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RESUMEN
Los residuos industriales de tipo agricola en Colombia han venido implementandose en el
aprovechamiento como fuente principal del desarrollo de nuevas estrategias para la produccion de
biomateriales, biocombustibles, productos quimicos e inclusive generacion de energia, a partir del
uso de biomasa. EI material sobrante de los duraznos es un material promisorio para muchos de
los campos mencionados, pero en esta investigacion se indago, especificamente, en el
planteamiento respecto a estrategias de extraccion y cuantificacion de los glucésidos cianogénicos
que contiene la semilla del durazno aprovechando el proceso de cianogénesis para la generacion
de productos quimicos de alto valor tales como el &cido cianhidrico y benzaldehido a través de
métodos convencionales para la caracterizacion de estos compuestos estimando de manera
descriptiva la realizacion de técnicas a nivel de laboratorio desde su extraccion por microdifusion,
destilacion de reflujo simple y extraccion Soxhlet hasta su caracterizacion por analisis
gravimétricos asi como la implementacion de microorganismos capaces de producir enzimas tal
como el Aspergillus niger, hongo filamentoso reconocido a nivel industrial por su adaptabilidad y
produccion de metabolitos que, para este proyecto se investigd su posible aprovechamiento al
generar enzimas glucosidadas mediante su inoculacion en ensayos experimentales con el fin de
evaluar mejoras en la degradacion enzimatica de los glucésidos cianogénicos implicados en la

semilla del durazno

Palabras clave: Durazno, Hidrdlisis, Aprovechamiento de residuos, extraccion, glucosidos

cianogénicos, acido cianhidrico, benzaldehido, Aspergillus niger.
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INTRODUCCION
La industria quimica en el mundo est4 en constante evolucidn adaptdndose a las demandas que
emite su alrededor. En la actualidad el factor ambiental es de suma importancia para el desarrollo
de un buen desempefio en la manufactura de productos quimicos y la produccion energética
buscando asi un equilibrio en la elaboracion de un producto y la locacion donde se sitda la
estructura correspondiente a la fabricacién de dicho producto. Este paradigma conduce a incentivar
la produccién aplicando el uso de residuos de carécter agroindustrial o residuos de tipo organico
mediante un procesamiento sostenible, que permita el méximo aprovechamiento tanto de la
materia prima seleccionada como la disminucién frente a la polucién y dafios al medio ambiente
al enfatizar en la planeacién y desarrollo de una empresa cuyo principio se base en la economia

circular.

En Colombia la fruticultura y la industria agricola generan variedad de residuos, entre ellos los
subproductos de las frutas tales como sus semillas, cascaras, hojas y demas partes poseen
caracteristicas fisicas y quimicas que pueden optarse como material biomasico potencial debido a
gue en su composicion es posible emplear moléculas de gran interés como nuevas materias primas
en la industria, ademéas de productos ya existentes que pueden obtenerse alternativamente al
aprovechar los residuos agroindustriales de origen fruticola. De acuerdo con el Consejo Nacional
de Politica Econdmica y Social (CONPES 3874) [1], en el pais los residuos organicos de fruta
suelen ser desechados sin considerarse un posible uso de sus propiedades, puesto que la
desinformacion que se presenta por parte del consumidor final aporta a la insostenibilidad tanto
del proceso de siembra y cosecha, y a la manufactura como tal; debido al crecimiento poblacional
se incrementa la produccidn de varios alimentos, asi mismo se dificulta la adquisicion de predios
para realice la disposicion final de estos sobrantes, que por lo general se depositan sin tratamiento
alguno para la mitigacion hacia el entorno, sumando la incorrecta separacion de los desechos
acumulados, lo que provoca una confluencia de residuos cuyos lixiviados se transforman en

compuestos contaminantes para el medio ambiente y nocivos para la salud.

A partir de la situacion de cambio y adaptacidén constante que se esta dando en este tipo de
industrias, las entidades buscan alternativas que promuevan la sostenibilidad y la integracion a una
economia circular al aprovechar y valorizar los residuos agroindustriales generados en el sector.

Por consiguiente, se quiere realizar un estudio que implique la valorizacion de los residuos de un
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tipo de fruta en particular. Las semillas del durazno son un residuo capaz de ser valorado como
materia prima para la produccion de productos intermedios enfocados hacia la formacion de la
economia circular a nivel industrial. Debido a su alto contenido en compuestos cianogénicos, “las
semillas del durazno contienen amigdalina y prunasina, glucésidos cianogénicos presentes en la
mayoria de las plantas de especie Rosaceae. Gracias a estos compuestos, las plantas liberan acido
cianhidrico como mecanismo de defensa contra fitofagos mediante la descomposicién por
hidrolisis enzimética de dichos compuestos. Este proceso forma parte del catabolismo secundario
de las plantas y es conocido como cianogénesis” [2]. «Gran parte de las semillas de las plantas del
género Prunus (almendro, cerezo, duraznero, etc....) contienen amigdalina en una proporcion
variable en cuanto a su diversidad. El proceso de cianogénesis consiste en la descomposicion de
los compuestos cianogénicos mediante 3 enzimas distintas. La enzima emulsina, en el caso de la
amigdalina, desdobla las dos moléculas de glucosa presentes (representa el 71% de la molécula) y
una molécula de benzaldehido cianhidrina, que consecuentemente se desdobla en una molécula de

benzaldehido (que constituye el 23%) y una de &cido cianhidrico (que abarca el 6%)»[3].

La amigdalina y la prunasina son compuestos que, al descomponerse, generan variedad de
productos quimicos que pueden ser aprovechados a nivel industrial. En el presente trabajo se
determinaron las variables que intervienen en la hidrolisis enzimatica, asi como la elaboracion de
ensayos a nivel experimental para obtener informacion sobre la cantidad presente de amigdalina 'y
prunasina en el durazno Prunus persica a través de técnicas de cuantificacion y extraccion de gran
sensibilidad tales como la microdifusion o medios analiticos cromatograficos como primer aspecto
evaluativo para el planteamiento de una biorrefineria que utilice este tipo de residuos como materia

prima.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la obtencion de &cido cianhidrico y benzaldehido mediante la hidrélisis enzimética de la

semilla del durazno en Colombia.

Objetivos Especificos
Determinar las variables que intervienen en la hidrolisis enzimatica de la amigdalina y prunasina

para la obtencién de &cido cianhidrico y benzaldehido.

Establecer un método de extraccion y cuantificacion apto para la obtencion de acido cianhidrico y
benzaldehido de la semilla del durazno

Evaluar de manera comparativa la cantidad de acido cianhidrico y benzaldehido mediante la

técnica de microdifusion con adicion de enzimas externas y microdifusion normal variando el

tiempo de disposicion de operacion.
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1. GENERALIDADES

El &cido cianhidrico y el benzaldehido son compuestos quimicos resultantes de la degradacion
enzimatica de algunos glucosidos cianogénicos como la amigdalina y la prunasina. Dichas
moléculas pueden encontrarse en residuos de frutos de hueso como el durazno. Desde su
descubrimiento, los glucésidos cianogénicos han sido estudiados con diversos fines enfatizandose
en la actualidad en aplicaciones farmacologicas.

1.1 Durazno (Prunus persica (L.) Batsch.)

El durazno es el fruto correspondiente del duraznero (Prunus persica) originario de China,
pertenece a los frutos de hueso que incluyen centenares de especies del género Prunus. El fruto es
una drupa de forma globosa u ovoide con un didmetro de 4 a 10 cm, de colores entre amarillos y
rojos (Figura 1) [4]. La epidermis es delgada, su mesocarpio es carnoso y el endocarpio de hueso
contiene la semilla en forma de almendra [5]. Su nombre botanico (Prunus persica (L.) Batsch.)
se re refiere al pais putativo de origen, Persia (Iran en la actualidad), y Linné en 1758 denomino la

especie correspondiente segun su descripcion (Amygdalus persica) [6].

Figura 1.

Variedades de durazno clasificados por su coloracion

Nota. El durazno puede presentar una coloracion rojiza entre el
mesocarpio y el epicarpio. Tomado de: The Peach, Botany,
Productions and Uses. 1 Ed, [En Linea]. Disponible:
https://catalog.library.vanderbilt.edu/discovery/fulldisplay/alma99
1043334615903276/01\VAN_INST:vanui [Acceso: feb.2,2021].
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1.1.1 Clasificacion taxondmica y descripcion boténica

Existe una gran diversidad morfoldgica entre los especimenes de duraznero, desde el tamafio del
arbol, habitat de crecimiento, el color y el tamafo de la flor, el tamafio de la fruta, su forma y
textura etc. En la Tabla 1 se puede observar la clasificacion taxonémica de la planta [6]. Los
duraznos son reconocidos y clasificados por la presencia de tricomas en la piel, tejidos vegetales
de funciones variadas entre ellas la fijacion y absorcion de humedad y por la adherencia de la pulpa
al hueso a diferencia del melocotén y el nectarino, frutos que no presentan una unificacion del

mesocarpio al carozo o hueso pese a que pertenecen a la misma especie (Figura 2) [4].

Figura 2.

Composicion morfolégica del durazno

o ® ©

Nota. En la parte superior se puede evidenciar la coloracion y forma del
epicarpio y mesocarpio, en el costado inferior, se observa la conformacion
del pericarpio (semilla y hueso). Tomado de: The Peach, Botany,
Productions and Uses. 1 Ed, [En Linea]. Disponible:
https://catalog.library.vanderbilt.edu/discovery/fulldisplay/alma99104333
4615903276/01VAN_INST:vanui [Acceso: feb.02,2021].
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Tabla 1.

Clasificacion taxonémica del duraznero

Reino: Plantae
Division: Magrnoliophvia
Clase: Magnoliopsida
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Género: Prurmus
Especie: Prunus persicae

Nota. Descripcion y asignacion taxonomica general del
durazno. Tomado de: J. A. Timana, “Caracterizacién de
labores culturales y estado fitosanitario del cultivo de durazno

en el municipio de Palestina Huila,” 2013.

En Colombia se producen diferentes tipos de durazno e injertos entre melocotones y nectarinos,
pero sus variedades propias de durazno tales como el conservero amarillo diamante, dorado y

riograndense [5].

1.1.2 Variedad de durazno Dorado

Este tipo de durazno es reconocido por su contenido en azlcares para Su consumo e
industrializacion. Se caracteriza por presentar una coloracion amarilla con ligera pigmentacion
rojiza del epicarpio, su mesocarpio es de un tono amarillo oro en donde al limitar con el pericarpio
(hueso) se dan tonos rojizos a su alrededor. Tiene una forma redondeada con sutura ligeramente
desarrollada, con un peso promedio de 150 g. Sus condiciones de adaptacion son de 2 200 a 2 700
metros sobre el nivel del mar (msnm) y un requerimiento de 300 horas a temperaturas inferiores a
7 °C [4].

1.1.3 Composicién quimica y nutricional

El durazno presenta un aporte energético de 40 kilocalorias llevandolo a considerarse un fruto
moderadamente calorico; posee un contenido de agua alto (87%) y bajas cantidades de proteinas
y lipidos[7] relativamente bajo el cual va en aumento en cuanto a las variedades mas tardias [8].
El durazno es una buena fuente de vitamina A, aminoacidos y minerales (Tabla 2, 3 y 4) ademas
de presentar un nivel bajo en sodio, factor que promueve su consumo especialmente a personas

que sufran de hipertension o colesterol alto [9].
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Tabla 2.

Composicién quimica del durazno

Nutriente Composicion

Carbohidratos Fructosa, galactosa, glucosa y sacarosa.

Aluminio, azufre, bromo, calcio, zine, cloro, cobalto, cobre, cromo,
fliior, fésforo, hierro, magnesio, manganeso, niquel, potasio, selenio,

Minerales sodio y yodo.
Acidos
orginicos Acido citrico y 4dcido malico.

Acido aspértico, acido glutdmico, alanina, arginina, cistina, fenilalanina,
glicina, hidroxiprolina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
Aminoacidos prolina, serina, tirosina, treonina, triptéfano y valina.

Nota. Composicion quimica general del durazno clasificada en minerales y grupos organicos
relevantes. Tomado de: Informacién general acerca del melocotdén, [En Linea].

https://alimentos.org.es/melocoton .

El Durazno tiene un contenido nutricional importante, el cual se caracteriza por sus antioxidantes
y gran porcentaje en agua (Tabla 3).
Tabla 3.

Contenido nutricional del durazno

Nutriente Por cada 100g
Agua 88.87 ¢
Proteinas 0.92¢
Lipidos 0.25¢
Ceniza 043¢
Carbohidratos 9.54 g

Nota. Contenido nutricional del durazno en peso.
Tomado de F. R. Mena Alanoca, “Extraccién y
caracterizacion del aceite crudo de la semilla de durazno

(Prunus persica),” La Paz, Bolivia, 2015.

En la Tabla 4, se puede observar algunos de los nutrientes mas importantes que aporta este fruto.
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Tabla 4.

Composicién nutricional por cada 100g

Descripcion Cantidad Unidad
Agua 89.10 %
Calorias 38.00 Kcal
Proteinas 0.60 g
Grasas 0.10 g
Carbohidratos 9.70 g
Vitamina A 330.00 U. |
Tiamina 0.02 mg
Riboflavina 0.05 mg
Niacina 1.00 mg
Acido ascorbico 7.00 mg
Calcio 9.00 mg
Fosforo 10.00 mg
Hierro 0.50 mg
Sodio 1.00 mg
Potasio 202.00 mg

Nota. Componentes nutricionales principales del durazno. Tomado de:

F. R. Mena Alanoca, “Extraccion y caracterizacion del aceite crudo de

la semilla de durazno (Prunus persica),” La Paz, Bolivia, 2015.

1.1.4 Produccién a nivel mundial
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Los paises productores mas reconocidos de este fruto son China, Italia, Espafia, Estados Unidos y
Grecia (Tabla 5) [6]. La produccidon de frutos originarios de caducifolios se da principalmente en
Asia gracias a China generando 14 472 276.75 toneladas de fruta producida en promedio durante
el 2015 al 2019. En Europa, Espafia lidera el nivel de durazno producido con un promedio de 1
559 882.6 toneladas para este mismo lapso seguido de Italia y Grecia, en América el productor
mas reconocido es Estados Unidos con un promedio de 797 637.4 toneladas(Figura 3)[10].
Tomando en cuenta la informacidn presentada por la organizacién de agricultura y comida de las

Naciones Unidas (FAQO) se presenta como uno de los principales productores a nivel mundial de




duraznos, melocotones y nectarinos a China (Figura 4), evidenciando un leve aumento de

produccion por afio a diferencia de otros lideres tal como Espafia o Italia en Europa.

Tabla 5.
Principales productores de durazno a nivel mundial entre el 2015 al 2019
Estados
China | Colombia| Espana Francia| Grecia | Italia
Ano Unidos

Toneladas producidas
2015 | 13 668.386| 29334 |1581.510 927 787 217 146|521 111| 1 422.856
2016 | 14 317.375| 29249 |1421.678 855 740 207 004 | 528 723 | 1 427.573
2017 | 14 654.672| 31198 |1 799.685 764 410 221 853640974 | 1 250.721
2018 | 15248.674| 30268 |1450.930 700 350 184 070 | 968 720| 1 090.680
2019 | 15841.928| 30038 |1545.610 739 900 202 820|926 620 1 224.940

Nota. Comparacion de cantidad en toneladas producidas entre los principales paises productores de durazno y
Colombia. Tomado de: FAO, [En Linea]. Disponible: http://www.fao.org/faostat/es/?#compare [Acceso: feb.07,2021]

En la Figura 3y 4, se ilustran estos datos con el fin de observar el comportamiento de produccion.

Figura 3.
Principales productores de durazno a nivel mundial entre el 2015 al 2019

PRODUCCION A NIVEL MUNDIAL DE DURAZNO

Grecia ——Ttalia
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Nota. Comparacion del comportamiento de produccion de durazno en toneladas entre el afio 2015 al 2019. Tomado
de: FAO, [En Linea]. Disponible: http://www.fao.org/faostat/es/?#compare [Acceso: feb.07,2021].
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Al afiadir al principal productor a nivel mundial, se puede observar una diferencia considerable
de como China proyecta un comportamiento creciente a comparacion de otros paises lideres para
este rango de tiempo (Figura 4).

Figura 4.

Principales productores de durazno a nivel mundial entre el 2015 al 2019 (incluyendo China)

PRODUCCION A NIVEL MUNDIAL DE DURAZNO
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Nota. Comparacion del comportamiento de produccion de durazno en toneladas entre el afio 2015 al 2019 incluyendo
China. Tomado de: FAOQ, [En Linea]. Disponible: http://www.fao.org/faostat/es/?#compare [Acceso: feb.07,2021].

1.1.5 Produccion a nivel nacional

La produccién de durazno en Colombia se da principalmente en la region Andina en los
departamentos del Norte de Santander y Boyaca. Segun la encuesta nacional agropecuaria (ENA)
del afio 2019, se reportan a nivel nacional un total de 30 038 toneladas [11]. A continuacion se

puede observar en la Figura 5 la produccién de durazno en toneladas por departamentos del pais.
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Figura 5.

Produccion nacional de durazno por departamento
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Nota. Produccion de durazno en toneladas en Colombia clasificados por departamento.
Tomado de: ENA 2019, [En Linea]. Disponible:
https://www.dane.gov.co/index.php/estadisticas-por-tema/agropecuario/encuesta-

nacional-agropecuaria-ena#anexos. [Acceso: feb.07,2021].

