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Determinacion de los
compuestos cianogénicos
amigdalina y prunasina

en semillas de almendras
(Prunus dulcis L.) mediante
cromatografia liquida de
alta resolucion

Determination of
cyanogenic compound
amygdalin and prunasin
in almond kernels (Prunus
dulcis L.) by using liquid
chromatography

Determinacao de os
compostos cianogénicos
amigdalina e prunasina
em sementes e améndoa
(Prunus dulcis L.) de
cromatografia liquida de
alta resolucao
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Resumen

Abstract

Resumo

Este trabajo presenta una metodologia de
andlisis para determinar y cuantificar los
compuestos cianogénicos amigdalina y
prunasina presentes en la semilla de almendra
madura (Prunus dulcis). Se evaluaron
distintos sistemas extractantes (agua, metanol
(100%), metanol:agua (80:20), metanol:agua
(50:50), acetonitrilo:agua (20:80) y extraccién
Soxhlet con metanol al 100 %) para la
extraccion de los glucésidos cianogénicos
amigdalina y prunasina de muestras
liofilizadas previamente. Para detectar y
cuantificar los analitos de interés se utiliz6
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC) en una columna Symmetry C18

con detector de arreglo de diodos a 218 nm

y usando como fase movil acetonitrilo:agua
(20:80). Los resultados encontrados indican,
por un lado, que el metanol al 100% es el
sistema de extraccion mds eficiente, y por

el otro, que las condiciones cromatograficas
utilizadas permitieron la separacién y la
cuantificacion de prunasina (tr: 5,7 min,
0,136 mg/100 g de muestra seca) y amigdalina
(tr: 3,4 min, 0,387 mg/0,100 g de muestra
seca) presentes en semillas maduras de
Prunus dulcis.

This work presents a methodology to detect
and quantify the cyanogenic compounds
amigdalin and prunasin in the seed of

ripe almonds (Prunus dulcis). Different
extraction systems were evaluated (water,
methanol (100%), methanol:water (80:20),
methanol:water (50:50), acetonytrile:water
(20:80) and Soxhlet extraction with pure
methanol) to extract the cyanogenic
glycosides amigdalin and prunasin of
previosuly lyophilized samples. High
Performance Liquid Cromatography
(HPLC) in a C18 Symmetry column with
diode array detection at 218 nm and with
acetonitrile:water (80:20) as mobile phase
was used to detect and quantify the analytes.
The results indicate that 100% methanol is
the most efficient extraction system and that
the chromatographic conditions allowed the
separation and quantification of prunasin
(tr: 5.7 min, 0.136 mg/100 g of dried sample)
and amigdalin (tr: 3.4 min, 0.387 mg/0,100 g
of dried sample) present in the ripe seeds of
Prunus dulcis.

Esta pesquisa presenta uma metodologia

de analise para determinar e quantificar

os compostos cionogénicos amigdalina e
prunasina presentes na semente madura da
amendoeira (Prunus dulcis). Avaliaram-se
distintos sistemas de extragao (agua, metanol
(100%), metanol:agua (80:20), metanol:agua
(50:50), acetonitrila:agua (20:80) e extragdo
Soxhlet com metanol ao 100%) para a
extragdo dos glicosideos cianogénicos
amigdalina e prunasina de amostras
liofilizadas previamente. Para detectar e
quantificar os analitos de interesse se utilizou
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) numa coluna Symmetry C18 com
detector de arregro de diodos a 218 nm e
usando como fase mével acetonitrila:agua
(20:80). Os resultados encontrados indicam,
de um lado, que o metanol ao 100% ¢ o
sistema de extragdo mais eficiente, e por
outro lado, que as condigdes cromatograficas
utilizadas permitiram a separagédo e a
quantifica¢ao de prunasina (tr: 5,7 min, 0,136
mg/100 g de amostra seca) e amigdalina (tr:
3,4 min, 0,387 mg/0,100 g de amostra seca)
presentes em sementes maduras de Prunus
dulcis.

Palabras clave: ciandgenos, almendras dulces,
amigdalina, prunasina.

Keywords: Cyanogens, sweet almond,
amygdalin, prunasin.
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Introduccion

Los GLUCOSIDOS CIANOGENICOS son el producto del metabolismo
secundario en la sintesis de compuestos propios de las plantas que se
componen de una aglicona tipo a-hidroxinitrilo y de un aztcar, princi-
palmente D-glucosa (1). La distribucién de los glucésidos cianogénicos
(GC) en el reino vegetal es relativamente amplia llegando a, por lo me-
nos, 2500 cultivares, entre los que una gran cantidad pertenecen a las
familias Fabaceae, Rosaceae, Linaceae, Compositae y otras.

