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RESUMEN

La Manihot esculenta Crantz pertenece a la familia Euphorbiaceae, en
ella estan presentes glucésidos cianogénicos denominados lotaustralina y
linamarina. Este glucdsido al hidrolizarse por la enzima linamarasa se
convierte en cianuro de hidrégeno. El cianuro puede causar enfermedades
neurolégicas como el konzo, hipoxia e intoxicaciones. El objetivo de esta
investigacion es analizar la relacion de correspondencia entre la concentracion
de cianuro, el método de papel picrato y espectrofotometria UV-Vis en Manihot
esculenta Crantz. El tipo de investigacion es analitica y el disefio de campo,
laboratorio, contemporaneo, transeccional y univariable.Se utilizaron 40
trozos de las raices de Manihot esculenta Crantz, las cuales fueron procesadas
en el Laboratorio de Toxicologia “Dr. Pablo Paredes Vivas” de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes. La concentracion de
cianuro fue analizada con tiras de papel de filtro impregnadas con acido picrico
gue indican el grado de HCN presente en la yuca y luego medido en el
espectrofotometro SHIMADZU UV-160A. Es decir, que los datos fueron
estudiados mediante un enfoque tanto cualitativo como cuantitativo. En los
resultados se evidencié la presencia de cianuro utilizandoambos métodos,
ademas mostro una variacion en la concentracion de 28,51 hasta 180,58 ppm
de HCN en la pulpa fresca de yuca.

Palabras clave: concentracion de cianuro, papel picrato,
espectrofotometria UV-Vis, Manihot esculenta Crantz.
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INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta Crantz), es la tercera fuente de alimento mas
importante en los trépicos, después del arroz y el maiz. Es consumida a nivel
mundial por su alto contenido cal6rico o energético. No obstante, contiene en
su raiz y en sus tejidos los glucosidos cianogénicos lotaustralinay linamarina,
asi como una enzima linamarasa que cataliza la hidrolisis a glucosa y
cianohidrina, ésta se descompone en condiciones neutras o alcalinas
produciendo &cido cianhidrico (HCN) causante de toxicidad. Existen tres
formas de cianégenos presentes en las raices de yuca, asi como en los
productos de yuca procesados, que corresponden a linamarina y lotaustralina,
cianohidrina y HCN/CN'. El contenido total de ciandégeno o potencial
cianogénico de una muestra es la cantidad total de estos tres ciandgenos, que
se expresa en mg equivalente de HCN/kg de peso fresco. Por su parte, la
cianohidrina producida se puede descomponer rapidamente en cianuro (CN")
en las condiciones alcalinas del intestino (Bradbury, Egan y Bradbury, 1999).

El cianuro es una sustancia quimica formada por un triple enlace entre
el carbono y el nitrégeno, caracterizado por un olor a almendras amargas. Este
se encuentra de forma natural en el tubérculo Manihot esculenta Crantz,el cual
posee diferentes concentraciones de cianuro permitiendo clasificarlo en
variedades dulces o variedades amargas (Cartay, 1979). El cianuro de
hidrogeno liquido o gaseoso y las sales alcalinas de cianuro pueden ingresar
al cuerpo por inhalacion, ingestion o absorcion a través de los ojos, las
mucosas Y la piel (Quintero, 2015).

El grado de toxicidad del cianuro de hidrégeno para los humanos
depende del tipo de exposicion. Si bien el tiempo y la dosis de exposicion
pueden variar, la accion bioquimica del cianuro es la misma al ingresar en el
cuerpo. Una vez que se encuentra en el torrente sanguineo, el cianuro forma

un complejo estable con la citocromo oxidasa, una enzima que promueve la



transferencia de electrones a las mitocondrias de las células durante lasintesis
de trifosfato de adenosina (ATP). Si la citocromo oxidasa no funciona
correctamente las células no consiguen aprovechar el oxigeno del torrente
sanguineo, lo que causa hipoxia citotoxica o asfixia celular. Es importante
sefialar que el cianuro se encuentra entre los venenos mas potentes y de
efectos mas rapidos hasta hoy conocidos (Quintero, 2015).

El cianuro puede ser medido a travées de métodos cualitativos o
cuantitativos. Para ello, puede utilizarse el método de papel picrato, el cual
indica el grado de HCN presente en la yuca. También con un
espectrofotometro, instrumento que utiliza la luz para medir concentraciones
de las sustancias quimicas (Aristizabal y Sanchez, 2007; Skoog y Leary, 1994).
Uno de los metabolitos secundarios caracteristico de la Manihot esculenta es
el glucésido linamarina, con alto poder de hidrdlisis liberando cianuro durante
la digestion, por lo cual resulta perjudicial para la salud humana (Ospina y
Ceballos, 2002). ElI consumo regular de yuca con mal estado nutricional, a
largo plazo provoca intoxicacion cronica por cianuro que puede conducir al
desarrollo de ciertas afecciones incluida la alteracion de la funcién tiroidea y
trastornos neurolégicos (Quiroga y Olmos, 2009).

La cantidad de cianuro es estimada en la pulpa fresca de la yuca de
manera cualitativa con el método de papel picrato. Este analisis utiliza tolueno
para facilitar la volatilizacion del cianuro, el cual reacciona con la solucién de
picrato alcalino impregnada en una tira de papel de filtro. También, puede ser
analizado de forma cuantitativa, a través de la autohidrolisis dentro de un
frasco cerrado por medio de la reaccién de Guignard, la cual produce un
cambio en la coloracién en las tiras de papel defiltro que se comparan contra
una escala patrén. Posteriormente, el color en la tira de papel de filtro es
disuelto en agua y cuantificado por medio de espectrofotometria (Aristizabal y
Sanchez, 2007).

El siguiente trabajo de investigacion ha sido estructurado en V capitulos.

El Capitulo I, denominado El Problema, contiene los siguientes



elementos: planteamiento del problema, justificacion, objetivos, alcances y
limitaciones de la investigacion. El Capitulo Il, titulado Marco Tedrico abarca:
trabajos previos, antecedentes histdricos, bases tedricas yoperacionalizacion
del evento de estudio. El Capitulo Ill, corresponde alMarco Metodoldgico, el
cual comprende los siguientes puntos: tipo y disefio de investigacion,
poblacion y muestra, instrumento de recoleccién de datos, procedimientos de
la investigacion y disefio de andlisis. El Capitulo 1V, denominado Resultados y

Discusion. El Capitulo V, llamado Conclusiones y Recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

La yuca (Manihot esculenta Crantz), es un tubérculo rico en almidén,
azucares, fibra y se distingue de otros tubérculos por su contenido de cianuro.
El cianuro es un liquido volatil, incoloro, con olor caracteristico a almendras
amargas. El nivel presente en la yuca, determina la diferencia entre
subespecies: amarga (concentraciones mayores de 100 mg HCN/Kg) y dulces
(concentraciones menores de 100 mg HCN/Kg) que pueden causar
intoxicaciones. Cuando el cianuro entra al organismo por ingestion actiia como
inhibidor enzimatico no especifico; inhibe varias enzimas, en especialla
citocromo oxidasa, bloqueando la produccion de ATP e induciendo hipoxia
celular. El sistema nervioso central (SNC) es su 6rgano blanco primario, pero
también la tiroides y el riidn (Rivadeneyra, Rodriguez y Salas, 2012).

Es importante resaltar que las plantas tienen un metabolismo primario y
secundario, el cual les permite producir sus propios metabolitos (Ospina y
Ceballos, 2002). Tal es el caso de los glucésidos cianogénicos como la
linamarina y lotaustralina, presentes en la yuca, que se hidrolizan por medio
de la accion de la enzima linamarasa, dando origen a glucosa y cianhidrina,
este Ultimo se descompone en acetona y acido cianhidrico; ocasionando
toxicidad en el organismo (Rivadeneyra y Cols, 2012). Aunque el cuerpo
humano tiene un mecanismo bastante efectivo para desintoxicarse al convertir
HCN en tiocianato que es mucho menos tdéxico, no puede contrarrestarse con

la ingestion elevada (Delange y Ahluwalia, 1982). Si el



glucésido pasa intacto del intestino a la sangre, probablemente se excrete
inalterado en la orina, sin causar dafio al organismo. Pero si la linamarina
ingerida libera cianuro en el intestino durante la digestion es causa de
intoxicacion (Diaz, 2010).

La Conferencia Norteamericana de Higienistas Industriales
Gubernamentales establece que el limite umbral de dosis letal para el ser
humano es de 1 a 3 mg de cianuro libre por kg de masa corporal (Taylor,
Roney, Harper, Fransen y Swarts, 2006). Por ello, se hace necesario la
medicién del cianuro, lo cual puede realizarse mediante diferentes técnicas
cualitativas o cuantitativas. De hecho, existen varios métodos precisos de
analisis que permiten la determinacion separada de linamarina, cianohidrina
de acetona y HCN (cianégenos totales), pero estos métodos suelen ser
demasiado complejos para ser utilizados en paises en desarrollo como
Venezuela. Excepto el caso del método de hidrolisis acida que no usa
linamarasa, el alto costo de la linamarasa comercial y su dificultad de
preparacion también constituye un impedimento de métodos precisos, por lo
gue se ha desarrollado un método simple con picrato para medir ciandgenos
totales en raices de Manihot esculenta, que aprovecha la linamarasa
enddgena presente en los tubérculos de yuca (Bradbury y Cols, 1999).

El picrato es un reactivo que puede ser utilizado como método cualitativo
funcionando como indicador al sumergirse en papel de filtro, muestra el grado
de HCN presente en la yuca, ya que la solucién de picrato alcalino actia como
agente atrapante del HCN liberado, las tiras de papel picrato cambian
lentamente de naranja a rojo, y el color se desarrolla completamente después
de las 24 horas (Bradbury y Cols, 1999). De igual manera, también puede
implementarse como método cuantitativo a través dela espectrofotometria,
una técnica que utiliza la luz para medir las concentraciones de las sustancias
guimicas. Es decir, mide la cantidad de energia radiante que absorbe o

trasmite un sistema en funcién de la longitud



de onda. Se fundamenta en gran medida en la ley de Lambert-Beer y utiliza
como instrumento el espectrofotémetro (Skoog y Leary, 1994).

Debido a que la yuca representa una fuente importante de calorias en los
paises tropicales y ocupa el décimo lugar entre todos los cultivos en la
produccién mundial, es potencialmente téxica para las poblaciones humanas
gue subsisten con dietas a base de yuca y baja ingestion de proteinas.
Ademas, casi todos los tejidos de la yuca contienen grandes cantidades de
glucésidos cianogénicos, como la linamarina 'y la lotoaustralina. Sin embargo,
la linamarina representa el 95% del total de cianoglucésidos, por lo tanto, la
mayor parte de la investigacion sobre cianoglucdsidos de yuca se ha centrado
en la bioguimica y el metabolismode dicho compuesto (Santana, Vasquez,
Matheus y Aldao, 2002).

De acuerdo con los estudios realizados durante el Ultimo quinguenio,
varios autores han realizado diversas investigaciones para conocer la
concentracion de cianuro de hidrogeno presente en Manihot esculenta Crantz.
De esta manera, analisis realizados al contenido de cianuro en raicesde las
principales variedades de yuca cultivadas en Camerun demostraron que se
encontraban dentro del rango moderada a altamente toxico. No obstante, el
procesamiento de la yuca en diferentes alimentos tradicionales contribuye a
reducir el contenido de cianuro (Ndam, Mounjouenpou, Kansci, Kenfack,
Fotso, Ngono, Akhobakoh y Nyegue, 2019). Por otra parte, otros autores
evidenciaron la necesidad de realizar pruebas continuas para analizar el
contenido de cianuro de los productos alimenticios a base de yuca,
especialmente los productos ya elaborados, cuyo contenido de cianuro no se
reducira antes del consumo. Aunado a esto, se detectd cianuro en productos
de yuca congelada, aun cuando puede ser eliminado mediante coccién, puede
resultar toxico para el organismo (Quinn, Myrans y Gleadow, 2022).

Otro estudio realizado revel6 que habia diferencias significativas en la

concentracion de cianuro de hidrogeno (HCN) entre variedades de yuca y las



diferentes partes de la planta. Los autores concluyeron que las variedades de
yuca tenian niveles significativamente altos de cianuro y superaban el limite
recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 10 mg/kg
de peso corporal. Por lo tanto, recomiendan una campafia de sensibilizacién
para educar a los consumidores sobre el procesamiento y técnicas previas al
consumo de yuca ya que niveles altos de ciandgenos resultan toxicos al
organismo (Maitha, Kamau, Kimatu y Hunja, 2022).

En lineas generales podemos decir que es necesario medir el nivel de
cianuro en las raices de Manihot esculenta, ya que el potencial cianogénico de
las hojas y raices oscila entre 2 y 1000 ppm de HCN (mg equivalente de
HCN/Kg de peso fresco), por lo tanto, las raices de yuca que contienen > 100
ppm deben procesarse para reducir el potencial cianogénico antes de usarlas
para el consumo humano (Egan, Yeoh y Bradbury, 1998).

Una vez descrita la situacion actual del problema de estudio, las autoras
de esta investigacion formulan el siguiente enunciado holopraxico: ¢, Cual es
la relacion de correspondencia entre la concentracion de cianuro, el método

de papel picrato y espectrofotometria UV-Vis en Manihot esculenta Crantz?

Justificacion de la investigacion

La necesidad que llevo a las autoras a realizar la investigacion, se baso
en el hecho de que existen numerosos alimentos vegetales de consumo
rutinario en los cuales estan presente con frecuencia compuestos toxicos. En
condiciones normales, el procesamiento de dichos alimentos esta adaptado
para permitir su consumo seguro. Sin embargo, en determinadas
circunstancias, estos téxicos provocan la aparicion de enfermedades, uncaso
importante es el de la mandioca o yuca. En los paises tropicales, la raiz de
yuca se utiliza como alimento por su importante fuente de almidon y constituye
el producto basico de alimentacion en aproximadamente medio billén de

personas. Las raices y las hojas de la yuca contienen altos niveles



de glucésidos cianogénicos como la lotaustralina y linamarina, que en el
organismo tras la accion enzimatica produce cianuro y acetona los cuales
pueden ser potencialmente tOxicos cuando se consumen en grandes
cantidades. La acetona se elimina del organismo, pero el cianuro, permanece
y se acumula en los tejidos (Rivadeneyra y Cols, 2012).

De esta manera, la toxicidad de la yuca se atribuye a la presencia del
glucésido linamarina, potencialmente hidrolizable liberando cianuro (CN).
Aunque este glucosido sea removido en su mayor parte durante el
procesamiento de las raices, el uso de condiciones inadecuadas de proceso
conlleva a que pueda estar presente en la forma intacta o hidrolizada
(acetonacianohidrina y HCN) en los productos derivados de la planta en
concentraciones inapropiadas para el consumo, poniendo en riesgo la salud
del consumidor. El efecto toxico del HCN libre o ligado (acetonacianohidrina)
puede ser agudo o crénico, caracterizandose el primero por envenenamiento
drastico y el segundo por dafios en el sistema nervioso central (SNC) o por la
ocurrencia de bocio (Cereda, 2003).