La FAO, al igual que el ENA permite ver el comportamiento llevado entre el 2015 al 2019 respecto
a la produccion de durazno de origen nacional produciéndose en promedio durante los 5 afios 30
017.4 toneladas, siendo el afio con mayor produccion el 2017 con un total de 31 198 toneladas
(Figura 6).

La Produccién del fruto en Colombia, a comparacion de los paises lideres presentados
anteriormente en las Figuras 3y 4, se considera baja por motivos mas que todo geograficos, ya que
como se habia dicho en el apartado del origen del durazno, este proviene de zonas de Asia y el
medio oriente, por lo que su cosecha a nivel nacional depende mucho de la intervencién humana

asi como las condiciones climaticas presentadas en el cultivo.
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Figura 6.

Produccion de durazno en Colombia entre los afios 2015 al 2019
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Nota. Comportamiento de la produccién del durazno en Colombia en toneladas entre el
periodo anual 2015-2019. Tomado de: FAO, [En Linea]. Disponible:
http://www.fao.org/faostat/es/?#compare [Acceso: feb.07,2021].

1.2 Glucosidos cianogénicos

Son compuestos quimicos que se dan naturalmente en las plantas pertenecientes al género Prunus,
Sacumbus, Manihot, Linum, Bambusa, Sorghum entre otros. Quimicamente se definen como
glucésidos de a-hidroxinitrilos, estos compuestos son potencialmente toxicos y son facilmente
susceptibles al rompimiento de enlaces por hidrolisis enzimatica liberando cianuro de hidrdgeno

cuando la planta portadora sufre dafio fisico [12].

1.2.1 Origen e historia

Los glucosidos cianogenéticos fueron descubiertos en parte por el mecanismo metabolico de
defensa en las plantas denominado cianogénesis, se dice que Heinrich Schrader probablemente los
descubrié en 1803 al trabajar con almendras amargas; sin embargo, se atribuye el descubrimiento
a Pierre Robiquet y Antoine Boutrond en 1830 al aislar la amigdalina desde el mismo material
[12]. Posteriormente en 1837 Wohler y Liebig propusieron incorporar laamigdalina pura obtenida
de almendras dulces y amargas para extraer acido cianhidrico a través de la descripcion de un
sistema enzimatico quienes le dieron el nombre de "emulsina"[13] El descubrimiento de la

amigdalina impulsé a varios quimicos en el siglo XIX a aislar y reconocer otros glucésidos
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cianogénicos de diferentes plantas asi como el analisis de su estructura molecular [14]. En la Tabla
6 se encuentran algunos de los descubrimientos sobre este tipo de compuestos, no obstante, se
conocen mas de 60 estructuras diferentes hoy en dia.

Tabla 6.
Compuestos cianogénicos y sus descubridores

Compuesto Investigadores Afo
Amigdalina Robiquet y Boutron- Charlard 1830
Linamarina Jorissern y Hairs 1891
Durrina Dustan y Henry 1902
Ginocardina Power y Gomal 1904
Sambunigrina Bourqguelot y Danjou 1905
Viacinamina Bertrand 1906
Prunasina Hérsissey 1907
Acacipetalina Steyn y Rimington 1935
Nandina _
glucesido Finnemore y Large 1936
Taxipilina Finnemore, Reichard y Large 1936
Zierina Finnemore y Cooper 1936
Acalipina Rimington y Roets 1937
Lotaustralina Finnemore y Cooper, 1938
Polydesmus Pallares 1946
Lucumina Bachstez, Prieto y Gaja 1948
Proteacima Young y Hamilton 1966
Barteriosida Paris Y Bouquet 1969
Trigloquinina Eyjolfsson 1969

Nota. Cronologia de algunos compuestos cianogénicos descubiertos durante
el siglo XIX a mediados del siglo XX, G. Arrézola. 2002, “Analisis de
glucosidos cianogénicos en variedades de almendro: implicaciones en la
mejora Doctoral” ,[En
https://rua.ua.es/dspace/bitstream/10045/3219/1/Arrazola-Paternina-

genética  Tesis Linea]. Disponible

Guillermo.pdf

27



1.2.2 Estructura quimica

La estructura general de un glucosido cianogénico es un azucar D-B-glucosa, unido por un enlace
0-B-glucosidico a una aglicona (Figura 7) [3], pero, existen casos en los que se presenta una
variacion en la naturaleza del aztucar que compone la molécula[15]. Los glucésidos cianogénicos
derivan de los aminoacidos L-valina ,_-isoleucina, L-Leucina, L-fenilalanina, L-tirosina o de la .-2(2'-
cyclopentenil) glicina cuya naturaleza es no proteica [16], aunque existen glucésidos como la
acalifina y trigloquinina provenientes de precursores como el acido nicotinico [17].

Figura 7.

Estructura general de un glucdésido cianogénico

Sugar
% 0 K
R, R; HO
OH

Nota. Estructura molecular general de los glucésidos cianogénicos. Lado izquierdo representacion de Cram. Lado
derecho representacion esqueletal. Tomado de: J. Vetter, “Plant Cyanogenic Glycosides,” Springer, Dordrecht, 2017,
pp. 287-317,[En Linea]. Disponible: https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007/978-94-007-6464-4 19

Los glucosidos cianogeénicos se pueden clasificar ya sea por por su derivacion de los 6 aminoacidos
(ver Tabla 7), o en cuatro grupos de acuerdo a la estructura molecular de su aglicona. «Los
primeros son glucésidos derivados del 2-hidroxi-2-fenilacetonitrilo, el glucésido méas conocido de
este grupo es la amigdalina. EI segundo grupo pertenece a los glucésidos derivados de agliconas
alifaticas saturadas como la linamarina. El tercer grupo los conforman glucésidos con una aglicona
que contiene un doble enlace en la posicion alfa o beta del grupo nitrilo. Finalmente, el cuarto
grupo esta formado por glucosidos con una aglicona aliciclica insaturada como la ginocardina»
[12].
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Tabla 7.

Glucdsidos cianogénicos y sus precursores

Precursors Basic structures Derivatives (examples)
,NH;
CH3 /CI{I CH3 /CN Llnuletatln =I e =
\ N namarin-6-glucos
CH COOH b 4 9
CH3 CH3 O-Glucose
Valine Linamarin
NH,
CH3-CH; CH CH3- CHz CN Neolinustatin =
\cﬁ “cooH /(- Lotaustralin-6-glucoside
\
CH3 CH3 O-Glucose

(R)-Lotaustralin

Lrclmucius (5)-Epilotaustralin
C"é /an c"{ Proacacipetalin =
,Cl\i ,CQ /Ctl ,.CN Heterodendrin-2-3-en
CH; CH COOH CH3 CH\ Cardiospermin =
0-Glucose 4-Hydroxy-proacacipetalin
Proacaciberin =
Leucine gk))-:e::“t,d?ddri: ; Proacacipetalin-6’-arabinoside
-Epiheterodendrin
,NH2
CcH CN Taraktophyllin =
\COOH A 4-(5)-hydroxy-deidaclin
H 0-Glucose Taraktophyllin-6"-rhamnoside
_ Gynocardin =
Cyclopentenylglycine g))_?;il:a';:::“n A 4-(5)-5-(R)-Tetraphyllin A
/NHz
H Amygdalin =
CHz COOH Prunasin-6-glucoside

o Glucose Holocalin = m-Hydroxyprunasin
Prunasin-6"-malonate

Vicianin = Prunasin-
(R)-Prunasin 6-arabinoside

Phenylalanine (5)-Sambunigrin

/ NH;
\ Proteacin =
C p-Glycosyloxy-dhurrin

CHz COOH
0-Glucose Dhurrin-6'-glucoside
Nandinin =
4'-Caffeoyl-p-glycosyloxy-

(5)-Dhurrin mandelonitrile
Tyrosine (R)-Taxiphyllin

/.\

Nota. Clasificacion de los glucdsidos cianogénicos representativos para cada
aminocido precursor representando como algunos ejemplos la prunasina junto con
la sambunigrina y, como diglucosidos la amigdalina y la vicianina como sustancias
derivadas de la fenilalanina. Tomado de: D. Selmar, “Biosynthesis of Cyanogenic
Glycosides, Glucosinolates and Non-Protein Amino Acids,” in Annual Plant
Reviews, Chichester, UK: John Wiley & Sons, Ltd, 2018, pp. 92-181.
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1.2.3 Biosintesis

En la formacidon de los glucésidos cianogénicos participa un monosacérido o un disacérido junto
con un hidroxinitrilo aromatico o alifatico dependiendo del precursor implicado. «La ruta
metabdlica actual para la biosintesis de los glucésidos cianogénicos se divide en tres etapas
principales (Figura 8): En primer lugar el aminoécido precursor es convertido a una aldoxima
intermediaria (los amino&cidos son hidrolizados a N-Hidroxilaminoacidos que se convertiran a
una aldoxima). Estas reacciones son catalizadas por una enzima de la familia citocromo P450. En
la segunda fase las aldoximas son transformadas a cianohidrinas (hidroxinitrilos). Nuevamente la
enzima que actlla en esta reaccion pertenece al grupo de las citocromo P450. Finalmente, las
cianohidrinas son glicosiladas mediante una uridina difosfato (UDP)-glucosiltransferasa» [18].

Figura 8.
Anabolismo general de los glucésidos cianogénicos
R, R, . glycosyl- R,
HN | P450 P450 °  transferase

H
/CH—c—R1 —PHo—N=c—(I:—R. ) N==C—C—R, =—) NEC—T—R1

HOOC

H OH (o]
L-amino acid Aldoxime a-hydroxynitrile Lcose
Cyanogenic
glucoside

Nota. Biosintesis general de los glucésidos cianogénicos a partir de un aminoacido. Tomado de: M. Zagrobelny, S.
Bak, and B. L. Maller, “Cyanogenesis in plants and arthropods,” Phytochemistry, vol. 69, no. 7. Pergamon, pp. 1457—
1468, May 01, 2008,[ En Linea]. Disponible: doi: 10.1016/j.phytochem.2008.02.019.

1.2.4 Bioactivacién (Cianogeénesis)

El proceso catabdlico de los glucésidos cianogénicos esta ligado a la cianogénesis, que como su
nombre lo indica, hace referencia a la sintesis de moléculas tanto de lipidos como glucosidos
cianogenéticos, pero también representa la descomposicion de estos mismos mediante una
hidrolisis enzimatica produciendo moléculas de &acido cianhidrico junto con un compuesto

organico generalmente un aldehido o una cetona [18].

Se ha reconocido a los glucésidos cianogénicos como fitoanticipinas, moléculas inhibitorias
presentes en un individuo vegetal sano para otro tipo de organismos tales como hongos

fitopatdgenos o fitéfagos, por lo que su principal funcién es la liberacién de acido cianhidrico
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como mecanismo de defensa sobre todo entre la interaccion planta-insecto [20], pero se les ha
descrito como compuestos generados por la planta como fuente de almacenamiento de nitrégeno
en la vacuola central de las células [21]. Diversas investigaciones han intentado encontrar un rol
bioldgico especifico de estos glucidos debido a que sus funciones varian dependiendo de la especie

de la planta, ecosistema o factores bidticos o abioticos de estres [20].

1.2.5 Hidrolisis

La degradacion enzimatica de los glucdsidos cianogénicos solo ocurre cuando el tejido celular se
ve fisicamente afectado, la ruptura de tejido permite la interaccion entre las enzimas ubicadas en
el apoplasto del tejido dafiado, cuerpos proteicos o en los cloroplastos de las células con los

glucosidos cianogénicos (GC) ubicados en la vacuola central (Figura 9) [17],[22].

Figura 9.

Compartimentacion celular de las enzimas y glucésidos en plantas eudicotas y monocotiledoneas

4

Eudicotyledon f’ A

) \
AN\

L || ~_ Apoplast

Apoplast
‘ 7 . Chloroplast
Chloroplast . :
Vacuole
Vacuole

o P-glucosides (< B-glucosidases

Nota. Representacion de los diferentes lugares donde residen las B-glucosidadas (eudicotas en el apoplasto y
monocotiledéneas en los cloroplastos celulares). Tomado de: A. V. Morant et al., “B-Glucosidases as detonators
of plant chemical defense,” Phytochemistry, vol. 69, no. 9. Phytochemistry, pp. 1795-1813, jun. 2008, [En
Linea]. Disponible: doi: 10.1016/j.phytochem.2008.03.006.

La hidrdlisis puede variar segun el medio presentado ante la degradacion enzimatica de los GC,
Eyjélfsson [12] en sus estudios explica detalladamente las etapas generales sobre el proceso
catabdlico de los GC y los productos que pueden darse a partir de ellos (Figura 10). El proceso de

cianogénesis se desarrolla en un medio acido diluido entre un intervalo de pH (5.5-6), obteniéndose
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como productos finales HCN y un aldehido o una cetona dependiendo del GC. Cuando la reaccion
ocurre en un medio acido concentrado se produce un &cido organico y amonio mientras que en un
medio béasico se produce un hidroxiécido esterificado y amoniaco como compuestos intermedios

Ilevando a generarse finalmente, un &cido organico y un glucido [3].

La mayoria de los glucésidos cianogénicos los conforman un monosacéarido y una cianhidrina de
caracter inestable, que es estabilizada por un enlace glucosidico entre el azlcar y la cianhidrina
[2]. «En los GC compuestos por un disacarido, como la amigdalina y la vicianina, dos moléculas
de azUcar se involucran en dicha estabilizacion. Sin importar su estructura molecular los GC en su
bioactivacion participan dos tipos de enzimas, las B-glucosidasas y las Hidroxinitriloliasas. El
catabolismo inicia por la degradacion enzimatica del azucar por una o méas B-glucosidasas (segin
sea la complejidad del grupo quimico) separandose de su correspondiente a-hidroxinitrilo
(cianhidrina), posteriormente la cianhidrina involucrada se descompone en presencia de una a-
hidroxinitrilo liasa separando el &cido cianhidrico del aldehido o la cetona» (Figura 11) [14].

Figura 10.

Etapas generales de la hidrdlisis enzimatica de los glucésidos cianogénicos

OH
/
RRIC 3 NH4+
7
HO — COOH
_~" conc.
P acid (20)
O—Sugar OH
H,0
1 2 1 _
RRIC dilute acid REIC -+ Sugar(s} — RR1C=0 + HCN
C= C=N (22)
(19) \ H,0 (21)
on™ \\ O—Sugar o OH
RRIC + NH, -—->}:+ RR'C
COOo~+ COOH
(23) (24)

-+ Sugar(s)
Nota. Rutas catabolicas que pueden tomar los glucésidos cianogénicos en funcién de su pH segin Eyjolfsson. Tomado
de: W. Bromer et al., Fortschritte der Chemie Organischer Naturstoffe / Progress in the Chemistry of Organic Natural
Products, vol. 28. Vienna: Springer Vienna, 1970, [En Linea]. Disponible: http://dx.doi.org/10.1007/978-3-211-
74019-4

32



Figura 11.

Hidrdlisis enzimatica general de los glucésidos cianogénicos en medio acido diluido.
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Nota. Bioactivacion mediante hidrolisis enzimatica de los glucésidos cianogénicos. Tomado de : M. Zagrobelny, S.
Bak, and B. L. Maller, “Cyanogenesis in plants and arthropods,” Phytochemistry, vol. 69, no. 7. Pergamon, pp. 1457—
1468, May 01, 2008,[ En Linea]. Disponible: doi: 10.1016/j.phytochem.2008.02.019.

1.3 Amigdalina

Es un glucdsido cianogeénico presente en las semillas de diversas plantas pertenecientes a la familia
Rosaceae, siendo este el primer glucdsido de este tipo en descubrirse. Su nombre completo es a
(6-O- B -D-glucopiranosil- B D-glucopiranosil benceno) acetonitrilo es una molécula compuesta
por una genciobiosa, compuesto conformado por dos moléculas de D-glucosa unidas entre si
(Figura 12).

Figura 12.

Estructura molecular tridimensional de la amigdalina

Nota. Estructura tridimensional de la amigdalina representando los
atomos conformantes por su color (Carbono gris, Nitrdgeno azul y
oxigeno rojo).Tomado de: NCBI, [En Linea], Disponible:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/656516. [23]

33



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/656516

1.3.1 Origen

Se le conoce por ser el primer glucosido cianogénico en descubrirse entre los afios 1830-1835, su
nombre proviene de las semillas amargas (Amygdalus communis) donde “amigdalina” proviene
del griego amygdalon (semilla de almendra) [18]. «En 1837 Liebig y Wohler continuaron los
estudios de Martrés, Vogel, Ittner y Giese, Stange, Robiquet y Boutron-Charlard, donde
descubrieron el desdoblamiento de la amigdalina presente en las almendras amargas formando
glucosa, benzaldehido y &cido cianhidrico. Estos dos investigadores observaron que, al disolver
567 granos de amigdalina en una cantidad de emulsion de almendras dulces, tal que el peso total
fuera de 32 onzas, se obtenia un liquido absolutamente de la misma fuerza en HCN y en aceite
volatil de almendras amargas que una solucion medicinal denominada /’aqua amygdalarum
amarum muy comun en las farmacopeas prusianas de la época» [13]. Gracias a esta investigacion
se plantearon andlisis tanto cualitativos como cuantitativos de mayor precision y seguridad para la
determinacion de las sustancias que contiene la amigdalina en especial para el contenido de HCN

presente.

1.4 Prunasina
La prunasina es el D-mandelonitrilo beta-D-glucésido, es el glucdsido cianogénico mas simple

procedente de las plantas pertenecientes al género Prunus (Figura 13).