Los glucésidos cianogénicos son un grupo conocido y se presentan
en las especies del género Prunus, es decir, almendros, damascos, du-
razneros, nectarinos, cerezos, entre otros (2, 3). La caracteristica de pro-
ducir acido cianhidrico por la hidrélisis de los compuestos cianogénicos
de algunos vegetales, entre ellos los citados anteriormente, depende tanto
de la biosintesis de los glucdsidos cianogénicos como de la existencia (o
ausencia) de sus enzimas de degradacion (2, 3). Los glucésidos cianogé-
nicos pueden contener un monosacarido o un disacarido y un hidroxini-
trilo aromatico. Esto ultimo es el caso de la amigdalina. Tal como ocurre
en otras sintesis de compuestos como los glucosinolatos, inicialmente se
forma una aldoxima a partir de un aminodcido que, a continuacidn, es
transformada en un nitrilo, seguido de un hidroxinitrilo. Finalmente,
se obtiene el glucdsido cianogénico mediante diferentes etapas, muchas
de ellas atin desconocidas (3, 4). La generacion de 4cido cianhidrico a
partir de los compuestos cianogénicos es un proceso de dos etapas que
implica una deglicosilacion y una divisiéon de la molécula (regulada por
B-glucosidasa y a-hidroxinitrilasa). Teniendo en cuenta que la comparti-
mentalizacién a nivel de los tejidos de los glucdsidos cianogénicos y sus
enzimas impide la hidrdlisis a gran escala en el tejido vegetal intacto, los
cultivares del genero Prunus tienen la capacidad de acumular amigda-
lina, ciandgeno que esta relacionado con el amargor y produccién de aci-
do cianhidrico (5-11). El compuesto inicialmente puede ser prunasina o
amigdalina, pero una vez el tejido que contiene éste es degradado, empie-
za la accion de enzimas propias como es las B-glucosidasas con la liber-
acion de glucosa, benzaldehido y 4cido cianhidrico (2-12). Este sistema
de dos componentes, cada uno de ellos quimicamente inerte, propor-
ciona a la planta una defensa quimica contra los herbivoros, insectos y
patdgenos, garantizando posiblemente la supervivencia de la especie y
como reservas de energia (13). Para el caso de los almendros pueden
presentarse almendras dulces, ligeramente amargas y amargas (4, 28).

La cianogénesis estd muy extendida en las plantas, pero relativa-
mente pocos compuestos cianogénicos se han aislado y caracterizado
(14). Dos plantas tropicales ampliamente cultivadas, el maracuyd, Passi-
flora edulis Sims (Passifloraceae) y la papaya, Carica papaya L. (Caricaceae),
han sido previamente examinadas en busqueda de compuestos cianogé-
nicos, pero siguen existiendo dudas sobre la presencia e identidad de
estos compuestos. En la yuca (Manihot esculenta) se ha identificado el
cianogeno por el método del picrato (27).

Algunos compuestos cianogénicos son aparentemente derivados o
tienen como precursores los aminoacidos valina e isoleucina, como es
el caso de los miembros de la familia Passifloraceae (15); otros pare-
cen proceder de la fenilalanina (16, 17). Las familias Lauraceae y Sa-
pindaceae generan los compuestos cianogénicos taxipilina y prunasina
(18). Industrialmente muchas frutas tropicales, por ejemplo una especie
Passiflora edulis, tienen una importancia econdémica considerable y se
cultivan para aprovechar la fruta fresca y el zumo (19). No obstante, las
hojas, tallos y frutos inmaduros de esta especie contienen compuestos
cianogénicos, a veces en altas concentraciones.

Para el analisis y determinacion de compuestos cianogénicos en
vegetales, existen algunas técnicas instrumentales como la cromato-
grafia liquida de alta resoluciéon (HPLC). Sin embargo, en este andli-
sis, las interferencias debidas a los compuestos en la matriz, tales como
los pigmentos, flavonoides, taninos y otros, hacen que a estas técnicas
deban adaptarse metodologias verificables y reproducibles, ademas de

la purificacion de las muestras a analizar (2). Encontrar técnicas que
sirvan para identificar estos compuestos es de gran importancia para la
industria alimentaria como es el caso de almendras (amargor), y gené-
ticamente, porque actdan como mecanismo de defensa ante insectos y
como fuente de energia (2).

