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Resumen

El desecho de pifia posee gran cantidad de aziicares, que pueden aprovecharse para que
los microorganismos los degraden y generen metabolitos o productos de fermentacién.
Trabajos relacionados utilizan el método propuesto por Miller (1959, pp. 426-428), que
usa el 4cido 3,5-dinitrosalicilico para determinar la concentracién de aziicares
reductores. En este ejercicio se aplicé este método, con el fin de determinar el contenido
de azicares reductores del sustrato en pifia (Ananas cosmosus) en un caldo de
fermentacion con Lactobacillus acidophillus (o lactobacilo acidéfilo) mediante un
método experimental, agregando acido 3,5-dinitrosalicilico o DNS a cada muestra. Este
es un método colorimétrico para determinar absorbancias de luz a una longitud de onda
de 540 nm. Se prepard inicialmente el reactivo DNS, se elabor6 una curva de calibracion
de glucosa con diferentes concentraciones. También se tomaron las muestras de caldo
fermentado y se procedi6 a agregar el acido 3,5-dinitrosalicilico a cada solucion de
glucosa y cada muestra. Ademas, se determinaron las absorbancias de cada solucién en
un espectrofotémetro. En la curva de calibracién se obtuvo un coeficiente de correlacion
igual a 0,993. Asi se alcanzaron valores en las concentraciones de sustrato desde 2,773
g/L hasta 4,654 g/L.. Se evidenci6 un coeficiente de correlacion cercano a 1, que indica
la perfecta correlacion entre datos. Ademas, se observo que a medida que aument6 el
tiempo de la fermentacién, la concentraciéon de aziicares reductores disminuyd. El
método de Miller mostrd un alto coeficiente de correlacion, siendo un método efectivo
para la determinacion de azticares reductores en pifia.
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Abstract

Pineapple waste has a large number of sugars, which can be used by microorganisms to
degrade them and generate metabolites or fermentation products. Related works apply
the method proposed by Miller, which uses 3,5-dinitrosalicylic acid to determine the
concentration of reducing sugars. In this exercise, the Miller’s method was employed to
determine reducing sugars of the substrate in pineapple (Ananas cosmosus) presented
in a fermentation broth with Lactobacillus acidophillus using an experimental method
that adds 3,5-dinitrosalicylic acid or DNS to each sample. It is a colorimetric method to
determine light absorbances at a wavelength of 540 nm. The DNS reactant was initially
prepared, a glucose calibration curve was prepared with different concentrations.
Samples were taken from the fermented broth. 3,5-dinitrosalicylic acid was added to
each glucose solution and each sample. Besides, the absorbances of each solution were
determined in a spectrophotometer. A correlation coefficient equal to 0,993 was
obtained in the calibration curve. The values of the substrate concentrations were
reached in a range between 2,773 g/L to 4,654 g/L.. A correlation coefficient close to 1
was found, which indicates the perfect correlation between data. Also, as the
fermentation time increased, the concentration of reducing sugars decreased. Miller’s
method showed a high correlation coefficient, being an effective method for the
determination of reducing sugars in pineapple.

Keywords: sugars, substrates, fermentation, colorimetric techniques, absorbance.

INTRODUCCION

Los residuos agroindustriales han sido manejados como sustratos para la produccién de
metabolitos y productos de fermentacién por medio de microorganismos capaces de
degradar el sustrato y valerse de las fuentes de carbono (Granda et al. 2005). El estudio
presentado aprovecha residuos de pifia como sustrato para la produccién de acido lactico
por la bacteria Lactobacillus acidophilus.

El acido lactico es un acido hidroxicarboxilico de gran importancia en la industria,
utilizado para regular la acidez en alimentos como yogures, quesos, dulces, carnes, entre
muchos otros (Serna, 2005). También es una aplicacion en la industria farmacéutica y
en la industria del plastico, en la industria quimica como solvente, agente limpiador y
neutralizante, entre otras (Garcia, 2010).

En este trabajo se busca determinar la cantidad de aziicares reductores que pueden
ser obtenidos por la bacteria Lactobacillus acidophillus, empleando el método de Miller
con el acido 3,5-dinitrosalicilico o DNS. El reactivo DNS reacciona tnicamente con
aztcares reductores presentes en la muestra mediante una reaccion redox (Miller, 1959).
La importancia de este método radica en su alta sensibilidad y facilidad de obtencién
debido a que es una técnica espectrofotométrica (Rivers et al. 1984).