Figura 13.

Estructura tridimensional de la prunasina

Nota. Estructura tridimensional de la prunasina representando los &tomos
conformantes por su color (Carbono gris, Nitrdgeno azul y oxigeno rojo).
Tomado de: NCBI, [En Linea]. Disponible:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/119033#section=3D-
Conformer [24]
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1.4.1 Origen

La prunasina fue aislada por primera vez por Hérissey en 1905 de las hojas y corteza del cerezoy
el laurel junto con la prulaurasina (mezcla equimolar entre prunasina y sambunigrina) [12], su
nombre proviene del latin Prunus (ciruelo) término que también caracteriza a un género de plantas

que contienen este compuesto.

1.5 Glucésidos cianogénicos provenientes de la fenilalanina como aminoacido
precursor

“Muchos de los GC maés destacados provienen de la (-fenilalanina como la prunasina,
acacipetalina, proacacipetalina, 3 hydroxyheterodendrina, sambunigrina, amigdalina, (R)-
vicianina, entre otros”[20]. Se caracterizan por poseer una aldoxima como aglicona lo que les

permite obtener benzaldehido como uno de sus productos cuando la cianogénesis sucede.

La amigdalina y la prunasina son glucésidos aromaticos cuya estructura difiere simplemente por
una molécula de D-glucopiranosa unida mediante un enlace glucosidico B a otra molécula de este
tipo, formando asi una genciobiosa, generalmente ambos GC son contenidos en las semillas y hojas

de plantas pertenecientes al género Prunus de la familia Rosaceae (Figura 14).

Figura 14.

Estructura molecular de la amigdalina y la prunasina.

CH,0H —
0O—C—H CH,0OH O0—CH, 0—C—H
| 0 o0 1
C=N OH C=N
HO HO
OH OH
Prunasina Amigdalina

Nota. Diferencias entre las moléculas de amigdalina y prunasina. Tomado de: W. Bromer et al., Fortschritte der
Chemie Organischer Naturstoffe / Progress in the Chemistry of Organic Natural Products, vol. 28. Vienna: Springer
Vienna, 1970. [En Linea]. Disponible: http://dx.doi.org/10.1007/978-3-211-74019-4

El metabolismo (anabolismo, catabolismo y detoxificacién) de estas dos moléculas puede

observarse en la siguiente ilustracion (Figura 15).
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Figura 15.
Rutas metabdlicas de la amigdalina y la prunasina

Phenylalanine E-Phenylacetaldoxime Mandelonitrile Benzaldehyde

Detoxification

ys

Asn
+

NH;

Nota. Las rutas metabdlicas son representadas por su coloracion, donde el anabolismo (sombreado azul) abarca de
izquierda a derecha el proceso de biosintesis desde la fenilalanina como precursor hasta la amigdalina como el
compuesto final; desde la parte inferior derecha hasta la parte superior derecha se observa el catabolismo de la
amigdalina (sombreado rojo) hasta la liberacién de HCN llevando finalmente a un proceso de detoxificacion en las
plantas donde este Gltimo producto es transformado en cianoalanina hasta su degradacion en amoniaco, asparagina
y &cido aspértico. Tomado de: J. del Cueto, B. L. Mgller, F. Dicenta, and R. Sanchez-Pérez, “B-Glucosidase activity
in almond seeds,” Plant Physiology and Biochemistry, vol. 126, pp. 163-172, May 2018, [En Linea]. Disponible:
doi: 10.1016/j.plaphy.2017.12.028. [25]

1.5.1 Hidrodlisis enzimatica

La degradacion total de la amigdalina consta de tres etapas al ser un disacarido, en la primera etapa
ocurre la separacion de la genciobiosa por la accion de una B- glucosidasa permitiendo la
descomposicion de la amigdalina a una molécula de glucosa y una molécula de prunasina;
posteriormente otra B-glucosidasa rompe el enlace glucosidico que une a la cianhidrina
(mandelonitrilo) con la glucosa restante donde finalmente, la cianhidrina sera degradada a acido

cianhidrico y benzaldehido por la degradacion enzimaética de una hidroxinitriloliasa (Figura 16)

[3].
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Figura 16.

Hidrolisis enzimatica de la amigdalina- prunasina
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H

Acido cianhidrico + 0 =C

Nota. Hidrdlisis enzimatica detallada de la amigdalina-prunasina. Tomado de:
G. Arrazola, “Analisis de glucdsidos cianogénicos en variedades de almendro:
implicaciones en la mejora genética Tesis Doctoral,” 2002.[ En Linea],
Disponible: https://rua.ua.es/dspace/bitstream/10045/3219/1/Arrazola-

Paternina-Guillermo.pdf
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1.6 Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son un grupo de microorganismos conocidos por su gran capacidad
degradativa de materia organica gracias a su produccion enzimatica. « La enzima B-glucosidasa
ha sido producida, purificada y caracterizada por variedad de especies de hongos filamentosos,
cuyas enzimas, de tipo extracelular, pertenecen al grupo 3 de hidrolasas glucosidicas. Se conoce
que la B-glucosidasa ha sido producida por organismos como Acremonioum persicinum,
Aspergillus niger, Penicillium purpurogenum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus oryzae, entre
otros. La especie Aspergillus niger es la mayor fuente de B-glucosidasa como recurso de trabajo
bajo el nombre comercial de Novazym 188»[26].

1.7 Generalidades del Aspergillus niger

Es un hongo filamentoso caracterizado por su coloracion negra y su aparicion en ciertas comidas.
«Fue descrito en 1867 en un manuscrito titulado "Physiologie des mucédinees” por el botanico
Philippe Eduard Léon van Tieghem quien lo aislo de agallas mohosas con el objetivo de estudiar
la produccion de acido galico mediante fermentacion fungica. Es un hongo cosmopolita cuyo
crecimiento puede darse entre 6 a 47°C, pH 1.5 y 9.8 y una actividad acuosa mayor o igual a
0,77»[27] (Figura 17).

Figura 17.

Morfologia del Aspergillus niger

Nota. imagenes tomadas por microscopia electrénica del
Aspergillus niger. Tomado de: J. Dijksterhuis and H. Wdsten,
“Development of Aspergillus niger,” Studies in Mycology, vol. 74,
pp. 1-93, Mar. 2013, [En Linea].  Disponible:
https://www.sciencedirect.com/journal/studies-in-

mycology/vol/74/suppl/C
En la Tabla 8 puede observarse su clasificacion taxonémica.
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Tabla 8.

Clasificacion taxonémica

Reino Fungi
Phylum Ascomycota

Clase Eurotiomycetes
Orden Eurotiales
Familia Aspergillaceae
Género Aspergillus
Especie Niger

Nota. Clasificacion taxondémica del hongo filamentoso Aspergillus niger.
Tomado de: J. Dijksterhuis and H. Wosten, “Development of Aspergillus niger,”
Studies in Mycology, vol. 74, pp. 1-93, Mar. 2013, [En Linea]. Disponible:

https://www.sciencedirect.com/journal/studies-in-mycology/vol/74/suppl/C

1.7.1 Produccion enzimatica

El A. niger es reconocido y usado en la industria por su produccion de acido citrico como un
metabolito de interés; sin embargo, se le atribuye la variedad de enzimas que puede producir, tales
como la a amilasas, catalasas, celulasas, a-glucosidasas, B-glucosidasas (Figura 18), lipasas, entre
otras (Tabla 9)[28].

Figura 18.

Representacion  grdfica de wuna enzima, f-glucosidasa

producida por hongos del género Aspergillus

Nota. Estructura cristalina de una p-glucosidasa del A. aculeatus en
complejo con D-glucosa. Tomado de : NCBI, [En Linea].
Disponible: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/pdb/411G [29].
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En la Tabla 9, se puede observar algunas de las enzimas producidas por el A.niger
Tabla 9.

Ejemplos de enzimas producidas de manera extracelular del Aspergillus niger

Number Commonly used name Systematic name
1.1.34 Glucose oxidase B-D-Glucose:oxygen l-oxidoreductase
1.11.1.6 Catalase Hydrogen-peroxide:hydrogen-peroxide oxidoreductase
3.1.1.3 Lipase Triacylglycerol acylhydrolase
3.1.1.11 Pectinesterase Pectin, pectylhydrolase
3.1.1.20 Tannase Tannin acylhydrolase
3.1.338 Phytase myo-Inositol-hexakisphosphate-3-phosphohydrolase
3.2.1.1 - a-Amylase 1,4-e-D-Glucan glucanohydrolase
3213 Glucoamylase 1.4-o-D-Glucan glucchydrolase
3.2.14 Cellulase 1,4-(1,3;1,4)-8-D-Glucan-4-glucanohydrolase
3.2.16 B-glucanase 1.3-(1,3;1 4)-B-D-Glucan 3(4)-glucanohydrolase
3.2.1.7 Inulinase 2.1-8-D-Fructan fructanchydrolase
3.2.1.8 Xylanase 1.4-B-D Xylan xylanohydrolase
3.2.1.15 Polygalacturonase Poly(1.4-a-D-galaciuronide) glucanohydrolase
3.2.1.21 Cellobiase B-D-Glucoside glucohydrolase
3.2.1.22 a-Galactosidase a-D-Galactoside galactohydrolase
3.2.1.23 B-Galactosidase B-D-Galactoside galactohydrolase
32124 a-Mannosidase a-D-Mannoside mannohydrolase
32126 Invertase B-D-Fructofurancoside fructohydrolase
3.2.1.55 a-L-Arabinofuranosidase  o-L-Arabinofuranoside arabincfuranchydrolase
3.2.1.57 Isopullulanase Pullulan-4-glucanohydrolase
3.2.1.67 Poly{galacturonate) Poly(1,4-a-D-galacturonide) galacturonchydrolase
hydrolase
3.2.1.78 Mannanase 1,4-B-D-Mannan mannanohydrolase
3.2.1.89 Galactanase Arabinogalactan 4-8-D-galactanohydrolase
3.4.16.1 Carboxypeptidase Peptidyl-L-amino-acid hydrolase
4222 Pectate lyase Poly(1,4-o-D-galacturonide) lyase
4,2.2.10 Pectin lyase Poly(methoxygalacturonide) lyase

Nota. Metabolitos enzimaticos producidos extracelularmente por A. niger con su respectiva
clasificacion y nombre sistemético. Tomado de: C. K. Campbell, “Forms of Aspergillosis,” in
The Genus Aspergillus, Springer US, 1994, pp. 313-319.

Acido cianhidrico

Es un liquido incoloro a 20°C, con ligero olor a almendras amargas; en fase gaseosa es conocido
como cianuro de hidrégeno. Se le considera un acido débil caracterizado por su estructura lineal
conformado por un grupo nitrilo o cianuro unido a un hidrégeno. Tiene un punto de ebullicion de
26°C lo cual permite muy facilmente su paso al estado gaseoso. Algunas industrias utilizan
compuestos de cianuro en procesos de sintesis para la fabricacion de plasticos, papel, telas, gomas,
fotografia y plaguicidas. Actualmente, su principal aplicacion se basa en la recuperacion de
metales preciosos.

1.7.2 Origen e historia

El acido cianhidrico, también denominado acido prusico, es un compuesto altamente tdxico que
puede encontrarse tanto en animales como en plantas. Fue descubierto en 1782 por Carl Wilhelm
Scheele al experimentar con azul de Prusia (actualmente conocido como ferrocianuro de hierro).

En un principio, el &cido cianhidrico fue usado con fines terapéuticos proveniente del destilado de
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diversas plantas hasta finales del siglo X1IX, quien fue reemplazado principalmente por barbituricos
y otros productos sintéticos recién descubiertos. En el siglo XX, se empleo principalmente como
gas venenoso para la eliminacion de plagas y como arma quimica. Sin embargo, se empez6 a
utilizar como reactivo para la elaboracion de numerosos compuestos quimicos que hoy en dia se
elaboran a través de dicho compuesto tales como el adiponitrilo, cianhidrina de acetona y cianuro
de sodio. [13].
1.7.3 Estructura Quimica
Es un &cido débil, liquido, incoloro, toxico, de baja viscosidad y con olor caracteristico a almendras
amargas; posee como estructura quimica una molécula lineal formada por carbono y nitrégeno
mediante la unién de un enlace triple covalente y por un hidrégeno con un enlace covalente sencillo
(Figura 19). Esta molécula, es una especie quimica anionica soluble en agua formando el grupo
CN, igualmente es una molécula inorganica del grupo de las sales que puede reaccionar entre su
acido o formar sales estables reaccionando con metales de transicion [30]. Gran parte de la
vegetacion y algunos frutos contienen acido cianhidrico. Por naturaleza quimica se produce por la
interaccion de glucosidos cianogenicos y una enzima hidrolitica que es la B-glucosidasa la cual da
paso al proceso de cianogenesis y el rompimiento de las células de vegetales y frutos facilitando
la interaccidn de estos compuestos causando la liberacion del HCN [31].

Figura 19.

Estructura molecular del acido cianhidrico

Nota. Estructura tridimensional del HCN representando los &omos por sus colores
(Carbono gris, hidrégeno blanco y nitrogeno azul). Tomado de : NCBI, [En Linea].
Disponible: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/768 [32].

La produccion industrial del &cido cianhidrico se realiza a nivel mundial a través de procesos como

el Sohio, Shawinigan, BMA y Andrussow; este Ultimo, se destaca por ser el proceso con mayor
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eficiencia; razon por la cual se le atribuye como el principal método de fabricacion de HCN a nivel
mundial, a partir de la sintesis de amoniaco y metano en una reaccion altamente exotérmica con el
uso del catalizador de platino y rodio, en un reactor adiabatico que permite alcanzar temperaturas
mayores a 1000°C y presiones de 2 bar [33]. En la Tabla 10 se pueden observar algunas
propiedades de esa sustancia.

Tabla 10.

Propiedades fisicoquimicas del HCN

Propiedades HCN |[Unidades
Peso molecular 27.03 g/mol
Pto de fusion -13 °C
Pto de ebullicion 26 °C
Presion de vapor 82.6 kPa
Pto de inflamacion -18 °C
Solubilidad en agua 100 %
Volatilidad 100 %
Densidad relativa 0.69

Cte de ionizacién 7.2x10"° K a 25°C
Apariencia incoloro

Olor almendras

Cte de disociacion 9.2 pka
Calor de combustion 642 kJ/mol
Calor de vaporizacion 25.2 kJ/mol
Densidad del vapor 0.901

T. de autoinflamacion 538 °C

Nota. Propiedades fisicas y quimicas generales del HCN. Tomado
de: NCBI, [En Linea]. Disponible:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/768.

1.7.4 Aplicaciones

La produccién a nivel mundial del acido cianhidrico aumenta anualmente entre un 1 a un 2%,
donde la mayor parte del uso del acido cianhidrico pertenece a la industria minera. Este acido se
puede usar como punto de partida para la sintesis de otros compuestos quimicos, como es el caso

del adiponitrilo, usado como materia prima para la sintesis de Nylon 66. Otro reactivo es la
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cianhidrina de acetona usada principalmente como disolvente a nivel de laboratorio, pinturas,
medicina, adhesivos e industria automotriz, asi mismo, esta la metionina, uno de los nueve
aminoacidos esenciales para el ser humano, permitiendo el crecimiento y regeneracion celular,
funcionando de igual modo, como alimento en la industria porcina y avicola. Por Gltimo, esta el
grupo de los cianuros siendo el mas importante a nivel mundial, empleadndose en la industria

farmacéutica, galvanica, y metallrgica, asi como en la sintesis de polimeros [33].

1.8 Benzaldehido

También conocido como bencenocarbonal, es el compuesto organico mas simple del grupo de
aldehidos aromaticos. Tiene color amarillento opaco, posee un olor caracteristico a almendras y
un punto de ebullicion de 180°C, ademas presenta miscibilidad en compuestos como alcohol, éter,
benceno y es poco soluble en agua . El benzaldehido presenta una oxidacion acelerada en presencia
de oxigeno, transformandose en acido benzoico. Es uno de los compuestos intermedios para la

sintesis de compuestos en las industrias farmaceéuticas, tinturas, perfumes y alimentos [34].

1.8.1 Origen e historia

El benzaldehido es conocido por ser un componente del aceite de almendra. Se puede encontrar
en la naturaleza o de manera artificial. Alrededor del afio 1832 , los cientificos Friedrichs Wohler
y Justus Liebig, realizaron un estudio sobre la oxidacion de alcohol, en ese momento ensayaron
con aceite de almendra amarga e involuntariamente encontraron el compuesto, del cual
procedieron a aislarlo para posteriormente usarlo como fuente de investigacion sobre la quimica

organica [35].

Los métodos convencionales para su obtencién de manera sintética generan trazas de impurezas
que, en consecuencia, producen benzaldehido de baja pureza y cuyo rendimiento en usos
posteriores es menor, debido a que es compuesto sensible frente a otras sustancias. El benzaldehido
es un producto que se encuentra de manera natural, pero Gltimamente se busca sintetizar mediante
principios de la quimica verde como una forma limpia y natural de obtener el benzaldehido y

demas subproductos intermedios para usos importantes en la industria [36].
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1.8.2 Estructura quimica

El benzaldehido ha sido detectado en 100 especies de plantas distintas , consistiendo en un anillo
de benceno con un sustituyente de aldehido, haciéndolo perteneciente al grupo de estos (Figura
20). Los aldehidos de bajo peso molecular tienen olores penetrantes agradables, a diferencia de los
que tienen una estructura molecular mas compleja, de tal forma que la percepcion de olores
representativos de los aldehidos y algunas cetonas se intensifiquen, caracteristica que frecuenta su
uso en la industria cosmética [37]. En la Tabla 11 se pueden observar algunas propiedades sobre

esa sustancia.

