
Método de cuantificación enzimática con DNS para 
ß-mananasa en soya y en un aditivo nutricional

Enzymatic quantification method with DNS for ß-mannanase 
in soybeans and in a nutritional additive

Danyerly Johana Ruiz Chatez1

Natalia Afanasjeva2

DOI: https://doi.org/10.19053/01228420.v19.n3.2022.14621

RESUMEN: En la búsqueda de la disminución del uso de antibióticos 
en la alimentación animal se destaca el desarrollo de aditivos nutri-
cionales que promueven la salud animal y el mejor aprovechamiento 
de nutrientes en alimentos de origen vegetal. En este trabajo se de-
sarrolló un método analítico para cuantificar la actividad de la enzi-
ma endo-β-mananasa en un aditivo nutricional comercial y en la soya 
comúnmente usada como fuente de alimento para cerdos y pollos. El 
método usado se basa en la determinación de azúcares reductores con 
ácido 3,5-dinitrosalicílico complementado con espectroscopia ultra-
violeta, donde mediante una curva de calibración de manosa se logra 
determinar la cantidad de azúcares liberados por una unidad equiva-
lente de enzima (U) en la materia prima, en un aditivo nutricional co-
mercial y cuando es adicionado a la soya.

Adicionalmente, se hizo la determinación de la actividad enzimática 
por el método de cromatografía liquida con detector infrarrojo, se 
pudo identificar la señal del estándar de monosacárido manosa, pero 
no se logró la separación, identificación y posterior cuantificación de 
los azucares reductores producidos o liberados por la actividad de la 
enzima en la matriz del alimento.

ABSTRACT: In the search for the decrease in the use of anti-
biotics in animal feed, the development of nutritional additi-
ves that promote animal health and the best use of nutrients in 
plant-based foods has been reached. In this work, an analytical 
method was developed to quantify the activity of the enzyme en-
do-β-mannanase in a commercial nutritional additive and in soy-
beans commonly used as a feed source for pigs and chickens. The 
method used is based on the determination of reducing sugars 
with 3,5-dinitrosalicylic acid complemented with ultraviolet spec-
troscopy, where by means of a mannose calibration curve it is pos-
sible to determine the amount of sugars released by an equivalent 
unit of enzyme (U) in the raw material, in a commercial nutritional 
additive and when added in the soybeans. Additionally, the de-
termination of the enzymatic activity was made by the method of 
liquid chromatography with an infrared detector, the signal of the 
mannose monosaccharide standard could be identified, but the 
separation, identification and subsequent quantification of the 
reducing sugars produced or released by the enzyme were not 
achieved enzyme activity in the feed matrix.
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INTRODUCCIÓN
Entre los granos más producidos para la alimentación se listan en orden 
descendente el maíz, trigo, arroz y la soya (Glycine max), pero en la familia 
de las leguminosas o Fabaceae, la soya es la más producida a nivel mundial 
(Ramírez et al., 2022). Su alto contenido de proteínas y carbohidratos, la 
hace ser altamente comestible y sus productos derivados son ampliamente 
utilizados en la alimentación animal y humana y en la industria farmacéutica 
(San Miguel et al., 2017). Por estas razones la soya es considerada una de las 
leguminosas más importante por lo que ha aumentado su producción mun-
dialmente (Garcés et al., 2014).

Es conocido qué los polímeros naturales de la biomasa están representados 
por los compuestos como celulosa, hemicelulosa y lignina. En cuanto a la 
aplicación en alimentación, se está estudiando más la hemicelulosa, ya que 
la celulosa y lignina son más usados en procesos industriales del papel y 
biodiesel (Nguyen et al., 2017). En comparación con la celulosa, la estructu-
ra química de la hemicelulosa posee ramificaciones con combinaciones de 
monosacáridos que son parte de su composición básica (xilosa, arabinosa, 
glucosa, manosa y galactosa), además contiene los carbohidratos como xila-
no, xiloglucano, manano, glucomanano, galactoglucomanano y calosa (Cer-
da, 2016).