Segtin los estudios revisados, la mayoria de otros investigadores aplica el método de
Miller. Dubois et al. (1956) evaluaron diferentes reactivos para detectar azicares
reductores. Lindsay (1973) realizé el método colorimétrico con el reactivo DNS para la
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determinacion de azticares reductores en papas. Blakeney y Mutton (1979) describen un
método para la determinacién de glucosa, fructosa y sacarosa en fruta y vegetales,
ademas reportan el cuidado al proceder con el calentamiento y enfriamiento. Breuil y
Saddler (1984) compararon el método de DNS con el de Nelson-Somogyi. Refieren que
el método DNS demostré ser mas facilmente influenciado por las condiciones de
incubacidn y por los componentes derivados de sustratos lignocelulosicos. Bello et al.
(2006) compararon el método DNS con el de Eynon-Lane para determinacion de
azucares reductores totales en jugos mezclados de cafia de azicar, siento el método DNS
en frio mas productivo con altos coeficientes de correlacion.

Mejia et al. (2007) efectuaron pruebas de concentraciéon de azicares totales,
reductores al residuo del mango comun en la obtencién de azicares fermentables.
Gusakov et al. (2011) compararon el método de DNS con el de Nelson-Somogyi en
actividades de carbohidrasa. Registran que los dos métodos proporcionan datos muy
similares cuando la actividad de la celulosa es medida contra CMC. Dominguez et al.
(2011) recurren al método DNS para cuantificacién de azicares reductores en el bagazo
de cafia de aztcar. Avila et al. (2012) manejan una técnica para la determinacién del
contenido de azicares reductores en Agave cocui Trelease. Cortés et al. (2015)
cuantificaron aztcares reductores en las cascaras de naranja y banano; se evidencia
mayor cantidad de azticares reductores en las de naranja que en las de banano.

En este estudio se muestran el procedimiento y las condiciones estipuladas para la
cuantificacién de los azticares reductores en los desechos de pifia (Ananas cosmosus)
como sustrato en la fermentacién por la bacteria Lactobacillus acidophilus. La mayor
parte de la pifia posee sacarosa, fructosa y glucosa segtin datos reportados por Rashid
(2008) y Krueger et al. (1992); los dos primeros son aziicares reductores; sin embargo,
la glucosa es la fuente de energia de la bacteria Lactobacillus acidophillus, y su
consumo puede determinarse utilizando el método DNS. El procedimiento inicié con la
toma de muestras de caldo fermentado y una curva de calibracion de glucosa a diferentes
concentraciones, se realiz6 la reaccién del reactivo DNS con las muestras, se
determinaron absorbancias a 540 nm en un espectrofotémetro, y se determiné la
concentracion de azicares reductores presentes en las muestras.

MATERIALES Y METODOS

Miller (1959) desarroll6 un método para determinar azticares reductores mediante el
acido 3,5-dinitrosalicilico, el cual reacciona con los aziicares reductores presentes en
una muestra a través de calor, reduciendo el 4cido a 3-amino-5 nitrosalicilico, y
cambiando el color de la muestra que se oxida en apariencia amarilla-café. La cantidad
de azicares reductores en la muestra se puede determinar aplicando la ley de Beer-
Lambert, que establece que la absorbancia se relaciona con las propiedades del analito,
su concentracion y la longitud del haz de radiacién al atravesar la muestra
(Swinehart,1962, pp. 333-335). Con el fin de hallar la absorbancia de la luz en la
muestra a una longitud de onda de 540nm mediante espectrofotometria, se debe realizar
una curva de calibracién del patrén de glucosa que cuantifica la concentracién de
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azucares y reemplaza los valores de las absorbancias. Asi se logra obtener la
concentracion de azicares reductores. Al principio del método lo rige la ecuacién 1:

P
A =—log,y—=— = abc (1)
Po

Donde A es la absorbancia; P, la intensidad; a, la absortividad o coeficiente de
extension; b, la longitud del haz en el medio absorbente, y c, la concentracion de la
especie absorbente.

Si la ley de Beer-Lambert se cumple en todo el intervalo de c estudiado, se obtiene
una linea recta en él llamada curva de calibrado. Con esta es posible realizar una
regresion lineal para predecir la concentracién de azicares reductores en las muestras.

Estos pasos se realizaron siguiendo los protocolos propuestos en el Manual de
laboratorio de procesos biotecnoldgicos de la Pontificia Universidad Javeriana ([PUJ]
2007).

Preparacion del reactivo DNS

Se pesa 1,6 g de NaOH, 43,8 g de tartrato de Na-K y 1 g de acido 3,5-dinitrosalicilico.
Se agrega el NaOH a un vaso de precipitado con 50 ml de agua destilada hasta disolver
completamente, luego se agrega el tartrato de Na-K lentamente hasta disolver por
completo la soluciéon mediante agitacion magnética, y se agrega el acido 3,5-
dinitrosalicilico, protegiendo el reactivo de la luz con papel aluminio. En seguida, se
afora la solucién hasta 100 mL con agua destilada en un bal6n aforado de 100 mL y se
deja en agitacion toda la noche en un frasco ambar (Miller, 1959; PUJ, 2011).