Figura 20

Estructura molecular del benzaldehido.

Nota. Estructura tridimensional del benzaldehido representando sus
atomos por color (Carbono gris, hidrégeno blanco y oxigeno rojo).
Tomado de : NCBI, [EN Linea]. Disponible:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Benzaldehyde [38].
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1.8.3 Aplicaciones

Tabla 11.

Propiedades fisicoquimicas del benzaldehido

Propiedades

Peso molecular

Pto de fusion

Pto de ebullicion
Presion de vapor
Pto de inflamacion
Solubilidad en agua
Viscosidad
Densidad relativa

Cte de disociacion
Apariencia

Olor

Indice de refraccién
Calor de combustion
Calor de vaporizacion
Densidad del vapor

T. de autoinflamacion

Benzaldehido Unidades
106.12 g/mol
-26 °C
170 °C
0.13 kPa
64.4 °C
0.6 %
1.321 cp a 25°C
1.04
14.9 pka
incoloro
almendras

1.5456 a 20°C/D
-3525 kJ/mol
42.5 kJ/mol a 179°C
3.65

192.22 °C

Nota. Propiedades fisicas y quimicas generales del benzaldehido.

Tomado de: NCBI,

[En Linea].

Disponible:

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Benzaldehyde.
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El benzaldehido es utilizado en la industria como aromatizante y saborizante por su olor
caracteristico a almendra, también es aprovechado como disolvente industrial e intermediario en
la industria de perfumes, aceites, algunos esteres, productos farmacéuticos, aditivos y tintes
aliciclicos. Es utilizado para formar otros compuestos quimicos como el &cido benzoico [39].

En la actualidad, el benzaldehido es sintetizado industrialmente por la oxidacion de tolueno, siendo
un subproducto de éste o por el método de hidrdlisis de cloruro de bencilideno. Gran parte de
industrias de alto impacto que consumen benzaldehido estan buscando vias alternas a su obtencion
y hasta el momento una de las mejores opciones es por medio de la oxidacion de estireno usando
como catalizadores zeolitas y perdxido de hidrégeno para suavizar la reaccion, obteniendo en

varios estudios y escalando a nivel industrial como la mejor opcién [36].



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Benzaldehyde

1.9 Técnicas de cuantificacion

1.9.1 Microdifusién (determinacién gravimétrica)

Se emplea la microdifusion de Conway como método de aislamiento de un analito el cual utiliza
un sistema de camara cerrada permitiendo asi la determinacion de algunas sustancias susceptibles
de volatilizacién y fijaciébn en un medio apropiado [40]. Este método consiste en dos
compartimientos ubicados de tal forma que en una de las cavidades esté la sustancia volatil y en
la cavidad restante la sustancia de fijacion ,lo que asegura la hermeticidad de la camara,
estableciendo en esta una corriente de gas desde el area de liberacion hacia el area de fijacion, el
cual entrara en contacto con la diferencia de gases de ambas superficies. Después del contacto de
gases, la muestra es aislada para realizar un analisis cuantitativo por método de titulacion; para
realizar un correcto analisis por medio de esta técnica se deben tener en cuenta los factores
ambientales, tiempo, dimensiones de los viales, reactivos a usar, agitacion y, por ultimo, los
reactivos usados para la titulacion [3]. Ultimamente este método ha sido usado para determinar la
concentracion de alcohol en la sangre, orina y en analisis criminalisticos, igualmente para
determinacion de nitrogeno y de didxido de carbono siendo uno de los métodos mas econémicos
para analisis quimicos cualitativos.

1.9.2 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucién es una de las técnicas cromatograficas mas usadas ya
que tiene la capacidad de separar los analitos de diferente naturaleza de la mezcla de una muestra
a analizar. Este método interviene una fase movil que contiene la parte liquida y es la que lleva la
muestra a traves de la fase estacionaria que puede ser sélida o en algunos analisis puede tener una
pelicula liquida sostenida con una pelicula sélida. Los componentes que presentan mayor afinidad
con la fase estacionaria se pueden desplazar con una menor velocidad que los que no presentan
ese tipo de afinidad [41].

Actualmente se emplea esta técnica para la separacion de compuestos organicos que presenten
volatilidad variada, ya que la cromatografia liquida tiene alta sensibilidad y una facil adaptacion
para analisis cuantitativos, separacién de especies por su volatilidad o al ser termolabiles.
Generalmente las industrias disponen de estos equipos para cuestiones analiticas, donde manejan
compuestos como los aminodacidos, hidrocarburos, proteinas, terpenos, plaguicidas, antibioticos y

algunas variedades de sustancias inorganicas [42].
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2. VARIABLES QUE INTERVIENEN EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA
AMIGDALINA'Y LA PRUNASINA

Las almendras del durazno son caracterizadas como cuerpos proteicos con una gran variedad de
componentes, destacandose por su cantidad en grasas, proteinas y su contenido en agua. Su
composicién es similar a las almendras dulces, pero una diferencia que repercute es su sabor
amargo provocado por el contenido de amigdalina.

Estudios realizados sobre la genética de las almendras demuestran que dicha propiedad es
influenciada por un genotipo "amargo" de naturaleza recesiva dependiente de la variedad de la
planta, (tratese del género Prunus). La investigacion desarrollada por Guillermo Arrazola sobre el
mejoramiento genético del almendro Prunus dulcis (Miller) implicando la naturaleza de glucésidos
cianogénicos presentes en dicha planta para diversas variedades de la especie [3], muestra un
estudio profundizado acerca de los factores y variables que interceden en cuanto a la extraccion de
amigdalina y prunasina, asi como su contenido en cianuro entre muestras amargas y dulces de
almendra. Las variables mostradas a continuacion se tomaron de investigaciones realizadas por

diversos autores

2.1 Tratamiento y conservacion de la muestra

Diversos autores que han trabajado con muestras de semillas de naturaleza similar para la
extraccion y analisis de GC, generalmente de especies de la familia Rosaceae, prepararon la
muestra mediante la seleccion de almendras teniendo en cuenta la homogeneidad de las semillas
y su lugar de procedencia implicando la variedad de dicha especie.

Dado a que las almendras tienen un gran contenido de humedad, variable que repercute en la
concentracion de GC presentes en la muestra, es importante minimizar su pérdida, Conn y Mgaller
[14], Dicenta y Arrazola [43], y Poulton [44] en sus investigaciones sobre el contenido de
amigdalina realizaron una trituracion para darle uniformidad al material y consecuentemente una

congelacién de la muestra.

2.1.1 Trituracion
La trituracion facilita el manejo de las muestras en los sistemas extractantes a tratar, permitiendo

una mayor difusion del analito y reduciendo la variabilidad en la cantidad aislada de la sustancia
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objetivo. El proceso de trituracion es recomendable realizarse en equipos con superficies lisas,
evitando un apelmazamiento de trozos de almendra que pueda causar pérdidas considerables de
muestra, de igual forma, el calentamiento no deseado en los equipos de molienda o trituracion,
segun sea el caso deberan ser controlados, ya que en el momento de disrupcion del tejido de la
semilla, da inicio a la degradacion enzimética y un incremento de temperatura puede aumentar la
velocidad en que se da la reaccion [45].

El tamafio de particula recomendado para analisis cromatogréaficos y analisis que impliquen una
difusion del analito es de 1 mm o menor segun Del Cueto, Mgller y Dicenta [25], y Arrazola [3],
autores que han realizado cromatografia liquida de alta resolucion empleando diferentes tamafios

entre 1 a5 mm.

2.1.2 Conservacion de la muestra

Una vez triturada la muestra, debe ser congelada o liofilizada, operaciones que permiten reducir
drasticamente la velocidad de reaccion al tratarse de una descomposicion en medio acuoso. El
proceso puede llevarse a cabo mediante una congelacion instantanea empleando nitrogeno liquido
de manera habitual por refrigeracion. El proceso instantaneo asegura una cristalizacion homogénea
del agua contenida en la muestra, lo que permite un mayor control sobre la reaccion gracias al
impedimento de la generacion de cristales de mayor tamafio dentro del tejido celular, pero, no es
un factor de mucha relevancia en cuanto a la recuperacién de contenido de cianuro o0 amigdalina.
Si se opta por una congelacion por refrigeracion se recomienda mantener la muestra a una
temperatura de -18°C o menor hasta su posterior uso. El congelamiento de la muestra ayuda

también a mantener en buen estado las grasas de la semilla, evitando su enranciamiento prematuro.

2.2 Variables que intervienen en la extraccion

Los sistemas extractantes que pueden emplearse para el aislamiento de la amigdalina, prunasina y
sus derivados (HCN y benzaldehido) son muy variados, aunque, existen similitudes que permiten
adaptar una mejora en los sistemas extractantes, por ejemplo la proporcion de solventes que se
aplican, el tiempo de ejecucion de la extraccion, el caudal de operacién para extraccion por
cromatografia liquida; en el caso de extracciones simples es importante el nimero de reflujos que

deben realizarse en caso de extracciones discontinuas o, el tiempo de operacion y su temperatura.
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2.3 Sistemas extractantes

2.3.1 Cromatografia liquida de alta resolucion

Las técnicas cromatogréaficas por medio liquido son muy comunes en este tipo de andlisis debido
a su precision y fiabilidad en la obtencion de resultados. Generalmente se selecciona como analito
a la amigdalina por su participacion y contenido en varios alimentos, ademéas de ser uno de los
glucosidos cianogénicos mas comunes en insectos y plantas. Al analizar la cantidad de amigdalina
mediante cromatografia HPLC es posible cuantificar la cantidad total de cianuro, ventaja sobre
otras técnicas que directamente miden el contenido de cianuro ignorando la procedencia del GC

precursor.

2.3.1.i Tipo de solvente. La extraccion de GC usualmente emplea tres tipos de disolventes, el
acetonitrilo, el metanol y el agua. Estas sustancias, que actian como fase movil en el cromatografo
pueden aplicarse en estado puro o0 en proporciones varias entre estas mismas. Muchos
investigadores del area han preferido utilizar el metanol, en estado puro y en proporciones junto
con agua para sus andlisis como es el caso de Bolarinwa, Orfila y Morgan [46], Bohacova,
Prochazkova y Halko [47], Radoici¢ et al [48], Jihyun et al [49] y Zhang et al [50] enfatizando en
el contenido de amigdalina proveniente de varias semillas de frutas de hueso y variedades de
almendras amargas.

2.3.1.ii Tiempo de retencion. El tiempo de retencién del proceso se encuentra relacionado con la
hidrolisis enzimatica ocurrente en la muestra. Al tratarse principalmente de la amigdalina como el
GC mas abundante a comparacion de la prunasina, la molécula ird degradandose en funcién del
tiempo, esto, también se encuentra ligado al tipo de solvente a usar. La hidrolisis ocurre en medio
acuoso, es decir que si se aplica en la fase movil un porcentaje de agua se promueve la obtencién
de las moléculas participes en la hidrélisis (amigdalina, prunasina, mandelonitrilo, acido
cianhidrico y benzaldehido).

La concentracién de cada molécula puede variar segun la proporcion de agua a usar, al igual que
el tiempo empleado; en otras palabras, mientras mas tiempo se encuentre la molécula en el proceso
se obtendra mayor concentracion de benzaldehido y HCN. Arrdzola demuestra en su trabajo [3], a
través del uso de diferentes mezclas de solventes a diferentes proporciones la concentracion de
amigdalina expresada en contenido total de cianuro (Tabla 12). El autor recomienda el uso de

metanol puro para el andlisis simultaneo de amigdalina y prunasina, mientras que si solo se desea
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obtener el contenido total de cianuro se aplique una proporcion de metanol: agua 80:20 con un
tiempo maximo de extraccion de 4 horas, ya que al tratarse de una reaccion enzimatica hidrolitica,
prolongar el tiempo de operacion puede llegar a perder el contenido de los productos de interés
por su naturaleza sensible a condiciones ambientales.

Tabla 12.

Comparacion de resultados en la aplicacion de diferentes extractantes mediante cromatografia HPLC

Extractante Tiempo de retencion Concentracion
Metanol Amigdalina: 3.5 min 9.8 mg cianuro/100g
Agua Amigdalina: 3.3 min Cagua = Cmetanot/ 360

No Identificado: 8.2 min Pico ancho y asimétrico

Metanol : Agua Amigdalina: 3.3 min Cmetanot:agua (80:20) = Cmetanol / 8
(80:20) Prunasina: 5.9 min Crnetetanol:agua(so:20)= 8.8 mg/100g
Metanol : Agua Amigdalina: 3.3 min Cnetanot:agua (50:50)= C metanol /36
(50:50) No identificado: 8.3 min Pico ancho y asimétrico
Acetonitrilo : Agua Amigdalina: 3.3 min Cacetonitrilo :agua (20:80) = Cmetanol / 36
(20:80) No identificado 8.3 min Pico ancho y asimétrico

Nota. Se indica en los resultados el tiempo de retencidén empleado y la concentracién de amigdalina y prunasina
obtenida expresada en contenido total de CN aplicando cromatografia liquida de alta resolucion. Tomado de: G.
Arrazola, “Analisis de glucdsidos cianogénicos en variedades de almendro: implicaciones en la mejora genética Tesis
Doctoral,” 2002. [En Linea], Disponible: https://rua.ua.es/dspace/bitstream/10045/3219/1/Arrazola-Paternina-
Guillermo.pdf

2.3.2 Extraccion por Reflujo y Soxhlet

La extraccion Soxhlet es uno de los sistemas extractantes mas simples y eficaces para el
aislamiento de diversas sustancias de tipo organico, es un sistema que permite la separacion de las
grasas y los glacidos contenidos en una muestra determinada. En este caso se sabe que la semilla
del durazno tiene un porcentaje en grasas entre un 40-46 % de contenido [51], otros autores en sus
trabajos investigativos obtuvieron un porcentaje entre el 40% al 54% [52]. Generalmente esta
técnica se emplea para la obtencion del aceite de las semillas utilizando hexano como solvente; sin
embargo, muchos autores han recomendado el uso de solventes mas amigables para su extraccién
[9], [52]. Para la extraccién de GC de la semilla, junto con proporciones de aceite autores como
Ruiz y Garcia [53] Radoi¢i¢ et al [48], y Feng, Ding y Zheng [54], realizaron ensayos

experimentales para la obtencién de amigdalina de especimenes de almendra de diferente
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procedencia empleando etanol, metanol y agua como solventes. Los extractos obtenidos permiten
realizar su analisis por cuantificacion dependiendo de la metodologia implicada, Ruiz y Garcia
aplicaron un proceso de cristalizacion para cuantificar la amigdalina recuperada, otros como
Amaya, Cardenas y Gomez [55] emplearon cromatografia liquida al igual que Feng, Ding y Zheng,
quienes compararon el uso de estos dos métodos extractivos junto con una extraccion ultrasonica
(Figura 21).

Figura 21.

Comparacion de resultados en la aplicacion de diferentes sistemas extractantes para
contenido de amigdalina.
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Nota. Contenido de amigdalina en semillas de albaricoque y Prunus Tomentosa
obtenido mediante tres métodos extractantes: Extraccion ultrasonica, Soxhlet
(empleando metanol) y por reflujo simple (empleando agua). W. Feng, M.-Y. Ding, and
R. Zheng, “Isolation and Quantitation of Amygdalin in Apricot kernel and Prunus
tomentosa thunb by HPLC whit solid-Phase extraction,” Journal of Chromatographic
Science, vol. 43, 2005, [En linea]. Disponible:
https://academic.oup.com/chromsci/article-abstract/43/7/383/384427.

2.3.2.i Consideraciones sobre las variables. Basicamente, la obtencion de buenos resultados
mediante estos sistemas extractantes tradicionales se fundamenta en el tiempo de extraccién y la
temperatura de operacion, también ligados a la naturaleza del solvente. Consecuente a los
resultados, los autores recomiendan una temperatura entre los 70°C hasta los 100°C durante 1 a5

horas segun se considere en la experimentacion [53].
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2.3.2.ii Remocion de grasas. Como se ha dicho, las extracciones continuas por el método Soxhlet
permiten la separacion del contenido graso de un material en especifico, Arrazola desarrollo
estudios sobre la relevancia de la presencia de estas sustancias para la extraccion de amigdalina
debido a que las grasas pueden interferir en el andlisis cuantitativo del glucésido [3]. El autor llegd
a la conclusion mediante analisis cromatograficos y por microdifusion que el desengrasado de la
muestra causa una pérdida del contenido de amigdalina y prunasina, por lo que recomienda no
realizar un desengrasado; por lo tanto, no se llevara a cabo un desengrasado previo en la practica
experimental de este proyecto.

2.3.3 Variables que intervienen en la hidrdlisis enzimética

La reaccion de descomposicion de la amigdalinay la prunasina requiere especial cuidado en cuanto
al contenido de productos a obtener, para el caso del diglucésido y el monoglucosido se sabe que
se degradan secuencialmente hasta &cido cianhidrico, benzaldehido y glucosa, pero como se ha
visto, su degradacion se ve afectada principalmente por el pH del medio en que se presente,
variando los productos quimicos finales. A continuacion, se presentan las variables mas
influyentes en cuanto a la determinacion de los productos deseados y el comportamiento de la

reaccion en si.