Por su composición los carbohidratos no aportan mucho valor nutricional 
debido a la formación de las estructuras complejas de polisacáridos que 
generan la presencia de factores anti-nutricionales y la baja digestibilidad de 
los animales monogástricos ya que ellos son incapaces de digerir las estruc-
turas complejas y largas de polisacáridos sin la ayuda de las enzimas micro-
bianas que ayudan a descomponerlos (Loman y Ju, 2016). Estos polisacáridos 
junto con la lignina forman parte de biomasa lignocelulósica y componen la 
pared celular en los diferentes alimentos de origen vegetal. 

Un valor agregado nutricional de la soya en el proceso de digestión se da 
por medio del mananooligosacarido (MOS) que tiene características de un 
alimento funcional prebiótico y que promueve el crecimiento de bacterias 
probióticas en microbiota intestinal y confiere propiedades antineoplásicas 
sin citotoxicidad para las células (Singh et al, 2018).

Una manera de lograr el máximo aprovechamiento de las propiedades nutri-
cionales de la soya es aumentar su digestibilidad, y esto se puede lograr 
mediante el proceso de hidrólisis enzimática junto con la aplicación de los 
métodos químicos (Kumar y Satyanarayana, 2015), y el uso de algunas de las 
enzimas cómo son la β-mananasa, β-glucosidasa y β-manosidasa. En el caso 
de la enzima β-mananasa, clasificada de acuerdo con la nomenclatura inter-
nacional como EC 3.2.1.78 (McDonald y Tipton, 2021), se conoce, que esta 
enzima es responsable de hidrolizar los β-mananos o galactomananos de las 
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paredes celulares de los vegetales (Rodwell et al. 2016), como se muestra en 
la Figura 1. 

En las dietas de los animales, el β-manano es uno de los principales poli-
sacáridos no almidonados (PNA), que están compuestos principalmente de 
manosa con enlaces glucosídicos β-1,4 (Jana y Kango, 2020). La enzima β-ma-
nanasa, que es una enzima exógena, hidroliza los β-mananos, disminuye los 
efectos anti-nutricionales de los β-mananos y, por lo tanto, mejora la produc-
tividad animal (Zuluaga et al, 2017).
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La medición de la actividad enzimática por medio de cuantificación de los 
azúcares reductores (monosacáridos) producidos por la reacción al hidroli-
zar el galactomanano presente en la muestra, se realiza comúnmente por el 
método de Miller con el reactivo ácido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Al Loman, 
2017) y se basa en una reacción entre los azúcares reductores y DNS, resul-
tando en un complejo de color naranja cuantificable (Zuluaga, 2013).

Otro de los métodos para determinar azúcares reductores es por cromato-
grafía liquida con detector de índice de refracción que es un detector univer-
sal por lo que es altamente improbable que el índice de refracción del soluto 
sea similar al del solvente. Como inconveniente tiene la desventaja de ser 
muy poco sensible, y esto limita su campo de aplicación y además su fun-
cionamiento es muy afectado por cambios de temperatura (Foitzich, 2013).

FIGURA 1. Esquema de la acción enzimática de endo-β-mananasa y α-galactosidasa involucradas en la hidrólisis del 
galactomanano (tomado de Rodwell et al. 2016).
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MATERIALES Y MÉTODOS
Los experimentos de análisis de actividad enzimática se realizaron en la ciu-
dad de Cali, que tiene temperatura promedio de 23,9°C, precipitación anual 
de 457,4 mm/año y humedad relativa anual de 78,3%/año (Alcaldía de Cali, 
2021).

La enzima endo-β-mananasa es derivada del Aspergillus Niger (Avinews, 
2014), fabricada por la compañía Compro, (2020) que garantiza una actividad 
enzimática de mínimo 40x106 U/Kg.

Aditivo Nutricional comercial (de ahora en adelante en el texto se denotará 
como ANC).

Es un aditivo mejorador (Tabla I) de la eficiencia alimentaria y se utiliza en 
la elaboración de alimentos para pollos de engorde, ponedoras y reproduc-
toras en todas sus etapas y para cerdos en todas sus etapas productivas 
(Inteagro, 2022). 

