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Metodologia analitica

Desarrollo de un Equipo Sencillo para la
Realizacidon Simultdnea de Reacciones Enzimaticas
en Sistemas de Dos Fases

NESTOR O. CAFFINI, MARIA C. ARRIBERE* y NORA S. PRIOLO

Laboratorio de Botanica Aplicada, Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata, Casilla de Correo 711, 1900 La Plata, Argentina

RESUMEN., Se describe un equipo sencillo y econémico que permite la realizacién
simultinea de reacciones termostatizadas en sistemas de dos fases, especialmente
apto para la determinacién de actividad de enzimas cuyos sustratos no sean hidro-

solubles.

SUMMARY. “Development of a Simple Equipment for Multiple Determinations
of Enzyme Activity in Two-phase Systems”. A simple and low-cost equipment to
perform multiple thermostatized reactions in a two-phase system, specially designed
for activity determination of enzymes whose substrates are not water-soluble, is

described.

La determinacién de la actividad de en-
zimas cuyos sustratos habitualmente no son
solubles en agua, como ocurre en el caso de
las lipasas, plantea problemas metodolégi-
cos que pueden resolverse a través de dos
mecanismos alternativos: a) la dispersién
del sustrato (corrientemente triglicéridos
puros o aceites naturales) en una solucién
de goma ardbiga u otro agente viscosante
y/o emulgente y b) la formacién de un sis-
tema de dos fases, en el que la fase acuosa
contiene la lipasa y la fase solvente orgini-
co el sustrato disuelto. En este tltimo caso
la fase orgénica cumple con la doble fun-
ci6n de disolver el sustrato y también los
icidos grasos que constituyen uno de los
productos de la lipdlisis, por lo que debe

asegurarse que ambas fases (acuosa y orgi-
nica) estén en estrecho contacto.

Esto dltimo se logra usualmente con un
agitador magnético y una cuba de doble ca-
misa con circulacién de agua para termosta-
tizar el sistema, lo que de todos modos s6lo
permite la realizacién de una tnica expe-
riencia por vez, que debe ser reproducida
en tantas oportunidades como sea necesario
para obtener valores confiables. El ntimero
de determinaciones simultineas depende
esencialmente de la cantidad de agitadores
magnéticos disponibles, pero sin embargo
ello no asegura que todos los ensayos sean
estrictamente equivalentes entre sf, porque
resulta pricticamente imposible obtener la
misma velocidad de agitacién en todas las
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Figura 1. Detalle de las partes que componen el Figura 2. Corte del equipo. a: pieza superior; b:
gabinete (ver explicacibn en el texto). pieza inferior; c: placa perforada para mantener

las cubas en posicién; d: cuba de reaccién de doble
pared; e placa perforada donde se fija el soporte
de los agitadores; f: eje del agitador; g: imén; h:
polea; i: planchuelas que funcionan como bujes y
soporte de agitadores.

Figura 3. Vista superior de la distribucién de los agitadores. a: eje y polea del
motor; b: polea doble; c: generador de pulsos; d: correas.
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experiencias, de lo cual depende el grado de
contacto entre ambas fases.

El equipo que se describe permite la rea-
lizacién de diez determinaciones simults-
neas con una velocidad de agitacién regula-
ble, reproducible, constante e igual en to-
das las cubas de reaccién. La unién de to-
das las cubas entre si por medio de tubos
de goma asegura la termostatizacién de las
mismas, pero si se dispone de mas de un ba-
fio de circulacién externa pueden realizarse
determinaciones a distintas temperaturas.

El gabinete (Figura 1) estd realizado to-
talmente en acrilico de 3,2 mm de espesor
y consta bisicamente de dos piezas ensam-
blables. La inferior (e) es una caja de 20 x
50 cm de base y 10 cm de alto y estd desti-
nada a albergar los diez agitadores y el siste-
ma electrénico de mando y control. En la
parte superior (b) la base estd desplazada
hacia arriba para que obre al mismo tiempo
de tapa de aquélla y de soporte de las cubas
de reaccién. Dos planchas perforadas de
acrilico completan el gabinete: una de ellas
(c) cubre el dispositivo electrénico-mecani-
coy en su cara inferior se fijan las planchue-
las (d) que actlian como sostén de los agita-
dores, en tanto que la otra (a) estd destina-
da a mantener la posicién de las cubas de
reaccion.

La Figura 2 representa un corte del equi-
po, donde se puede apreciar la manera en
que se disponen las piezas que integran el
gabinete, las cubas de reaccién y los agita-
dores. Cada agitador estd constituido por
un eje de acero de 2,2 mm de didmetro y
50 mm de longitud, con los primeros 20
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mm roscados, un iman de 32 x 10 x 3 mm
y una polea de duraluminio de 41 mm de
didmetro. El imén est4 soldado a una aran-
dela plana y ésta a su vez a una tuerca que
permite su unién al extremo superior del
eje. Un par de tuercas con arandelas planas
facilitan la fijacion de la polea sobre el eje
en la posicién deseada. Los agitadores se
mantienen en posicién de funcionamiento
gracias a la existencia de dos planchuelas de
bronce fosforoso que actian como bujes y
sostén de los ejes.

El conjunto de agitadores se acciona a
través de un tnico motor universal (del tipo
de los que poseen los grabadores de cinta
abierta), controlado por un sistema de regu-
lacién electronica. El movimiento se multi-
plica en una primera polea doble (Figura 3),
desde donde se distribuye a las nueve po-
leas restantes mediante una correa de 2 mm
de espesor y 117 cm de largo.

Sobre una de las poleas estd fijado un
generador de pulsos conectado a un fre-
cuencimetro compuesto por un sensor y
un display digital que indica el nimero de
revoluciones por minuto. Un regulador a
transistores permite seleccionar la velocidad
de agitacién y una llave interruptora gene-
ral desconecta el sistema para facilitar la
toma de muestras.
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