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RESUMEN. Se describe un método enzimdtico para la determi-
nacion de magnesio en muestras de suero sanguineo, basado en el
empleo de un extracto de células permeabilizadas de levadura
como fuente de enzimas dependientes de magnesio. Se comprobd
que la actividad enzimdatica medida correlaciona con la cantidad de
magnesio procedente de la muestra (r =0,9 9). Se realizaron estu-
dios para la optimizacién de la determinacién, rango de linealidad
(0-3 mmol/L), reproducibilidad (4,1%), evaluacion de interferen-
cias, etcétera. El método propuesto muestra buenos pardmetros de
calidad, no requiere de equipamiento costoso y es ficilmente auto-
matizable.

ABSTRACT. An enzymatic method for magnesium determination
in serum samples is described, based on the employment of perme-
abilized yeast cell extract as a source of magnesium-dependent en-
zymes. The measured enzyme activity strongly correlated
(r =0 ,99) with Mg present in the sample. Studies of optimization,
interferences, linearity (0-3 mmol/L) and reproducibility (4,1%)
were performed. The proposed method has good analytical quali-
ties. It doesn t require expensive equipment and can be easily auto-
mated

INTRODUCCION

La medicién del contenido de magnesio en el organismo
resulta de mucha utilidad para el diagnostico, prevencion y
tratamiento de gran numero de patologl’as.1'4 Aunque sdlo el
0,3 % del magnesio total, se encuentra en el plasma san-
guineo (rango normal de concentracion entre 0,65 y
1,05 mmol/L), su determinacion se realiza mayormente en
este quidoS’B, observandose muy buena correlacién con re-
specto a su contenido total.”

La espectrometria de absorcion atomica es la técnica
mas ampliamente usada para las determinaciones de magne-
sio en muestras bioI«:’>gicass’9 y constituye el método de refe-
rencia para un gran numero de nuevos métodos que se en-
cuentran en fase de desarrollo (colorimétricos, enzimaticos,
fluorimétricos, etc.10'13).

En este trabajo se reporta el empleo de un extracto de
celulas permeabilizadas de levadura como fuente de enzimas
dependientes de magnesio (hexoquinasa y glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa) las cuales en presencia de ATP, glucosa y
NADP reaccionan segun:

HK G-6PD

GLC + ATP + NADP ——5> G-6P + NADP ——————>
Mg~* Mg~*

——> 6P-gluconato + NADPH

La aparicion de NADPH se registra espectrofotométri-
camente y constituye el resultado del acoplamiento de ambas
actividades, asimismo, correlaciona con la cantidad de mag-
nesio presente, permitiendo la determinacién de su concen-
tracion en muestras de suero sanguineo.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del extracto de células

Una cantidad de células de levadura, Saccharomyces
Cerevisiae 196-2 (150mg , peso humedo) provenientes de un
cultivo en medio liquido se permeabilizaron con dimetil-
sulfoxido 40% .'* Después de ser lavadas con agua destilada
y resuspendidas en amortiguador Tris-HCL pH 8,4, se produjo
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su ruptura con el empleo de esferas de vidrio (diametro
0,45 mm,1 g/mL) en agitador de tubos durante 3 min . La sus-
pension de células obtenida fue centrifugada a 14 000 r/min
durante 30s en equipo Eppendorf y el sobrenadante claro
conservado a 4 °Ce nN H4S04 3 mol/L .

Para la realizacion de los ensayos, la actividad del ex-
tracto se ajusté a 0,3-0,4 AA/(min . umol) de magnesio, siendo
medida a 340nm en Spekol 220( Karl Zeiss/Jena).

Determinacion enzimatica

A 1,05 mL de la mezcla de reaccién [amortiguador Tris-
HCL 90 mmol/L, pH 8,4; acetato de magnesio 30 pumol/L;
NADP 0,30 mmol/L; ATP 0,5 mmol/L y glucosa 8 mmol/L
(concentraciones finales)] se le adicionaron 20 plLd es uero
sanguineo y 50 uLd el extracto de célulasyac ontinuacion, se
registro el incremento de absorbancia, a 340nm, entre los 5 a
10m in posteriores. Con vistas a lograr la optimizacion de las
condiciones de la reaccion, algunas determinaciones se re-
alizaran an alsencia de suero sanguineg, amnleando acetato
de magnesio 60 umol/L en la mezcla.

En el estudio de las posibles interferencias, se em-
plearon sales de hierro, zinc, calcio, manganeso, cobalto y
aluminio (cloruros), cobre y litio (sulfatos), asi como fluoruro
de sodio, hemoglobina, acido ascorbico y bilirrubina, suminis-
trados por BDH.

La adicion de bilirrubina se realiz6 segun recomienda
Kaplan15 para la preparacion de un estandar de bilirrubina en
Suero.

Se prepararon muestras artificiales mediante la adicién
de acetato de magnesio en cantidades conocidas a un pool
de suero normal humano. Esta preparacion fue dividida en
alicuotas y congelada a -20 °C.At odas lasm uestras (reales
o artificiales), se les determind la concentracion de magnesio
por espectrometria de absorcién atdmica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez obtenido el cultivo de células de levadura y con-
servado a 4 °C en condiciones de esterilidad para otros gér-



menes, constituye una fuente practicamente inagotable de re-
activo enzimatico en optimas condiciones.