TABLA I. Composición, registro sanitario y dosis del aditivo nutricional comercial (ANC), (Inteagro, 
2022).

Nombre comercial Zybum®

Registro sanitario en Colombia Reg. ICA 15108-SL

Forma farmacéutica Polvo granulado

Dosis 200 g/t

Composición 
β-mananasa - mínimo 320.000.000 U/Kg*

Excipientes c.s.p 100%

*U/Kg: medida de la actividad enzimática en unidades de β-mananasa equivalentes para la liberación de 1 µg/min de azúcar 
reductor.

Método de análisis de la actividad enzimática de β-mananasa con DNS por 
espectrofotometría UV
Esta metodología se usó específicamente para medir la actividad enzimática 
de endo-β-mananasa en el producto aditivo nutricional comercial, en la mate-
ria prima endo-β-mananasa y en la muestra de soya y en la muestra de soya 
enriquecida con el ANC.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analítico de Merck Millipore. El 
agua utilizada es grado analítico para el uso en métodos químicos. Reactivos: 
acetato de sodio trihidratado, ácido acético, acido 3,5 dinitrosalicílico, fenol 
(cristales), hidróxido de sodio en lentejas, tartrato de sodio y potasio tetrahi-
dratado, nitrito de sodio anhidro, goma algarroba SIGMA G0753, acetonitrilo, 
estándar D-manosa, materia prima β-mananasa de (Compro Ltd.). Balanza 
analítica (0,05g – 200g ± 0,0001 g) Metter Toledo se utilizó para preparación 
de muestras.
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La β-mananasa degrada el manano en oligosacáridos y monosacáridos, estos 
a su vez por su composición con un grupo reductor llevan a cabo la reacción 
con DNS en un baño de agua hirviendo. La intensidad del color de la solución 
resultante de la reacción es directamente proporcional al azúcar reductor 
producido por la enzimólisis. La producción del azúcar reductor es directa-
mente proporcional a la actividad de la mananasa en la solución de reacción. 
La medición de la actividad enzimática de la β-mananasa está definida como 
la unidad (U) equivalente de enzima capaz de liberar 1 µmol de azúcar reduc-
tor (manosa) por minuto a partir de una solución de sustrato obtenida de la 
goma de algarroba a una concentración de 5mg/mL a condiciones de pH de 
7,0 y a una temperatura de 40°C.

Preparación de la curva de calibración de solución de manosa.
Preparación de la curva de calibración de solución de manosa en el rango de 
0,0040-0,0317 [mg/mL] se realizó, cómo se muestra en la Tabla II.

TABLA II. Descripción de la preparación de la curva de calibración a partir de una solución de 
manosa a una concentración inicial de 5,0mg/mL.

Punto de la curva 
calibración 

Volumen de alícuota 
solución de manosa 

(mL)

Concentración 
solución de manosa 

(mg/mL)

Concentración 
solución de manosa 

(µmol/mL)

1 1,0 0,0040 0,022

2 2,0 0,0079 0,044

3 3,0 0,0119 0,066

4 4,0 0,0159 0,088

5 5,0 0,0198 0,110

6 6,0 0,0238 0,132

7 7,0 0,0278 0,154

8 8,0 0,0317 0,176

De cada una de estas soluciones preparadas segun la tabla 2, se tomó una 
alicuota de 1,0 mL y se transfierió a un balon de 100 mL, se aforó con solu-
cion buffer pH 7,0. Para finalizar se procedío a realizar la reacción con el reac-
tivo DNS, se tomó una alicuota de 2,0 mL para cada punto de la curva en un 
balon de 25 mL, se agregaron 2,0 mL de solucion buffer pH 7,0 y 5,0 mL del 
reactivo DNS, se agitó con ayuda de un vortex por 3 segundos y se dejó en 
un baño de agua en ebullicion (aproximadamente 96°C) por 7 minutos, luego 
de este tiempo se retiró inmediatamente del agua y se enfrió en un baño de 
agua potable fria, se dejaron a los balones llegar a temperatura ambiente y 
se aforó luego con agua purificada. Las soluciones fueron analizadas en el 
espectrofotometro, determinando su maximo de absorbancia a 540 nm. La 
concentracioin final de cada punto de la curva se presenta en la Tabla II. 
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Preparación de las muestras (β-mananasa, ANC, soya y soya enriquecida con ANC) 
por el método con DNS.
A todas las muestras se les realizó una homogenización en un molino eléc-
trico con sistema de enfriamiento cada 10 segundos por 3 veces. La muestra 
de soya fue enriquecida según la dosis de uso del producto recomendada y 
descrita en la Tabla I.