2.3.3.i Potencial de hidrégeno. La primera variable a tener en cuenta, e inclusive la de mayor
importancia es el pH. Bioquimicamente el metabolismo de los organismos que realizan el proceso
de cianogénesis ocurre en un medio ligeramente &cido, liberando el HCN hasta la fase de
detoxificacion [25]. En las Tablas 13 y 14 se puede observar algunas propiedades éptimas de las
enzimas propias de diferentes especies que contienen GC clasificadas por glucosidasas (Tabla 13)
e hidroxinitriloliasas (Tabla 14). Las enzimas son denominadas segun la molécula a hidrolizar.
Para el caso de especies que tengan amigdalina se les conoce como amigdalina hidrolasa (AH), asi
como la prunasina, prunasina hidrolasa (PH), enzimas que acttan eficientemente en un pH entre
4.5 a 5.0 segln la investigacion de Poulton [14]. En el caso de las liasas relacionadas con
especimenes de almendras amargas, Prunus amygdalus el pH éptimo se encuentra entre un pH de
5.5 a 6.0 para la degradacion del mandelontirilo en HCN y benzaldehido. Es importante resaltar

gue ambas enzimas se encuentran naturalmente en la semilla.
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Tabla 13.

Propiedades  de  p-glucosidasas  purificadas  hidrolizando  glucésidos  cianogénicos  aromaticos

Native Subunit
Fold molecular molecular pH

Enzyme purification  mass (kDa) mass (kDa} pI Carbohydrate  optimum Reference

Prunus serotina 209 (I) 55-60 62 6.6 (I) Yes 4.5-5.0 Kuroki & Poulton
amygdalin 216 (II) 6.5 (IT) (1986)
hydrolases
(I and II)

Prunus serotina 122 (I) 68 (I) 69.5 (I) Kuroki & Poulton
prunasin 140 (Ila) 69.5 (Ila) 4,04.5 Yes 5.0 (1987)
hydrolases 85 (IIb) 68 (IIb) 69.5 (IIb)

(I, Ifa and IIb)

Sorghum bicolor 56 (1A) 200-240 (1A) 57 (1A,1B) 5.5(1A,1B) No 6.0-6.2 Hosel et al (1987)
dhurrinases 54 (1B) 100-110 (1B) 61 (2A) (1B, 2A)
(1A, 1B 100 (2A)  250-300 (2A)
and 2A)

Davallia 7 340 32.5, 49, 4.6-4.7 No 5.0-6.0 Lizotte & Poulton
trichomanoides 56 (1988)
vicianin
hydrolase

Nota. Propiedades generales de las enzimas glucosidasas purificadas de varias especies de plantas. Tomado de: E. E.
Conn et al., Ciba Foundation Symposium 140 - Cyanide Compounds in Biology. Chichester, UK: John Wiley & Sons,
Ltd., 1988, [En Linea]. Disponible: http://doi.wiley.com/10.1002/9780470513712

Tabla 14.

Propiedades de hidroxinitriloliasas purificadas hidrolizando glucésidos cianogénicos

Fold Natiive Subunit
purifi-  molecular molecular Carbo- pH
Enzyme cation mass (kDa) mass (kDa) pi FAD hydrate  optimum Substrates Reference
Prunus - 60.4-62.1 - 4.42— Yes Yes 5.5-6.0 Mandelo- Aschhoff &
amygdalus 4.46 nitrile Pfeil (1970)*
Prunus - 60 - 4.20- Yes Yes - Mandelo- Gerstner & Kiel
laurocerasus 4.37 nitrile (1975)
Prunus serotina 10 55.6 57-59 4.58- Yes Yes 6.0-7.0 Mandelo- Yemm &
4.63 nitrile Poulton
(1986)
Prunus lyonii 4.3 50 59 4.75 Yes Yes 5.5 Mandelo- Xu et al (1986)
nitrile
Sorghtm 253 180 - 4.5 No - 5.0-6.0 p-Hydroxy- Seely et al
vulgare mandelo- (1966)
nitrile,
vanillin
cyanchydrin
Linum 136 82 42 4.5— No No 5.5 Acetone Xu et al (1988)
usitatissimum 4.8 cyanohydrin,
2-butanone
cyanohydrin
Manihot 163 91.2 16.5 4.7 No No 5.4 Acetone Carvalho
esculenta cyanohydrin, (1981)
2-butanone
cyanohydrin,
2-pentanone
cyanohydrin
Hevea 7 46 - - - - 5.5 Acetone Selmar (1986)
brasiliensis cyanchydrin,
2-butanone
cyanchydrin,
mandelo-
nitrile

Nota. Propiedades generales de las enzimas liasas purificadas de varias especies de plantas. Tomado de: E. E. Conn et
al., Ciba Foundation Symposium 140 - Cyanide Compounds in Biology. Chichester, UK: John Wiley & Sons, Ltd.,
1988, [En Linea]. Disponible: http://doi.wiley.com/10.1002/9780470513712
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2.3.3.ii Temperatura de operacion. La temperatura puede considerarse un factor en cuanto a la
difusion del HCN como en el tiempo necesario para que ocurra la degradacion de la amigdalina 'y
la prunasina. La técnica que muchos investigadores adaptan es mediante microdifusion de Conway
modificada, Brimer, Abrahamsson, Mlingi y Rosling emplearon este método para determinar el
contenido total de cianuro proveniente de la linamarina, glucésido cianogénico encontrado en la
yuca [56], también, Arrazola lo usé en el anlisis cuantitativo total de cianuro de amigdalina en la
especie Prunus dulcis (Miller) [3]. EI HCN al ser una sustancia de naturaleza volatil tiene la
facilidad de pasar a su estado gaseoso en cianuro de hidrégeno a los 26 °C a 1 atm de presion, por
lo que los ensayos tienden a realizarse en condiciones ambientales entre los 20°C hasta los rangos
recomendados por los autores segun sus investigaciones, quienes aconsejan realizar el proceso a
esta temperatura como un valor limite permitiendo la volatilizacion del HCN. Gleadow et al
realizaron un procedimiento de anélisis y cuantificacion del contenido de cianuro para cualquier
GC, donde establecen una temperatura éptima de 37 °C [57]. La microdifusion desarrollada para
las almendras, emple0 tres valores para determinar el comportamiento del aumento o disminucion
de esta variable, en donde se estimé que a mayor temperatura (35°C) mayor cantidad de cianuro

se aislaba en el receptaculo de la sustancia [3] .

2.3.3.iii Tiempo de operacion. El tiempo requerido para la hidrolisis varia desde la naturaleza de
la molécula base hasta las condiciones propuestas para su desarrollo. Gleadow et al recomiendan
de manera generalizada un lapso de 15 horas para que la totalidad de HCN se desligue del GC
establecido, determinando asi una finalizacion de la reaccion, Brimer, Abrahamsson, Mlingi y
Rosling realizaron ensayos en lapsos de 1 a 22 horas en el caso de la linamarina, Tuncel, Nout y
Brimer [58] efectuaron el procedimiento en lapsos de 4 a 22 horas para analisis de amigdalina y
prunasina en semillas de albaricoque, obteniendo mayores resultados a 25°C durante 4 horas
(Tabla 15). Sin embargo, los autores recomiendan realizar el proceso a 35°C durante 4 h
asimilando mas el proceso metabdlico natural de la planta para generar una mayor eficiencia.
Arrézola realizé el procedimiento en un intervalo de tiempo de 12 a 30 horas, recomendando un

tiempo maximo de 24 h, donde alcanzé su rendimiento maximo de recuperacion de cianuro [3].
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Tabla 15.

Propiedades de p-glucosidasas purificadas hidrolizando glucésidos

cianogénicos aromaticos

Temperatura®C/tiempo (h) Amigdalina (nmol/g)

NGC| Cianuro total | GC
25/4 12.6 23.8 11.2
25/4 13.0 34.0 21.0
25/22 10.3 16.4 6.1
25/22 10.0 17.2 7.2
35/4 10.9 17.3 6.4
35/4 10.7 14.8 4.1
35/22 11.4 14.7 3.3
35/22 12.8 13.8 1.0

Nota. Evaluacién comparativa del comportamiento temperatura/ tiempo de
la reaccion de Bioactivacion de amigdalina y prunasina para el analisis de
contenido total de cianuro y amigdalina en semillas de albaricoque.
Tomado de: G. Tungel, M. J. R. Nout, and L. Brimer, “The effects of
grinding, soaking and cooking on the degradation of amygdalin of bitter
apricot seeds,” Food Chemistry, vol. 53, no. 4, pp. 447-451, Jan. 1995, [
En Linea]. Disponible: doi: 10.1016/0308-8146(95)99841-M.

2.3.3.iv Variables por considerar en la microdifusion. La temperatura, el tiempo y el pH son
variables que afectan directamente a la reaccion, pero hay otros valores que pueden considerarse
si se lleva a cabo la extraccion de HCN mediante microdifusion. La concentracion del reactivo
captador, asi como su volumen en el recipiente colector pueden afectar el contenido de cianuro
recolectado. La metodologia recomendada por Gleadow et al menciona el uso de una
concentracion de soluciones 1 M a 0.1 M aplicando en el vial colector desde 0.1 mL a 1 mL. Las
dimensiones del reactor afectan al rendimiento de la difusion, Arrazola menciona que mientras
menor sea el tamarfio se promueve una mejor difusion [3]. Es bien sabido que las enzimas participes
se encuentran naturalmente en la almendra, pero la adicion externa de enzimas provenientes de
microorganismos tales como bacterias y hongos (principales productores),promueve un factor
preventivo en caso de que se dé una inactivacion de la enzima; sin embargo, si se utiliza in situ un
microorganismo productor de enzima, este debe tener afinidad con las condiciones de la reaccion

asi como al sustrato (amigdalina- prunasina) [26].
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3. METODOLOGIA

En esta seccion se muestra el procedimiento metodoldgico realizado para el desarrollo del segundo
objetivo, siguiendo condiciones y recomendaciones de diversos autores en el acondicionamiento,
preparacion y analisis de los diferentes métodos experimentales recopilados en el segundo
capitulo, para la determinacion de una técnica de extraccion apta para la obtencion de HCN y
benzaldehido, comparando mediante medidas cuantitativas la capacidad de obtencion de estos
productos y a su vez continuar con el proposito del tercer objetivo.

Es importante mencionar que el desarrollo experimental para este trabajo de grado tuvo
limitaciones debido al aislamiento en tiempos de pandemia causada por “la enfermedad del
coronavirus del 2019” (COVID-19), por lo tanto, se elaboraron algunos ajustes dependiendo de la

disponibilidad en los laboratorios donde se ejercio la practica experimental.

A continuacion, se presentan las diferentes etapas del desarrollo metodolégico desde la obtencion
de la muestra hasta la cuantificacion de productos. EI esquema general puede contemplarse en el
ANEXO 28.

3.1 Obtencion y conservacion de la muestra

Se obtuvieron 26 kg de durazno variedad dorado con la colaboracion de C.I Alliance S.A, empresa
dedicada al comercio mayorista de alimentos. Se tomaron 13 especimenes aleatoriamente para
verificar un peso en promedio de 145 g. Posteriormente, los endocarpios de los duraznos fueron
separados del mesocarpio de los frutos y almacenados a 3°C hasta que se considero pertinente la
separacion de la semilla (de manera cuidadosa con un martillo) del carozo dias antes de la
realizacion de las pruebas experimentales. Una vez listas las semillas se pesaron por unidad (175)
pesando en promedio 0.27 g donde se consiguio un peso total de 48.35 g. EI material fue llevado
aun proceso de trituracion a través de un molino manual del que se recuperaron 29.36 g de muestra.
Una vez triturada, la muestra es llevada a un empacado al vacio y congelada a -23°C, esto con el
fin de mantener controlada la degradacion de los GC y el enranciamiento de las grasas contenidas
(Figura 22).
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Figura 22.

Diagrama de blogues del proceso de obtencién y conservacion de la muestra
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Nota. Metodologia simplificada del tratamiento y adecuacién de la materia prima para analisis experimentales

posteriores.
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3.2 Extraccién por el método Soxhlet

Una vez preparada la muestra, se procede a realizar la extraccion de los analitos mediante
extraccion Soxhlet, para ello se pesaron 2 g de muestra para 10 repeticiones empleando como
solvente etanol al 100 % de concentracion como alternativa al metanol. Se agregaron 50 mL de
solvente para cada ensayo en un balén de 100 mL de capacidad situando dos extractores a la vez
durante 2 horas a una temperatura de 80 °C. Es importante resaltar que en el transcurso de la
realizacion de los primeros ensayos se presentaron problemas al ajustar las temperaturas, acciones

tales que pueden llegar a afectar los resultados finales.

Al finalizar los ensayos se obtuvo un extracto aceitoso de coloracion &mbar palido con un olor
ligero a almendras, cada extracto fue almacenado en frascos de vidrio herméticamente sellados
hasta sus posteriores tratamientos para titulacion y destilacion donde la cantidad de extracto
obtenida se dividio en partes iguales para realizar los respectivos analisis de obtencion de

benzaldehido y contenido total de cianuro.

3.2.1 Obtencion de benzaldehido mediante destilacion

El proceso de obtencion del compuesto aromatico se divide en dos etapas; en primer lugar, debe
realizarse un pretratamiento para la remocion de agua, grasas y otro tipo de sustancias remanentes
en la solucidn extraida anteriormente. Realizado el proceso se procede a situar las muestras en un

proceso de destilado para extraer el producto deseado.

3.2.1.i Remocion de sustancias no deseadas. Generalmente, se puede llegar a presentar la
oxidacion de un pequefio porcentaje de benzaldehido en acido benzoico; para remover esta
sustancia, se aplicaron 20 mL de solucién saturada de bicarbonato de sodio a la mitad de la solucion
extraida por Soxhlet en un embudo decantador, este método de purificacion puede realizarse
también con bisulfito o metabisulfito de sodio lo que permite separar el acido benzoico en solucién
gracias a una pequefia diferencia de densidades entre el benzaldehido y el eluyente residual [59].
Una vez adicionado se tapa el embudo decantador, se agita y se deja reposar hasta evidenciar una
mezcla heterogénea. La capa inferior es removida con cuidado para mantener la solucion
sobrenadante que contiene el analito donde se deposita en un matraz al cual se le agregan 15g de

sulfato de magnesio anhidro con el fin de remover el agua contenida en la solucion decantada
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anteriormente. Finalmente, dicha solucion se filtra y esté lista para la ejecucion del proceso de
destilacion.

3.2.2 Destilacion

El proceso de destilacion que originalmente se planted implicaba el desarrollo de una destilacion
al vacio, buscando separar de una manera mas completa el agua y las grasas restantes que puede
contener la solucion filtrada, de igual forma este tipo de destilacién previene la oxidacion del
benzaldehido que se obtiene en el destilado. Sin embargo, pudo realizarse el proceso mediante
destilacion simple sin complicaciones. El proceso se llevo a cabo para 10 ensayos sucesivos a 85°C
durante 1 hora. Con los volimenes medidos previos a la destilacién y en su finalizacién se procedid

a calcular el porcentaje recuperado de destilado para los diez experimentos.

3.2.3 Cuantificacion de cianuro mediante titulacion argentométrica

El extracto restante obtenido en la extraccion Soxhlet fue empleado para el analisis en contenido
total de cianuro de las muestras de semilla, para ello, a partir de tres extractos se realizaron pruebas
preliminares para determinar un método que se adaptara mas a la muestra. Se eligieron dos
métodos de titulacion: EI método de Mohr y el método de Liebig-Deniges donde este ultimo fue
seleccionado para caracterizar los ensayos restantes para los extractos mientras que el método de
Mohr se uso para caracterizar las muestras por microdifusion. Estos métodos fueron escogidos por
su facilidad de manejo y disponibilidad de recursos. A continuacion, se puede observar de manera

simplificada el proceso realizado (Figura 23).
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Figura 23.
Diagrama de bloques del proceso de extraccion Soxhlet y caracterizacion de la muestra
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Nota. Metodologia simplificada sobre el proceso de extraccion y analisis de HCN y benzaldehido empleando

extraccion Soxhlet.

El método de Liebig-Denigés (LD) es una version mejorada propuesta por George Deniges del
método expuesto por Justus Liebig en 1851, [60] mismo investigador acerca del desdoblamiento
de la amigdalina proveniente de almendras amargas. EI método se basa en una titulacion que
emplea como agente valorante nitrato de plata en solucién acuosa utilizando ioduro de potasio
como indicador en medio amoniacal. En el método original, el cianuro contenido en la muestra

reacciona con el nitrato de plata formando el ion dicianoargentato:

2CN™ + Ag* & [Ag(CN),]~
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Una vez que las proporciones estequiométricas del ion plata se completen, al agregar dicho ion en
exceso permite la formacion de una sal muy insoluble denominada dicianoargentato(l) de plata o
cianuro doble de plata.