Segun las concentraciones de cianuro se pueden describir dos clases
de yuca: la yuca dulce y la yuca amarga, ambas poseen glucésidos toxicos.
La yuca dulce contiene hasta 50 veces menos proporcion de cianuro, aunque
no por ello resulta menos téxica, esto depende de las condiciones del terreno,
clima, entre otros (Cérdoba, 2006). Cabe destacar que, el consumo regular de
yuca amarga no adecuadamente detoxificada, puede producir enel organismo
diferentes sintomas, desde nauseas, vomitos, mareos, trastornos del suefio y
dolor abdominal unas horas después de la ingestion, hasta las formas mas
graves como alteraciones neuroldgicas y la muerte. No obstante, la yuca ha
sido utilizada como base alimentaria de la poblacién de escasos recursos
econdmicos en algunos paises por la versatilidad de usos, convirtiéndose en
el cuarto cultivo mas predominante del mundo. Hasta el presente no se
conocen variedades de yuca libres de ciandgenos, por lo tanto, es importante

sefalar que ingesta de grandes cantidades de yuca con



alto contenido de glucdésido cianogénico, en forma cruda o mal procesada,
puede causar envenenamiento (Rivadeneyra y Cols, 2012).

Ademas, estudios epidemiolégicos asocian el consumo de yuca en la
poblacion rural de bajos recursos econdmicos con hipotiroidismo y dos
enfermedades neuroldgicas muy diferentes entre si: la primera, neuropatia
ataxica tropical (NAT), una enfermedad crénica presentada en personas de
mas de 40 afios con una dieta mondtona predominada por la yuca. Se
caracteriza por una polineuropatia periférica, sordera neurosensorial,
mielopatia y atrofia Optica. La segunda, el konzo es una enfermedad que afecta
preferentemente a niflos y mujeres, aparece de forma abrupta en periodos de
crisis alimentaria, en los cuales la yuca se mantiene practicamente como el
unico alimento disponible. Causa dafio de las motoneuronas, produciendo una
pardlisis espastica de ambas piernas (paraparesis) o de ambos brazos y
piernas (tetraparesis) (Rivadeneyra y Cols, 2012).

Debido a esto surge la necesidad de conocer las concentraciones de
cianuro que se encuentran presentes en las diferentes variedades de yuca
tomando en cuenta que estas pueden variar significativamente dependiendo
de las condiciones del suelo o incluso climaticas donde se localice el cultivo de
mandioca que posteriormente sera utilizado como alimento en la poblacién ya

sea de forma directa o como subproducto de ésta.



Objetivos de lainvestigacion

Objetivo General:

Analizar la concentracion de cianuro mediante el método de papel picrato

y espectrofotometria UV-Vis en Manihot esculenta Crantz.

Objetivos especificos:

-Demostrar la presencia de cianuro en Manihot esculenta Crantz atraves

del método de papel picrato.
-Determinar la concentracion de cianuro en diferentes muestras de yuca
con la técnica de espectrofotometria UV-Vis mediante la reaccion entre el

acido picrico y el cianuro.

-Evaluar la variabilidad en el contenido de cianuro en las muestras de

yuca cultivadas en el estado Mérida.

10



Alcances y limitaciones de la investigacion

Alcances de lainvestigacion

El alcance de una investigacién indica el logro que se obtendra a partir
de ella. Por eso, el alcance de esta investigacion es analitico, pues a través
del criterio de analisis: método de papel picrato y espectrofotometria se pudo
conocer la concentracion de cianuro, la cual no puede ser visualizada a simple
vista (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010). En este sentido, se analizaron
diferentes muestras de yuca con la finalidad de examinar el contenido de
cianuro presente, de esta manera se logro obtener la concentracion de cianuro
con la finalidad de aportar nueva informacion de interés a la poblacion acerca
del riesgo que implica la intoxicacion por el consumo de yuca, ya que altas

dosis son perjudiciales para el organismo.

Limitaciones de la investigacion

En toda investigacion se deben considerar las limitaciones con el fin de
asegurar la viabilidad del proceso. Las autoras de esta investigacion
encontraron dificultad en la bisqueda de publicaciones actualizadas sobre
concentraciones de cianuro presentes en Manihot esculenta. Sin embargo,
esto no representd una restriccion definitiva de la viabilidad de esta
investigacién. Por otra parte, la situacion actual del pais representa una
limitante debido a la dificultad en la adquisicion de materiales necesarios para
la investigacion, ademas de las constantes fallas del servicio eléctrico que
entorpecen la realizacion de los procedimientos necesarios para llevar a cabo
la investigacion. Sumado a esto, se encuentra la probleméatica deltransporte
complicando el facil traslado para la recoleccion de las muestrasde yuca, asi

como la movilizacién al laboratorio para el analisis de tales muestras.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos previos

Manihot esculenta Crantz es conocida cominmente como yuca O
mandioca. En Ameérica, tiene gran importancia econdémica, pues es fuente de
alimento humano y animal. Proporciona una gran cantidad de energia al
consumidor, con un buen porcentaje de carbohidratos, calcio, hierro y fosforo.
Segun la variedad, puede ser blanca o amarillenta. Sin embargo, la presencia
de elementos cianogénicos, como la linamarina la convierten en una planta
productora de cianuro que sin una prolongada coccion, podria resultar toxica
para el organismo. No obstante, a partir de ella se pueden obtener numerosos
productos para el consumo, la forma mas generalizada y tradicional de su
consumo es como una galleta seca, circular y delgada, conocida como casabe,
también como harina de yuca, hojuelas, entre otros. Que mediante diferentes
procedimientos se hacen comestibles incluso las variedades amargas que
tienen alto contenido de toxinas (Aristizabal y Sanchez, 2007).

Quinn y Cols (2022), realizaron una investigacion titulada contenido de
cianuro de los productos alimenticios de yuca disponibles en Australia. El
objetivo de este estudio fue examinar una variedad de productos alimenticios
de yuca en Melbourne, Australia. Este estudio tiene un disefio deinvestigacion
de campo, laboratorio, transeccional y univariable. Para esto seobtuvieron
productos alimenticios a base de yuca y raices de yuca congeladas, del

supermercado. Posteriormente se molieron en un mortero
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para analizar el polvo y las raices de yuca se cortaron en trozos,
respectivamente. El contenido de cianuro se midio usando kits de picrato en
las muestras, por duplicado. Para esto se colocaron 100 mg del producto en
un vial que contenia un disco de papel infundido con linamarasa y 1 ml de
tampon fosfato (1 mol/L, pH 6,0), ademas una tira de papel picrato, tapado
herméticamente e incubado a 30 °C durante 24 h.

A continuacion, se eluyo el papel de picrato durante 30 minutos con 5
ml de H20 destilada, luego la absorbancia de la solucion eluida se midié a 510
nm en un espectrofotometro y el contenido de cianuro se calculé6 como
equivalentes de HCN (ppm) multiplicando la absorbancia por 396. Se utiliz6 un
control negativo que no contiene producto alimenticio y un control positivo que
contenia una muestra de 20 pL de 50 ppm de linamarina, medidos junto con
las muestras de alimentos para el método de picrato. El porcentaje medio de
recuperacion de cianuro de la linamarina utilizando el método de absorbancia
de picrato se ha medido previamente al 102% (Quinn y Cols 2022).

En cuanto a los resultados, de todos los productos examinados, se
detecto cianuro en productos de yuca congelada (promedio rallado= 12,9 ppm;
raiz entera media= 19,8 ppm), pero se redujo significativamente mediante el
procesamiento de acuerdo con las instrucciones del paquete en ambos tipos
de productos. Se utilizaron tres métodos para cuantificar el contenido total de
cianuro: el evolucionado método de cianuro, el método de absorbancia picrato
y el método grafico picrato, con un satisfactorio acuerdo entre los métodos.
Los métodos de absorbancia de picrato y grafico informaron contenido de
cianuro medio de 13,7 ppm y 23,1 ppm,respectivamente. En conclusion, los
autores confirmaron la necesidad de pruebas continuas de los productos

alimenticios de yuca, especialmente los

13



productos listos para el consumo cuyo contenido de cianuro no se reducira
antes de ser ingerido. Existe relacion entre este tema de investigacion y el
estudio que se realizd, puesto que se analiz6 el contenido de cianuro en yuca
y productos derivados de ella a través del método del picrato en tiras y
espectrofotometria (Quinn y Cols, 2022).

Maitha y Cols (2022), realizaron una investigacion titulada analisis de la
concentracion de cianuro de hidrégeno en cuatro variedades de yuca
cultivadas en la granja de la Universidad de Lukenya, condado de Makueni,
Kenia. El estudio tuvo como objetivo determinar los niveles de cianuro de
hidrégeno en diferentes variedades de yuca Mzungu, Kasukari, Kitwa y
Makueni cultivadas localmente en las partes del sureste de Kenia en la granja
de la Universidad de Lukenya; ademas de analizar los rasgos fenotipicos de
las cuatro variedades. Este estudio tiene un disefo de investigacion de campo,
laboratorio, transeccional y multivariable. Para esto se utilizaron 30 plantas de
cada variedad, las cuales fueron seleccionados al azar, observadas,
registradas por sus caracteristicas fenotipicas y posteriormente analizadas por
espectrofotometria a 485 nm.

Los resultados mostraron que el color del peciolo fue diferente para cada
variedad que iba desde el purpura (Kasukari), crema (Kitwa), marron oscuro
(Makueni local) hasta rojo (Mzungu. Se detectaron diferencias significativas en
el nimero de foliolos (p<0.001), planta altura (p<0,001) y numero de
tubérculos (p<0,001) de las diferentes variedades. Ademas, mostraron que
habia diferencias significativas en la concentracion de cianuro de hidrégeno
(HCN) entre variedades y las diferentes partes de la planta (p<0,001).
Finalmente, los autores concluyeron que las variedades de yuca tienen niveles
significativamente altos de cianuro y superan el limite recomendado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 10 mg/kg de peso corporal. Por
lo tanto, se recomienda una campafia de sensibilizacion para educar a los
consumidores sobre el procesamiento y técnicas previas al consumo.

También piden la implementacion de criterios
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para aceptar niveles de HCN en alimentos de yuca reconocidos a nivelmundial.
En este sentido existe una relacion entre este tema de investigaciony el estudio
qgue se realizdé, debido a que se analizaron diferentes concentraciones de
cianuro a través del método de espectrofotometria, proporcionando ademas
informacion sobre la toxicidad potencial del cianuro de la yuca en el area de
Makueni, Kenia (Maitha y Cols, 2022).

Ndam y Cols (2019). Realizaron una investigacion titulada influencia de
los cultivos y métodos de procesamiento en el contenido de cianuro de la yuca
(Manihot esculenta Crantz) y sus productos alimenticios tradicionales. Los
objetivos de este estudio fueron cuantificar el contenido de cianuro en las
raices de las principales variedades de yuca cultivadas en Camerun y evaluar
el efecto de algunos métodos tradicionales de procesamiento de la yuca en su
contenido de cianuro. Este estudio tiene un disefio de investigacion de campo,
laboratorio, transeccional y univariable. Se recolectaron diez variedades
locales y diez variedades mejoradas de yuca enla localidad de Mbankomo,
Camerun. Estas raices fueron procesadas en alimentos tradicionales a base
de yuca: chips, gari y fufu.

El contenido de cianuro se determind mediante espectrofotometria tanto
en la yuca como los alimentos derivados del parénquima y la corteza de la
misma. Las variedades locales tenian contenidos de cianuro que variaban de
79,34 + 3,58 a 181,33 + 0,48 ppm, mientras que los contenidos en
variedades mejoradas variaban de 61,03 + 9,44 a 118,04 + 7,16 ppm. Los
resultados del andlisis del contenido de cianuro revelaron que las variedades
de yuca estudiadas se encontraban dentro del rango moderada a altamente
toxico. Aunque el contenido de cianuro fue mayor en la corteza, variando de
117,80 + 11,32 a 210,07 £ 9,15 ppm para local, y de 98,43 + 15,49 a 155,44
+ 12,11 ppm para variedades mejoradas (Ndam y Cols, 2019).

Los autores concluyeron que el procesamiento de la yuca en diferentes
alimentos tradicionales contribuye a reducir el contenido de cianuro. En este

estudio las tasas de eliminaciéon de cianuro para chips, gari y fufu fueron de
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47%, 80% y 91% respectivamente. Aunque el procesamiento de la yuca
reduce el contenido de cianuro, el grado de reduccion varia de un producto a
otro. Existe relacion entre este tema de investigacion y la linea de estudio
realizada debido al andlisis del contenido de cianuro presente en Manihot
esculenta fue realizado mediante espectrofotometria, método que sera

empleado en este trabajo de investigacion (Ndam y Cols, 2019).

Antecedentes Historicos

El nombre cientifico de la yuca fue dado originalmente por Crantz en
1766. Posteriormente, fue reclasificada como dos especies diferentes,
dependiendo si se trataba de yuca amarga o dulce (Ceballos y De la Cruz,
2002). La Manihot esculenta, de origen americano, es uno de los cultivos mas
extendidos en el mundo. Constituye un alimento basico para cientos de
millones de personas en las regiones tropicales. Representa mas del 30% de
las calorias obtenidas en Africa y alrededor del 10% de las obtenidas en
Sudameérica. También se cultiva desde 1950 en varias regiones de Asia.
Contiene una cantidad suficiente de glucésidos cianogénicos (unos 100
miligramos por 100 gramos, como cifra promedio) como para resultar toxica,
especialmente si se consume de forma cotidiana y formando parte sustancial
de la dieta. Por ello, la forma de procesado en los pueblos en los que se
consume tradicionalmente incluye su detoxificacion, con un conjunto de
sistemas que aprovechan, de forma empirica, la presencia de la enzima
linamarasa, una beta-D-glucosidasa (Tshala-Katumbay, Ngombe, Okitundu,
David, Westaway, Boivin, Mumba y Banea, 2016).

Aunque durante siglos las personas han consumido la yuca sin riesgos,
la Agencia de Proteccién del Medio Ambiente de EE. UU (EPA) explica que el
ser humano puede sufrir intoxicaciones al ingerir cianuro en alimentos como
raices de yuca (Delange y Ahluwalia, 1982). En 1988, en un distrito en el sur

de Tanzania ocurrié un brote extenso de intoxicaciones agudas, con
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nauseas y vomitos como sintomas principales. Las investigaciones revelaron
gue estos efectos se debieron a la intoxicacion por cianuro por el consumode
raices de yuca insuficientemente procesadas. Los altos niveles plasmaticos y
urinarios del tiocianato, metabolito del cianuro, apoyan una altaexposicion del
cianuro en la poblacion afectada. Ya que, debido a la escasez de alimentos, el
largo secado al sol que normalmente se usa para eliminar los glucosidos
cianogénicos de las raices se reemplazo por golpes y secado repetidos para
obtener harina utilizada en el consumo del dia (Mlingi, Poulter y Rosling, 1992).

