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Automatizacion de la determinacion de citrato con un analizador

centrifugo

J.O. Alda, J.J. Puente, A. Giner, y J.E. Escanero

La determinacion de citrato, metabolito crucial en el me-
tabolismo intermediario, no es una técnica rutinaria en los
laboratorios de Bioquimica Clinica, pudiéndose atribuir,
en parte, a la falta de una metddica automatizada. El pre-
sente trabajo describe una técnica para determinaciones
seriadas sobre analizadores centrifugos a partir de suero
total, El comienzo de la reaccion se enlentecid disminu-
yendo la concentracidn de citrato liasa, el cambio de la den-
sidad dptica a 340 nm se estabiliza a los 10 minutos inclu-
50 para las mds altas concentraciones de citrato anadidas
(400 pmol/l)

La lineridad fue dptima entre 30 y 400 umol/I de citra-
to. El coeficiente de variacion fue de 10.8% para un volu-
men de muestra de 100 ul y del 4.8% para 200 ul. El por-
centaje de recuperacion fue del 101+ 5% (X +D.E.).

Introduccion

El citrato ocupa una posicion central en el metabolismo
intermediario. Ademads de su papel en el ciclo de Krebs,
actua como regulador alostérico tanto activador como in-
hibidor en rutas metabdlicas tan cruciales como la glicoli-
sis, asi como donante de grupos acilo y fuente de poten-
cial reductor’, habiéndose descrito que sus niveles plasma-
ticos reflejan la regulacion de la utilizacién intracelular de
glucosa®?. De todo lo anterior se sugiere la importancia
de su valoracion en medicina en situaciones tan diversas
como: hipoxia®, control de transfusiones, medicina
deportiva®, estudios del metabolismo 6seoS, etc. Sin em-
bargo su determinacidn no es rutinaria, en parte, por fal-
ta de una metodica automatizada.

El presente trabajo pretende desarrollar un método auto-
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The citrate determination is not usual technique in cli-
nical chemistry laboratories. It can be think that the lack
of an automatized techique is the cause. The present pa-
per describe a technigue to sequential automatized deter-
mination in centrifugal analyzers from total serum. The
start of reaction was slowed by delaying of the citratelyase
reaction. The change of optic density is stabilized on ten
minutes up to 400 umol/l of citrate. The linearity was op-
timun between 30 and 400 wmol/I of citrate concentration.
The coeficient of variation was 10.8% when 100 ul are used
as sample volumen and 4.8% when are 200 ul. The per-
centage of recovery was 101 +5% (X +=S.D).

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

Material v métodos
Instrumentacion

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

Reactivos

Los reactivos, utilizados fueron MDH (Boehringer
200379 de 50 U/mg), LDH (Boehringer 127230 de 550
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U/mg), NADH-Na, (Boerhringer 127230) y citrato liasa
(Boehringer 354074 0.25 U/mg)

Métodos

En la determinacién de citrato se utilizaron 100 gl de sue-
ro como dosis maxima capaz de ser dispensada por el car-
gador automatico del sistema y 400 pl de una disolucion
acuosa (disolucion 1) conteniendo 0.375 g/l de NADH, 75
U/lde MDH 75 U/l de LDH, en un tampén de glicil-glicina
40 g/1 de pH 8. En las medidas con el analizador centrifu-
g0 los 400 yl de la disolucién 1 se depositaron automatica-
mente en la cubeta externa del disco de muestras junto con
los sueros o estandar y en la cubeta interna del disco 10
ul de una disolucién de citrato liasa conteniendo concen-
traciones que oscilaban entre 0.8 y 0.02 U. La adicién de
citrato liasa (C.E.4.1.3.6), al conjunto suero-disolucion 1,
iniciaba la reaccion:

citrato liasa

citrato —» oxalacetato + acetato (I)

El método de partida fue el de Moellering y Gruber’,
que utiliza la citrato liasa para producir oxalacetato como
indica la reaccién (I), el cual a su vez es reducido a malato
por la malato deshidrogenasa (C.E. 1.1.1.37), con oxida-
cion estequiométrica de NADH, que puede cuantificarse
por el descenso de densidad optica a 340 nm:

malato deshidrogenasa
oxalacetato + NADH + H* — L-malato + NAD " (II)