El objetivo de esta investigacion fue implementar y desarrollar la
técnica analitica de determinacién y cuantificacién de glucésidos ciano-
génicos (amigdalina y prunasina) en el fruto de la almendra (Prunus
dulcis), mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC).

Materiales y métodos

Toma, acondicionamiento y conservacion de la muestra

Las almendras analizadas fueron adquiridas de arboles cultivados en
la finca experimental “Tres Caminos” del CEBAS-CSIC en Murcia, Es-
pafia. Se recolectaron del arbol en plena maduracién cuando el meso-
carpo se encontraba completamente abierto. Cada muestra estd consti-
tuida por 100 unidades de almendras que se tomaron aleatoriamente.
Las almendras fueron desprovistas del mesocarpo e introducidas en
bolsas de malla debidamente etiquetadas. Posteriormente, las muestras
se llevaron al laboratorio del Departamento de Quimica Analitica de la
Universidad de Alicante para su andlisis. Una vez en el laboratorio, las
almendras se descascararon manualmente con un martillo, teniendo es-
pecial cuidado de no danar la semilla, y se prepararon para su conserva-
cion sin eliminacion del tegumento, pues éste ayuda en su conservacion.

Se estudio el efecto de la preparacion de la muestra sobre la deter-
minacion analitica: eliminacion o no de la grasa de la almendra, tamafo
de particulas en la muestra, troceado antes o después de la liofilizacion,
teniendo en cuenta que estas variables podrian influir en los resultados
cromatograficos.

En el presente trabajo las muestras se conservaron liofilizadas, con el
fin de garantizar que las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas no
se alteraran de forma significativa. Las muestras previamente colocadas
en unos viales de vidrio se introdujeron en un liofilizador Telstar 2000,
a una presion de 4x10? mbar y una temperatura entre -79 °C y -82 °C.

Con objeto de mejorar las condiciones de liofilizacién se contro-
laron diferentes parametros: tamafio de particula de la muestra, tipo de
congelacién previa y tiempo de liofilizaciéon. Respecto del tamafio de
particula se ensayaron tres tratamientos: muestras finamente trituradas
(tamafo de grano menor a 1 mm), almendras partidas o troceadas en
trozos irregulares de diferentes tamanos inferiores a 5 mm y almendras
enteras. La trituracion de las muestras se realiz en un molino Marca
IKA® A 11 BASIC, con una velocidad de giro de 3500 rpm. El tiempo de
trituracion fue inferior a 30 s, con el fin de no calentar la muestra y evi-
tar el apelmazamiento que podria producir su alto contenido de aceite.
Para reducir el calentamiento de la muestra durante la trituracion, las
almendras se mantuvieron refrigeradas con anterioridad. Respecto al
tipo de congelacion, previa a la liofilizacion, se utilizaron dos procedi-
mientos: congelacion lenta en un congelador a -18 °C por 24 h, congel-
acién rapida con nitrégeno liquido a -178 °C por 30 s. Finalmente se
ensayaron diferentes tiempos de liofilizacion entre 2 y 40 h, utilizando
muestras trituradas, troceadas y enteras, con congelacion rdpida o lenta.

Preparacion de la muestra para su analisis

Se tomaron 10 muestras de 100 mg cada una. Para la extraccion de grasa
de las almendras, se utilizé6 un Equipo Soxhlet Selecta FS-6 digital de
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seis lugares, algodon, cartuchos de extraccion de celulosa (Whatman)
de 26 mm de didmetro x 60 mm de alto y éter de petrdleo grado HPLC.
Las muestras estuvieron en reflujo durante 30 min para después, utili-
zando un rotaevaporador, recuperar el aceite de la almendra y el éter
utilizado por aparte (26).