Sin embargo, los estudios por espectrofotometria y analisis mediante el
uso de papel de filtro sumergido con picrato, han permitido desarrollar métodos
de laboratorio para la deteccidn y cuantificacion del cianuro. Se ha descrito al
acido cianhidrico como uno de los venenos mas potentes y de efectos mas
rapidos hasta hoy conocidos. Por ejemplo, la muerte de un animal alimentado
con yuca cruda ocurre aproximadamente después de 15 minutos del consumo.
Aunque, los estudios realizados con seres humanos son mas complejos es

evidente el facil envenenamiento con cianuro (Quintero, 2015).
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Bases tedricas

Familia Euphorbiaceae

Las Euphorbiaceae son una de las familias mas grandes vy diversificadas
de las angiospermas o plantas con flores. La comprenden plantas herbaceas,
arbustos o arboles, y algunas suculentas. Compuesta por 300 géneros y 8000
especies (Mwine y Damme, 2011). En lo concerniente a su distribucién, al ser
una familia cosmopolita, estd presente tanto en zonas tropicales o
subtropicales, como en zonas templadas. Pueden desarrollar hierbas,
arbustos, arboles, enredaderas y lianas, en ocasiones carnosos y cactiformes.
Las hojas son generalmente simples, cuando son compuestas, pueden ser
palmadas, opuestas y alternas, con estipulas que pueden estar transformadas
en espinas o glandulas. Esta familia se caracteriza por su notable desarrollo
de los vasos laticiferos, compuestos porceélulas secretoras productoras de una
secrecion lechosa, siendo a menudo un latex téxico (Ceballos y De la Cruz,
2002).

Género Manihot

Un género muy importante de la familia Euphorbiaceae lo constituye
Manihot, el cual se encuentra en América distribuido desde el sureste de
Estados Unidos hasta Argentina. No obstante, se ha difundido hasta Africa y
Asia. Actualmente se han descrito alrededor de 98 especies asignadas a
este género, de las que soélo la yuca (Manihot esculenta Crantz) tiene
relevancia econémica y es cultivada. El género fue descrito por Philip Miller y
publicado en The Gardeners Dictionary. Su reproduccion alégama y su
constitucion genética altamente heterocigética constituyen la principal razon
para propagarla por estacas y no por semilla sexual (Ceballos y De la Cruz,
2002).
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Manihot esculenta Crantz

Manihot esculenta Crantz conocida como yuca, mandioca, cassava o
tapioca es nativa de América tropical donde se cultiva extensamente como
planta alimenticia, al igual que en Africa y Asia tropical. En cuanto a sus
caracteristicas, es un arbusto de 2 a 3 m de altura, con tallo arborescente,
nudoso, hueco, de color verde, de inflorescencias paniculadas y con hojas
anchas y palmeadas que tienen de 3 a 7 I6bulos. La planta de yuca se divide
en dos partes principales, una parte aérea comprendida por el tallo, hojas,
flores, semillas y la parte radicular o raiz (Figura 1). Las raices, irradian desde
el tallo hasta la parte interna del suelo y cuando estan maduras tienen 3 partes
distintas: médula, parénquimay corteza. La médula, representa el 3% del peso
de laraiz y es la parte central de la planta. El parénquima esta formado por la
parte comestible de la raiz y representa el 85% del peso total. La piel mas
externa (cascara) constituye del 11 al 20% del peso total de la raiz y se
compone de parénguima cortical, esclerénquima y floema. Las raices peladas
son de color blanco y de forma cilindrica o conica (Panghal, Munezero, Sharma
y Chhikara, 2021). En la tabla 1 se puede observar su clasificacién botanica.
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Fuente: Ospina y Ceballos, 2002.

Figura 1. Manihot esculenta Crantz
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Tabla 1. Clasificacidon botanica de la Manihot esculenta Crantz.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Euphorbiales
Familia Euphorbiaceae
Subfamilia Crotonoideae
Tribu Manihoteae
Género Manihot

Especie Manihot esculenta

Fuente: Ospina y Ceballos, 2002.

Usos comunes de layuca

La yuca es de gran interés, ya que presenta una alta produccion de
harinas con alto porcentaje de proteinas. El tallo se utiliza para su propagacion
vegetativa y sus raices para el consumo en fresco. Se hierve tradicionalmente
de 10 a 40 minutos en la preparacion de sopas y atoles, también se consume
frita (Ospina y Ceballos, 2002). Por otro lado, el mercado de almidon de yuca
también tiene muchas posibilidades de crecimiento para uso industrial y
humano, por su viscosidad y resistencia al congelamiento, o a la elaboracion
de alfombras, latex de caucho, fabricacion de salsas, compostas, talcos, papel,
carton, industria cosmeética,farmacéuticos y en la industria minera, entre otros
(Marin, Perdomo, Albarrdn, Fuenmayor y Zambrano, 2008). Este producto
esta siendo producido de manera comercial en Colombia, Venezuela, Brasil y
en otros paises, e incluso es exportado a zonas de los Estados Unidos donde

la poblacion latina es predominante (Ospina y Ceballos, 2002).
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Clasificacion de Manihot esculenta Crantz segun el contenido de cianuro

El nivel de acido cianhidrico total presente en la raiz o follaje de yuca,
determina la diferencia entre variedades amargas (mayor toxicidad) y
variedades dulces (menor toxicidad). Las yucas dulces son variedades que
presentan bajos contenidos de HCN, menos de 180 ppm, por eso son las
mas recomendables para el mercado fresco. Sin embargo, las variedades en
rango intermedio, entre 180 y 300 ppm, o las yucas amargas, mas de 300 ppm,
no se consumen frescas, pero si pueden ser utilizadas en la producciénde
harina, ya que, durante el procesamiento, las raices sufren transformaciones
fisicoquimicas que pueden reducir el contenido de HCN hasta niveles inocuos
(Torres, Aleaga, Hermosilla y Ramos, 2022).

El contenido cianogénico de los distintos tejidos de una planta de yuca
es considerablemente afectado por las condiciones del suelo o clima en que
crece y por su edad al momento de la cosecha. Ahora bien, el contenido
cianogénico de las variedades amargas tiende a ser mayor hasta 1000 mg
de HCN por kilo de raices frescas. No obstante, no se conocen variedades

de yuca que carezcan de cianogenos (Ceballos y De la Cruz, 2002).

Factores que afectan el contenido de cianuro de la yuca

Cultivo

Se han desarrollado miles de cultivos de yuca que son adaptados a las
condiciones locales y difieren en su capacidad de tolerar plagas y
enfermedades, rendimiento, cualidades nutricionales y culinarias de los
productos alimenticios. La yuca se propaga a partir de esquejes de tallo y
hay una variacion minima entre individuos de un cultivo bajo las mismas

condiciones ambientales. Sin embargo, existe una amplia variacion en la
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concentracion de ciandgenos entre diferentes cultivos. Esto puede variar de
1 a 2.000 mg/kg (Ndubuisi y Chidiebere, 2018).

Condiciones climéaticas

La yuca prospera en condiciones tropicales y subtropicales. La
temperatura es importante, ya que todo el crecimiento se detiene a 10°C
aproximadamente. Tipicamente, la yuca se cultiva en areas libres de heladas
todo el afio. La mayor produccion de raices se puede esperar en las tierras
bajas tropicales, por debajo de 150m de altitud, en las cuales las temperaturas
promedio son 25-27°C y cuando la lluvia es bastante abundante, pero algunas
variedades crecen a altitudes de hasta 1500m. La planta puede permanecer
prolongados periodos de sequia en los que la mayoria de los otros cultivos
alimentarios perecerian. Esto lo hace valioso en regiones donde la
precipitacion anual es baja o la distribucion estacional es irregular. Aunque la
yuca es resistente a la sequia y crece bien en suelos pobres, el problema es
gue el contenido de cianuro de la yuca tiende a aumentar durante los periodos
de sequias y/o clima seco prolongado debido al estrés hidrico en la planta
(Ndubuisi y Chidiebere, 2018).

Fertilizante

En cuanto a la aplicacién de fertilizantes, existe un debate sobre relacion
entre la adicidn de fertilizante y el contenido de cianuro en la yuca. Estudios
en Filipinas concluyeron que la aplicacion de fertilizante no afecta
significativamente el contenido de cianuro. No obstante, en algunos casos
puede haber una disminucion de HCN en muestras de yuca a medida que los

niveles de fertilizantes aumentan (Ndubuisi y Chidiebere, 2018).
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Desintoxicacion de layuca

Las raices de yuca con alta concentracion de ciandégeno generalmente
se procesan utilizando diferentes métodos como pelar, rallar, secar, hervir y
fermentar para reducir el contenido total de cianuro de la yuca (Panghal y Cols,
2021).

Peladura

En general, la cascara contiene mayor cantidad de cianuro en
comparacion con la pulpa. Al quitar la cascara, se puede eliminar el 50% de
los glucosidos cianogénicos de toda la raiz. La variedad amarga de yuca
contiene 650 ppm de cianuro total en la cascara y 310 ppm en la pulpa,
aproximadamente. Mientras que el contenido de cianuro en la cascara y la
pulpa de la variedad dulce es de 200 ppmy 38 ppm respectivamente. Entonces
la variedad dulce, a la que se le ha quitado la cascara, se puede comer justo
después de hervir, mientras que la variedad amarga necesita mas métodos

de desintoxicacion para un consumo seguro (Panghal y Cols, 2021).

Rejilla

La rejilla es una reduccién que permite que la linamarina intracelular se
libere fuera de la célula y reaccione con la enzima linamarasa extracelular para
producir HCN, el cual es volatil. La concentracion de cianuro en raices de yuca
rallada depende del tiempo de interaccion entre el glucésido y la glucosidasa
en medio acuoso. Rallar solo no es suficiente para la desintoxicacion, pero se
puede combinar con otros métodos para mejorarlo como la evaporacion o

reduccion de HCN por fermentacién (Panghal y Cols, 2021).
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Secado

El secado reduce la cantidad de cianuro hasta cierto nivel dependiendo
de la variedad. Sin embargo, el secado por si solo no es un método efectivo
de desintoxicacién, especialmente cuando el contenido inicial de cianuro es

alto. Puede usarse: secado al sol o secado al horno (Panghal y Cols, 2021).

Fermentacidn

La fermentacién mejora la disponibilidad nutricional, la digestibilidad, la
vida util y reduce los antinutrientes hasta una cantidad significativa. La
desintoxicacion efectiva se obtiene después de 5-6 dias (Panghal y Cols,
2021).

Ebullicion

La ebullicion, al ser un tratamiento a alta temperatura, da como resultado
la inactivacion de las sustancias sensibles al calor como la B- glucosidasa
(linamarasa) y, por lo tanto, la linamarina no se hidroliza en cianohidrina, lo
gue da como resultado una reduccion de hasta un 50 % del contenido de

cianuro (Panghal y Cols, 2021).

Cocer al vapor, hornear y freir

Los métodos de coccidn al vapor, horneado y fritura son apropiados para
la yuca que contiene bajo contenido de glucésidos cianogénicos, es decir,
las variedades dulces. Las temperaturas de procesamiento utilizadas para
cocer al vapor, hornear y freir son muy altas mas de 100 °C, sin embargo, la

estabilidad de la linamarina en condiciones de pH acido
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neutro o deébil dificulta el uso de estos métodos para la desintoxicacion
(Panghal y Cols, 2021).

Metabolitos secundarios de Manihot esculenta Crantz

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que se realizan
para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples. Las plantas,
ademas del metabolismo primario poseen un metabolismo secundario que les
permite producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos
compuestos se denominan metabolitos secundarios, algunos de los cuales
pueden ocasionar toxicidad. Ellos se encuentran en pequefas
concentraciones y no participan de manera directa en el crecimiento de la
planta. No todos los metabolitos secundarios se encuentranen todos los
grupos de plantas. Estos se ven afectados por la temperatura, lluvias y la
incidencia de la luz, la cual es un factor que influye en la cantidad de glucésidos
y alcaloides producidos. Se clasifican en cuatro clases principales: terpenos
(entre los que se encuentran hormonas, pigmentos, aceites esenciales),
compuestos fendlicos (cumarinas, flavonoides, lignina y taninos), glucosidos
(saponinas, glucosidos cianogénicos y glucosilatos) y alcaloides (Avalos y
Pérez, 2009).

Con respecto a Manihot esculenta Crantz, presenta flavonoides
provenientes de los polifenoles, implicados en procesos defensivos de la
planta, los cuales tienen propiedades antioxidantes marcadas. También
contiene taninos, compuestos fendlicos con propiedades astringentes vy
antiinflamatorias; alcaloides, sintetizados a partir de aminoacidos como la
lisina, tirosina y el triptdfano, ellos cumplen funciones de defensa en la planta
y pueden generar efectos terapéuticos. Por otro lado, las raices de Manihot
esculenta son ricas en saponinas las cuales tienen propiedades semejantes
al jabon, revesterol, oxalatos y glucésidos cianogénicos como son la

linamarina y lotaustralina de gran interés (Ospina y Ceballos, 2002).

25



Ruta del &cido shikimico

Es un conjunto de reacciones metabdlicas de gran relevancia en la
biosintesis de metabolitos secundarios ya que a partir de este acido seforman
los amino&cidos y desde ellos los otros compuestos aromaticos mas complejos
(fenilpropanoides, flavonoides, alcaloides). El intermediarioprincipal es el &cido
shikimico, un compuesto originalmente aislado de plantas del género lllicium.
Esta ruta no esta presente en los animales y convierte los carbohidratos en
aminoacidos aromaticos. La mayoria de los metabolitos secundarios en las
plantas representan medios de defensa y algunos son téxicos, otros
constituyen principios activos para la elaboracion de medicinas (Hasegawa y
Marcano, 2002).

El acido shikimico es precursor de diversos intermediarios metabalicos
aromaticos, tales como los taninos, el cloranfenicol, el &cido 4-aminobenzoico,
los fenilpropanoides, los lignanos, diversos alcaloides tales como los
tetrahidroisoquinolinicos, alcaloides del ergot, morfinanos y aminoacidos
aromaticos (tirosina, fenilalanina y triptéfano), asi como sus derivados: aminas
bibgenas aromaticas, catecolaminas, betalainas, melaninas, bisindoles,
flavonoides, fenazinas y glucdsidos cianogénicos (Hasegawa y Marcano,
2002).