Preparación de la solución enzimática de muestra de β-mananasa (BM): se 
pesaron 0,07 g de la enzima sobre un balón de 100 mL, luego se adicionan 
60 mL de solución buffer pH 7,0, enseguida se llevó a ultrasonido por 30 
minutos. Pasado este tiempo, se dejaba atemperar y se aforó con la misma 
solución buffer pH 7,0. Luego se centrifugó por 5 minutos y se tomó una 
alícuota de 1,0 mL sobre un balón de 50 mL, luego se aforó con la solución 
buffer pH 7,0. Esta solución muestra se reservó para la solución de enzimó-
lisis de patrón blanco y de muestra. Este procedimiento siempre se realizó 
para las tres muestras independientes.

Preparación de la solución enzimática de muestra de ANC: se pesaron apro-
ximadamente 0,02 g en un balón de 100 mL, luego se adicionan 60 mL de 
solución buffer pH 7,0, enseguida se llevó la solución a ultrasonido por 30 
minutos, pasado este tiempo dejar atemperar y se aforó con la misma solu-
ción buffer pH 7,0. Luego se transfirió una porción de la muestra a un tubo 
de ensayo y se centrifugó por 5 minutos. De esta porción, se tomó una alí-
cuota de 1,0 mL sobre un balón de 50 mL y luego se aforó con la solución 
buffer pH 7,0. Esta solución muestra se reservó para la solución de enzimó-
lisis de blanco y de muestra. Este proceso se realizó para las tres muestras 
independientes.

Preparación de muestra de soya y soya enriquecida con ANC: se pesaron 50 
g de muestra en un erlenmeyer de 250 mL y se adicionaron 200,0 mL de la 
solución buffer pH 7.0, se llevó a agitación magnética por 30 minutos. Des-
pués de los 30 minutos de agitación la muestra fue llevada a 4 tubos de 15 
mL para centrifugar por 5 minutos. Luego la solución acuosa es filtrada por 
cualitativo en un frasco de vidrio. De la solución obtenida se tomó una alícuo-
ta de 2,0 mL en un balón de 50,0 mL y se aforó con la solución buffer pH 7.0. 
Esta muestra ya estuvo lista para realizar el proceso de hidrolisis enzimática 
más adelante. Este proceso se realizó para las tres muestras independientes.

Hidrolisis enzimática de las muestras β-mananasa, del ANC, de soya y soya 
enriquecida con el ANC. Se pesaron 50 g de muestra en un erlenmeyer de 
250 mL y se adicionaron 200,0 mL de buffer pH 7.0. Las muestras ya prepa-
radas se mantuvieron acondicionado previamente el baño María a 40°C y en 
agitación constante la goma de algarroba. De cada muestra preparada ante-
riormente, se transfirió una alícuota de 2,0 mL de la solución enzimática de 
la muestra del ANC en un balón de 25,0 mL. Cada balón se llevó a un baño 
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María a 40°C por 20 minutos. Después de este tiempo se retiró y se adicionó 
2,0 mL de la solución de goma de algarroba (que se encontraba en agitación 
constante) y agitó en vórtex por 3 segundos, luego adicionó nuevamente 
2,0 mL de goma de algarroba y agitó nuevamente en vórtex por 3 segundos 
más. Se llevó nuevamente al baño María a 40°C por 60 minutos exactamente. 