[Ag(CN),]~ + Ag™ - Ag[Ag(CN),]

exceso
Al formarse el dicianoargentato de plata, se considera el punto final debido a su baja solubilidad,
el compuesto precipita visualizando un enturbiamiento en la solucién. Esta reaccion generalmente
es muy lenta y pueden presentarse la formacion de cianuro de plata simultdneamente:
CN~ +Ag* - AgCN

Si la formacidn del dicianoargentato de plata se produce de manera tardia, los iones participantes
tenderan a la formacion de cianuro de plata, sal cuya solubilidad en el medio es mucho mayor al
producto deseado (Kps=1.6 x101#), promoviendo el margen de error al agregar mayor cantidad de
iones plata en la solucion. EL proceso de titulacion debe realizarse paulatinamente y no tomar un
punto de decision final prematuro [61]. EI método modificado por Deniges permite una correcta
formacion del dicianoargentato de plata al realizar este proceso en un medio amoniacal evitando
la precipitacion de cianuro de plata y la formacion prematura del dicianoargentato de plata,
ocasionando errores intrinsecos en el analisis en cuanto a contenido de cianuro. ElI amoniaco
reacciona con el dicianoargentato de plata formado prematuramente produciendo iones complejos
de diamino argentico y cianuro:

Ag[Ag(CN),] + 4NH; - 2[Ag(NH3),]" + 2CN~
El amoniaco se comporta como un “tampén amoniacal”, lo que impide la sintesis del
dicianoargentato de plata de manera temprana con el fin de que se desarrolle de manera correcta
la sintesis del ion dicianoargentato [62]:

Formacion prematura: [Ag(CN),]~ + Ag* - Ag[Ag(CN),]

exceso
Formacion correcta: 2CN~ + Ag* - [Ag(CN),]~
De igual forma, en caso de que se intente formar cianuro de plata, el medio amoniacal reaccionara
con esta sal formando ion diamino argéntico dejando libre iones cianuro:

AgCN + 2NH; —» [Ag(NH3),]t + CN~
Una vez ocurridas todas estas reacciones, 1os iones cianuro se agotan en la reaccion de formacion
de dicianoargentato que posteriormente reaccionara con los iones plata en exceso con los iones
diamino argénticos formados dando lugar a la correcta sintesis del dicianoargentato (1) de plata:

[Ag(CN),]™ + [Ag(NH3),]" — Ag[Ag(CN),] + 2N H;
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La adicion de amoniaco en solucion, transformando el medio acuoso original a un medio
amoniacal permite actuar al ioduro de potasio como indicador en la valoracion a través de la
sintesis de yoduro de plata:
I~ + Ag+exceso - Agl

El ioduro de plata es una sal cuya coloracion suele ser amarillenta, facilitando la visualizacion del
proceso de adicion de agente precipitante. La constante de producto de solubilidad del ioduro de
plata (Kps=8.3x101") es mucho menor a la constante del dicianoargentato de plata (Kps=2.3x10"
12 "por lo que precipitara primero el ioduro de plata al adicionar una pequefia proporcion en exceso
del agente titulante o mas especificamente, iones Ag*. Este proceso quimico permitira observar el
punto final de la valoracion de manera mas precisa que en el caso del método original; sin embargo,
la concentracion de amoniaco agregado, asi como la concentracion del ion ioduro (17) son factores
muy sensibles que si no se toman con precaucion pueden tener consecuencias en cuanto la
precipitacion de las sales y por consiguiente producir un punto final coincidente con el punto
estequiometrico [61]. En la Figura 24 se presenta la curva de titulacion del AgQNOs.

Figura 24.

Curva de titulacion del AQNO3 para el método de Liebig Denigeés
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Nota. Curva de titulacién siguiendo el método de Denigés iones de CN-0.2 M (VO =10mL)

con una solucion de 0.1 M de nitrato de plata en presencia de varias concentraciones de NHs;
[63]. Tomado de: J. L. Burgot, lonic equilibria in analytical chemistry, 1°Ed. Springer-
Verlag New York, 2012, [En linea]. Disponible: doi: 10.1007/978-1-4419-8382-4

62



Ya establecido el método de titulacion por precipitacion, se procedio a realizar 7 repeticiones para
25 mL de muestra, utilizando una solucion de AgNOs 0.1M como agente precipitante, 0.2 g de Kl
como indicador, 15 mL de NH3z 2M y agua destilada como diluyente para completar 100 mL,

siguiendo la metodologia de Williams para la determinacién de aniones [40].

Los precipitados resultantes fueron filtrados con ayuda de papel filtro y luego llevados a un
desecador para remover la humedad residual. Una vez secos se procedié a pesar el contenido
(teniendo en cuenta el peso del papel filtro utilizado para cada repeticion) para la correcta
caracterizacion del peso obtenido. En el anexo 27 se pueden encontrar las férmulas empleadas para

la cuantificacion de cianuro por determinacion gravimétrica.

3.3 Microdifusion modificada de Conway

Como segunda técnica de extraccion se aplicé una microdifusion modificada de Conway
adaptando la naturaleza de la reaccion que mantiene el proceso cianogenético de las semillas, lo
que evita la formacion de productos no deseados. El propdsito de esta técnica es la captacion de
acido cianhidrico en forma de cianuro de sodio o de potasio a través de la difusion del cianuro de
hidrogeno liberado por volatilizacion desde la muestra insertada en un frasco herméticamente
sellado junto con una solucién buffer que mantenga el pH ligeramente acido, hasta un recipiente
interno con un agente captador o fijador (KOH o NaOH). La solucién resultante puede ser
analizada mediante técnicas cromatograficas, espectrofotométricas o por técnicas titrimétricas. “El
principal beneficio de la microdifusion es que requiere poca cantidad demuestra y no necesita

purificacion previa de la muestra ni otros tratamientos especiales” [64].

Se siguid el procedimiento propuesto por Arrazola [3] para la preparacion de doce muestras en
total. EI armado de las cAmaras de microdifusion se prepar6 utilizando frascos de 4.5 cm de
diametro y 6 cm de altura, donde se situaron 0.2 g de almendra triturada junto con 4 mL de solucién
buffer fosfato ajustada previamente a un pH de 5.5. El vial interno, de 1 cm de diametroy 3 cm de
altura fue introducido con 1 mL de NaOH 0.2M como reactivo captador. El disefio del montaje

puede detallarse en la Figura 25.
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Figura 25.

llustracion del montaje para la recoleccion de CN mediante microdifusion
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Nota. Artefacto captador de CN, el analito se recoge en forma de cianuro de sodio en
solucién, donde podrd analizarse posteriormente su concentracion. Se puede aplicar
soluciones reguladoras de fosfato o citrato segin sea el GC del cual se analice el contenido.
También puede agregarse enzima adicional junto al buffer si la enzima propia de la muestra
se considera inactiva o por cuestiones de otro tipo de analisis en su comportamiento. R. M.
Gleadow, N. Bjarnholt, K. Jorgensen, J. Fox, and R. Miller, “Cyanogenic glycosides.”
Stadium Press LLC, pp.283-310, 2011, [En linea]. Disponible:

https://www.researchgate.net/publication/223138629 cYANOGENIC GLYCOSIDES

Seis de estos ensayos fueron diferenciados al agregar Aspergillus niger como microorganismo
productor de enzima B-D-glucosidasa con el fin de evaluar el comportamiento de la cantidad a
obtener en la cuantificacion de contenido en cianuro total. De estos seis ensayos, a la mitad se le
atribuy6 un tiempo de operacion de 12 horas y al resto 24 horas. Esta misma estimacion de tiempo
fue asignada para las muestras que no disponian de enzima externa. En el planteamiento original,
las muestras se mantendrian a temperatura constante en un bafio termostatizado; pero por las
limitaciones de tiempo en los laboratorios, se procedio a realizar un calentamiento mediante una
plancha eléctrica en un recipiente sellado con termostato manteniendo la difusién a una
temperatura entre los 35 a los 38.5°C. Una vez cumplido el tiempo, los viales colectores fueron
sellados herméticamente y almacenados a una temperatura de 3°C hasta su respectiva
caracterizacion. Adicionalmente se realizaron dos blancos para calculos posteriores, su
elaboracion consta de la adicidn en el frasco contenedor, 0.7 mL de &cido fosforico para ajustar el
pH a 5.5 con 5 mL de solucién de cianuro (1ppm) mientras que al vial colector se agreg6é 1 mL de
NaOH 0.2 M.
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3.3.1 Cuantificacion de cianuro mediante titulacion argentométrica (Método de Mohr)
La caracterizacion del contenido de cianuro de las muestras tratadas por microdifusion se realizd
mediante titulaciones de precipitacion de manera similar al método de extraccion Soxhlet, pero
empleando titulaciones de precipitacion por Mohr [59]. EI método utiliza cromato de potasio como
indicador en el proceso permitiendo ver una coloracién rojiza como punto de valoracion final, es
usado principalmente para el analisis de contenido en haldgenos (a excepcién del iodo) debido a
la selectividad que tienen los iones plata (agente precipitante) con los aniones ClI" y Br
principalmente. Los iones CN" interactian con los iones Ag* formando cianuro de plata (Kps=1.6
x10%) mientras que el K,CrO, afiadido como indicador, es disociado en medio acuoso donde los
iones cromato (CrO4%) reaccionan con los iones Ag* para conformar precipitado de cromato de
plata:
CN~ + Ag*t - AgCN

24g* + Cro,*~ - Ag,Cro,
La constante de producto de solubilidad del cromato de plata (Kps=1.3 x10*?) es mayor a la del
analito, por lo que el AgCN precipita eventualmente. El punto final es alcanzado en la formacion
de Ag>CrO4 denotando una coloracion rojo-anaranjado por exceso de iones plata afiadidos en la
valoracion, dando a entender que la concentracion de iones cianuro es nula al completar las
proporciones estequiomeétricas en la formacion de cianuro de plata. EI método de Mohr es aplicable
solo a disoluciones donde su pH comprende valores entre 6.5y 10.5 [61], [63] que pueden ajustarse
para medios alcalinos con &cido acético o en caso de medios acidos suele aplicarse carbonato de
calcio o sodio [59].
Las muestras recogidas de los viales colectores de cada montaje de microdifusion se llevaron a
analizar junto con los dos blancos preparados, donde se recogieron los precipitados y se analizaron
por gravimetria para calcular la cantidad de cianuro total contenida en 100 g de muestra.
Posteriormente, se realizd una verificacion en contenido de cianuro del eluyente sobrante para tres
ensayos mediante colorimetria con el fin de determinar si el cianuro total fue recogido mediante
la precipitacion de cianuro de plata o si se presentaron cantidades pertinentes en la solucion
sobrante; las muestras tratadas por colorimetria fueron analizadas empleando un fotémetro Nova
60 el cual permitié revisar la concentracion del analito respectivo.
El procedimiento realizado puede observarse de manera abreviada en la Figura 26, mientras que

el andlisis por colorimetria es explicado detalladamente en el Anexo 28.
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3.3.2 Caracterizacion cualitativa para presencia de benzaldehido mediante prueba de Schiff

Una vez realizada la microdifusion, se recogieron las soluciones sobrantes de los montajes para
determinar presencia de aldehidos aromaticos a través 2 gotas de reactivo de Schiff, lo cual
permitio verificar la presencia de benzaldehido en las muestras cuando estas se tornan con una

coloracion purpura oscura.

Figura 26.

Diagrama de bloques del proceso de microdifusion y caracterizacion de la muestra
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Nota. Metodologia simplificada sobre el proceso de extraccion y anélisis de HCN y benzaldehido empleando

microdifusion modificada de Conway.
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4, RESULTADOS Y ANALISIS
Los resultados basados en la metodologia planteada y descrita en el tomo anterior se clasifican
desde la técnica que implica su aislamiento, derivandose en las distintas técnicas analiticas tanto
cualitativas como cuantitativas desarrolladas y recomendadas para la obtencion de HCN y
benzaldehido desde la hidrolisis enzimética de la amigdalina y prunasina. Las ilustraciones,

férmulas y procedimientos adicionales se encuentran en el apartado de anexos.

4.1 Extraccion Soxhlet

4.1.1 Cuantificacion de cianuro por gravimetria

A partir de los siete ensayos realizados mediante determinacion gravimétrica, se obtuvieron en
promedio 209.25 mg de cianuro/100 g de muestra seca mediante la extraccion previa del analito
por el método Soxhlet. Los datos se pueden observar en la Tabla 16.

Tabla 16.

Reproductibilidad del ensayo por valoracion gravimétrica
para analisis en contenido de cianuro en semillas de durazno

CN mg/100g
muestra seca
50.68
348.91
182.22
297.21
219.02
206.34
160.33

Muestra

S AN s W e

Media 209.25
Desviacion estandar 96.28

Nota. Resultados del ensayo para 7 repeticiones empleando
valoracion gravimétrica por Liebig-Denigés expresando la
concentracion en miligramos de cianuro por cada 100 g de

muestra

67



Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede observar que existe una variacion
considerable entre cada repeticion, esto puede deberse a diversos factores. El pretratamiento dado
a la muestra fue correcto, pero, el tiempo de disposicion prolongado entre el desarrollo de los
ensayos pudo afectar a los resultados en si; también, muchos autores que han experimentado el
cuantificar, ya sea un glucosido cianogénico o una sustancia derivada al mismo -en la mayoria de
los casos el contenido en cianuro- han descrito que una causa de error importante es en la obtencion
de la muestra de tipo vegetal, Briese y Couch, en su trabajo para la preservacion de plantas
cianogenéticas para analisis quimicos [65], es la dificultad de obtener una mezcla homogénea para
varios ejemplares, que seguidamente seran comparados sin reconocer la pérdida considerable de
acido cianhidrico. Autores como Chaouali et al [66] y Tanaka et al [67], desarrollaron
investigaciones para almendras amargas provenientes del albaricoque, durazno, nispero japones y

otros frutos de hueso, donde obtuvieron un alto porcentaje de error.

El contenido en cianuro detectado mediante determinacion gravimétrica a través de una extraccion
Soxhlet previa, mantiene un valor aproximado al de la bibliografia consultada. Las semillas se
encuentran clasificadas como almendras amargas, por lo que pueden asemejarse al valor
determinado por Arrazola para este tipo de almendras mediante la misma técnica de cuantificacion
(217.8 mg de CN/100 g de muestra seca) [3]. En investigaciones mas especificas sobre el analisis
del contenido de amigdalinay directamente del cianuro total para partes del fruto, se constata entre
el rango ponderado de (142-341.29) mg CN/100 g de muestra seca. Este dato se puede encontrar
expresado en ppm de amigdalina (25000-60000) para la especie Prunus persica (L.) Batsch en el
manual de constituyentes fitoquimicos de hierbas (GRAS) y otras plantas economicas de James
Duke [68]. También, Funes determind el contenido de &cido cianhidrico de las semillas de
diferentes frutos de especie Prunus, incluyendo diversas variedades de durazno [51], quien obtuvo

un rango entre (180-260) mg de CN/100 g de muestra seca empleando determinacidn gravimétrica.
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4.1.2 Destilacion por reflujo simple
En cuanto a la determinacion de benzaldehido en las muestras extraidas por Soxhlet mediante
destilacion simple, se obtuvo un porcentaje de recuperacion en el destilado por debajo de lo

esperado. En la Tabla 17 se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 17.

Reproductibilidad del ensayo por destilacion simple para determinacion de
benzaldehido en semillas de durazno

Muestra Extracto Destilado Recuperacion

(Soxhlet) mL mL (%)

1 25 8.20 32.8%

2 25 8.20 32.8%

3 25 7.20 28.8%

4 20 4.85 24.3%

S 20 2.80 14.0%

6 20 7.40 37.0%

7 19 8.70 45.8%

8 23 4.90 21.8%

9 23 4.75 21.1%

10 20 6.00 30.0%

Media 28.8%
Desviacion estandar 0.09

Nota. Resultados del ensayo para 10 repeticiones empleando Destilacién simple

expresando el valor recuperado en el destilado en porcentaje

En la experimentacion se llegd a obtener en promedio un 28.8 % de recuperacion de destilado.
Esta solucion obtenida esta conformada por agua y benzaldehido, en el transcurso de la operacién
de separacion, se observo que la primera sustancia en condensarse fue agua, donde posteriormente
en el transcurso de 30 minutos aproximadamente se presentd una solucion homogénea incolora
con un ligero aroma dulce, confirmando la presencia de benzaldehido en el destilado. Los
resultados generados en investigaciones sobre el aislamiento de este compuesto desde la
amigdalina a partir de diferentes especies han obtenido un porcentaje alto; Remaud et al [69],
realizaron estudios sobre el benzaldehido contenido en aceite de almendras amargas extraido de

semillas de albaricoque. En su metodologia, logran extraer de estas semillas benzaldehido con el
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97 % de pureza, que posteriormente recurrieron a un analisis isotdpico por resonancia magnética
nuclear, técnica de gran precision para este tipo de sustancia. Terada y Yamamoto [70], lograron
obtener de varios extractos de albaricoque japonés porcentajes de recuperacion del 80.8 % al
99.1%.

Segun los resultados alcanzados, es de considerarse como causa del bajo valor resultante en la
recuperacion de benzaldehido, la presencia de oxigeno en el equipo. Es factible el hecho que
durante el tiempo ejercido en el montaje, la mayoria del aldehido experimentara un proceso de
oxidacion transformandose en &cido benzoico situado junto con las grasas remanentes de la
muestra, por ello, es de vital importancia el uso de una destilacion al vacio para evitar este tipo de
inconvenientes, aunque no fue posible el uso de este tipo de montaje por limitaciones imprevistas
[69], [71].

4.2 Microdifusion

4.2.1 Cuantificacion de cianuro por gravimetria

La caracterizacion de &cido cianhidrico en términos de cianuro total por determinacion
gravimétrica para los seis ensayos adaptados por microdifusion sin adicion enzimatica externa
presenta los siguientes resultados (ver Tabla 18). Los datos obtenidos, fueron agrupados de tal
forma que se evidencia el contenido recolectado sin tener en cuenta la clasificacion por tiempo,

estimando el valor general resultante de 30.99 miligramos de cianuro/ 100 g de muestra seca.