Extraccion de los glucdsidos cianogénicos

Se realizé el proceso de extraccién de glucésidos cianogénicos de la
semilla de almendra, estudiando los efectos de diferentes sistemas ex-
tractantes como son: agua, metanol (100%), metanol:agua (80:20),
metanol:agua (50:50), acetonitrilo:agua (20:80) y extracciéon Soxhlet
con metanol 100%, hasta 24 h y por triplicado. La extraccion de los
glucdsidos cianogénicos se realizé con la muestra 3088, de sabor lige-
ramente amargo, que tenia un contenido de 9,8 mg de cianuro/100 g de
muestra seca. La extraccion de compuestos cianogénicos se realizd a
una temperatura de 30 °C, en un bafo con agitacion (Memmert®) entre
30 min y 20 h, excepto en el caso de la extraccion con Soxhlet que se
llevé a cabo a 80 °C durante 2 h. La extraccién con agua se efectué de
la siguiente manera: a la muestra se le afiadieron 10 mL de agua a 40 °C
y se dejo en un bafo con agitacién a 30 °C; con los extractos obtenidos
se analizaron de forma mads detallada los sistemas extractantes meta-
nol 100% y metanol:agua (80:20), para evaluar también la influencia
del tiempo de extracciéon en ambos casos. Las experiencias realizadas
consistieron en someter a extracciéon con ambos disolventes, 5 mg de
una misma muestra durante tiempos diferentes (2, 8, 16 y 24 h), con el
objeto de determinar el tiempo de extraccion y para determinar la con-
centracion del ciandgeno utilizando HPLC. Asi mismo, se aprovecho la
misma experiencia para comprobar la estabilidad en el tiempo de los
extractos obtenidos con el sistema extractante, mantenidos a 4 °C. Todo
lo anterior con el fin de garantizar la mejor extraccién de los compues-
tos cianogénicos presentes, lo cual se comprueba mediante la determi-
nacion y cuantificacion de los compuestos cianogénicos presentes en los
extractos obtenidos utilizando HPLC.

Procedimiento para la determinacion de glucésidos cianogénicos por HPLC

Se pesaron de forma exacta 0,2 g de almendra si ésta era amarga, y 0,4 g
si la almendra era dulce o ligeramente amarga. Se introdujo en un tubo
de centrifuga junto con 5 mL de metanol de grado HPLC, se tapd y se
dej6 durante 12 y 30 horas en bafio con agitacion a 30 °C. Se centrifugo6
durante 5 minutos a 3000 rpm, se dejo reposar tratando de no mezclar
nuevamente el sedimento formado. El sobrenadante se filtré utilizando
una jeringa a través de un disco Millipore de Nylon de 0,45 pm. Cuando
la muestra obtenida era de almendras dulces o ligeramente amargas se
inyecto el extracto filtrado directamente, pero en el caso de las amargas
dependiendo de la concentracion del analito en la muestra se tuvo que
diluir 1:5, 1:10 o incluso 1:20.

Condiciones cromatograficas

Se utilizé6 un cromatdgrafo liquido de alta eficiencia marca Waters
Modelo 600 Controller, entrega de solventes con gradiente cuaterna-
rio modelo 600E, inyector manual Rheodine 7125, detector de arreglo
de diodos Waters modelo 996, a 218 nm, columna (Symmetry C18,
Waters, 250 x 4,6 mm, 5 um), ademas una pre-columna C18 y el soft-
ware Millenium 2008. Otras condiciones cromatograficas fueron: volu-
men de inyeccién 20 pL, flujo del eluyente 1,3 mL/min, composicién
del eluyente: acetonitrilo:agua (20:80) isocratica, tiempo de elucion:
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10 min. El sistema de deteccion elegido fue el fotométrico, ajustando
la longitud de onda de absorcién a 218 nm, longitud de onda que se
encuentra cerca del maximo de absorcién del compuesto analizado,
con la ventaja de presentar menor absorcién del eluyente. Respecto a
la determinacion cuantitativa, se prepararon patrones de amigdalina
en el intervalo de concentracion adecuado, obteniendo dos curvas de
calibracién. Una de ellas con concentraciéon de amigdalina entre 1x10°
¢y 2x10* M, se empled para determinar la amigdalina en muestras
dulces y ligeramente amargas. La otra, con valores de amigdalina entre
1,2x10y 1,3x10°° M, se utilizé para la determinacién de amigdalina en
muestras amargas. Ademas, se realiz6 una curva de calibrado similar
para la prunasina con concentraciones entre 1,5x10¢y 2,1x10° M. Las
curvas de calibracion se prepararon a partir de patrones de amigdali-
na y prunasina (Sigma®) disueltos en metanol. Se aplicé el método de
calibracion con patrones externos para la determinacion cuantitativa
y un detector diode array para la evaluacién de la pureza de los picos
cromatograficos; teniendo la recta de calibrado de ecuacién y=bx+a, el
LOD se calculo:

Limite de deteccién, X, =3S .
siendo S la desviacion estandar de la ordenada. Para el limite de
cuantificacién:

Xio0q™ 108,

La reproducibilidad del método cromatografico se estudi6 con dos
niveles de concentracién de cianuro (equivalente a amigdalina) utili-
zando diez muestras de la variedad Garrigues (ligeramente amarga) con
1,1 mg de cianuro/100g de muestra seca, y de la variedad Titan (dulce)
con 0,03 mg de cianuro/100 g de muestra seca (4). La reproducibilidad
del método pudo estimarse sobre la base de resultados obtenidos. Se
utiliz6 la norma cubana de especificacién técnica NC-TS 367:20003,
basada en el procedimiento No. 5 del Comité Nordico de Analisis de
Alimentos (NMKL) (24).

Resultados y discusion

Con el fin de conservar las propiedades fisicoquimicas y organolép-
ticas, las muestras se liofilizaron, para lo cual se tuvo en cuenta el
tamafio de particulas. En la Figura 1 se observa como el tamano de
particula de la muestra influye en la extraccion final de agua durante
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Figura 1. Pérdida de humedad durante la liofilizacion de una muestra de almendra de
Garrigues en funcion del tiempo de liofilizado, tipo de congelacién previay
tamafio de particula de la muestra.
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el proceso de liofilizacién, obteniéndose el mayor rendimiento en las
muestras trituradas. Con las muestras de almendras trituradas someti-
das a congelacion répida, se obtuvo una pérdida del 88% de humedad
en 32 h y, finalmente, con las almendras enteras y congelacién rapida,
62% de pérdida de humedad. Dada la mayor rapidez y seguridad, la
congelaciéon con nitrégeno liquido se utilizd con el fin de evitar que
las muestras ya congeladas aumentaran su temperatura al introducirlas
en el liofilizador. Hay que indicar que el procedimiento de liofilizacion
que se acaba de exponer, con muestra triturada y congelada de forma
rapida, es aplicable solamente en el caso de que se trabaje con almen-
dra madura, ya que en otro estado de madurez el porcentaje de agua
es muy alto.

En el analisis mediante HPLC, el aceite o la grasa, como compo-
nentes de las muestras, pueden interferir en los resultados afectando
la resolucién de los cromatogramas y presentdndose picos irregulares,
por lo que previamente se realizaron ensayos de muestras con grasa y
sin grasa. Los promedios de los resultados obtenidos con muestra de-
sengrasada se refieren a muestra entera, es decir, teniendo en cuenta el
porcentaje de grasa extraido previamente (50%). De los resultados pre-
sentados en la Tabla 1, se observa que existen valores diferentes para el
contenido de amigdalina asi: 1,31 mg/100 g muestra seca para muestras
con grasa y desengrasada 1,08 mg/100 g muestra seca, siendo los resul-
tados obtenidos con muestras desengrasada alrededor de un 17% mas
bajos y mucho menos precisos.

De estos resultados se deduce que se debe producir una pérdida de
amigdalina en el desengrasado. Por otro lado, tampoco se consigue una
mejora sustancial del cromatograma en el caso de que se lleve a cabo
el desengrasado a una muestra con contenido bajo en amigdalina, por
lo que en este trabajo se optd por analizar las muestras sin desengrasar
previamente (2).

En cuanto a la trituracion o no de la muestra, el tamarfio de particula
afecta de modo significativo el rendimiento y el tiempo de liofilizacion.
Ademas, ensayos preliminares cualitativos mostraron que con la mues-
tra triturada, se obtienen mejores resultados analiticos, resolucion de
cromatogramas y una mejor extraccion de los glucdsidos cianogéni-
cos en metanol para su posterior determinaciéon por cromatografia,
asi como también una mejor hidrélisis de amigdalina. Los resultados
sobre el posible efecto de la trituracion de las almendras antes de la lio-

Tabla 1. Andlisis de almendras variedad Garrigues trituradas y congeladas con nitrégeno
liquido antes de su liofilizacidn, con grasa o desengrasadas, previamente al
andlisis por HPLC. Contenido de amigdalina expresado como mg/100g de

filizacién en la determinacién de los glucésidos cianogénicos por HPLC
se presentan en la Tabla 2.

