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DNS: una tecnica
de cuantificacion
de azucares reductores

Utilizada en el Laboratorio de Catalisis Enzimatica del TESE

ame ingenieros bioguimicos, imemediablemente
Hegamos a enfrentamos con ¢l montaje de téen-
cas (ue nos permitan analizar las muestras re-
sultantes de los éxperimentos gque realizamos, v poder
dsbogenerar las conclusioncs adecuadas a ese respecto,
Ui de las téemicas analiticas que aprendemos desde
que estamos estudiando, ¢s la desarrollada por Miller
(1939), Esta Weenica sirve para cuantificar los anicares
reductores producidos durante una fermentacion o para

cuantificar los productos de una réaccidn eneimiatica

Can el paso del tiempo y el vertiginoso desarrollo de fa
lecnologia, después de casi 30 afios, esta técnica ha
sufride alpunas modificaciones, sin embargo, ¢n ¢sens
chit sigue siendo lo mismo. Cada laboratorio gque la em-
phea, debe respetar la composicion del reactivo DNS,
aungue puede modificar ks cantidades de reactivo v de
muestra que empleard. s importante recordar gue siem-
pre gue hagames una modificacion. de-
bemos comprobar que no se esta afec-
tando la linealidad del método. Bl presen-
te trabajo describe detalladamente la tee-
nica utilizada por el Laboratorio de Cata-
lisis Enzimatica del TESE. para la
cuantificacion de amicares reductores de
las muestras generadas duranie el desa-
rrolio de los diversos proyectos de inves-
ligacion que se trabajan.

Preparacion del reactivo DNS

La composicion de cste reactivo. en g/

es: Es importante recalcar que. para po-
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der disalver ¢l dcido dini-trosalicilico, el hidroxido de

sodio deberd estar completamente disuelto

Lina ver preparado, el reactivo debertt almacenarse ¢n
un recipiente color ambar, a temperatura ambiente. Bste
reactivo dura aproximadamente un mes antes de mos-
trar precipitacion de los reactivos o vestigios de des-
composicion. Debido a lo anterjor, se recomienda hacer
los calculos adecuados para preparar solo lo cantidod

requerida de reactivos v evitar ¢l desperdicio.
Elaboracién de la curva patron

Segun la ley de Lambert v Beer, la absorbancia es dicecta-
mente praporcional a la concentracion del miterial gue
absorbe la luz, al gue generalmente conocemos como
analito (Rubinson v Rubinson, 2000). Siempre que se

utiliza un método espectrofotomeétrico para cuantificar la
concentracion de analito presente en ung muestra proble-
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ma. es necesario relacionar la concentracion de dicho
anality con la cantidad de |uz que absorbe del haz que e
incide. Sabiendo que ésta es una relacion aproximada-

Hidrixido de sodio granular 1]
Acido dinitrosalicilico 10
Sulfito de sodio anhidro 0.5
Fenol 02

mente lineal. lo mas recomendable es preparar una solu-
cion estandar, con um concentracion conocida de analito
v hitcer diversas diluciones de la misma para poder obte.
ner dicha relacion y expresarla matematicamente con la
ayuda de la ecuncion de fa recta, Y = mX + b, En este
caso. mosert o pendiente de esta recta, b la ordenada al
origen, X sert la concentracion de analito, v Y la
absorbancin observida para cada concentracion. La téeni-
ci de NS cuuntificn, como maximo, una concentra-
cidn de weocar de un mg/ml. Por lo tanto, fa solucion
estindar deberd tener esa concentracion.

A partir de esta solucion se deberin realizar las dilucio-
nes correspondientes pary cOnstrulr una curva patron,
con la que se determinard la concentracion del analito
en I muestra problemad, a panir de la ecuacion de |a
recta antes mencionada. Las diluciones gue serviran para
la construccion de 1o curva deberdn realizarse por dupli-
cade, o in de construir la curva con los promedios de
las das lecturas obtenidas por cada dilucion, Ademas,
debera indicarse dentro de la grifica la desviagion
estandar de las lecturs, pary poder asi validar la preci-
sion en el trabajo del analista. Por tal razon, cada ves
que se prepare el reactivo DNS es necesario construir
uny curva patrén, con la gue se cuantificard ¢l analito de
las muestras tratadas con ese reactivo en especifico.

[is importante mencionar que, si se tiene la sospecha de
que la muestra problema posec una concentracion ma-
yor aun mg/ml. serd necesario realizar una dilucidn de
la misma. previa a la determinacion, para asegurar que
las lecturas podran ser interpoladas en la curva patron.