Después de este tiempo, las muestras se retiraron del baño María e inme-
diatamente se adicionaron 5,0 mL del DNS y se llevaron a un baño María en 
ebullición por 15 minutos. Luego se retiraron del baño María y se enfriaron 
hasta temperatura ambiente, finalmente se aforó con agua purificada a 25,0 
mL y se agitó en vórtex por 5 segundos más. En este punto las muestras ya 
estaban listas para ser analizadas en el espectrofotómetro UV.

Preparación del blanco de reactivos y del blanco enzimático.
Se realizó la preparación del blanco de reactivos del análisis con 4,0 mL de la 
solución buffer pH 7,0 y 5,0 mL del reactivo DNS. Este fue llevado en el paso 
final en el baño de agua en ebullición y se siguieron los mismos pasos hasta 
aforar con agua purificada. 

Por cada lote de muestra (β-mananasa, ANC, soya y soya enriquecida) se pre-
paró una solución de blanco enzimático. 

Análisis espectrofotometrico del las soluciones preparadas anteriormente.
Todas las muestras fueron filtradas por 0,45 µm sobre la celda de quarzo 
para su analisis. Se realizó inicialmente el ajuste de la linea base en el espec-
tofotometro en el rango de 510 nm – 590 nm con agua purifiada, luego se 
realizaron las lecturas de las soluciones blanco de reactivos y enzimático, y 
finalmente se analizaron las muestras para determinar el maximo de absor-
bancia a una longitud de onda de 540 nm. Se elaboró la gráfica (figura 2) del 
valor de absorbancia versus la concentración (mg/mL) de manosa.

Determinación de la actividad enzimática por el método de HPLC con detector IR.
Las condiciones cromatográficas usadas: HPLC-Waters/software Empower 3. 
Fase móvil: Agua purificada: ACN (20:80). Columna: Polaris-NH2 dimensio-
nes: 250 x 4,6 mm; tamaño de poro 5μm; tipo L8. Flujo: 1,0 mL/min. Tem-
peratura de columna: 40°C. Detector: Índice de refracción. Temperatura de 
detector: 40°C. Volumen de inyección: 5 μL. Modo: Isocrático. Tiempo de 
corrida: 12 minutos.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
El método colorimétrico con DNS se ha utilizado ampliamente para medir 
contenido de azúcares reductores con la presencia de un grupo aldehído o 
cetona en su estructura en el cual el compuesto aromático formado absorbe 
fuertemente la luz UV, lo que permite establecer una relación directa entre la 
medida colorimétrica y la cantidad de azúcares reductores presentes (Pinho 
et al., 2014). El método se lleva a cabo siempre bajo condiciones alcalinas 
y de temperatura controlada (Deshavath et al, 2020). Sin embargo, es un 
método inexacto pues los componentes endógenos de la soya (aminoácidos, 
grasas y azúcares, etc.) interfieren con los resultados ya que se producen 
coloraciones muy intensas al principio de los ensayos, lo que resulta difícil 
de cuantificar por espectrofotometría UV y probablemente una cuantificación 
errada o sobrestimada del contenido de azucares liberados (Canseco et al., 
2015; Mizutani et al., 2012).

La solucion preparada de ácido DNS incluye la adicion del reactivo fenol que 
se añade precisamente para aumentar la intensidad del color (Sposina et al., 
2012), y en este caso, al analizar muestras de origen vegetal, se confirma que 
no es tan eficiente la determinación de su contenido. 

En este trabajo se evaluaron los resultados comparando los datos de la cur-
va de calibracion de manosa analizada con un reactivo DNS con adición del 
reactivo de fenol y sin adición del fenol. Los resultados se presentan en la 
tabla III.

TABLA III. Resultados de curva de calibracion de manosa con el reactivo DNS con fenol versus el 
DNS sin fenol.

