor­
cion optica a 340 nm eran insignifieantes en el primer mi­
nuto fueron las menores de 0.04 unidades. Por otra parte,
el enlentecimiento en el eomienzo de la reaccian provoea
un alargamiento del tiempo n'ecesario para consumir el ci­
trato presente en la muestra. Puesto que el rango de con­
eentraciones de citrato en suero 0 plasma puede variar en­
tre 67 y 400 Jtmol/19, se estim6 que para las mayores con­
cenlraciones (400 IImoJIl) el tiempo necesario para consu­
mir el total del substrato era de 10 minutos, siendo este
tiempo, el elegido para efectuar la ultima lectura (punto
final).

III. Linearidad

Los resultados del analisis del range de linearidad de la
reaccian estimado por medio de la valoracion en eI anaH­
zador centrifugo de muestras eonteniendo entre 15 y 500
Jtmol/l de citrato se recogen en la Figura 3.

En dicha figura se observa que el range de linearidad
para concentraciones de 0_04 unidades de enzima se man­
tuvo entre 30 y 400 Jtmolll de citrato. Asimismo se puede
apreciar la importancia critica de la concentrati6n de la
enzima, ya que eambios de un 501lJ, en la misma provocan
alteraciones de la linearidad en este rango, sobre todo te­
niendo en euenta la labilidad de la enzima que en 3 horas
a 20°C pierde mas del 50OJo de aetividad.

IV. Precisi6n

Los valores obtenidos en 108 determinaeiones seriadas
de un mismo suero, utitizando para la medici6n 100 y 200
Jtl (obtenidos por adici6n manual de OtrOS 100) se recogen
en la Tabla I. De los valores en ella recogidos se calcul6
el coeficiente de variaci6n que result6 ser del4.8OJo cuan­
do las detenninaciones seefectuaron con 2OO,u ydellO.81'10
cuando se utilizaron 100 III.

V. Recuperaci6n del citrato anadido a muestras
sericas

A 10 sueros de eoneentraciones conocidas de citrato di­
vididos en 2 grupos, se les adicion6 este substrato en las
cantidades necesarias para incrementar en lOOy 200 ~molll

la concentraeion final del mismo. En la Tabla II se mues·
tran los resultados esperados y encontrados en dichos sue·
ros, asi como el poreentaje de recuperaci6n.

En dicha tabla puede observarse que los porcentajes de
recuperaci6n del citrato anadidos oscilaron en torno al
100170 (101 *5'1, - X* D.E.), 10 que expresa la handad del
metodo descrito.
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.'Illura I. Cambia! en la absorci6n 6plica a 340 om del conjumo sucro _(NADH + H' , MOH. LDH Y lamp6n lllicil-gJicina, pH _ 8) rcgistrados
durante 9 minutos para 8 5ueros difcrenlc$. Cada signa reprcsenla los valores de uno de los sucras esludiad05.

Tabla I
Concentrarion de citrato delerminada sobre

un solo suero en 108 mediciones, 36
ulilizando 100 itl, 36 con 200 Itt, Yel resto
con 200 JLI de un ultrafiltrado del mismo

suero.

rnucstra Sucro Sucro Ultrafitrado

volumen 100 ~I 200 ~l 200 III
dClcrminacioncs 36 36 36
media en pmol/I 124 121 127
dcsviaci6n cstlindar 9.1 4.3 3.3

Discusi6n

La citrato liasa utilizada para 1a determinaci6n de citra­
to por Moellering y Gruber1 tenia una alta espedficidad
por su substrato. Sin embargo. su preparati6n contenia
una enzima contaminante: la oxalacetato decarboxilasa
(C.E. 4.1.1.3), 10 que requeria la adici6n de lactato deshi­
drogenasa para evilar las perdidas de substrato. En previ­
si6n de similares aetividades contaminantes se utiliz6 tam­
bien 1a lactato deshidrogenasa en la tecnica automatiza­
da, aunque auiores como Tortegaard-Nielsen' no compar­
ten el punto de vista relativo a la contaminaci6n de la ci-

Tabla II
Recuperacion de citrato aiiadido a suero.

Las concentraciones de cilralo estan
expresadas en jLmol/1.

Suero Ai\adido Esperado Encontrado Rccupcrado

130 100 230 232 101
164 100 264 269 102
110 100 210 218 104
f1J7 100 202 197 97
125 100 228 m 98
122 200 322 306 95
158 200 358 347 97

I 101 200 301 325 108

I
125 200 330 325 98
121 200 320 339 106

trato Iiasa en niveles que pueden afeclar los valores de me­
dida del citrato; en consecuencia, considerar innecesaria
la adici6n de lactato deshidrogenasa, aun cuando con ello
se aporte una mayor garantia. Sin embargo. este autor de­
termin6 sistemalicamente las concentraciones 6ptimas de
reaetivos. pero el metodo por el descrito requiere, como
la mayoria de los publicados por Olros autores7•9• 1a pre­
cipitati6n de las proteinas. Otros autores en cambio, han
considerado la desproteinizaci6n como innecesaria. bien
por haber utilizado condiciones sub6ptimas10, bien DOr-
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que no han dado detaJles de su procedimiento ll . En nucs­
tra publicacion no se considera imprescindible la precipi­
tacion proteica y cuando se utilizo el dispositivo de ultra­
filtracion (Worthington "Ultrafree") recomendado por
Tompkins y Toffaletti l2 se consiguio reducir el tiempo de
eslabilizaci6n del conjumo suero-disolucion I hasta 3 mi­
nutOs, sin modificarse los resultados finales. Estos auto­
res consiguieron con la ultrafihracion que la reaction ca­
talizada JX)r la citrato liasa fuera completaen 2-3 minutos.

Par otra pane el pH utilizado en este trabajo se fijo en
7.8 aunque el pH optimo para la actividad citrato liasa se
estime en 8.28, este mismo autor senala que los descensos
estimados en la velocidad de reacci6n a pH 7.7 Y8.7 eran
menores del5l1'Jo de la actividad maxima. 10 permite poder
trabajar en un amplio range de pH.

En suma. nuestro metodo permite ser utilizado en labo­
ratorios que disJX)niendo de anaJizador centrifugo requie­
ren determinar seriadamente los valores de citrato. bien
para determinaciones analiticas rutinarias bien para ana­
lisis experimentales.
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