La preparacion del extracto enzimatico es asimismo, un
procedimiento sencillo y su actividad permanece inalterada en
las condiciones de conservacion descritas.

El paso de permeabilizacion previo al de ruptura celular
permitid obtener un extracto libre de magnesio intracelular
que de no haber sido eliminado hubiera interferido en la de-
terminacion.

No se observaron diferencias entre la actividad enzimati-
ca medida con muestras reales de suero y concentraciones
equivalentes obtenidas por adicion del cation.

Este comportamiento es congruente con las observacio-
nes hechas por otros autores'® en relacion con el desplaza-
miento del magnesio desde su union a las proteinas plasmati-
cas hacia la formacion del complejo con ATP.

El incremento de la absorbancia con respecto al tiempo
(Fig. 1), no mostré una dependencia lineal en el intervalo de
tiempo que se muestra, comportamiento que es habitual en
sistemas de reacciones acopladas.

Sin embargo, entre los 5 y 10 min posteriores a la adi-
cién del extracto de células, se observé un incremento casi
constante, cuya magnitud correlaciond con la concentracion
de Mg en las muestras.
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Fig. 1. Absorbancia de la mezcla de reaccion (Mg®* 60 umoliL.;
ATP 0,5 mmol/L; NADP 0,3 mmol/L; Glc 8 mmol/L, en amortiguador
Tris 90 mmol/L, pH 8,4) en el tiempo a partir de la adicion del extrac-

to de células permeabilizadas de levadura.
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El pH y la concentracion de los metabolitos reaccionan-
tes se determinaron mediante el estudio de su efecto sobre la
reaccion (Fig. 2), encontrandose optimas las concentraciones
de ATP 0,5 mmol/L, NADP 0,33 mmol/L, Gic 8 mmol/L y el pH
8.4. Por encima de 0,5 mmol/L de ATP, se produce inhibicién
de la hexoquinasa si las concentraciones de Mg resultan ba-
jas, hecho que ha sido también descrito por otros autores. 17
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Fig. 2. Dependencia entre el cambio de absorbancia entre 5 y 10 min de reaccion y algunos de los parametros de la reaccion.
La concentracion de los reaccionantes, excepto indicacion explicita, es NADP 0,3 mmoliL; ATP 0,5 mmol/L; Glc 8 mmol/L;
Mgz* 60 umol/L; en amortiguador Tris 90 mmol/L , pH 8,4.
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El incremento de la temperatura de lareaccion provoco
un aumento de la actividad enzimatica del extracto (Tabla 1).

TABLA |
Actividad enzimética del extracto enziméticoa distintas
temperaturas de incubacionde la mezcla de reaccidén

Temperatura Actividad
(°C) fmol/(min.mL de extracto)]
25 118
30 133
37 147

Sobre esta base se pueden fijar condiciones de trabajo
dentro del rango de temperaturas mas frecuentemente utiliza-
do en las determinaciones enzimaticas. La incubacién previa
de la muestra con el ATP -con quien el Mg forma un com-
plejo que constituye el sustrato de la hexoquinasa- no pro-
dujo un incremento de actividad.

La dependencia entre el cambio de absorbancia registra-
do entre 5 y 10 min de reacci¢n correlacioné con la concen-
tracion de magnesio presente en las muestras (r =0,99)
(Fig. 3). A partir de los parametros de la recta correspondien-
te se determind la concentracion de magnesio en muestras
reales (Fig. 4).
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Fig. 3. Dependencia entre el cambio de absorbancia entre 5
y 10 min de reaccion y la concentracion de Mg en muestras
de plasma sanguineo.
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Fig. 4. Correlacion entre las concentraciones de Mg halladas

por el método enzimatico propuesto y por espectrometria
de absorcion atomica. (n = 25).

La correlacion con el método de absorcion atomica fue
de 0,99 y la pendiente de la recta determinada por las parejas
de valores de concentracion halladas por ambos métodos, fue
igual a 1.

No se observaron interferencias de los compuestos eva-
luados a ‘as concentraciones que se muestran (Tabla I).

Relacior de compuestos evaluados Como Interferantes

TABLA I

Especie Concentracion (mmol/L)
interferente Norma}' ;\ﬁadidaz
cu®* 0,024 05
Fe®* 0,03 0,5
Mn?* 0,013.10" 05
ca®* 2,8 1,0
Zn"+ 0,02 02
APt no se reporta) 05
oot no se reporta) 05
Li* no se reporta) 0,5
Ascorbato 0,11 2,0
Bilinubina 0,02 04
NaF 1 mg/mL
Heparina 25 Ul/mL
Hemoglobina 1,0

‘Limite superior en suero. ®No Interferente.

La repetibilidad del método se estudid en un pool de
suero de 0,99 mmol/L de Mg. Para 10 repeticiones el coefi-
ciente de variacion (CV) hallado fue de 3,2 %. La reproducibi-
lidad fue evaluada a 0,99 mmol/L de Mg (CV =41%) y
1,99 mmol/L (CV = 3,43%) en 15 determinaciones respecti-
vamente.

El método propuesto muestra buenos parametros de ca-
lidad desde el punto de vista analitico, no requiere de un equi-
pamiento costoso y resulta facilmente automatizable.
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