Punto de la curva calibración 
Manosa + DNS con fenol Manosa + DNS sin fenol

Absorbancia Absorbancia
1 0,0278 0,0016
2 0,0900 0,0275
3 0,1850 0,0726
4 0,2800 0,0945
5 0,3792 0,1260
6 0,4721 0,1614
7 0,5610 0,2023

Efectivamente ocurre una disminución del valor de absorbancias en los mis-
mos puntos de la curva (ver tabla III) en las muestras de manosa + DNS sin 
fenol, lo que resulta ser de gran ayuda para el manejo de los datos en los 
análisis siguientes con la muestra de soya. 
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TABLA IV. Resultados de absorbancia bajo la curva calibracion de manosa en el rango de 
concentración de 0,0040-0,0317 [mg/mL] descrita según tabla II.

Puntos de la curva  
calibración 

Concentración de manosa 
(mg/mL) Absorbancia

1 0,0040 0,0009

2 0,0079 0,0164

3 0,0119 0,0785

4 0,0159 0,1394

5 0,0198 0,1914

6 0,0238 0,2606

7 0,0278 0,2764

8 0,0317 0,3380

Con los datos obtenidos se graficó la concentración de manosa versus la 
absorbancia en cada uno de los ocho puntos, para obtener la gráfica de una 
línea recta y por interpolación final obtener el dato de concentración y lue-
go realizar el cálculo de actividad enzimática (A.E.) teniendo en cuenta las 
demás diluciones y variables en la ecuación [1].
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FIGURA 2. Curva de calibración de concentración de solución de manosa vs. absorbancia. 
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Ecuación de cálculo actividad enzimática (AE) en las muestras analizadas:

A.E. =
(AbsE – AbsB) x K x CO x 1000µmol x 200mL x 50mL x 25mL

; 
U

     [1]
180,2mg x 60 min x Wmuestra (g) g

Dónde:

AE= Absorbancia de la solución muestra

AB=Absorbancia de la solución blanco

K= Pendiente de la curva (mg/mL)

Co= Intercepto de la curva

108,2 mg/mmol= Peso molecular de manosa,

60 minutos = tiempo de enzimólisis

W muestra= peso de la muestra, g

F= 5,78x106

TABLA IV. Resultados actividad enzimática (U/Kg) en muestras analizadas.

Muestra Réplica 
muestra

Peso muestra  
(g)

Absorbancia 
solución blanco 

(Ab)

Absorbancia 
solución muestra 

(Amtra)

Resultado actividad 
enzimática

 (U/kg)
%DRS

β -mananasa

M1  0,0702 0,0042 0,2326 227.100.930

1,6M2  0,0710 0,0042 0,2310 230.419.790

M3  0,0701 0,0042 0,2288 234.518.286

soya

M1 50,3588 -0,0071 0,0590 89.481

5,5M2 50,4586 0,0015 0,0707 93.844

M3 51,9323 0,0015 0,0768 99.860

soya + ANC

M1 50,8010 -0,0040 0,2018 291.901

5,1M2 50,5127 0,0020 0,1874 263.726

M3 50,6513 0,0020 0,2011 282.990

ANC

M1  0,0211 -0,0050 0,1349 472.009.530

13,6M2  0,0218 0,0001 0,1154 373.470.515

M3  0,0220 0,0001 0,1179 378.472.149
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Los resultados obtenidos muestran para el caso de la enzima β-mananasa 
y del ANC se cumple con las especificaciones declaradas según la Tabla I. 
Para el caso de la muestra de soya y de soya enriquecida con ANC según 
dosis recomendada en la Tabla 1, se logró medir la actividad enzimática en la 
muestra de alimento de soya sin interferencias por efecto de los componen-
tes de matriz, controlando las variables de pH del buffer a 7.0, la temperatura 
controlada a 40°C, se logró determinar el tiempo necesario para la reacción 
de enzimólisis a 60 minutos, la concentración de sustrato de goma de alga-
rroba a 5 mg/mL y finalmente la reacción con el DNS por 15 minutos en un 
baño de agua a ebullición. 