Preparacidn de las soluciones patron de glucosa para la curva de calibracion

Se prepara la solucién patrén de glucosa con las siguientes concentraciones: 0; 0,5; 0,7;
1,0; 1,5; 1,7, y 2,0 g/L. Se afiaden 0,25 mL de cada solucion y 0,25 mL del reactivo
DNS en tubos tapa rosca cubiertos con papel aluminio para proteger la reaccién de la
luz. Los tubos se colocan en un bafio termostatico a 92 °C por cinco minutos. Se detiene
la reaccién por enfriamiento en hielo por cinco minutos y se agrega 2,5 ml de agua
destilada a cada tubo, se agita y se realiza la lectura de la absorbancia a 540 nm en el
espectrofotometro. La Tabla 1 muestra en resumen las cantidades agregadas de glucosa,
reactivo y agua destilada para cada muestra:
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Tabla 1

Metodologia para elaborar la curva patron de glucosa

Concentracion (g/L)

Reactivo Blanco

0,5 0,7 1,0 1,5 1,7 2,0
Glucosa (mL) - 0,25 025 0,25 0,25 0,25 0,25
Agua (mL) 0,25 - - - - - -
Reactivo DNS (mL) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Agua destilada (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Toma de muestras

Durante el proceso de fermentacion se tomaron muestras del caldo cada doce horas,
desde 0 horas hasta 108 horas, una vez tomadas las muestras se refrigeraron para detener
la reaccién. Se realiz6 una réplica de la fermentacién y se denomino al primer caldo de
fermentacion como A y a la réplica B.

Determinacion de la concentracion de azucares reductores en las muestras

Se centrifugaron las 20 muestras de caldo de fermentacién por ocho minutos a 4000
revoluciones por minuto. Se afiadieron 0,25 mL de muestra y 0,25 mL del reactivo DNS
en tubos tapa rosca cubiertos con papel aluminio para proteger la reaccion de la luz. Los
tubos se colocan en un bafio termostatico a 92 °C por cinco minutos. Se detiene la
reaccién con enfriamiento en hielo por otros cinco minutos y se agregan 2,5 ml de agua
destilada a cada tubo, se agita y se realiza la lectura de la absorbancia a 540 nm en el
espectrofotometro.

Se realizd una regresién lineal a la curva de calibracién, se despejé la variable
concentraciéon en funcién de la absorbancia medida, y se reemplazaron los datos
obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Curva de calibracion de glucosa

Luego de preparar las soluciones de glucosa y hacerlas reaccionar con el DNS, se
procedié a medir las absorbancias de las soluciones de glucosa de 0,5; 0,7; 1; 1,5; 1,7,
y 2 g/L en un espectrofotémetro y graficar los resultados (véase Figura 1). La curva de
calibracion se realiz6 para determinar la concentracion de aztcares reductores en las
muestras de caldo fermentado, y cuantificar y monitorear los azticares presentes durante
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el proceso de fermentacién. La medicion de la absorbancia se realiz6 de 0 a 1, el valor
0 indica que no se absorbe nada de luz, y el 1 sefiala que absorbe toda la luz; sin
embargo, algunas soluciones daban valores mayores a 1, por lo tanto, se realizaron
diluciones de las soluciones de glucosa 1/10, con el fin de que la lectura de la
absorbancia estuviera entre los valores.

Figura 1

Curva patron de glucosa
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Nota. Gréfica de elaboracién propia.

Al graficar los datos y determinar la ecuacién de la recta y el coeficiente de
correlacion (R?), se observa un valor igual a 0,9993. Un coeficiente de correlacion
cercano a 1 indica perfecta correlacion entre los datos al relacionar la concentracién con
la absorbancia y alta confiabilidad en los datos obtenidos, asi como sefiala un
procedimiento experimental efectivo al preparar las soluciones de anélisis, es decir, se
alcanzan las cantidades estipuladas, protegiendo las muestras de la luz natural.