Glucosidos cianogénicos

Las plantas cianogénicas tienen la capacidad de almacenar dentro de
su estructura sustancias toxicas Illamadas glucosidos cianogénicos.
Compuestos conformados por un tipo de azlcar y otra molécula diferente
llamada aglicona. Se almacenan en concentraciones distintas, en las diversas
partes de las plantas y de acuerdo con la fase de desarrollo en la cual se
encuentre. Es asi, como las semillas y las hojas son las que mas acumulan los

glucésidos, presentando una mayor cantidad cuando la planta
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esta en crecimiento. Se encuentran en mas de 2000 especies de plantas entre
ellas Manihot esculenta. La planta en si no es téxica, pues el glucésido
requiere de un desdoblamiento en sus componentes para su accién téxica,
fenomeno realizado por la enzima B-glucosidasa, la cual se encuentra
separada dentro de la planta (Cérdoba, 2006). Para la liberacién del glucésido
es necesario la presencia de la enzima B-glucosidasa y la maceracion de la
planta; la formacién del aldehido o de una acetona depende del origen del

glucosido (Figura 2).

B-Glucosidasa Hidroxilasa Acetonao
Glucésido Hidroxinitrilo HCN Aldehido

Fuente: Cérdoba, 2006.

Figura 2. Mecanismo de liberacion del HCN

Factores como sequias, heladas, pisoteado, marchitado o mal desarrollo,
hacen posible la union de la B-glucosidasa con el glucésido,liberando el acido
cianhidrico (HCN). En el caso de ingestion de plantas con desarrollo y
ambiente normal, la liberacion de HCN se efectuara en el tubo digestivo por el
medio acido del estbmago. Tanto los glucosidos cianogénicos como la B-
glucosidasa estan controlados genéticamente por ungen dominante. Por lo
tanto, es posible obtener plantas con bajo potencial cianogenético. Para ser
considerada como una planta cianogénica deben contener minimo 1mg de
HCN por 1009 de planta fresca (Diaz, 2010).

La yuca contiene dos glucésidos cianogénicos conocidos como
lotaustralina y linamarina, que se hidrolizan en presencia de linamarasa para
dar acido cianhidrico (HCN) en cantidades que pueden llegar a ser mortales.
Aproximadamente el 90% del ion cianuro se encuentra en forma de glucésido
(inamarina o cianuro ligado). El porcentaje restante esta constituido,

principalmente, por el cianuro libre y lotaustralina. La reaccién que libera el
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HCN ocurre cominmente cuando la estructura celular del tejido de la base se
rompe por accion mecanica al momento de la cosecha y troceado (Torres y
Cols, 2022).

Linamarina

La linamarina es un glucésido cianogénico encontrado en las hojas y
raices de plantas como la yuca. Tras la exposicion a las enzimas y flora
intestinal en el ser humano, puede descomponerse en el producto quimico
toxico cianuro de hidrogeno; por lo tanto, los alimentos que contienen
cantidades significativas de linamarina requieren una extensa preparacion y
desintoxicacion (Benea, Tylleskar, Gitebo, Matadi, Gebre-Medhin, Rosling,
1997). Las propiedades fisicoquimicas de la linamarina se presentan en la
tabla 2.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de la linamarina.
Nombre comun Linamarina

Sinénimos ¢ Manihotoxin

e Phaseolunatin
Nombre IUPAC 2-metil-2-{[(2S, 3R, 4S, 5S, 6R)-3,4,5-trihidroxi-6

(hidroximetil) Oxan-2-il] oxi} propanonitrilo.
Formula molecular C10H17NOs
Peso molecular 247,28
Color/Forma  Agujas
Sabor Amargo
Punto de fusién 142-143°C
Punto de ebullicion 473,3°C a 760mmHg (valor de referencia)
Solubilidades  Soluble en agua, alcohol, acetona; poco soluble en
acetato de etilo, éter, benceno, cloroformo;
practicamente insoluble en éter de petroleo.
Fuente: PubChem, 2015.

28



Ruta biosintética de la linamarina

Los glucésidos cianogénicos linamarina y lotaustralina se sintetizan a
partir de los aminoacidos valina e isoleucina, respectivamente. La ruta
biosintética (Figura 3) es catalizada por dos membranas unidas al citocromo
multifuncional P450 (Zhihong, Jiayang, Yongbiao y Weicai, 2006).

CH
Paso 1 Hy Paso 2 3
HsC OH HO CH, NT<
CHs
NH,
Valina Isobutiraldoxima Isobutisonitrilo
UDP Glucosa HsC Paso 3
HO —N
UDP Glucosiltransferasa
HsC
Linamarina Paso 4 2-hidroxisobutironitrilo

Fuente: Jansz y Uluwaduge, 1997.

Figura 3. Ruta biosintética de linamarina

La produccién de cianuro se lleva a cabo en 2 etapas. En la primera, la
linamarasa, una B-glucosidasa especifica, separa la glucosa de la aglicona.
En la planta intacta, la linamarina y la linamarasa se encuentran en
compartimientos celulares diferentes. La rotura de la célula durante la
masticacion o el procesado de la planta ponen en contacto los 2 componentes
y activa la cianogénia (Figura 4). En segundo lugar, las cianohidrinas, acetona-
cianohidrina de la linamarina y 2-hidroxi-2-metil- butironitrilo de la lotaustralina,
son inestables a pH neutro o basico y se descomponen espontaneamente
(Llorens, 2004).
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Glucosa

Linamarinasa CHs
(B-Glucosidasa)
N== CH;
OH
Linamarina H,0 Acetona-cianohidrina

Hidroxinitrilo liasa
opH>6

CNO

Acetona

HCN SCN

Acido amino
tiaolincarboxilico

Fuente: Llorens, 2004.

Figura 4. Cianogenia a partir de linamarina y metabolismo del cianuro

Acetonacianohidrina

La acetonacianhidrina o 2- metil-lactonitrilo, es un liquido incoloro o
amarillento con un sabor amargo y olor a almendras debido a la presencia de
acido cianhidrico (HCN). El uso importante de la acetonacianohidrina es en la
produccion de ésteres acrilicos, plasticos poliacrilicos y resinas sintéticas, asi
como en la fabricacion de insecticidas, productos farmacéuticos, fragancias y
perfumes. En la yuca, es capaz de desprenderse espontdneamente del ion
cianuro dependiendo sélo del pH en que se encuentre; o de descomponerse
espontaneamente en presencia de agua en acetona y HCN. En la tabla 3 se

describen sus propiedades fisicoquimicas (Sunderman y Kincaid, 2008).
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Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la acetonacianohidrina.

Formula molecular (CH3).C(OH)CN
Peso molecular 85,1 g/mol
Estado fisico Liquido
Color Incoloro a amarillento

e 2-propanona cianohidrina

e 2-ciano-2-propanol

e 2-ciano-2-hidroxipropano
Sinénimos e Hidroxiisobutironitrilo

e 2-metil- lactonitrilo

e 2-hidroxi-2-metilpropionitrilo

e Acetonacianohidrina.

1,07 hPa a 20°C; 0,8 mm Hg a 20°C; 1 mm Hg a
25°C; 1,6 hPa a 40°C; 12,5 hPa a 72°C
Densidad 0,932 g/cm3 a 19°C; 0,9267 g/cm3 a 25°C

Presion de vapor

Punto de fusién -19°C a -20°C

~ 81°C a 30,7 hPa; 82°C a 23 mm Hg; 95°C a
Punto de ebullicion o
1013 hPa (descomposicion a acetona y HCN).

Solubilidad Muy soluble en agua, alcohol y éter.
Olor Caracteristico a almendras amargas del HCN libre.

Fuente: Sunderman y Kincaid, 2008.

Ruta biosintética de la acetonacianohidrina

La enzima linamarasa interactlia sobre la linamarina (compuesto que
equivale al 97% del total de glucésidos cianogénicos encontrados en laplanta
de yuca) cuando el tejido de la planta de yuca es destruido porrompimiento de
las membranas celulares, en donde por la accion hidrolitica de las B-

glucosidasas se obtiene acetonacianohidrina (metil-etil cetona
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cianhidrina a partir de lotaustralina) misma que por actividad enzimética de la
hidroxinitrilo liasa se descompone en: acetonay HCN (Figura 5). La cianhidrina
se descompone en medio alcalino y también exponiéndola a mas de 60°C,
mientras que el HCN constituye la forma toxica libre o "cianuro libre"
(McMahon, White y Sayre, 1995).

CH,0OH
| CHj
Linamarinasa O
OH N— CH,4
OH" OH OH
OH
Linamarina Glucosa Acetona-cianohidrina
H3,5-6,0
CH3 p ’ ? o O
Temperatura < 65 °C
N= CH; HCN ”
Hidroxinitrilo liasa /C\
OH HsC CHs
Acetona-cianohidrina Acetona

Fuente: Selmar, Lienerei, Biehl y Conn, 1989.
Figura 5. Biosintesis de acetonacianohidrina a partir de la hidrdlisis

enzimatica de Linamarina.

Cianuro

El cianuro de hidrégeno o acido cianhidrico (HCN), es una sustancia
guimica formada por el enlace carbono-nitrégeno (CN). Es un liquido volatil,
incoloro, de olor caracteristico a almendras amargas, peso molecular de
27g/mol, punto de ebullicion de 25,6°C, lo cual permite muy facilmente su
pasaje al estado gaseoso, no es combustible, miscible en agua y soluble en
alcohol (etanol), ademas soluble ligeramente en éter (Cérdoba, 2006). Sus

sales cianuro de sodio (NaCN) y cianuro de potasio (KCN), en condiciones
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ambientales son solidos cristalinos blancos, oxidantes fuertes, incompatibles
con nitratos, cloratos y acidos pero muy solubles en agua (Tabla 4). EI KCN es
facilmente soluble en agua, amoniaco y formamida y ligeramente soluble en
etanol y dimetilformamida. Mientras que, el NaCN es facilmente soluble en

agua, amoniaco y ligeramente soluble en formamida, etanol, dimetilformamida,

metanol, furfural y éter (Ramirez, 2010).

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del cianuro.

Cianuro de Cianuro de Cianuro de
Propiedades Hidrégeno Potasio Sodio
(HCN) (KCN) (NaCN)
Peso molecular 27,03 65,1 49,01
Férmula molecular HCN KCN NaCN
Formula estructural H-C=N K-C=N Na-C=N
Punto de fusion -13°C 634°C 563,7°C
Punto de ebullicién 26°C 1625°C 1496°C
Presion de vapor 82,6 kPa a 20°C - -
Densidad - 152 g/cm?® 1,6 g/cm3
Umbral de olor 1-5 ppm
Solubilidad en agua Miscible 71,6 g/100ml 58 g/2100ml
Punto de inflamacion -18°C - -
Limites explosividad
5,6 - 40,0 - -

% en volumen en aire

Fuente: Guerrero, 2014.

Los diferentes compuestos de cianuro se pueden clasificar en:

» Cianuro Libre: Es el término utilizado para describir tanto al i6n de

cianuro (CN)- que se disuelve en el agua como cualquier cianuro de

hidrogeno (HCN) que se forma en una solucién (Gaviria y Meza, 2006).
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» Compuestos Simples de Cianuro: Los cianuros simples se definen
como las sales del acido cianhidrico (KCN y NaCN) los cuales se
disuelven completamente en solucibn produciendo cationes

alcalinotérreos libres y aniones cianuros (Gaviria y Meza, 2006).

» Compuestos Complejos de Cianuro: Como cianuros de hierro,
ferrocianuros, en el cual el hierro reducido con la valencia +2 y en
ferricianuros, en donde el hierro se encuentra oxidado con valencia +3.
El ferrocianuro es la forma usual en soluciébn a potenciales redox
ambientales. Los cianuros de hierro desde el punto de vista ambiental
requieren especial atencion debido a su gran estabilidad en ausencia
de luz y su tendencia a disociarse en su presencia. Aungue esos
complejos resisten la degradacion natural hasta la disipacion total del
cianuro libre y de los complejos de cianuro metalico mas rapidamente
degradables, los ferricianuros son capaces de desprender niveles
toxicos de acido cianhidrico cuando se exponen a intensa radiacion

ultravioleta (Gaviria y Meza, 2006).

» Cianuro Total (CNT): Se denomina asi a todos los compuestos de
cianuros existentes en una solucion acuosa. Este es un término que se
emplea en los procedimientos analiticos. El cianuro total incluye el
cianuro libre, los cianuros simples y los todos los cianuros complejos
(Gaviria y Meza, 2006).

> Cianuro Disociable con Acido Débil (Wad CN): Es un término analitico

utilizado para designar alos compuestos de cianuro que se disocian bajo

reflujo con un acido débil, normalmente a pH 4,5 (Gaviria y Meza, 2006).
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Toxicocinética del cianuro

Debido a que se estudia el contenido de cianuro en un tubérculo, se hara
énfasis en la digestion y metabolismo de dicha sustancia toxica.

Absorcién

Aunque el tubo digestivo humano no dispone de una B-D-glucosidasa
capaz de romper la linamarina, la flora bacteriana presente en él si cuenta
con ella. Por lo tanto, si se ingiere linamarina se acaba formando cianuro. El
cianuro es una sustancia muy toxica, ya que se une a la enzima citocromo C
oxidasa y paraliza la respiracion celular. Una dosis de entre 30 y 210 mg de
HCN puede causar la muerte de una persona adulta. Ademas, la ingestion
continua de esta sustancia, a través de la yuca como alimento basico sin
procesarla adecuadamente, puede tener consecuencias muy graves para la
salud. Los nifios parecen ser mas susceptibles al envenenamiento por la
ingestion de alimentos cianogénicos. Con frecuencia desarrollan unatoxicidad
mas grave que los adultos consumidores de yuca. La mayor vulnerabilidad de
los nifios al envenenamiento por alimentos cianogénicos se debe

probablemente a su menor masa corporal (Quiroga y Olmos, 2009).

Distribucion

La distribucion del cianuro absorbido es réapida (minutos a horas) y
uniforme, es decir, se encuentra practicamente en todos los tejidos. Una vez
gue es absorbido en el organismo es distribuido por la sangre, logrando
penetrar al eritrocito y en gestantes incluso puede atravesar la barrera
placentaria. Sin embargo, los mayores niveles suelen encontrarse en higado,
pulmones, sangre y cerebro. En sangre, la mayor proporcion de cianuro se

halla dentro del eritrocito (Quiroga y Olmos, 2009).
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Metabolismo

El proceso de detoxificacion de cianuro involucra varias vias metabolicas
principalmente la via del tiocianato, en la cual participan enzimasintracelulares
(sulfotransferasas). Las sulfotransferasas catalizan la adicionde azufre al
cianuro de modo irreversible formando tiocianato, de menor toxicidad que el
cianuro, que posteriormente es eliminado en la orina. El metabolismo a traves
de las sulfotransferasas es critico en el proceso de detoxificacion. Varias
enzimas han sido caracterizadas como favorecedoras en la transferencia de
sulfuros bivalentes al cianuro, una de ellas es la tiosulfato-cianuro
sulfotransferasa: rodanasa (Figura 6). La rodanasa, es una enzima
mitocondrial, presente en diferentes organismos vivos, tanto en bacterias
como en el hombre. Convierte el cianuro en tiocianato al transferirleun atomo

de azufre desde el tiosulfato u otro dador de azufre (Quiroga y Olmos, 2009).