El oxalacetato se puede descarboxilar a piruvato, por
lo que muchas de las técnicas usadas® para la determina-
cion de citrato incorporan lactato deshidrogenasa (C.E.
1.1.1.27) para medir el oxalacetato desviado por esta via.
Esta enzima cataliza la siguiente reaccion:

lactato deshidrogenasa
piruvato+ NADH+H*—yL-lactato + NAD*(III)

Resultados
I. Estabilidad del conjunto suero-substrato

Los resultados relativos a la exploracion de la estabili-
dad del conjunto suero-disolucion 1, se representan en la
figura 1, encontrandose una buena estabilizacion a partir
de los 5 minutos de la mezcla, a 37° C. (Figura 1), por lo
que las demas observaciones se iniciaron después de ese
tiempo.

II. Calculo de la concentraciéon de enzima
iniciadora

En las técnicas manuales de valoracion de citrato por
citratoliasa los 1/2-2/3 de la reaccién ocurren en los pri-
meros 6 segundos. Lo que normalmente representa una
gran ventaja porque acorta el tiempo de medida es un gran
inconveniente en las técnicas de determinacion seriada y
automatizada en analizadores centrifugos, que efectian su
primera lectura unos 6 segundos después de la mezcla, con
el consiguiente consumo de substrato; por ello, uno de los
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requerimientos para esta automatizacion es enlentecer el
comienzo de la reaccion.

El enlentecimiento del comienzo de la reaccion fue abor-
dado por tres vias: cambios del pH de la reaccion, descen-
so de la temperatura y disminucién de la concentracion de
citrato liasa. De estas tres posibilidades la iinica que resul-
to ser viable fue la tltima; de esta forma se cuantifico la
influencia de la concentracién de la enzima sobre el cam-
bio de densidad dptica a 37° C. Los resultados de dicha
influencia se representa en la Figura 2.

En dicha figura puede apreciarse que las concentracio-
nes de enzima para las cuales las variaciones de la absor-
cién dptica a 340 nm eran insignificantes en el primer mi-
nuto fueron las menores de 0.04 unidades. Por otra parte,
el enlentecimiento en el comienzo de la reaccién provoca
un alargamiento del tiempo necesario para consumir el ci-
trato presente en la muestra. Puesto que el rango de con-
centraciones de citrato en suero o plasma puede variar en-
tre 67 y 400 umol/I°, se estimé que para las mayores con-
centraciones (400 umol/1) 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 rango de linearidad de la
reaccidn estimado por medio de la valoracion en el anali-
zador centrifugo de muestras conteniendo entre 15 y 500
umol/I de citrato se recogen en la Figura 3.

En dicha figura se observa que el rango de linearidad
para concentraciones de 0.04 unidades de enzima se man-
tuvo entre 30 y 400 pmol/1 de citrato. Asimismo se puede
apreciar la importancia critica de la concentracién de la
enzima, ya que cambios de un 50% en la misma provocan
alteraciones de la linearidad en este rango, sobre todo te-
niendo en cuenta la labilidad de la enzima que en 3 horas
a 20°C pierde mas del 50% de actividad.

IV. Precision

Los valores obtenidos en 108 determinaciones seriadas
de un mismo suero, utilizando para la medicién 100 y 200
ul (obtenidos por adicién manual de otros 100) se recogen
en la Tabla I. De los valores en élla recogidos se calculé
el coeficiente de variacién que resulté ser del 4.8% cuan-
do las determinaciones se efectuaron con 200 ul y del 10.8%
cuando se utilizaron 100 gl.

V. Recuperacion del citrato afiadido a muestras
séricas

A 10 sueros de concentraciones conocidas de citrato di-
vididos en 2 grupos, se les adiciond este substrato en las
cantidades necesarias para incrementar en 100 y 200 umol/I
la concentracion final del mismo. En la Tabla II se mues-
tran los resultados esperados y encontrados en dichos sue-
ros, asi como el porcentaje de recuperacion.

