


menes, constituye una fuente prácticamente inagotable de re- 
activo enzimático en óptimas condiciones. 

La preparación del extracto enzimático es asimismo, un 

procedimiento sencillo y su actividad permanece inalterada en 
las condiciones de conservación descritas. 

El paso de permeabilización previo al de ruptura celular 

permitió obtener un extracto libre de magnesio intracelular 

que de no haber sido eliminado hubiera interferido en la de- 

terminación. 

No se observaron diferencias entre la actividad enzimáti- 

ca medida con muestras reales de suero y concentraciones 

equivalentes obtenidas por adición del catión. 

Este comportamiento es congruente con las observacio- 

nes hechas por otros autores’” en relación con el desplaza- 

miento del magnesio desde su unión a las proteínas plasmáti- 

cas hacia la formación del complejo con ATP. 

El incremento de la absorbancia con respecto al tiempo 
(Fig. 1), no mostró 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- 
ción del extracto de células, se observó un incremento casi 

constante, cuya magnitud correlacionó con la concentración 

de Mg en las muestras. 
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Fig. 1. Absorbancia de la mezcla de reacción (Mg” 60 wol/L, 
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 adicibn del extrac- 

to de células permeabilizadas de levadura. 

El pH y la concentración de los metabolitos reaccionan- 
tes se determinaron mediante el estudio de su efecto sobre la 
reacción (Fig. 2), encontrándose óptimas 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 inhibición 
de la hexoquinasa si las concentraciones de Mg resultan ba- 
jas, hecho que ha sido también descrito por otros autores. ” 
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Fig. 2. Dependencia entre el cambio de absorbancía entre 5 y 10 min de reacción y algunos de los parámetros de la reaccibn. 

La concentración de los reaccionantes, excepto indicación explícita, es NADP 0.3 mmol/L; ATP 0,5 mmol/L; Glc 8 mmol/L; 
Mg’+ 60 pmol/L; en amortiguador Tris 90 mmol/L , pH 6,4. 
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El incremento de la temperatura de la reacción provocó No se observaron interferencias de los compuestos eva- 

un aumento de la actividad enzimática del extracto (Tabla 1). luados a %S COtICE!tItrXiOtM!S que se muestran (Tabla ll). 

TABLA I TABLA II 
Actividad enzlmátlca del extracto enrlm&lcoa distintas 

temperaturas de incubaciónde la mezcla de reacción 

Temperatura Actividad 

(“C) ~moll(min . mL de extracto)] 

Especie 
interferente 

Concentración (mmol/L) _ _ 

Normal’ Afiadida2 

25 ll8 

30 133 

37 147 

Sobre esta base se pueden fijar condiciones de trabajo 
dentro del rangg”de temperaturas más frecuentemente utiliza- 
do en las determinaciones enzimáticas. La incubación previa 
de la muestra con el ATP -con quien el Mg forma un com- 
plejo que constituye el suatrato 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 reaccií-? correlacionó con la concen- 
tración de magnesio presente en las muestras (r = 0,99) 
(Fig. 3). A partir de los parámetros de la recta correspondien- 
te se determinó la concentración 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 reacción y la concentración de Mg en muestras 

de plasma sanguíneo. 
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Fig. 4. Correlaci6n entre las concentraciones de Mg halladas 
por el método enzimático propuesto y por espectmmetrk 

de absorción atómica. (n = 25). 

La correlación con el método de absorción atómica fue 
de 0,99 y la pendiente de la recta determinada por las parejas 
de valores de concentración halladas por ambos métodos, fue 
igual a 1. 
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‘Limite superior en suero. 2No Interferente. 

La repetibilidad del método se estudió en un m/ de 
suero de 0,99 mmol/L de Mg. Para 10 repeticiones el coefi- 
ciente de variación (CV) hallado fue de 3,2 %. La reproducibi- 
lidad fue evaluada a 0,99 mmol/L de Mg (CV = 4,1%) y 
1,99 mmolA_ (CV = 343 %) en 15 determinaciones respecti- 
vamente. 

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