Rodanasa
S,0452 + CN- » SCN™ + SO,

Ecuacion 1
Fuente: Quiroga y Olmos, 2009.

Figura 6. Conversion del cianuro en tiocianato por medio de la enzima

rodanasa.

Por esta via se detoxifica el 80% de la dosis absorbida de cianuro. El
sulfito producido en esta reaccion es convertido a sulfato por la enzima sulfito
oxidasa. En tejido humano se ha descrito la presencia de isoenzimas de la
rodanasa y una actividad de rodanasa elevada en rifidn seguida por higado,

cerebro, pulmén, musculo y estdmago (Quiroga y Olmos, 2009).
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Entre las vias metabdlicas alternativas menores se encuentran:

» Formacion del acido 2-aminotiazolidin-4-carboxilico, por la reaccion del
cianuro con cistina, que luego se elimina por la orina. Esta via
corresponde a un 20% del metabolismo, el cual se incrementa con dosis
toxicas de cianuro.

» Oxidacién enzimatica y no enzimdtica del cianuro a cianato, que se
elimina como diéxido de carbono por via respiratoria.

» Combinacion del cianuro con hidroxicobalamina para formar
cianocobalamina (vitamina B12), que se elimina por via renal (Quiroga y
Olmos, 2009).

Una vez que se interrumpe la integridad fisica del tejido de yuca, la linamarina
se hidroliza a glucosa y cianohidrina. A pH> 5, las cianohidrinas se
descomponen espontaneamente en cetonas, y el gas de cianuro de
hidrogeno (HCN) se escapa. Un pH mas bajo conduce a la persistencia de
cianohidrinas en el producto alimenticio terminado, con el resultado de que el
cianuro puede ser liberado por la escision enzimatica bacteriana en el tracto
gastrointestinal y entrar al torrente sanguineo. Una vez en el torrente
sanguineo, el cianuro queda atrapado por la metahemoglobina o es
convertido en tiocianato. El cuerpo humano puede excretar linamarina intacta
o de manera menos toxica en la orina como tiocianato (Figura 7) (Tshala-
Katumbay y Cols, 2016).

La combinacién de las rutas metabdlicas en el humano genera una
capacidad de detoxificacion de 0,017mg de cianuro por kilogramo de peso
por minuto. El metabolismo enzimatico, principal ruta de metabolizacién del
cianuro, es eficiente, pero no tiene suficiente capacidad de detoxificacion en
intoxicaciones agudas por falta de dadores de azufre endodgenos; y la
proteccion conferida por la formacion de cianatos derivados es limitada,porque

las células no pueden utilizar el oxigeno. Las dosis letales medias
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para humano estimadas en base a estudios de reporte de casos son: por via
oral DL50 1,52 mg/kg (Quiroga y Olmos, 2009).

Procesamiento Linamarina —> Cianohidrina — HCN Proteina de la dieta
de layuca '
Tracto v Acido amino sulfurico:
, . Linamarina —> Cianohidrina —> HCN<= CN- o .
gastromtestmal ‘ Metionina y cisteina
A
MetHb-CN
Sangre y Linamarina i i
teiidos CN_ ce Acido amino sulfurico:
) ( e b Metionina y cisteina
SCN- ‘
Orina Linamarina SCN- 80,2

Fuente: Tshala-Katumbay y Cols, 2016.
Figura 7. Destino metabdlico de la linamarina y el cianuro de la yuca

durante su digestion

Excrecion

El cianuro es excretado principalmente como tiocianato en orina, la cual
representa la via de eliminacibn mas importante en seres humanos y en
animales de experimentacion, pero se tarda varios dias en eliminar una sola
dosis relativamente alta de cianuro del cuerpo. Después de la exposicidén por
inhalacion, un pequefio porcentaje de cianuro se excreta por exhalacién,
dentro de las primeras horas, este material exhalado consta entre 85%- 90%
de diéxido de carbono (Figura 8). Las trazas de cianuro de hidrégeno también
pueden ser excretadas a través de pulmon, saliva, sudor u orina o como B-

tiocianoalanina en saliva y sudor (Quiroga y Olmos, 2009).
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T Aire Expirado
HCNO HCN
Acido cianico Acido cianhidrico

N

Cianuro
\Paso metabolico
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HCOOH SCN- Cianocobalamina
Acido férmico Tiocianato (Vitamina B;2)

| |
L J

|

Excretado en orina

Fuente: Quiroga y Olmos, 2009.
Figura 8. Pasos metabdlicos para la excrecion del cianuro

Mecanismo de intoxicacion del cianuro

Diariamente los seres humanos tienen contacto directo con el cianuro o
sus derivados a través de los alimentos que consume y productos que utiliza.
La causa principal de muerte por cianuro involucra la ingesta de plantas
cianogénicas, cuyos elevados niveles de cianuro provocan intoxicacion. Se
conoce que el cianuro se une e inactiva aproximadamente 40 enzimas, entre
las cuales se pueden mencionar las siguientes: catalasa, acido ascorbico
oxidasa, peroxidasa, tirosinasa, fosfatasa, xantino oxidasa, succinica
deshidrogenasa, superéxido dismutasa, carboxilasa vitamina K dependiente
y anhidrasa carbdnica. Ademas, se une a la metahemoglobina y a la
hidroxicobalamina. Pero, la accibn mas importante desde el punto de vista

toxicoldgico es la union a la citocromo oxidasa, una superfamilia de proteinas
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las cuales actlan como enzimas terminales en las cadenas respiratorias
celulares (Quiroga y Olmos, 2009).

Como consecuencia de la union del cianuro a la enzima, se impide la
utilizacién del oxigeno a nivel celular y se manifiesta un estado de anoxia
histotoxica. En conclusién, el ion cianuro se fija al hierro en estado férrico
(Fe*3) de la citocromooxidasa mitocondrial. Este blogueo enzimatico de la
respiracion celular ocasiona: imposibilidad para la utilizacién periférica de
oxigeno, falta de generacion de ATP y produccion excesiva de acido lactico
(Quiroga y Olmos, 2009).

Manifestaciones clinicas

Se inician con irritacion de mucosas, taquicardia, arritmia, mareos,
convulsiones, pérdida de conocimiento, midriasis y piel ciandtica-rosada.
Como el cianuro se une a la citocromo oxidasa de forma reversible, inhibe la
fosforilacion oxidativa y dafia aquellos tejidos que mas dependen de ella, como
el miocardio y el sistema nervioso central. En el SNC la sustancia gris, el
hipocampo, el cuerpo estriado y la sustancia negra, son comunmente
afectados. Esta distribucion de los efectos del cianuro esta asociada con la
anoxia histotéxica. El cianuro también puede lesionar la sustancia blanca,
particularmente el cuerpo calloso (Coérdoba, 2006). Cabe acotar que el
consumo excesivo o0 inapropiado de yuca ha sido asociado con dos
enfermedades neuroldgicas: la neuropatia ataxica tropical y el konzo
(Rivadeneyra y Rodriguez, 2016).

Ademas, el cianuro tiene una accion sobre la tiroides a través de su
principal metabolito, el tiocianato. El i6n tiocianato es un compuesto bociégeno
gue compite con el ién ioduro por el ingreso a la tiroides y, como consecuencia
altera la sintesis de las hormonas tiroideas: triiodo tironina y tiroxina, T3 y T4,
respectivamente (Quiroga y OImos, 2009). Por otro lado, el i6on cianuro

estimula directamente los quimiorreceptores del cuerpo carotideo
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y de los cuerpos aérticos, produciendo hiperpnea. La muerte se produce por
disminucion de la respiracion de origen central, la cual puede ocurrir en
segundos o minutos de acuerdo con las concentraciones del cianuro en el
intoxicado (Cdérdoba, 2006).

Neuropatias relacionadas con el consumo de layuca

Neuropatia Ataxica Tropical (NAT)

La intoxicacion crénica por cianuro es una de las principales causas de
la NAT que se caracteriza por la combinacion de mielopatia, atrofia dptica,
sordera neurosensorial y polineuropatia periférica simétrica. Los pacientes
tienen una marcha de “borracho” (Ataxica) y el sindrome progresalentamente
durante afos. Afecta por igual a hombres y mujeres y la mayor incidencia se
presenta entre los 50 y 60 afos, preferentemente en personas de escasos
recursos economicos. Al examen se encuentra arreflexia osteotendinosa en
80% de los casos e hiperreflexia en el 20% restante debido a una mielopatia
asociada. Parece que ademas de la ingesta prolongada de yuca mal
procesaday ala poca ingesta de proteinas hay otros factores alimenticios y/o
metabolicos asociados con esta entidad que sin duda existe y no se
diagnostica o0 se confunde con otras entidades neuroldgicas parecidas
(Vladimir-Zaninovic, 2003).

En el caso de la NAT, el papel de un déficit vitaminico o de aminoacidos
esenciales se ha explorado mediante diversos intentos de intervencion
terapéutica. Sin embargo, ninguna de las suplementaciones evaluadas, entre
las que se incluyen hidroxicobalamina, riboflavina y cisteina, no logré producir
mejoria clinica, de tal manera que esta enfermedad es irreversible (Osuntokun,
1994).
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Paraparesis espastica epidémica (Konzo)

El Konzo es una enfermedad que dafa a las motoneuronas superiores,
fue descrita en el Congo Belga (actualmente Republica Democratica del
Congo) por Trolli (1938), en un reporte que resumié observaciones en el distrito
de Kwango acerca de dos afecciones de origen desconocido; paraparesis
espastica epidémica Konzo de la gente en Kwango y un sindrome con edema
y lesiones cutaneas. Estas enfermedades son un trastorno neuroldgico que
provoca la paralisis espéastica de ambas piernas (paraparesis) o de ambas
piernas y brazos (tetraparesis). El Konzo se atribuye a una alta exposicion de
cianuro a traves de la dieta basada con raices de yuca amarga (Manihot
esculenta Crantz) procesadas inadecuadamente. Esta enfermedad se ha
reportado en areas rurales remotas de Mozambique, Tanzania, Camerun,
Angola, Republica Central Africa y Republica Democratica del Congo en
particular en las areas de cultivo y donde se consume la yuca como base de
la alimentacion (Rivadeneyra y Cols, 2012).

Se presenta dificultad progresiva para caminar acompafiada deretencion
urinaria, estrefiimiento y dolor lumbar. Al examen neuroldgico se encuentran
signos del sistema cortico-espinal como hiperreflexia, signo de Babinski,
clonus y espasticidad. Puede haber dificultad para hablar y vision borrosa
durante un mes. Algunos pacientes quedan con disartria y atrofia Optica. La
mayoria de los pacientes llegan a necesitar uno o dos bastones y 10% quedan
en silla de ruedas (Vladimir-Zaninovic, 2003).

A pesar de su gravedad, el konzo sigue siendo una enfermedad
desatendida. La enfermedad se asocia con un alto consumo dietético de
cianégeno de las raices de yuca amarga combinado con una dieta deficiente
en proteinas. Las epidemias se producen cuando estas condiciones coinciden

en momentos de grave escasez de alimentos (Nzwalo yAcantilado, 2011).
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Métodos de analisis del cianuro

Los métodos de andlisis autoliticos o quimicos tradicionalmente
empleados para determinar los glucésidos cianogénicos contenidos en la
yuca, se realizan en tres pasos: hidrélisis de los glucdsidos cianogénicos,
aislamiento del cianuro liberado de la mezcla por destilacion al vapor o
aspiracion; y determinacién del cianuro. Durante las dos primeras etapas
pueden ocurrir reacciones incompletas, errores o reacciones secundarias. En
este sentido, es pertinente resaltar que mediante el analisis enzimatico se logra
la hidrdlisis rapida y determinacion cuantitativa de los glucésidos cianogénicos,
se elimina la necesidad de la destilacion al vapor o aspiracion. Si se realizan
ligeras variaciones, el procedimiento de analisis permite determinar el cianuro
total, el cianuro no glicosidico (libre) y el HCN (Delangey Ahluwalia, 1982).

Al momento de seleccionar una técnica de analisis quimico, ésta
depende de varios factores: tipo de cianuro que se quiere analizar,
concentracion de cianuro, precision requerida, claridad de la solucion y
principalmente la presencia de substancias que pueden interferir con el
método de analisis. A pesar de tomar en cuenta estos factores, el analisis
resulta complicado debido a la falta de concordancia entre las diferentes
técnicas, como cromatografia de gases, biosensores, fluorimetria y electrodo
especifico para analizar el cianuro libre, la destilacion y colorimetria para el
cianuro libre y tiocianato. No obstante, hay métodos publicados que podrian
ser utilizados eficazmente para medir el total de HCN en los alimentos como
las raices de yuca de los cuales los mas comunes son el método de papel

picrato, espectrofotometria y titulacion (Nava, Elorza, Uribe y Pérez, 2007).
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Método de papel picrato

El cianuro puede ser medido mediante el método picrato el cual permite
la determinacion de ciandgenos totales como linamarina y lotaustralina,
acetonacianohidrina y HCN/CN, en raices de yuca sobre un rango de 0-800
mg HCN equivalente por Kg de yuca, los resultados se comparan utilizando
una tabla de colores con 10 tonos de amarillo a naranja o rojo. Es utilizado con
eficacia en el campo, siendo util para los agronomos y fitomejoradoresde
todo el mundo que trabajan en el campo de la yuca (Egan y Cols, 1998).

Es necesario utilizar un pH alcalino para la descomposicién de los
diversos cianogenos. Como es el caso de la descomposicion de la linamarina
en acetonacianohidrina la cual es cataliza por la linamarasa que tiene una
actividad maxima a un pH de aproximadamente 6, la acetonacianohidrina
producida es razonablemente estable en acido, pero se descompone
rapidamente en cianuro en solucidn alcalina y el cianuro producido puede
retenerse en la solucion de picrato a dicho pH. También es importante la
cantidad de picrato que se adhiera al papel de filtro ya que en proporcion a
esto es retenido el HCN; asi como la temperatura, la cual puede aumentar el
tiempo en que ocurra la reaccién cuando las temperaturas son bajas (Egan y
Cols, 1998).