En dicha tabla puede observarse que los porcentajes de
recuperacion del citrato afiadidos oscilaron en torno al
100% (101 =5% - X =D.E.), lo que expresa la bondad del
método descrito.
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Figura 1. Cambios en la absorcién dptica a 340 nm del conjunto suero - (NADH+H*, MDH, LDH y tampén glicil-glicina, pH = 8) registrados
durante 9 minutos para 8 sueros diferentes. Cada signo representa los valores de uno de los sueros estudiados.

Tabla 1
Concentracion de citrato determinada sobre
un solo suero en 108 mediciones, 36
utilizando 100 gl, 36 con 200 ul, y el resto
con 200 ul de un ultrafiltrado del mismo

suero.
muestra Suero Suero  Ultrafitrado
volumen 100 ul 200 wl 200 pl
determinaciones 36 36 36
media en gmol/l 124 121 127
desviacion estandar 9.1 4.3 3.3
Discusion

La citrato liasa utilizada para la determinacion de citra-
to por Moellering y Gruber’ tenia una alta especificidad
por su substrato. Sin embargo, su preparacién contenia
una enzima contaminante: la oxalacetato decarboxilasa
(C.E. 4.1.1.3), lo que requeria la adicion de lactato deshi-
drogenasa para evitar las pérdidas de substrato. En previ-
sion de similares actividades contaminantes se utilizé tam-
bién la lactato deshidrogenasa en la técnica automatiza-
da, aunque autores como Toftegaard-Nielsen® no compar-
ten el punto de vista relativo a la contaminacion de la ci-

Tabla II
Recuperacion de citrato anadido a suero.
Las concentraciones de citrato estan
expresadas en pmol/l.

Suero Anadido Esperado Encontrado Recuperado

130 100 230 232 101
164 100 264 269 102
110 100 210 218 104
097 100 202 197 97
125 100 228 225 98
122 200 322 306 95
158 200 358 347 97
{ 101 200 301 325 108
125 200 330 325 98
121 200 320 339 106

trato liasa en niveles que pueden afectar los valores de me-
dida del citrato; en consecuencia, considerar innecesaria
la adicion de lactato deshidrogenasa, aun cuando con éllo
se aporte una mayor garantia. Sin embargo, este autor de-
termind sistematicamente las concentraciones optimas de
reactivos, pero el método por él descrito requiere, como
la mayoria de los publicados por otros autores™?, la pre-
cipitacién de las proteinas. Otros autores en cambio, han
considerado la desproteinizacion como innecesaria, bien
por haber utilizado condiciones sub6éptimas!?, bien por-
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2. Variaciones de la absorcion 6ptica a 340 nm tras la adicion de distintas concentraciones de citrato liasa al conjunto suero -
(NADH +H", MDH, LDH y tampén glicil-glicina) registradas durante 10 minutos.
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Figura 3. Relacion entre decrementos en las unidades de absorcion dptica a 340 nm y concentraciones de citrato anadido (umol/1) para tres
cantidades diferentes de enzima.
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que no han dado detalles de su procedimiento!!. En nues-
tra publicacion no se considera imprescindible la precipi-
tacion proteica y cuando se utilizé el dispositivo de ultra-
filtracion (Worthington *‘Ultrafree’’) recomendado por
Tompkins y Toffaletti!2 se consiguié reducir el tiempo de
estabilizacion del conjunto suero-disolucion 1 hasta 3 mi-
nutos, sin modificarse los resultados finales. Estos auto-
res consiguieron con la ultrafiltracion que la reaccion ca-
talizada por la citrato liasa fuera completa en 2-3 minutos.

Por otra parte el pH utilizado en este trabajo se fijo en
7.8 aunque el pH dptimo para la actividad citrato liasa se
estime en 8.28, este mismo autor sefiala que los descensos
estimados en la velocidad de reaccion a pH 7.7 y 8.7 eran
menores del 5% de la actividad maxima, lo permite poder
trabajar en un amplio rango de pH.

En suma, nuestro método permite ser utilizado en labo-
ratorios que disponiendo de analizador centrifugo requie-
ren determinar seriadamente los valores de citrato, bien
para determinaciones analiticas rutinarias bien para ana-
lisis experimentales.
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