El anélisis colorimétrico adicional, fue realizado tomando el sobrenadante de 3 ensayos diferentes
de las muestras ya caracterizadas por gravimetria. De las muestras tomadas, se observaron valores
muy pequefios para la concentracion remanente de cianuro en este tipo de muestras cuyos datos
resultantes para las muestras asignadas fueron de 0.1, 1.1, y 1.5 partes por millén (ppm)
visualizados en el fotometro. Las lecturas observadas evidencian que gran cantidad de cianuro fue
retenido por la precipitacion ejecutada previamente, por lo tanto, se deduce un correcto

funcionamiento de la separacién del analito.
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Tabla 18
Reproductibilidad del ensayo por valoracién
gravimétrica para analisis en contenido de cianuro en

semillas de durazno

CN mg/100g
muestra
12.62
83.43
25.10
22.70
22.25
19.84

Muestra

SNk W =

Media 30.99
Desviacion estandar 26.05

Nota. Resultados del ensayo para 6 repeticiones
empleando valoracion gravimétrica por el método de
Mohr expresando la concentracién en miligramos de

cianuro por cada 100 g de muestra

Los datos generados para la caracterizacion de cianuro provenientes por microdifusion, si son
comparados con los obtenidos por el método de extraccion Soxhlet puede observarse una gran
diferencia en la concentracion caracterizada, siendo aproximadamente siete veces mas pequefia.
Teniendo en cuenta los pardmetros de manipulacion de la materia prima, al igual que las
observaciones de la concentracion promedio evaluada en la técnica precedente, puede reflejarse
una variacion considerable en los valores de la concentracion para las repeticiones asignadas (no

tan elevada como la evidenciada en la Tabla 16).

Ademas de las posibles pérdidas de la manipulacion de la muestra, se estima que el volumen y
concentracion de hidréxido de sodio afiadido en los ensayos pudo ser causante de la poca
concentracion de cianuro captada; sin embargo, para la profundizacion de los resultados se precisa
amplificar la experimentacién para llegar a una conclusion mas contundente, ya que otros
parametros como el dimensionamiento del montaje, y el tamafio de particula recomendado fueron

realizados segun la bibliografia investigada.
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4.2.1.i Comparacion de cianuro obtenido al adicionar enzima externa en la inoculacion de A. niger.
Los resultados afines a la comparacion de la adicion de Aspergillus niger como productor de
enzima “auxiliar” en el proceso degradativo no fueron muy prometedores demostrando una
disminucion de aproximadamente la mitad del proceso sin adicién. Los resultados fueron
agrupados sin tener en cuenta el tiempo de operacion en la microdifusion (ver Tabla 19).

Tabla 19.

Reproductibilidad del ensayo por valoracion gravimétrica para andlisis en contenido de
cianuro en semillas de durazno para muestras con y sin adicion de enzima externa por

inoculacion de A. niger

Muestra Sin B-glucosidasa  Con B-glucosidasa

1 12.62 39.99

2 83.43 15.06

3 25.10 27.15

4 22.70 7.88

5 22.25 1.17

6 19.84 0.66

Media 30.99 15.32
Desviacion estandar 26.05 15.61

Nota. Resultados del ensayo para 6 repeticiones empleando valoracion gravimétrica por el
método de Mohr expresando la concentracion en miligramos de cianuro por cada 100 g de

muestra para ensayos con y sin afiadidura de -glucosidasa.

Acorde a lo observado al retirar los viales contenedores en las muestras que fueron asignadas para
la inoculacion del microorganismo, se evidencid la ausencia del hongo filamentoso concluyendo
un ambiente no apto para la proliferacion de este. De este inconveniente, se deduce que el
microorganismo, a pesar de compartir una temperatura éptima de crecimiento (35°-37°C) [72],
con la temperatura Optima de la reaccion, y aportar como fuente de nutrientes glucosa (como fuente
de carbono) desplegada de la amigdalina y prunasina en proceso de degradacion, presentd una
inhibicidn en su crecimiento por la interaccion con el cianuro de hidrégeno liberado al poseer una
respiracion celular aerobia. El cianuro inhibe la enzima citocromo c- oxidasa, enzima cuya funcion
principal es la produccion de Adenosin trifosfato (ATP) en las mitocondrias, interfiriendo con la

respiracion celular de los organismos hasta causar la muerte [73]. Se infiere que una posible
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pérdida de concentracién se da por la transformacion de cianuro en tiocianato por accion del
metabolismo del hongo al intentar detoxificar la toxina por la enzima mitocondrial rodanasa [74].
Adicional a este inconveniente, es posible que la concentracién de glucosa generada afectara al

metabolismo del hongo teniendo consecuencias en su crecimiento [75].

De las observaciones anteriores se concluye que la adicién de Aspergillus niger como productor
de enzima adicional en la reaccion de hidrdlisis enzimatica no es viable a menos que la enzima sea

extraida previa a su adicion en la camara de microdifusion.

4.2.1.ii Comparacion de cianuro obtenido al adicionar enzima externa por inoculacién de A. niger
durante 12 y 24 h. En la Tabla 20 pueden visualizarse los datos agrupados por los tiempos
estimados para la hidrolisis para ensayos con y sin adicion del indculo.

Tabla 20.

Reproductibilidad del ensayo por valoracién gravimétrica para analisis en contenido de
cianuro en semillas de durazno para muestras con y sin adicion de enzima externa por
inoculacion de A. niger para 12 y 24 horas

Tiempo
Muestra 12 horas 24 horas
12 horas (E+) 24 horas (E+)
1 12.62 39.99 22.70 7.88
83.43 15.06 22.25 1.17
3 25.10 27.15 19.84 0.66
Media 40.39 27.40 21.60 3.24
Desviacion estandar 37.80 12.46 1.54 4.03

Nota. Resultados del ensayo para 3 repeticiones empleando valoracion gravimétrica por
el método de Mohr expresando la concentracion en miligramos de cianuro por cada 100

g de muestra para ensayos con y sin afiadidura de B-glucosidasa.
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Teniendo en cuenta el tiempo establecido para la difusion del &cido cianhidrico, respectivamente
de 12 y 24 horas, se obtuvo una mayor concentracion a 12 horas para ambos tipos de ensayos; los
ensayos realizados por el metabolismo propio de la semilla (proceso autoenzimatico), y los
ensayos a los que se les inoculd Aspergillus niger como fuente productora de enzima externa
(representados con una E+), se presenta una disminucion de concentracion al comparar los
resultados ponderados que tienen enzima adicional contra los datos resultantes que se realizaron
via autoenzimatica; dando a entender que la adicidn por este método no es viable como se explica
en la Tabla 19. Se observa que, a 12 horas, la concentracién para ambos casos [12 horas 'y 12 horas
(E+)] su concentracién es mayor a la obtenida por 24 horas. Este comportamiento puede ser
explicado en parte por las perdidas consecuentes de la manipulacion del material por el tiempo
prolongado desde la preparacion de la materia prima hasta su aplicacion en la extraccion y
caracterizacion. No obstante, se puede presentar el caso de la influencia de la temperatura y la
microbiota originada en la cdmara de microdifusion al alcanzar un punto limite en la hidrolisis de
la amigdalina y prunasina complementandose con la interferencia provocada por el metabolismo
del microorganismo utilizado para ambas categorias de tiempo. Se observa un comportamiento
similar en la investigacion realizada por Tuncel et al [58] quien deduce el decremento particular
de la concentracion de cianuro al superar un determinado tiempo de operacion por la presencia

microbiana interferente en el medio.

Considerando este imprevisto, no acudido principalmente por disponibilidad de tiempo , el
crecimiento de estos grupos de microorganismos no deseados en los ensayos, pueden ser
analizados mediante ensayos microbiologicos tales como una coloracion de Gram o
microfiltracion debido a que la mayoria de microorganismos capaces de degradar cianuros son

bacterias pertenecientes al género pseudomonas [74],[76].

4.2.2 Caracterizacion cualitativa para presencia de benzaldehido

Al aplicar la prueba de Schiff para los 12 ensayos correspondientes a la microdifusion, no se
encontré un cambio de coloracion de rosa palido a un parpura oscuro, por lo que se considera una
ausencia de benzaldehido para estas muestras (ver Anexos 22 y 23) caso contrario a la realizacion
de esta misma prueba para las muestras generadas en el proceso de destilacion (ver Anexo 24) por

lo que se deduce una total oxidacion del benzaldehido a acido benzoico.
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Figura 27.
Comparacion de los valores promedio de la concentracion de &cido cianhidrico expresado en

mg de cianuro por 100 gramos de muestra para las técnicas empleadas.

225.00 209.25
200.00

175.00
150.00
125.00
100.00

75.00

MG CN/100G MUESTRA

50.00 30.99

. 15.32
E 1l

E. Soxhlet Microdifusién Microdifusion E+
TECNICA DE EXTRACCION

25.00

0.00

Nota. Gréfico de barras sobre las medias obtenidas en los diferentes ensayos caracterizados para
cuantificacién de cianuro total de las muestras extraidas por extraccion Soxhlet, Microdifusion
con y sin adicién de enzimas externas producidas por la inoculacion de Aspergillus niger

representado como Microdifusion E+.

En la Figura 27 se tiene en cuenta la concentracion de HCN en mg de cianuro por cada 100 gramos
de muestra seca resultante para los ensayos realizados en este trabajo, en la cual, la extraccion
Soxhlet presenta mejores resultados a comparacion de las otras dos implicaciones para la técnica
de microdifusion tanto como por la via autoenzimatica de las semilla, como para microdifusion

modificada al adicionar el hongo filamentoso.
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5. CONCLUSIONES
Se determinaron las condiciones necesarias para el desarrollo adecuado de la hidrdlisis enzimatica
de la amigdalina y prunasina, asi como la conservacion y preparacion de la muestra junto con las
técnicas mas empleadas para la extraccion de glucésidos cianogénicos y caracterizacion de acido
cianhidrico y benzaldehido proveniente de la amigdalina y prunasina, a partir de una recopilacion
bibliografica que abarca como foco central los glucésidos cianogénicos proveniente de plantas del

género Prunus.

El valor obtenido para la determinacién gravimétrica de cianuro previa a la aplicacién de
extraccion Soxhlet en las semillas de durazno es similar a lo reportado por investigaciones
consultadas que trabajaron con variedades de almendras amargas y ejemplares de semillas de

durazno, en un rango de 142 a 341 mg de CN/100 g de muestra.

La concentracion determinada mediante gravimetria a través de la separacion de HCN por
microdifusion fue 7 veces menor a la concentracion definida por determinacion gravimétrica

empleando extraccion Soxhlet.

La adicion de Aspergillus niger como productor de enzima adicional en la microdifusion interfirié
con la reaccion de hidrolisis enzimatica de la amigdalina y prunasina disminuyendo la
concentracion a comparacion de las muestras que tuvieron un proceso sin la adicion de este

microorganismo.

Los tiempos empleados en la microdifusion para las 12 muestras en total, presentaron mayor

concentracion a 12 horas que a 24 horas en un rango de 35-38.5°C a un pH de 5.5.
La técnica propuesta para la obtencion de benzaldehido por extraccion Soxhlet previa no alcanzé

los rangos estimados de recuperacion, donde se esperaba obtener entre un 80.8 a un 99.1 % segun

investigaciones consultadas para el aislamiento de este compuesto.
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En la microdifusion no se evidencio la presencia de benzaldehido a través de la prueba de Schiff
para presencia de aldehidos aromaticos, por tal motivo no se procedio a realizar métodos de

cuantificacion posteriores.

De las dos técnicas de extraccion realizadas en este proyecto, se evidenciaron mejores resultados
para los dos productos de interés teniendo en cuenta la concentracion obtenida a través de

extraccion Soxhlet a comparacion de la técnica de microdifusion.

La elaboracion de este proyecto permitié un acercamiento al aprovechamiento de la semilla de
durazno como fuente importante de &cido cianhidrico y benzaldehido, brindandole un valor
agregado y simultaneamente disminuyendo la generacion de residuos que puedan repercutir al
ambiente; promoviendo la continuacion de investigaciones posteriores para el aislamiento y

separacion de estas sustancias y brindar un beneficio tanto a nivel cientifico como industrial.
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GLOSARIO

Acido cianhidrico: es un liquido incoloro a 20°C, con ligero olor a almendras amargas; en fase
gaseosa es conocido como cianuro de hidrdgeno, se le considera un &cido débil caracterizado por
su estructura lineal conformado por un grupo nitrilo o cianuro unido a un hidrégeno. Tiene un
punto de ebullicion de 26°C lo cual permite muy facilmente su paso al estado gaseoso. Algunas
industrias utilizan compuestos de cianuro en procesos de sintesis para la fabricacion de plasticos,
papel, telas, gomas, fotografia y plaguicidas. Actualmente, su principal aplicacion se basa en la

recuperacion de metales preciosos.

Benzaldehido: es una sustancia aromatica conformada por un grupo aldehido conocido por ser el
aldehido aromatico mas sencillo; tiene una gran importancia a nivel industrial gracias a su amplia
gama de aplicaciones: disolvente industrial; saborizante de alimentos; en la industria farmacéutica;
como intermediario en la elaboracion de perfumes y tintes ademas de reactivo clave en la sintesis

de acido benzoico.

Bioactivacion: es un proceso metabdlico dado en los organismos basado en la conversién de un

metabolito especifico a un producto toxico o nocivo.

Biorrefineria: es una estructura enfocada a la produccién de energia y productos quimicos
aplicando residuos de caracter agricola, agroindustrial u organico como materia prima buscando
valorizar y aprovechar dichos residuos mediante su conversion empleando diferentes procesos

tecnoldgicos.

Biosintesis: es un proceso quimico multiple dado en un organismo donde un compuesto simple

especifico es modificado y unido para formar moléculas de mayor complejidad.

Carozo: el carozo o hueso es una parte constituyente de los frutos drupaceos que, en el crecimiento
del fruto presenta una contextura carnosa hasta la maduracion del fruto donde adquiere dureza y
rigidez. Junto con la semilla forman el endocarpio del fruto cuya funcion es la proteccion de la

simiente.

Catabolismo: es el proceso metabdlico ocurrido en un organismo encargado de la degradacion de
nutrientes organicos transformandolos en productos finales simples como recurso energético para

las células mediante procesos de reduccién y oxidacion.
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Cianogénesis: la cianogeénesis es la habilidad de las plantas y otros organismos para liberar acido
cianhidrico gracias a la descomposicién de los compuestos cianogénicos presentes en el organismo

mediante una reaccion de hidrélisis enzimaética

Cromatografia (HPLC): la cromatografia liquida de alta resolucién es un tipo de cromatografia
en columna por el cual ingresa el analito en un sistema disolvente (fase mavil), dicha fase movil
circula por una columna cromatografica en donde esta situada la fase estacionaria en un flujo
definido. Este arreglo permite la separacion de los componentes del analito en base a la interaccion
de éstos con la fase mavil y la fase estacionaria

Destilacion al Vacio: es un metodo de separacion basado en la diferencia de los puntos de

ebullicidn de las sustancias componentes de una mezcla homogenea a presion reducida.

Economia circular: sistema de aprovechamiento de recursos donde impera la reduccion de los
elementos, en la industria quimica consiste en el maximo aprovechamiento de un material,

valorizando sus aplicaciones y usos para la produccion de energia y diversos productos quimicos.

Endocarpio: es la capa mas interna del pericarpio que junto con la semilla forman una pelicula.

Su consistencia y estructura varian segun la naturaleza de la fruta.

Enzima: molécula organica de naturaleza proteica cuya funcién es acelerar la velocidad de

reaccion actuando como catalizadores.

Extraccion Soxhlet: es un método de extraccion sélido-liquido que usa un solvente liquido para
retirar componentes mas solubles de la mezcla. En este lavado se pueden extraer componentes en
los cuales la solubilidad del solvente extractante es baja y estan conformados por una mezcla

homogénea.

Fitéfago: se entiende como el grupo de insectos que puede atacar plantas o cultivos, en zonas

boscosas o de jardines, causando molestias en el entorno humano.

Glucosa: es un carbohidrato y el aztcar mas simple importante para el metabolismo humano,
también es una de las principales moléculas que sirven como fuentes de energia para plantas y

animales.
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Hidrdlisis enzimatica: se entiende como hidrolisis que se produce mediante un grupo de enzimas
con el nombre de hidrolasas, la cual presenta un efecto catalitico, produciendo una ruptura de

enlaces quimicos en una molécula formandose otras especies quimicas.

Liasas: son enzimas reductasas que catalizan la ruptura de enlaces carbono, azufre, y otros enlaces
no peptidicos por un medio diferente al de la hidrolisis o una oxidacion, para esta clasificacion se
requiere una participacion de un solo sustrato el cual efectla una reaccion irreversible y se

necesitan doble sustrato para una reaccion reversibles.

Mesocarpio: es la capa intermedia del fruto situada entre en endocarpio y el epicarpio, la cual es

la parte de la fruta que es consumida habitualmente por los seres vivos.

Metabolismo: es el conjunto de reacciones quimicas y bioquimicas que tiene lugar en los procesos

fisicoquimicos que ocurren en una célula o el organismo.

Patron primario: es un compuesto con alto indice de purificacion usado en volumetria como
material de referencia para metodos analiticos.
Pericarpio: es la parte del fruto que recubre la semilla y es la transformacion de las paredes del

ovario del fruto.

Prunus: es el género de arboles y arbustos pertenecientes a la familia Rosaceae, algunos de ellos
son los cerezos, ciruelo, duraznero y el almendro. Es el subgénero dentro del género Prunus

conocidos por ser arboles frutales y con floraciones en comienzos de primavera.

Punto de decision final: es un término usado para valoraciones de quimica analitica, el cual indica
el punto donde la Gltima gota del titulante hace contacto con la reaccidn con un indicador y este
presenta un cambio visible en la reaccion dando a conocer la finalizacion del método de valoracion
al agotarse las cantidades estequiométricas de los reactantes.