Comparando los resultados entre la muestra de soya y soya enriquecida con 
el ANC, se distingue un aumento en la actividad enzimática cuando se adi-
ciona la encima al alimento por medio del ANC, con lo que se comprue-
ba su función de hidrólisis en la cadena del polisacárido y así liberar los 
monosacáridos simples que son determinados por DNS y por el método de 
espectrofotometría UV (Zhang et al., 2021). Indirectamente se demuestran los 
beneficios del producto ANC, pues ese aumento en la actividad enzimática 
se relaciona directamente con la disminución de los efectos anti nutritivos 
en alimentos vegetales para un mejor aprovechamiento de la energía en pro-
cesos digestivos en el animal y así permite mejorar la producción y salud 
animal (Sharma et al., 2016).

Con los ensayos de determinación de la actividad enzimática por el método 
de HPLC-IR se usó la misma preparación de las muestras para el análisis con 
DNS, omitiendo el paso de la reacción con el DNS y finalmente se aforaba a 
25,0 mL con agua purificada y se filtraba por nylon de 0,22 µm en el vial para 
cromatografía liquida. Desafortunadamente, no se obtuvieron resultados 
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FIGURA 3. Comparación de resultados de la actividad enzimática (U/Kg) en las muestras analizadas.
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para la identificación y cuantificación de manosa obtenida después de la 
hidrolisis enzimática, solo se logró obtener la señal del estándar de manosa, 
pero el tratamiento con las muestras no produjo señal de monosacárido en 
el cromatograma de muestra de soya y del ANC, como se evidencia en las 
siguientes figuras 4 y 5.
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FIGURA 4. Cromatograma HPLC de la solución de manosa [100mg/mL]. Tiempo de retención es aproximadamente 7,83 
minutos.

FIGURA 5. Cromatograma de HPLC de la muestra de soya y ANC. (No muestra ninguna señal a 7,8 minutos).
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Como se observa en la figura 5, así mismo ocurrió para la muestra de soya, 
β-mananasa y la soya enriquecida con el ANC. Los cromatogramas no mues-
tran ninguna señal a tiempo de retención de 7,8 minutos. Una explicación 
a este resultado puede ser que posiblemente faltó el tiempo o un pretrata-
miento previo adicional como la hidrólisis acida (o básica) que descompone 
la hemicelulosa y hace que la celulosa sea más accesible, o un pretratamiento 
termo-mecánico utilizando la técnica de extrusión que rompe la estructura 
de la pared celular fibrosa aumentando el área superficial para interactuar 
más con las enzimas (Yang et al. 2019). Otra explicación tiene relación con 
la estructura química debido a que los azucares simples son compuestos 
por enlaces simples de C-H y carecen de grupos cromóforos, por lo que los 
análisis típicos por el método de HPLC de estas muestras utilizan detectores 
de dispersión de luz evaporativa (ELS), electroquímico o índice de refracción 
(IR). En este caso, solo se trabajó con el detector de IR, como se reporta en el 
trabajo (Teixeira et al., 2012). 

CONCLUSIONES
Con la metodología desarrollada con DNS se logró cuantificar la actividad 
enzimática endo-β-mananasa en las tres matrices analizadas; 1) como mate-
ria prima, 2) cuando está presente en el aditivo nutricional comercial y 3) 
cuando a su vez está dosificado en un alimento de soya. En promedio los 
resultados de A.E. fueron 230.679.669 U/Kg, 407.984.065 U/Kg y 279.539 U/
Kg respectivamente.

Con el método DNS aplicado se obtuvieron los resultados de actividad enzi-
mática de 94.395 U/Kg para la torta de soya y de 279.539 U/Kg para la soya 
con el ANC, esto confirma que cuando es usado en el alimento soya, la acti-
vidad de la enzima β-mananasa aumenta la hidrólisis de polisacáridos, mejo-
rando su digestibilidad y da pie a un avance en la creación de nuevos aditivos 
de alimentación y/o producción animal.

Se requiere un diseño analítico más amplio acompañado de equipos más 
especializados en el análisis de azúcares reductores en los productos mixtos 
alimenticios cómo son la electroforesis capilar o HPLC acoplado a masas, 
para que se pueda lograr su identificación, separación y cuantificación, y no 
solo por el método de cromatografía liquida HPLC como fue realizado en la 
segunda parte de este trabajo.
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