Espectofotometria UV-Vis

La espectrofotometria es un método especifico encargado del analisis
optico y de medir la cantidad de energia radiante que absorbe o trasmite un
sistema quimico en funcién de la longitud de onda. La medicién del cianuro
(producto de degradacion de la linamarina) puede realizarse mediante
espectrofotometria UV-Vis, la cual se basa en la ley de Lambert-Beer (Skoog
y Leary, 1994).
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Para llevarse a cabo el andlisis, se utiliza el acido picrico y su base
conjugada, el anion picrato, que ha sido usado como un reactivo con
caracteristicas de cierto valor en aplicaciones analiticas. Esto ha permitido
desarrollar métodos de laboratorio de deteccidén y cuantificacion de muchas
sustancias, principalmente creatinina en suero y orina, fenotiazinas, metales
e iones cianuro. El principal atractivo analitico del picrato como reactivo radica
en los cambios de coloracion que sufre durante la reaccion, lo cual puede ser
registrado facilmente y correlacionado con la concentracion del analito por
determinar. Principalmente por la técnica de absorcion en elultravioleta visible
(UV-Vis), debido a su alto grado de enlaces, lo cual originaaltos coeficientes
de absortividad molar, y como consecuencia, es posible desarrollar métodos
con diferentes niveles de deteccion y cuantificacion (Oliveros, Carrera 'y Marin,
2009).

Esta reaccion toma lugar con un cambio de color que va desde el
amarillo, correspondiente al acido picrico o el picrato de sodio, a una
coloracion roja, correspondiente al complejo formado. Este hecho ha sido
aprovechado para el analisis del contenido de i6n cianuro en muestras de
diferente naturaleza. A pesar de la aplicacion tradicional de esta reaccion, no
existen registros en la literatura sobre sus parametros fisicoquimicos, en
especial sobre lo que ocurre entre los iones picrato y el cianuro (Oliveros y
Cols, 2009).

Método enziméatico

El andlisis enzimatico es reproducible, mas rapido y mas sensible que
otros métodos cuantitativos. El método para purificar la linamarasa a partir de
la cascara de yuca permite determinar los contenidos de cianuro total y libre
en la yuca. Se prepara los extractos a partir del tejido parenquimatoso, la
cascara o las hojas. Los glucésidos cianogénicos se hidrolizan por medio de

una incubacion corta con la enzima purificada, y el cianuro liberado se mide
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calorimétricamente. El limite de deteccion del cianuro es <0,01mg/100g peso
fresco de la raiz pelada (Brekelbaum y Gomez, 1979).

Electrodo especifico para cianuro libre

Se utiliza este método para concentraciones bajas de cianuro. La técnica
permite medir de manera muy precisa cantidades minimas de cianuro(el rango
de trabajo es de 0,05 a 10 mg/l) tanto en soluciones claras como enpulpas o
soluciones con color. El electrodo para medir cianuro tiene una membrana de
sulfuro de plata y yoduro de plata que reacciona con el cianurode la solucién y
libera una cantidad proporcional de i6n yoduro, segun la siguiente reaccion:
2CN" + Agl = Ag(CN)2 + I

El yoduro liberado es detectado por el electrodo. Es necesario realizar
una curva de calibracion de concentracion de soluciones estandar contra
voltaje del potenciometro al que esta conectado el electrodo especifico y por
interpolacién, encontrar la concentracion correspondiente a la medida de
voltaje que presenta una muestra problema. El electrodo detecta todo el
cianuro libre y todos los complejos de cianuro que poseen una constante de
estabilidad menor que la del cianuro de plata (cianuros de zinc y de cadmio)
(Nava y Cols, 2007).

Titulacién alcalina (Método Volumeétrico)

El CN- presente en la muestra se valora con nitrato de plata (AgNO3),
en presencia de yoduro de potasio (KI) como indicador, para formar el
complejo de cianuro soluble (Ag(CN)2). En cuanto se halla acomplejado todo
el CN"y exista un pequefio exceso de plata (Ag*) afiadido, este exceso es
detectado por el indicador de yoduro de potasio (KI), sensible a la plata y
ocasiona un viraje en la solucién (Gaviria y Meza, 2006).

AgNO3 + 2NaCN — AgNa(CN)z + NaNOs
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Destilacion para cianuro total

Este método cuantifica el cianuro libre, los cianuros simples 'y la mayoria
de los complejos metélicos de cianuro (excepto los de oro, platino y cobalto).
Existen numerosas versiones de la técnica de destilacion, con diferentes
reactivos segun los complejos de cianuro que se quieran disociar. La variante
mas utilizada de este método para el andlisis de cianuro total es una destilacion
acida a reflujo que utiliza cloruro de magnesio (MgClz) como catalizador para
descomponer los complejos metalicos; sin embargo, algunoscomplejos muy
estables como los de oro, cobalto, platino y paladio no seran disociados
completamente. La destilacion acida genera &acido cianhidrico,que es
arrastrado y absorbido en una solucion alcalina, en la cual se cuantifica el
cianuro libre por alguno de los métodos indicados anteriormente como

volumetria o electrodo especifico (Nava y Cols, 2007).

Definicion operacional de términos

Fitoquimicos

La palabra fitoquimico proviene del griego “fito” que significa planta y
“guimico” que significa sustancia quimica. Estas son producidas por las
plantas, y contienen el principio activo que permite caracterizar y diferenciar
cada especie vegetal (Hasegawa y Marcano, 2002). Segun Chasquibol (2003),
son compuestos quimicos desarrollados por las plantas, cuya importancia para
su supervivencia es fundamental. Algunos fitoquimicos se han utilizado en el
pasado como venenos Yy otros como medicamentos en la medicina
tradicional. Existen diferentes clases de fitoquimicos, entre los principales se
encuentran, los fenoles, taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas y

glucésidos.
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Metabolito

Es cualquier sustancia producida durante el metabolismo, digestion u
otros procesos quimicos. Un metabolito primario esta directamente implicado
en el crecimiento normal, el desarrollo y la reproduccion, mientras el metabolito
secundario no esta directamente involucrado en esos procesos, pero por lo

general tiene una importante funcion ecoldgica (Cérdoba, 2006).

Glucosidos

Los glucosidos son metabolitos vegetales de gran importancia. Su
nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una
molécula de azucar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo.
Existen tres grupos de glicosidos de particular interés: saponinas, glicosidos
cardiacos y glicésidos cianogénicos. Una cuarta familia, los glucosinolatos,
se incluyen en este grupo debido a su estructura similar a los glicésidos
(Avalos y Pérez, 2009).

Lotaustralina

Es un glucésido cianogénico que se encuentra en pequefias cantidades
en la yuca (Manihot esculenta). En condiciones apropiadas, la lotaustralina
se convierte en cianohidrina de butanona y glucosa, y la cianohidrina de
butanona se descompone para formar butanona y acido hidrocianico
(Cérdoba, 2006).

Espectrofotémetro

El espectrofotdmetro es un instrumento con la capacidad de proyectar un
haz de luz monocromatica (de una longitud de onda particular) a través deuna
muestra y medir la cantidad de luz que es absorbida por dicha muestra (Skoog
y Leary, 1994).
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Laley de Lambert-Beer

Esta ley relaciona la absorcion de la luz con las propiedades del material
atravesado. Laley explica que hay unarelacién exponencial entre la trasmision
de luz de una sustancia y la concentracion de la misma. Asi como también
entre la trasmision y la longitud del cuerpo que atraviesa (Skoog y Leary,
1994). Utiliza la luz para medir las concentraciones de las sustancias quimicas,
permitiendo establecer una relacién lineal entre absorbancia yconcentraciones
de una especie absorbente a una temperatura dada. Para que pueda
cumplirse esta ley la concentracion de la especie absorbentedebe ser baja
(0,01M) vy la radiacion utilizada debe ser monocromatica.Ademas, el unico
mecanismo de interaccion entre la radiacion electromagnética y la especie
absorbente debe ser el de absorcién. Aunadoa esto, las especies absorbentes
no deben interaccionar entre si, tampoco con el disolvente (Sierra, GOmez,
Pérez y Morante, 1999).

Absorbancia

Es la cantidad de energia radiante absorbida por una sustancia pura o en
solucion. A mayor cantidad de luz absorbida, mayor sera la absorbancia del
cuerpo, y menor cantidad de luz sera transmitida por dicho cuerpo.
Matematicamente, corresponde al logaritmo negativo de la transmitancia
(Skoog y Leary, 1994).

pH
Es una unidad de alcalinidad o acidez de una solucion. Especificamente
el pH mide la cantidad de iones de hidrégeno que contiene una solucién

determinada. Se puede medir de manera precisa a través de la utilizacion de

una herramienta conocida como pH-metro. Este aparato puede medir la
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diferencia de potencial entre un par de electrolitos. También se puede llegar
a medir con aproximaciones, utilizando para ello indicadores de acidos o bases
los cuales pueden presentar una coloracion distinta dependiendo del pH.
Normalmente el método consiste en emplear un papel impregnado con los

indicadores cualitativos (Aguirre, 2009).

Acido picrico

El &cido picrico es un fenol acido y un compuesto organico nitrado toxico,
gue es inflamable y altamente explosivo, de férmula quimica CsH20H(NO2)s.
Es un solido cristalino amarillo, sin olor. Se utiliza como explosivo potente
y oxidante fuerte en los combustibles de cohetes,técnicas de tratamiento del
cuero, en los métodos de grabado de metales y las baterias, también puede
servir como tinte para tejidos. El acido picrico reacciona fuertemente con los
metales tales como el cobre, el plomo, el zinc; es decir, que es corrosivo para

los metales (Oliveros y Cols, 2009)

Tolueno

El tolueno, también conocido como metilbenceno, es un hidrocarburo
aromatico, liquido, incoloro y de olor agradable; es mas denso que el aire, lo
gue lo hace mas facil de inhalar. Su inhalacion puede producir irritacion ocular,
cansancio, debilidad, confusion y nauseas. Esta presente en el petroleo crudo,
también se genera a partir de carbén formando parte del alquitran y como
producto del metabolismo del arbol de Toli donde seencuentra formando
resinas. El tolueno es un buen solvente y se usa para hacer pinturas,
diluyentes de pinturas, esmalte de ufias, barnices y caucho.El tolueno

también se usa en la produccion de nailon y plasticos (Rodriguez, 2020).
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Definicion operacional de las variables

Para operacionalizar el sistema de variables o el evento de estudio con

el respectivo criterio de analisis, es necesario la definicibn conceptual y

operacional de las mismas (Pérez, 2006). Las variables se operacionalizan con

el fin de medirlas a través de indicadores especificos, transformando los

conceptos abstractos que representan a las variables en empiricos (Palella y

Martins, 2004). Tal como se resume en las tablas 5 y 6 a continuacion.

Tabla 5. Operacionalizacidon del evento de estudio/criterio de analisis

concentracion de cianuro relacionado con el método papel picrato

y espectrofotometria en Manihot esculenta Crantz.

Evento de

estudio

Concentracion

de cianuro

Dimensiones
-Mayor
concentraciéon
de cianuro
-Menor
concentraciéon

de cianuro

Definicion conceptual

El cianuro es un grupo quimico,
en el cual un atomo de carbono se
encuentra unido a un atomo de
nitrogeno mediante un triple enlace.El
nivel de acido cianhidrico presenteen
la yuca, determina la diferenciaentre
subespecies: amarga (mayor

toxicidad) y dulces (menor toxicidad).

Definicion operacional

La concentracion de
cianuro en Manihot
esculenta Crantz sepuede

medir a través de:

-Método de papel picrato
-Espectrofotometria UV-
Vis

Indicadores

La medicidon con papel picrato indica la concentracion de

cianuro mediante una reaccion que se evidencia con el cambio de

color, torndndose amatrillo oscuro, naranja o rojo.

La medicién por espectrofotometria UV-Vis se realiza a

través del espectrofotometro a 510nm y las concentraciones
pueden ser <100 mg HCN/kg y >100 mg HCN/ kg.
Fuente: Molina, Trejo, Rodriguez, 2019.
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Tabla 6. Operacionalizacion del evento de estudio/criterio de analisis
concentracion de cianuro relacionado con el método papel picrato
y espectrofotometria en Manihot esculenta Crantz.
Definicion
Evento de estudio Definicion conceptual _
operacional
El método de papel picrato, es
cualitativo y permite la determinacién de
ciandgenos totales en raices de yuca -Papel de filtro con
sobre un rango de 0-800 mg HCN picrato
equivalente por Kg de yuca. Los
Método de papel resultados se comparan utilizando una
picrato y tabla de colores que van de amarillo a -Espectrofotometro
espectrofotometria naranja (Egany Cols, 1998). Adiferencia
de la espectrofotometria, meétodo
cuantitativo que utiliza la luz para medir
las concentraciones de las sustancias
guimicas, en funcion de la
longitud de onda (Skoog y Leary, 1994).
Dimensiones Indicadores
La medicion el método de papel picrato
- Color amarillo oscuro indica la concentracion de cianuro mediante una
reaccion que se evidencia con el cambio de color
- Color naranja que puede ir desde el amarillo oscuro a una
coloracién naranja o roja.
- Color rojo La medicién de cianuro por
espectrofotometria UV-Vis se realiza a través del
- Absorbancia (510nm) espectrofotometro a 510nm y las
concentraciones pueden ser <100 mg HCN / kg y
> 100 mg HCN/ kg (absorbancia).
Fuente: Molina, Trejo, Rodriguez, 2019.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacién

El tipo de investigacion alude al nivel o grado de profundidad con el que
se realizo el estudio (Arias, 2006). Para identificar el tipo de investigacion es
importante conocer la relacion que se quiere estudiar. Para tal efecto, se
analizaron las concentraciones de cianuro en la yuca con el criterio de analisis
meétodo de papel picrato y espectrofotometria UV-Vis. Por lo tanto, esta

investigacion es analitica.

Disefo de investigacion

Las estrategias para recolectar los datos constituyen el disefio de
investigacion. En este sentido, Hurtado (2015) refiri6 como estrategias al
donde, cuando y la amplitud de la informacidén que se quiere recolectar. Esta
investigacion tiene un disefio de campo y de laboratorio, puesto que se
visitaron diferentes fruterias del municipio Libertador del estado Mérida, con
el fin de obtener las raices de yuca. Posteriormente, fueron analizadas en el
Laboratorio de Toxicologia “Dr. Pablo Paredes Vivas” de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes. Respecto al cuando,
el disefilo es contemporaneo y transeccional, pues la informacion fue
recolectada en el presente y una sola vez en cada unidad de investigacion. En

cuanto a la amplitud de la informacion el disefio es univariable.
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Poblacién y Muestra

Unidad de investigacion

La poblacion estd representada por las raices de Manihot esculenta
Crantz localizadas en las diferentes fruterias del municipio libertador delestado
Mérida-Venezuela, que se analizaron en el Laboratorio de Toxicologia“Dr.
Pablo Paredes Vivas” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la

Universidad de Los Andes.

Seleccion del tamafio de la muestra

La muestra es un subconjunto representativo y finito que se extrae de la
poblacién accesible, en algunos casos la poblacidn es tan grande o inaccesible
gue no se puede estudiar toda, entonces el investigador tendra laposibilidad
de seleccionar una muestra (Arias, 2006). La “n” muestral esta representada
por 40 trozos (aproximadamente 10 gramos cada uno) deraices de Manihot
esculenta Crantz. De los cuales 20 trozos fueron usados para el método de

papel picrato y los 20 trozos restantes para el analisis espectrofotométrico.