La ecuacién de la recta obtenida por regresion lineal en la Figura 1 es la herramienta
esencial para la determinacion de la concentracién de azicares reductores en las
muestras de caldo de fermentacion. Se despejé la variable de concentracion en funcién
de la absorbancia, siendo la variable x la concentracion, y la variable y, la absorbancia.

y + 0,035 @)
X=——
0,6007
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Determinacion de azucares reductores del sustrato de piiia

Se procedi6 a medir las absorbancias de las muestras de A y B en un espectrofotémetro.
Las concentraciones de azticares reductores para cada muestra en A y B respecto al
tiempo usando el método DNS se obtuvieron bajo la ecuacion de la regresion lineal (1),
en la cual se despejo la variable concentracion y se reemplazaron los valores de las
absorbancias alcanzadas a una longitud de onda de 540 nm.

En las muestras de A, las concentraciones de azucares reductores tienen un maximo
de 4,66 g/L al inicio de la fermentacién y finalizan con una concentracién minima de
3,18 g/ en la hora 108, mientras que, en las muestras de B, las concentraciones de
azucares reductores tienen un maximo de 4,66 g/L al inicio de la fermentacion y
finalizan con una concentraciéon minima de 2,78 g/L. en la hora 108. Tanto A como B
inician con la misma concentraciéon de aztcares reductores, pero B finaliza con una
concentracion menor que la de A. Asimismo se puede apreciar que la concentracién en
A y B disminuye al aumentar el tiempo. Desde el punto de vista microbiolédgico, esto
indica que las bacterias estdn consumiendo el sustrato como fuente de energia para
producir los compuestos por metabolismo, por lo tanto, los valores obtenidos
concuerdan con esta teoria. La Figura 2 muestra las curvas de la concentracion de
azucares reductores respecto al tiempo para cada muestra de A y B:

Figura 2

Consumo de sustrato en Ay B vs. Tiempo
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Nota. Gréfica de elaboracién propia.
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En la Figura 2 se observa que la concentracion de azicares reductores en A
disminuye rapidamente en las primeras horas de fermentacion; sin embargo, de 20 a 36
horas la disminucién es menor, lo mismo se observa al llegar a la hora 72: existen dos
puntos en los cuales la disminucién de aziicares es pequefia; se trata de sistemas
sensibles a condiciones de cambio, llamense temperatura, humedad, presién, etcétera.
Lo anterior los hace sistemas inestables, donde es de suma importancia el control, el
mantenimiento de buenas condiciones de operacion, agitacion, temperatura constante,
condiciones asépticas, con el fin de contrarrestar el efecto negativo al que estan
expuestos los microorganismos.

Por otra parte, B muestra una disminucién de azicares reductores mas uniforme que
A al aumentar el tiempo. En todo momento se presenta un agotamiento de sustrato por
parte de la bacteria Lactobacillus acidophillus, una buena sefial para la produccion de
acido lactico de forma satisfactoria. De la misma manera se evidencia el alto consumo
de los aztcares durante los primeros dos dias, debido a que la velocidad de reaccién es
mas alta en las primeras horas de fermentacién con el caldo més altamente concentrado
en azucares.

CONCLUSIONES

El residuo de pifia es un sustrato potencial para la produccién de acido lactico por
Lactobacillus acidophilus, ya que se evidencio el consumo y aprovechamiento durante
la fermentacion de glucosa en pifia (Figura 2). Ademas, posee otros nutrientes como
proteinas y vitaminas que ayudan a la bacteria a lograr la produccion de este metabolito.

Se establecié un procedimiento para la determinacién de aztcares reductores en
residuos de pifia por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico para las fermentaciones
realizadas en A y B. Utilizando este método, se obtuvo un alto coeficiente de correlacion
(R?) entre la variable concentracion y la absorbancia, indicado con un valor de 0,9993
y considerado el método efectivo para la determinacion de azticares reductores en pifia.

Se logr6 determinar la concentracion de azticares reductores en pifia (Figura 2), en
donde se evidencia mayor gasto de glucosa en la fermentacion B que en A por
Lactobacillus acidophillus, posiblemente se presentd por las condiciones de operacion
y porque los sistemas biologicos son muy sensibles a pequefios cambios de
concentraciones, temperatura, pH, entre otros. Desde el punto de vista microbiol6gico
pudo ocurrir muerte de unas pocas bacterias en estos dos puntos en la fermentacion A,
y por lo tanto no se agotd en la misma cantidad.

Asimismo, se puede apreciar que la concentracién en A y B disminuye al aumentar
el tiempo. Desde el punto de vista microbiologico, las bacterias consumen el sustrato
como fuente de energia para producir los compuestos por via metabdlica, por lo tanto,
los valores obtenidos corroboran esta teoria.

Este método experimental de laboratorio se podria reproducir en diversidad de
sustratos, con el propésito de continuar investigando la cantidad de azticares y fuentes
de carbono aprovechables por los microorganismos para la produccién de metabolitos
con aplicaciones industriales.
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