Reaccion del azdcar con el DNS

Todas las muestras, tanto las que companen a la curva
patrdn como las.que constituyen el problema, deberdn
tratarse utilizande el procedimiento que se desernibe a
continuacion:

Paso [, Se deberd tener un ml total de muestra. Cuando
se requiera de una dilucion, se pondrt una cantidad ade-

cuada (menor a un ml) de fa muestra que contiene ¢l
azucar, y se¢ completari a un ml vtilizando agua destila-
da. De tal forma que, si se utilizan 0.5 ml de muestra, se
deberd agregar 0.5 ml de agua, para completar a un ml,

Pase 2. Una ver completado el volumen, se agregaran
tres mb del reactivo DNS v se someteran a ebullicidn
durante cinco minutos. Los tubos s¢ podrin enfriar al
chorro del agua o bien podran dejarse enfriar por si so-
los hasta que alcancen la tempertura ambiente.

Pase 3. Se deberan agregar seis ml de agua, para eom-
pletar un volumen final de 10 ml, ¥ se agitnrin en el vortex,

Paser 4. Los twbos deberan leerse o 550 nm, calibrando
con el blanco, ¢l ¢ual contiene todos los reactivos, ex-
cepto el problema. bs decir, contiene un ml de agua,
tres ml de [INS v s¢is ml de g,

Se propone un ejemplo

En el Laboratorio de Catilisis Engimannca se monto una
Frii£l1ﬂii enla uc se T'Uilllfriii conoer ¢l l.'I:"fll'I]"H'lﬂHIIIiUI'IIU
de una levadura durante una fermentacion aerobia, con
respecie o su crecimento v consuma de sustrato. Bl as-
car utilizado en el medio de cultivo fue glucosi, en una
concentracion de dos @/, Se womuron muestras a difes

rentes tempos vose anilizd lo cantidod de azicar presente.

Lo primer que se¢ ¢labord fue la curva patron, para ello
se prepard una solucion de glucosa anhidra con una
concentracion de cuatro mg/ml, v por duplicado se hi-
cieron las diluciones indicadas ¢n la tahla |

A cada uno de estos tibos se les agreed res ml del reactivo
IINS ¥ se sometieron a ebullicion durante cinco minutps,
Cuando los wbos alcanzaron |a temperatura ambiente, se
les agrego seis ml deagua v se leyveron en el espectroa
350 nm. La figura | nos muestra la relacian lineal que
existe entre la concentricion de la glucosa en las mues-
tras v la absorbancia obtenida: Como puede observarse,
la grifica es lineal en todo ¢l rango probado, v [a desvia-
cion estandar es pequea en cada concentracion, lo que
nos indica un buen trebajo del analista.

Saluciin patrin Yrua  Concentraciin de ol
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Tabla | Preparaciin de la curva patran para
creantificacion de amicares utilfizando el reactive D8NS
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Debido a la concentracion de glucosa en ¢l medio de
cultivo, fue necesario hacer una dilucion 1:10 de las
muestras tomadas, antes de determinarles su conteni-
do de azucar. Para ello se tomd un ml de la muestra v
se agrega (L9 ml de agua, para completar un ml. Una
vez hecha la dilucion, a cada muesita se afiadid el DNS
(tres ml). Los tubos se dejaron en ebullicion durante
cinco minutes, inmediatamente s¢ dejaron enfriar para
agregarles seis ml de agug, completando asi el volumen
a [0 ml. Estos tubes se leveron en ¢l espectrofotometro
a 350 nm. calibrando ¢l equipo con un blanca, prepara-
do con tedos los reactivos, excepto el problema.

La tabla 2 muestra las lecturas obtenidas después del
tratamiento con DNS,

Lectura | Lecturs 2

Tiempa (h)
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Tabia 2, Leciras de lay muestras
de-gziicar de fo cinética

Las lecturas obtenidas al analizar las muestras en el es-
pectro (Abs). se suslituyeron en la siguiente ecuancion:

X=Y-b = Abs+ (L0345
m 1,1318

Con esta ecuacion, se tenia |a cantidad de azicar, en g/l.
Considerando la dilucion, era necesario multiplicar por 10
toddos los resultades. v asi se obtuve la concentracion de
glucosa en cada tiempo de Iy fermentacion. La tabla 3
muestra la concentracidn por cada lectura, asi como los
promedios v la desviacion estandar de los azicares.
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Al graficar el promedio de las lecturas (Figura 2), ob-
servamos el consumo de sostrato de la Icvadum duran-
te Ja fermentacion,
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Tabla 3. Cdlewlos de fu glucosa contenida en o medio e
cudiive g diferenies tempos de la eindtica
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Figwra 2 Cinidticn ol comsuma de sustrato
de Succhavomyees cereviviae durante
una fermentacion aerobia
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