Sistema de variables

Un sistema de variables es un conjunto de caracteristicas que se puede
medir, controlar o estudiar en una investigacion, estas son susceptibles de
cambios y valores cualitativos o cuantitativos (Palella, 2006). Las variables de
esta investigacion estan representadas por la concentracion de cianuro
medida con el método de papel picrato y por espectrofotometria. Considerando

gue esta investigacion es analitica, las variables no seran
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sistematizadas como dependiente, independiente e intervinientes (Hurtado,
2015).

Instrumento de recoleccion de datos

Los instrumentos representan la herramienta con la cual se va a recoger,
filtrar y codificar la informacion, es decir, el con qué. Existen diferentes tipos:
medicién, captacién y registro (Hurtado, 2015). En primer lugar, se
recolectaron los datos a través del método de papel picrato y el
espectrofotobmetro, puesto que contienen un sistema de codificacion de la
informacion, permitiendo medir las concentraciones de cianuro en las
diferentes raices de Manihot esculenta Crantz. Seguidamente, se registro la
informacion en el computador, con el cual se puede tener un soporte en un
periodo de tiempo relativamente largo, de modo que se pueda recuperar dicha

informacion cuando se necesite.

Procedimientos de la Investigaciéon

Método cualitativo

La muestra se coloca en un sistema cerrado, al cual se le afladen unas
gotas de tolueno para provocar el dafio celular y facilitar la volatilizacion, es
decir, la liberacién del HCN. El gas liberado es entonces arrastrado con aire
el cual reacciona con la solucién de picrato alcalino impregnada en una tira
de papel de filtro, esto ocurre en un pH= 6-8. El cambio de color y de intensidad
formado en la tira de papel de filtro se utiliza como referencia para una
deteccion cualitativa del cianuro potencial liberado en la raiz de yuca
(Aristizabal y Sanchez, 2007).
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El método cualitativo lleva a cabo mediante los siguientes pasos:

» Cortar tiras de papel filtro Whatman N°1 de 1 cm de ancho por 6 cm de

largo y preparar la solucion de picrato alcalino (Esquema 1).

» Sumergir las tiras de papel de filtro en la solucion de picrato alcalino hasta
gue queden bien impregnadas de esta solucién y poner a escurrir para

evitar exceso de solucién y dejar secar al aire libre.

Esquema 1. Preparacion del material.

PREPARACION DEL MATERIAL

|

Cortar tiras de papel
filtro Whatman N° 1

1cm {
l—'—l

6 cm

Solucion de picrato alcalino

= Pesar1,4 g
e de acido picrico

' \
Adicionar a 100ml! de carbonato
de sodio al 2,5 % p/v

¥

n Sumergir tiras de papel filtroy
dejar secar al aire libre

Fuente: Molina y Trejo, 2023.
» Tomar un trozo de la raiz de yuca y pesar 1 gramo.

» Colocar la muestra en el fondo del tubo de ensayo.

» Afadir 5 gotas de tolueno.
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» Suspender inmediatamente la tira de papel de filtro impregnada con la
solucién de picrato alcalino en el tubo y sostener con la tapa; evitar el
contacto de la tira de papel de filtro con las paredes del tubo y el tolueno.

» Dejar a temperatura ambiente por 24 horas en oscuridad (Esquema 2).

Esquema 2. Pasos para el andlisis cualitativo del contenido de &acido

cianhidrico en la yuca.

METODO CUALITATIVO

) |

Cortar un trozo de la
' ‘ raiz de yuca

\ 4

Pesar 1 gr

v =
[ 8
Agregar muestra a un

0 tubo de ensayo

\

Agregar 5 gotas de
tolueno

' v

Suspender las tiras papel de filtro
impregnadas de picrato en el tubo

. |

Tapar inmediatamente los tubos

\

T° ambiente en oscuridad por 24h

Fuente: Molina 'y Trejo, 2023.
Finalmente, realizar la lectura en la carta de colores (Figura 9) para la

determinacién de HCN segun la intensidad de color adquirida por la tira de

papel de filtro y mediante la escala del 1-9 (Tabla 7) determinar el contenido
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aproximado de HCN. A mayor intensidad de color rojo, mayor contenido de
HCN en la muestra. El rango del contenido de HCN en las raices de yuca en
base fresca puede variar desde 10 hasta 800 ppm (Aristizabal y Sanchez,
2007).

Fuente: Aristizabal y Sanchez, 2007.

Figura 9. Escala de color para la determinacion cualitativa de HCN

usando solucién de picrato alcalino.

Tabla 7. Contenido aproximado de HCN segun la escala de colores.
Escala de color Contenido de HCN (ppm) en base humeda
<10

10-15
15-25
25-40
40-60
60-85

85-115

115-150

9 >150

0o N o o B~ WwWDN P

Fuente: Aristizabal y Sdnchez, 2007.
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Método cuantitativo

El contenido de cianuro total en raices de yuca y subproductos de yuca
puede ser determinado utilizando un espectrofotbmetro para una
determinacién mas precisa. El analisis consiste en la autohidrdlisis dentro de
un frasco cerrado, por medio de la reaccion de Guignard la cual produce un
cambio en la coloracién de las tiras de papel de filtro, que se impregnan con
acido picrico y posteriormente se comparan contra una escala patron
(Aristizabal y Sanchez, 2007). El principal atractivo analitico del picrato como
reactivo radica en los cambios de coloracién que sufre durante la reaccion, lo
cual puede ser registrado facilmente y correlacionado con la concentracion del
analito por determinar, principalmente por la técnica de absorcion en el
ultravioleta y visible (UV-Vis). Esta reaccion toma lugar con un cambio de color
gue va desde el amarillo, correspondiente al acido picrico o el picratode sodio,
a una coloracion roja, correspondiente al complejo formado. Este hecho ha
sido aprovechado para el andlisis del contenido de ion cianuro en muestras de
diferente naturaleza, como por ejemplo en las raices de yuca (Oliveros y Cols,
2009).

Preparacion del blanco

» Colocar en un frasco plastico un disco de papel de filtro impregnado de
solucion tampon fosfato pH 6,0.

» Agregar 0,5 ml de agua destilada.

» Colocar inmediatamente una tira de papel de filtro impregnada con
solucion de picrato alcalino adherida a una tira de acetato (plastico)
para evitar el contacto con los liquidos.

» Tapar el frasco plastico (Esquema 3).
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Esquema 3. Pasos para la preparacién del blanco.

PREPARACION DEL BLANCO

—_— |

Colocar en frasco de plastico con
disco de papel filtro impregnado de

“'—“ solucién tampdn fosfato pH 6,0
—_ '

—_— Agregar 0,5 ml agua destilada
\._J- ¢

l I Colocar tira de papel filtro
T

impregnada con solucion de picrato

alcalino
— v
Tapar el frasco plastico
[ Sm—

T°ambiente por 24h
Fuente: Molina y Trejo, 2023.

Preparacion de la muestra

» Pesar 100 mg de la muestra y colocar lo mas pronto posible en un frasco

plastico que contenga un disco de papel de filtro impregnado desolucion
tampon fosfato pH 6,0.

» Agregar 0,5 ml de agua destilada.
» Colocar inmediatamente una tira de papel de filtro impregnada con

solucion de picrato alcalino adherida a la tira de acetato y tapar el frasco
plastico (Esquema 4).
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Esquema 4. Pasos para la preparacion de la muestra.

PREPARACION DE LA MUESTRA

v

Pesar 100gr muestra

v

Colocar un disco de papel filtro
impregnado con solucion tampdn
fosfato pH 6,0 dentro del frasco de
plastico

v

Agregar muestra de la raiz de yuca

v

Agregar 0,5 ml agua destilada

\

Colocar tira de papel filtro
impregnada con solucion de picrato
alcalino

\

Tapar el frasco plastico inmediara

Y

T2 ambiente por 24h en oscuridad

, %‘(

E =Yg

Fuente: Molina y Trejo, 2023.

Preparacion de estandar

» Colocar en un frasco plastico un disco de papel de filtro impregnado

de solucién tampon fosfato pH 6,0 y la enzima linamarasa y otro disco

de papel de filtro impregnado con 50 ppm de cianuro.

» Agregar 0,5 ml de agua destilada.

» Colocar inmediatamente una tira de papel de filtro impregnada con

solucion de picrato alcalino adherida a una tira de acetato y tapar el

frasco inmediatamente (Esquema 5).
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Esquema 5. Pasos para la preparacién del estandar.

PREPARACION DEL ESTANDAR

|

Enzima 4 Discode papel de
linamarasa filtro impregnado
J’ con 50 ppm de CN

=== _ Colocar en frasco de plastico con
[g disco de papel filtro impregnado de

solucion tampon fosfato pH 6,0

l

B
Agregar 0,5 ml agua destilada
— ¢
Colocar tira de papel filtro

impregnada con solucién de picrato
alcalino

— \
Tapar el frasco plastico

|

T° ambiente en oscuridad por 24h

Fuente: Molina 'y Trejo, 2023.

Dejar los frascos plasticos de muestras, estandar y blanco atemperatura

ambiente por 24 horas.

Retirar las tiras de papel de filtro, introducidas en los frascos plasticos,

de la muestra, estandar y blanco.

Realizar la lectura en la carta de colores para determinacién de cianuro

(Figura 10) y cuantificar de acuerdo a la intensidad de color adquirida por la
tira de papel de filtro. A mayor intensidad de color, mayor contenido de HCN

en la muestra. El rango del contenido de HCN en las raices de yuca en base

fresca o humeda (bh) puede variar de 10 hasta 800 ppm.
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Fuente: Aristizabal y Sanchez, 2007.

Figura 10. Carta de colores para la determinacién de cianuro
Andlisis en espectrofotometro
» Remover cuidadosamente las tiras de papel de filtro y colocarlas en un

tubo de ensayo.
» Agregar 5 ml de agua destilada.

\ 4

Mantener durante 30 minutos con agitacion ocasional.
» Medir la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda
de 510 nmy comparar contra el blanco (Esquema 6).

La cantidad de HCN contenido en las raices de yuca en base humeda

se calcula a través de la siguiente ecuacion:

Analisis cuantitativo HCN (ppm) base humeda =

Absorbancia muestra x 396.
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Esquema 6. Pasos para el analisis cuantitativo del contenido de &cido

cianhidrico en la yuca.

I

METODO CUANTITATIVO

m Q Remover cuidadosamente las
\, .. 1

tiras de papel filtro
\ 4

Colocarlas en un tubo de ensayo

v
Agregar 5ml de agua destilada
v
Agitar durante 30min ocasionalmente

) \ 4
el ‘\ Medir absorbancia con
\_f _.  espectrofotémetro (510nm)

— v

Comparar contra el blanco

Sl

Fuente: Molina y Trejo, 2023.
Disefio de Analisis

En esta investigacion el analisis de los datos fue realizado a través
de un enfoque tanto cualitativo como cuantitativo. Al respecto, Pallela yMartins
(2006) refirieron que el enfoque cuantitativo se basa en la expresion numérica
de los datos y el analisis realizado a través de operaciones matematicas, este
enfoque estuvo representado por las concentraciones de cianuro en Manihot
esculenta Crantz, obtenidas gracias a las absorbancias registradas en el
espectrofotometro. Mientras que el enfoque cualitativo nose basa en
mediciones ni expresiones numéricas, sino en caracteristicas de la unidad de
investigacion, y estuvo representado por el cambio de color observado en el

método cualitativo que se llevd a cabo con el papel picrato.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Las muestras de raices de yuca fresca (variedad dulce) fueron

recolectadas aleatoriamente en distintas fruterias del municipio Libertador del

estado Mérida. Sin embargo, no todas fueron cultivadas en la misma localidad,

su procedencia es de diferentes zonas del estado (Tabla 8). Es importante

sefalar que esto influye de manera directa en los resultados, ya que los

mismos pueden variar en funcién de las condiciones en las que fue cosechada

la planta, asi como el tiempo de cultivo, es decir, la edad en laque fue

extraida del suelo.

Tabla 8. Procedencia y edad aproximada de las raices de yuca.

Raiz de yuca Fruteria Procedencia
Fruteria Campo de .
Muestra N° 1-4 La Azulita
Oro
Ferias del Campo El
Muestra N° 5-8 Tucani
Rodeo
Muestra N° 9-12 Fruteria del Centro Cafio Amarillo
Muestra N° 13-16 = Mercado Soto Rosa Canagua
Fruteria Campo de
Muestra N° 17-20 o Pueblos del Sur
ro

Elaborado por: Molina, Trejo, 2023
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11-12 meses



Las raices de Manihot esculenta Crantz fueron peladas y cortadas en
pequefios trozos. En el andlisis cualitativo para la determinacién de cianuro,
todas las muestras resultaron positivas para la presencia de acido cianhidrico
(HCN) utilizando el método de papel picrato (Figura 11). La lectura en la carta
de colores se representa en la tabla 9, segun la intensidad de color adquirida
por la tira de papel de filtro y mediante la escala del 1-9 el contenido
aproximado. A mayor intensidad de color rojo, mayor contenido de HCN en la
muestra. De las 20 muestras de raices de yuca, 4 de ellas mostraron
abundante presencia de &cido cianhidrico (HCN), mientras que en el resto de
las muestras fue observada mediana presencia de HCN ante su respectivo

analisis cualitativo.

Fuente: Molina, Trejo, 2023.

Figura 11. Andlisis cualitativo de las muestras de yuca.
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Tabla 9. Escala de color y contenido aproximado de HCN segun la

escala de colores del método cualitativo.

Raiz de yuca

Muestran® 1
Muestra n® 2
Muestra n® 3
Muestra n® 4
Muestra n°5
Muestra n° 6
Muestran® 7
Muestra n° 8
Muestra n® 9
Muestra n° 10
Muestra n® 11
Muestra n°® 12
Muestra n° 13
Muestra n° 14
Muestra n°® 15
Muestra n° 16
Muestra n°® 17
Muestra n° 18
Muestra n° 19

Muestra n° 20

Elaborado por: Molina, Trejo (2023).

1

2

Escala de Color

3

4

5

6 7 8 9

X X X X X X X X

X X X X X X X X

X X X X
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HCN (ppm) base
himeda
60-85
60-85
60-85
60-85
60-85
60-85
60-85
60-85
85-115
85-115
85-115
85-115
60-85
60-85
60-85
60-85
60-85
60-85
60-85
60-85



Adicionalmente, en las muestras que presentaron un contenido de
cianuro abundante en su andlisis cualitativo, se realizd6 una extraccién con
diferentes solventes para su posterior andlisis. En la tabla 10, se muestran
los valores de absorbancia obtenidos del producto de reaccién del picrato
alcalino con el cianuro liberado en las reacciones de extraccién, usando
benceno y tolueno. Se puede notar que la mayor extraccion de cianuro en las

raices de yuca, se da usando benceno.

Tabla 10. Comparacion de las absorbancias obtenidas del producto de
reaccion del picrato alcalino con el cianuro liberado en las reacciones

de extraccion, usando benceno y tolueno.