Punto de equivalencia: se refiere al punto de equivalencia como el punto donde las proporciones
estequiométricas de dos 0 mas sustancias participantes en un proceso de valoracion quimica, se
igualan llegando a reaccionar exactamente.

Residuos Agricolas: son residuos conformados por cascaras, cortezas, material lignocelulésico y
demas que pueden ser aprovechados como biomasas para la alimentacion de animales, produccién

de energia o fabricacion de fertilizantes.
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Rosaceae: familia de gran numero de plantas lefiosas y herbaceas donde se encuentra la mayoria
de las especies de frutas de consumo masivo caracterizadas por su importancia en la jardineria y

en la industria cosmética.

Sustrato: es un medio sélido e inerte usado como material organico, inorganico o sintético

necesario para el crecimiento de un organismo.

Titulaciones por precipitacién argentometria: las precipitaciones argentométricas, se basan en
la formacién de sales poco solubles en el medio empleado. La mayoria de las titulaciones, se
realizan por medio de una solucidn de nitrato de plata, usado como patrén primario y titulante con
el fin de interceder con aniones tales como bromuro, cianuro, cloruro, tiocianato, yoduro, entre
otros, que se encuentran en una determinada muestra.

Valoracion gravimétrica: es un meétodo cuantitativo que permite determinar la cantidad
proporcionada de un elemento presente en una muestra eliminando las sustancias presentes no
deseadas convirtiendo el componente objetivo en un compuesto de composicion definida que sea

susceptible a pesarse.

B-Glucosidasa: es una enzima ubicua producida por todos los dominios: Bacteria, Fungi, Plantae
y Animalia. La enzima B-glucosidasa rompe los enlaces B-D-glucosidicos de gran variedad de

compuestos, liberando glucosa como producto final.
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ANEXO 1.
SELECCION DE LA VARIEDAD DEL DURAZNO

Identificacion de la materia prima a tratar

Nota. Fotografia de seleccion de materia prima provista por la empresa
C.1 Alliance
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ANEXO 2.
MORFOLOGIA DE LA VARIEDAD DEL DURAZNO DORADO

Endocarpio y mesocarpio del durazno seleccionado

Nota. Fotografia de la parte interna del durazno mostrando el mesocarpio

y epicarpio
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ANEXO 3.
FRUTO DEL DURAZNO CON EL MESOCARPIO Y ENDOCARPIO

Perspectiva visual de la morfologia del durazno

Nota. Vista superior y frontal del endocarpio de durazno dorado.
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ANEXO 4.
REMOCION DE PULPA

Primera etapa de separacién para el aislamiento de la

semilla

Nota. Endocarpios removidos del fruto del durazno.
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ANEXO 5.
SEMILLA DEL DURAZNO AISLADA

Seleccion y separacion de semillas de durazno en buen estado

Nota. Semilla del durazno la cual se us6 como materia prima para la obtencién del &cido cianhidrico y

benzaldehido.
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ANEXO 6.
DETERMINACION DEL PESO DE LA SEMILLA DE 175 DURAZNOS

Registro de masa por unidad ( semilla)
r -] e \

Foam
—

e ——

Nota. Fotografia de determinacién del peso de 157 semillas del durazno

dorado y anotacién de datos para posterior uso y célculos.
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ANEXO 7.
TRITURACION DE LA MUESTRA

Reduccidn del tamafio de particula a partir de trituracion

Nota. Para la trituracion de la muestra se usé un molino manual con discos.
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ANEXO 8.
CONSERVACION DE LA MUESTRA

Empacado al vacio de la materia prima

Nota. Se realiz6 un proceso de empacado al vacio a la muestra, posteriormente se congelo a temperaturas a -23°C.
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ANEXO 9.
PESO DE MUESTRA

Medicion en gramos de la muestra triturada

Nota. Peso de la muestra para el proceso de extraccidn
Soxhlet.
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ANEXO 10.
PROCESO DE EXTRACCION SOXHLET

Preparacion del montaje Soxhlet

Nota. Montaje del proceso de extraccion Soxhlet en serie.
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ANEXO 11.
MUESTRA EXTRAIDA

Primeros resultados del extracto deseado por extraccion
Soxhlet

Nota. Extracto asentado en la cdmara de extraccion
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ANEXO 12.
ENVASADO DE MUESTRAS

Clasificacion y almacenamiento de muestras

Nota. Almacenamiento de las muestras obtenidas por extraccion Soxhlet
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ANEXO 13.
PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA PARTE 1

Remocién de acido benzoico de las muestras

NS,

-
~

Nota. Separacion de otras sustancias por

decantacion.
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ANEXO 14.
PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA PARTE 2

Remocion de agua y etanol de las muestras

l B I
[

Nota. Filtracién para remocion de agua de la

solucion a destilar.
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ANEXO 15.
DESTILACION DEL BENZALDEHIDO

Preparacion del montaje para destilacion

Nota. Destilacion por reflujo simple para la obtencién del benzaldehido.
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ANEXO 16.
RECUPERADO DE LA DESTILACION

Almacenamiento de muestras (benzaldehido)

Nota. Solucién recuperada de la destilacién por

reflujo simple
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ANEXO 17.
CUANTIFICACION DE CIANURO POR ARGENTOMETRIA

Volumetria de precipitacion para anélisis de cianuro

Nota. Titulacién por precipitacion usando AgNO; KI, NH3 obteniendo un

eluyente mas un precipitado (método Liebig-Denigés)
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ANEXO 18.
SECADO PARA CUANTIFICACION DE CANTIDAD DE CIANURO

Desecacion al vacio del precipitado obtenido

Nota. Precipitado seco de titulaciones realizadas por el método de
Liebig-Denigés en un desecador y posteriormente hace su
respectivo pesaje.
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ANEXO 109.
PREPARACION DE LA MUESTRA FRASCOS Y VIAL COLECTOR

Montaje de microdifusion de Conway modificada-

Nota. Montaje realizado para la microdifusion
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ANEXO 20.
INOCULACION DEL HONGO A. NIGER USADO COMO PRODUCTOR DE ENZIMA
ADICIONAL

Cepa de Aspergillus niger inoculada

Nota. Inoculacién del hongo A. niger como
microorganismo productor de enzima

B-glucosidasa.
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ANEXO 21.
INMERSION DE LAS MUESTRAS EN AGUA

Preparacion del bafio termostatizado para pruebas de microdifusion

Nota. Montaje bafio termostatizado con una temperatura de 35°C y un tiempo de 12-24 horas con enzima externa

y sin enzima.
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ANEXO 22.
CARACTERIZACION Y ANALISIS DE ALDEHIDOS AROMATICOS

Comparacion de resultados positivos contra negativos ( Prueba de Schiff)

o -
»

Nota. Determinacién cualitativa de benzaldehido por prueba de Schiff,
comparando resultados positivos para destilacion (vial derecho) con

resultados negativos (vial izquierdo) para microdifusion
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ANEXO 23.
CARACTERIZACION Y ANALISIS DE ALDEHIDOS AROMATICOS
(MICRODIFUSION)

Evaluacion cualitativa de benzaldehido en muestras tratadas por microdifusion

Nota. Determinacion cualitativa de benzaldehido por prueba de Schiff, resultados negativos para

ensayos por microdifusion con enzima  (derecha) y sin enzima (izquierda).
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ANEXO 24.
CARACTERIZACION Y ANALISIS DE ALDEHIDOS AROMATICOS
(DESTILACION)

Evaluacion cualitativa de benzaldehido en muestras tratadas por destilacion

F
-
i
=
-
=
«!,

Nota. Determinacion cualitativa de benzaldehido por prueba de Schiff, positivos para

destilacién.
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ANEXO 25.
CUANTIFICACION DE CIANURO POR ARGENTOMETRIA

Volumetria por precipitacion para andlisis de cianuro ( Mohr)

Nota. Titulacion por precipitacién usando el método de Mohr
usando AgNO; como patrdn primario (agente precipitante) y

usando K,CrO,4 como indicador.
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ANEXO 26.
SECADO PARA CUANTIFICACION DE CANTIDAD DE CIANURO

Muestras de precipitado secadas por desecacion al vacio (Mohr)

Nota. Precipitado seco de titulaciones realizadas por el método de Mohr.
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ANEXO 27.
METODO ADICIONAL COLORIMETRIA PARA CIANURO.
Colorimetria por fotometro NOVA 60

® 6 ©
: e O6 o
Nota. Uso de un fotémetro UV-VIS para analisis colorimétrico de eluyente de las pruebas

argentométricas empleadas por el método de Mohr (1 triplicado) con el fin de verificar

presencialidad de cianuro.
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ANEXO 28
ESQUEMATIZACION DEL PROCESO METODOLOGICO GENERAL

‘Obtencion de la materia prima

Remocion de pulpa y

Duraznos — separacion del ——== Pulpa y Carozos
endocarpio
Semillas — Trituracién

)

Empacado al vacio

)

Congelamiento de la
muestra

T=-23°C —

Hidroxido de sodio

(ac) 0.2 M, TmL
Extraccion Soxhlet SE}EDC::{T':E;;‘;IHN de Microdifusién Solucién buffer pH
55
Muestra 0.2
Etanol 100%, 50 mL + Aspergillus niger ‘ ’
T =80°C - Extraccion > Res&duns sfa]ldos Hidréxido de sodio (ac) Inoculacién de - —
e semilla 0.2 M. 1mL - z Via autoenzimatica de
t=2h -2 v, — microorganismo la semilla
| Solucién buffer pH 5.5 productor de enzima
Bicarbonato de sodio ¥ . - v — Muestra 0.2 g
(ac) . i Acido Cuantificacion de
. ext:a’l;luﬁ[‘éz:i:gilién} - benzoico cianuro por
Sulfato de.mﬂgneslu (ac) argentometria
anhidro ¥ v 12 horas ir i6n en agua 24 horas
Sulfato de T=35385°C
Filtracion H» magnesio Precipitacion I
{hidratado) +
l l Caracterizacion
T=80°C
— Destilacién | . Grasase Filtracion
t=1h impurezas I
¥ [
i ! Reactiva de Schiff Anlisis de aldehidos SIEELIEELIGD
— - cianuro por
Caracterizacion Caracterizacion Sobrenadante residual ainaticns argentometria
(Determinacion
(Benzaldehido) Gravimétrica) * *
Determinacion
cualitativa Precipitacion
(Benzaldehido)
Filtracion
Caracterizacion
1 18 (Determinacion
Gravimétrica)




ANEXO 29
FORMULAS PARA EL CALCULO DE LOS RESULTADOS POR
VALORACION GRAVIMETRICA PARA CIANUROS

Ecuacién 1

mgcn: Fe * Fy * 1000
Donde:
P :Masa del precipitado resultante en gramos

F: Factor gravimétrico (masa molar del cianuro/ masa molar de la sal resultante) [60]

Ecuacién 2

mg CN
g AgNO3

dis*
Donde:
mg cn: Miligramos de cianuro calculados en la Ecuacion 1

& A:NO3: Concentracion de la disolucion de nitrato de plata expresada en gramos (16,987 g
AgNO:s)

Ecuacién 3

mgcn [Pn * Cdis * f

— P

= 100
100g muestra ] *

Donde:

Prn: Gramos netos de nitrato de plata en disolucion gastados

Cuis: Concentracion de la disolucion de nitrato de plata expresada en miligramos de CN-
por gramo de disolucion de nitrato de plata

£~ Factor debido a la recuperacion estimada en la técnica (solo para microdifusion) del
89.5%

P;: Peso de la muestra en gramos
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ANEXO 30
ILUSTRACION DEL EQUIPO SOHXLET

Disefio conceptual del extractor
Soxhlet

Entrada
de agua

Refrigerante

Salida
de agua

Adaptador
de expansion

Ascenso
de vapores
Extractor

Sifon
Cartucho con la !
muestra sélida
Regreso
del disolvente
extraido
Matraz con
disolvente

Nota. Disefio basico de un montaje de extractor Soxhlet. [77]
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ANEXO 31

ILUSTRACION DEL MONTAJE DE EXTRACCION

ULTRASONICA

Disefio conceptual del extractor ultrasonico

Ultrasound transducer —>

b~

Ultrasound probe

F-‘Lr

Reactor chamb

i

<
=1

74

/ / I
Water bath —>{ S . ¢ mm
Magnetic stirrer

Nota. Disefio béasico de un montaje de extraccion ultrasonica [ 78]
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ANEXO 32
ILUSTRACION DEL MONTAJE PARA EXTRACCION POR
REFLUJO SIMPLE

Disefio conceptual de un extractor de reflujo simple

Termometro

m -— Salida de agua

| — Refrigerante

» = Entrada de agua

_| — Bano de aceite
mineral o grafito

— Placa de
agitacién-calefaccion
|

Refrigerante Refrigerante
de Bolas de Serpentin

Nota. Disefio basico de un montaje de extractor de reflujo simple [79]
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ANEXO 33.

PROCEDIMIENTO PARA EL DESARROLLO DE PRUEBAS POR

COLORIMETRIA PARA ANALISIS DE CIANUROS

Test de cianuros por colorimetria (guia)
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ANEXO 34.
DATOS DE LA MATERIA PRIMA

Peso en gramos de las semillas Peso en gramos de las semillas
1 0.32 52 0.33
2 0.29 53 0.30
3 0.29 54 0.33
4 0.24 55 0.31
5 0.31 56 0.31
6 0.11 57 0.31
7 0.29 58 0.28
8 0.33 59 0.30
9 0.29 60 0.19
10 0.31 61 0.15
11 0.19 62 0.26
12 0.30 63 0.25
13 0.32 64 0.26
14 0.22 65 0.21
15 0.26 66 0.23
16 0.29 67 0.28
17 0.29 68 0.29
18 0.22 69 0.32
19 0.27 70 0.29
20 0.29 71 0.25
21 0.20 72 0.26
22 0.27 73 0.29
23 0.27 74 0.20
24 0.25 75 0.34
25 0.23 76 0.26
26 0.23 77 0.29
27 0.29 78 0.21
28 0.20 79 0.27
29 0.26 80 0.27
30 0.27 81 0.22
31 0.20 82 0.30
32 0.25 83 0.27
33 0.30 84 0.23
34 0.04 85 0.27
35 0.27 86 0.25
36 0.28 87 0.26
37 0.29 88 0.29
38 0.33 89 0.31
39 0.29 90 0.27
40 0.26 91 0.30
41 0.26 92 0.25
42 0.23 93 0.17
43 0.22 94 0.27
44 0.21 95 0.23
45 0.31 96 0.31
46 0.27 97 0.07
47 0.25 98 0.31
48 0.29 99 0.26
49 0.26 100 0.35
50 0.31 101 0.29
51 0.27 102 0.28
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Peso en gramos de las semillas Peso en gramos de las semillas

103 0.22 140 0.29
104 0.28 141 0.25
105 0.30 142 0.30
106 0.28 143 0.28
107 0.28 144 0.32
108 0.30 145 0.24
109 0.35 146 0.31
110 0.25 147 0.25
111 0.21 148 0.26
112 0.26 149 0.27
113 0.27 150 0.21
114 0.34 151 0.34
115 0.32 152 0.24
116 0.32 153 0.30
117 0.30 154 0.26
118 0.34 155 0.66
119 0.29 156 0.20
120 0.20 157 0.42
121 0.31 158 0.32
122 0.23 159 0.25
123 0.25 160 0.33
124 0.22 161 0.34
125 0.32 162 0.11
126 0.35 163 0.55
127 0.26 164 0.50
128 0.28 165 0.42
129 0.21 166 0.39
130 0.31 167 0.20
131 0.26 168 0.24
132 0.23 169 0.17
133 0.30 170 0.26
134 0.27 171 0.07
135 0.30 172 0.27
136 0.20 173 0.07
137 0.29 174 0.18
138 0.27 175 0.17
139 0.26

Media 0.27

D. estandar | 0.07005871

CV | 25.89%

Nota. Peso unitario de las semillas utilizadas para la fabricacion de la muestra
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ANEXO 35
RECOMENDACIONES

Se aconseja disminuir el tiempo de preparacién de la materia prima, asi como evitar su
manipulacion tanto como sea posible para prevenir alteraciones al contenido de cido cianhidrico

por su volatilidad y al benzaldehido por su reactividad con el oxigeno.

Se sugiere implementar mayor cantidad de materia prima para la extraccién de amigdalina -
prunasina por extracciones de tipo alcohdlico, asi pueden obtener muestras que presenten mayor
homogeneidad reduciendo el error y variabilidad experimental a la hora de caracterizar el

contenido de cianuro.

Se recomienda la extraccion previa de la enzima si se trata de un microorganismo o cualquier tipo
de material de origen, para evitar la interferencia que pueda generarse entre el HCN a captar a
través de métodos como ultracentrifugacion o cromatografia de intercambio ionico.

Se aconseja profundizar en los tiempos de microdifusion considerando la temperatura Optima, asi
como el pH requerido, permitiendo entender mejor el comportamiento de la reaccion para este tipo
de muestras. Ademas de permitir complementar la razon de la disminucion de la concentracion de

cianuro por tiempos prolongados.

Es recomendable aplicar destilacién al vacio para la obtencién de benzaldehido, seguido de una
caracterizacion en lo posible de gran precision tal como un analisis por resonancia magnética
nuclear, espectroscopia de masas de relacion isotdpica o cromatografia liquida de alta resolucion

como técnicas recomendadas por la bibliografia revisada.
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