Raiz de yuca Tolueno (Abs) Benceno (Abs)
Muestra n° 9 1,362 1,564
Muestra n° 10 1,401 1,559
Muestra n° 11 1,080 1,560
Muestra n° 12 1,421 1,558

Elaborado por: Molina, Trejo (2023).

En base a los datos expuestos, el benceno demostré ser eficaz en
comparacion al tolueno. Sin embargo, en dicho analisis segun la metodologia
usada fue considerado el tolueno para todo el analisis cualitativo.

Por otra parte, se obtuvo una medida mas precisa del potencial
cianogénico de las raices de yuca, con un andlisis cuantitativo por medio de
la espectrofotometria. Las muestras fueron sometidas segun el procedimiento
del esquema 4. Se estudié la autohidrolisis, es decir, la descomposicion de
linamarina en acetonacianohidrina y este a su vez la liberacibn de HCN,
catalizada por la enzima enddégena linamarasa en dospH. A un pH 6, donde
la enzima tiene una actividad maxima y a un pH 8, suficientemente alcalino
para asegurar una total descomposicién de los ciandgenos, condiciéon que fue

utilizada para la reaccion con fines analiticos.
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La liberacion de HCN se vi6 favorecido a un pH 8, aunque a pH 6 se observa
una respuesta favorable. Las tiras de papel filtro produjeron un cambio en la
coloracion (Figura 12), las cuales se compararon con una escala patron para
determinar segun la intensidad de color el valor aproximado de HCN para el

método cuantitativo.

Fuente: Molina, Trejo, 2023.

Figura 12. Variacion de color en las tiras de papel picrato para la

determinacién cuantitativa.
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Fuente: Molina, Trejo, 2023.

Figura. 12. Continuacion. Variacion de color en las tiras de papel picrato

para la determinaciéon cuantitativa.

El color de la tira de papel de picrato se eluyé con agua y fue cuantificado
por medio del espectrofotometro SHIMADZU UV 160A, se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 510nm. En la tabla 11, se puede
observar los datos experimentales de los valores de absorbancia y sus
respectivas concentraciones de HCN en las 20 muestras de yuca, asi como

los pH en que fueron sometidas las muestras.
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Tabla 11. Resultados semicuantitativos de la cantidad de HCN segun la
carta de colores, valores de las absorbancias y sus respectivas
concentraciones de HCN del analisis cuantitativo, pH utilizado en el
anélisis.

Concentraciéon HCN

. ) Concentracion
Raizdeyuca pH (ppm)segunescalade Abs

color (ppm)
Muestra n® 1 6 200 0,456 180,58
Muestra n° 2 6 50 0,085 33,66
Muestra n® 3 6 100 0,290 114,84
Muestran® 4 6 200 0,654 258,98
Muestra n° 5 6 100 0,381 150,88
Muestra n° 6 6 100 0,224 88,70
Muestra n® 7 8 200 0,262 103,75
Muestra n® 8 8 200 0,663 262,55
Muestran® 9 8 100 0,328 129,88
Muestra n° 10 8 200 0,072 28,51
Muestra n® 11 6 50 0,315 124,74
Muestra n°® 12 6 100 0,682 270,07
Muestra n° 13 6 100 0,303 119,98
Muestra n° 14 6 50 0,170 67,32
Muestra n° 15 6 100 0,234 92,66
Muestra n° 16 6 100 0,316 125,14
Muestra n® 17 6 100 0,191 75,64
Muestra n° 18 8 200 0,351 139,00
Muestra n° 19 8 200 0,346 137,02
Muestra n° 20 8 200 0,365 144,54

Elaborado por: Molina, Trejo (2023).
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Los resultados obtenidos en la cuantificacion de HCN, corroboran el
andlisis cualitativo, es decir, las determinaciones cualitativas-cuantitativas se
consideran proporcionales ante la presencia de dicho contenido del analito.
Las raices de yuca que presentaron mayor concentracion de HCN fueron las
procedentes de Tucani (151,47 + 78,65 ppm) y las de menor concentracion
fueron las procedentes de Canagua (101,28 + 26,75 ppm) con una variacion
en las diferentes zonas agricultoras (Gréfico 1).

Grafico 1. Contenido de HCN en ppm de las raices de yuca fresca

(variedad dulce) provenientes de las diferentes zonas.

La Azulita Tucani Cafio Amarillo Canagua Pueblos del Sur
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Elaborado por: Molina, Trejo (2023).
P Muestra aleatoria (cualquiera parte de la raiz)
B Muestra de médula
" Muestra de parénquima
B Muestra de corteza (solo para La Azulita, Tucani y

Cafio Amarillo)
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El andlisis del nivel de cianuro usando este método revel6 una variacion
significativa entre la concentracién de cianuro y la ubicacién geografica de la
planta de yuca. Por otra parte, se analizd la concentracion de cianuro en las
diferentes partes de la yuca (corteza, médula y parénquima) del mismo tipo de
variedad dulce (Tabla 12) en las muestras colectadas en las fruterias del
Municipio Libertador, se determiné utilizando el método del papel picrato lo
cual tuvo una variacién en la concentracion de cianuro en las tres partes de

la raiz de yuca.

Tabla 12.Concentracion de HCN en las diferentes partes de la raiz de

yuca.
Partes Muestra N° HCN (ppm)
2 33,66
Médula 6 88,70
10 28,51
3 114,84
Parénquima 7 103,75
11 124,74
4 258,98
Corteza 8 262,55
12 270,07

El andlisis revel6 que la corteza tenia la mayor concentracion de cianuro
(263,87 + 5,66) seguido del parénquima (114,44 + 10,50), mientras que la
médula presento la menor concentracion (50,29 + 33,36). Estos son diferentes
tejidos con diferentes caracteristicas bioquimicas y por lo tanto influye en la
distribucién de enzimas en el metabolismo del cianuro. Ademas, como se ha
descrito anteriormente, el contenido cianogénico en la yuca seve afectado
por las condiciones climaticas y edad en el momento de la cosecha, por lo que

demostrd una relaciéon entre la concentraciéon de HCN en

73



las raices de yuca y el tiempo de cultivo. Observando un descenso del
contenido de HCN a medida que aumenta la edad, por lo tanto, los valores

fueron inferiores en los 12 meses (Gréfico 2).

Grafico 2. Concentracion de HCN (ppm) en relacién a la edad de la

planta.
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Elaborado por: Molina, Trejo (2023).
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Discusiones

Este trabajo tuvo como finalidad determinar la presencia de cianuro en
las raices de Manihot esculenta Crantz, para esto se realiz6 un analisis
cualitativo mediante tiras impregnadas con picrato y los resultados obtenidos
revelaron la presencia de &cido cianhidrico, el cual es producido gracias al
metabolito secundario linamarina. También se realiz6 un analisis cuantitativo
con la ayuda del espectrofotébmetro, empleando el acido picrico y su base
conjugada, el anion picrato para su cuantificacién (Oliveros y Cols, 2009).

De acuerdo a lo descrito anteriormente, Muleta y Mohammed en al afio
2017 realizaron una investigacion sobre los niveles de cianuro en una variedad
de yuca dulce cultivada en diferentes regiones geograficas de la zona de
Wolaita, sur de Etiopoia. Para esto utilizaron el método de papel picrato y el
procedimiento de determinacion espectrofotométrica visible a los rayos UV.
Sus resultados evidenciaron que la concentracion de cianuro varid
significativamente con la ubicacion geografica. Asi por ejemplo la
concentracion de cianuro en yuca de Kindo koysha fue mayor con 66 ppm,
mientras que la yuca de Kindo didaye tuvo una concentracion mas baja con
29,35 ppm. Y, los datos experimentales de las autoras también muestran
diferencias en los niveles de cianuro en las muestras de yucas estudiadas
desde 28,51 hasta 180,58 en pulpa, correspondientes a Cafio Amarillo y
Tucani respectivamente. Esto se puede atribuir a la diferente quimica del suelo
en las regiones, con variaciones en sus componentes como los iones de
potasio, calcio y magnesio, afectando la absorcién de cianuro por parte dela
yuca. En nuestro caso es interesante notar que estos cultivos de yuca crecian
en el mismo estado, pero sus niveles de cianuro son diferentes, indicando que
existe una estrecha relacién entre el suelo donde se desarrollala yuca, y la
concentracion de cianuro.

Pizarro, Ospina, Luna, Belalcazar, Salazar, Tran, Becerra y Dufour en el

afno 2018, también realizaron un estudio sobre el contenido de cianuro en la
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planta de yuca pero asociado a la edad fisiologia, ellos determinaron cianuro
en la corteza y el parénquima de la yuca a los 3, 6 y 11 meses evidenciando
diferencias significativas en cuanto al contenido de cianuro en la corteza y el
parénquima, siendo mayor su contenido en la corteza, con lo cual
concordamos con los autores. Por otro lado, la concentracion de cianuro es
mayor en yucas jovenes y a medida que maduran el contenido de HCN
disminuye. En nuestro caso los resultados obtenidos también evidencian
menor concentracion de HCN en las raices entre 12 y 13 meses de edad,
confirmando los hallazgos sobre el contenido de cianuro y su relacion con la
edad fisioldgica, lo cual es importante ya que representa menor riesgo para
su utilizacion ya sea en forma fresca o como subproducto.

Por otro lado, Ndam y Cols en el afio 2019 realizaron un estudio sobre
los cultivos y el contenido de cianuro de la yuca mediante espectrofotometria.
Al observar las mediciones obtenidas en varias raices de yuca analizadas, se
puede apreciar que existe variaciones entre las concentraciones de cianuro
obtenidas en Mbankomo, Camerun que oscilan entre 79,34y 181,33 ppm. Con
respecto a los resultados obtenidos de las muestras de yuca analizadas por
las autoras en Mérida, Venezuela también se observaron variaciones en las
concentraciones de cianuro desde 28,51 hasta 180,58 ppm de HCN, similares
al estudio realizado en Camerun. Estas diferencias en laconcentracion (ppm
de HCN) presente en las raices de yuca se puedeatribuir al hecho de que la
composicion quimica de Manihot esculenta varia segun la variedad, suelo,
edad, incluso las condiciones ambientales.

También analizan el contenido de cianuro en diferentes partes de la raiz
de yuca (parénquima, médula y corteza). Ellos obtuvieron una concentracion
de cianuro en la corteza de 117,80 a 210,07 ppm En cuanto a este analisis
coincidimos con los autores con el hecho de que fue mayor la concentracion
de HCN en la corteza de la yuca con respecto a la médula y parénquima.
Puesto que en la corteza obtuvimos 258,98 a 270,07 ppm mientras que en la

médula los valores fueron de 28,51 a 88,70 ppm. Se ha informado que la
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linamarasa, una enzima clave en el metabolismo del cianuro, se reduce desde
la corteza hacia la médula. Este factor tiene una influencia directa enla
acumulacién de glucosido cianogénico en las tres partes diferentes de la yuca,
explicando el hecho de encontrar una mayor concentracion de HCN en la
corteza de la yuca (Ndam y Cols, 2019).

Mas tarde, Maitha y Cols, en el afio 2022 realizaron una investigacion
sobre la concentracion de cianuro de hidrogeno en cuatro variedades de
yuca cultivadas en Kenia, en sus resultados muestran que hubo diferencias
significativas en la concentracién de HCN entre las cuatro variedades y en
las diferentes partes de las plantas. En nuestro caso las raices de Manihot
esculenta estudiadas en el laboratorio, también muestran variaciones en las
concentraciones de cianuro. Sin embargo, el contenido de cianuro no supera
los 180 ppm de HCN, por lo tanto, entran en la clasificacion de yucas dulces,
lo cual resulta de beneficio ya que son aptas para el consumo de la poblacion.
No obstante, el estudio se realiz6 en un numero reducido de muestras por lo
gue algunas yucas del estado pudieran presentar niveles de cianuro por
encima de los internacionalmente aceptados para ser consumidos por los
humanos. Sugerimos realizar pruebas cualitativas en las zonas agricultoras,
debido a que el resultado en los niveles de cianuro puedemodificarse para una
misma especie y cultivar por factores ambientales, incrementando la toxicidad
en periodos de sequia, altas temperaturas, heladas, suelos ricos en nitratos 6

fertilizados con compuestos nitrogenados.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El andlisis en las raices de Manihot esculenta Crantz, demostré que la
misma se encontraba dentro de las variedades dulces ya que las
concentraciones obtenidas no superaron los 180 ppm.

Mediante la técnica de espectrofotometria se logré obtener resultados mas
precisos de las concentraciones de cianuro en las raices de Manihot
esculenta, desde 28,51 hasta 180,58 ppm de HCN en la pulpa, esta
diferencia se debe a la ubicacion geografica, edad de la planta al momento
de obtener las raices, condiciones del suelo y climaticas que sufrié durante
su tiempo de cosecha.

El contenido de cianégeno en el tejido parenquimatoso es muy variable
entre raices de diferentes plantas del mismo cultivo y entre raices de
diferentes cultivos. Es decir, las raices de yuca que crecian en la misma
localidad y bajo las mismas condiciones climaticas, tenian distinta
concentracion de cianuro.

Se hall6 una diferencia significativa en la concentracion de las tres partes
de la raiz de yuca: médula, corteza y parénquima, siendo mayor la
concentracion en la corteza.

El método del picrato se considera mas adecuado para la determinacion de
cianuro en raices de yuca en paises tropicales en desarrollo, como
Venezuela donde pueden faltar equipos y materiales para los métodos de

extraccion y almacenamiento de la enzima linamarasa.
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Recomendaciones

Es importante tener en cuenta la ubicacién geografica de la planta, ya
gue influye en la produccién de glucdsidos cianogénicos.

En los paises tropicales como Venezuela, donde sea dificil medir los
niveles de ciandgeno de la yuca debido a la falta de instalaciones para
llevar a cabo el procedimiento de ensayo y métodos de analisis
precisos, se recomienda utilizar el método simple y rapido de picrato
para la determinacion de cian6genos totales en las raices de yuca
Sensibilizar a los consumidores sobre el contenido de cianuro presente
en la yuca para que apliguen métodos efectivos de procesamiento y
alentar a usarlos antes de consumirla.

Llevar a cabo campafas de concientizacion al publico sobre los altos
niveles de ppm de &acido cianhidrico en la yuca sin procesar en
comparacion con el estandares recomendado por la OMS.

Realizar estudios sobre la concentracion de HCN en las diferentes
regiones del pais y asi minimizar brotes de intoxicacién en poblaciones
gue dependen de la yuca como alimento basico.

Para el analisis se recomienda obtener como espécimen vegetal
distintas partes de la planta en estudio, como raices, tallos y hojas de
Manihot esculenta Crantz, ya que no solo se consume sus raices, sino
gue las hojas son utilizadas para elaborar harina de yuca. Esto con la
finalidad de analizar la cantidad de cianuro presente en todas sus

partes.
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