Teniendo en cuenta que la almendra tiene un alto grado de con-
tenido graso, si no se conserva adecuadamente, tiende a oxidarse; hay
dos tipos de enranciamiento, uno oxidativo, en cuyo caso se forman al-
dehidos o cetonas por la adicién de oxigeno molecular, y otro hidroliti-
co, mediante el cual se forman acidos grasos libres por la hidrolisis que
presentan los glicéridos. Estas caracteristicas se conservan mediante la
liofilizacién, que es un procedimiento ampliamente utilizado para la
conservaciéon de muestras. Los promedios obtenidos indican que las
concentraciones de amigdalina y cianuro obtenidas, fueron semejantes
con independencia de haber triturado la muestra antes o después de la
liofilizacion.

Contenido de glucésidos cianogénicos determinados por HPLC

Los extractos obtenidos después de 12 h de tratamiento a 30+2 °C, con
los distintos sistemas extractantes utilizados, se analizaron por HPLC
obteniéndose resultados muy variados. Se observo que la extraccion
con agua no resulté efectiva, ya que proporciond un rendimiento muy
bajo independiente del tiempo de extraccion. Asi mismo, la extracciéon
con acetonitrilo:agua (20:80) también fue deficiente y la extraccion con
Soxhlet produjo un pico cromatografico deforme, lo que parece indi-
car que coeluyen otros componentes que también se extrajeron junto
con la amigdalina. Merece especial atencion el resultado obtenido con
metanol:agua en diferentes proporciones (Tabla 3).

Entre los extractantes utilizados, el metanol 100% proporciona un
pico cromatografico a 3,5 min que corresponde a amigdalina, con una
concentracion de 98 mg/100 g de muestra seca, utilizando como eluyente
acetonitrilo:agua (20:80). Ademads, aparece un pico a 5,9 min que co-
rresponde al tiempo de retencion de la prunasina, con una concentra-
cién de 8,8 mg/100 g muestra seca. Este es el mejor y resultado obteni-
do, teniendo en cuenta las caracteristicas de los patrones utilizados, en
cuanto caracteristicas de los picos y tiempos de retencion. Si la mezcla
es metanol:agua (50:50), el pico correspondiente a amigdalina dismi-
nuyd 36 veces su concentracion, no aparece ningtn pico al tiempo de
retencion de la prunasina y, sin embargo, aparece un pico ensanchado
y deforme a un tiempo de retencion de 8,3 min. Todo ello indica que la

Tabla 2. Contenido de cianuro (mg/100g de muestra seca) determinado mediante HPLC en

muestra seca. almendras de la variedad Garrigues trituradas antes y después de la liofilizacion.
HPLC HPLC
Muestras Con grasa Sin grasa Muestra Triturada antes Triturada después
1 1,32 1,20 1 1,32 1,30
2 1,28 1,07 2 1,28 1,33
3 1,36 1,13 3 1,36 1,29
4 1,28 1,01 4 1,28 1,26
5 1,27 1,25 5 1,27 1,36
6 1,34 1,10 6 1,34 1,23
7 1,32 1,18 7 1,32 1,34
8 1,34 0,80 8 1,34 1,29
9 1,30 0,96 9 1,30 1,31
10 1,33 1,12 10 1,33 1,25
Media 1,31 1,08 Media 1,31 1,30
Desviacion estandar 0,03 0,13 Desviacion estandar 0,03 0,04
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Tabla 3. Resultados de extraccion con diferentes extractantes. E - d ., c .,
Concentracion de cianuro expresada en mg /100 g de xtractante lempo de retencion oncentracion
muestra seca. Metanol Amigdalina: 3,5 min 9,8 mg cianuro/100 g
Acua Amigdalina: 3,3 min Cagua = Cmm“o]/ 36
& No identificado: 8,2 min Pico ancho y asimétrico
Metanol:Agua Amigdalina: 3,3 min metanolagus (020) = Cmetanol
(80:20) Prunasina: 5,9 min leam]:agua(smo) =8,8mg/100 g
Metanol:Agua Amigdalina: 3,3 min metanolagua (50:50) = C metanot/ 30
(50:50) No identificado: 8,3 min Pico ancho y asimétrico
C = concentracion usando agua como extractante. o . . .
agua . . =
(. ang = CONCeNtracion usando metanol como extractante. Acetonitrilo: Agua Am.lgdah‘na. 3,3 min ) C‘acemnmilo;agua (20:80) F:m?tanol/ 36
Cmmgna (80:20) = concentracién usando metanol:agua (80:20) como extractante. (20:80) No identificado 8,3 min Pico ancho y asimetrico
C reanoaga (00:50) = concentracion usando metanol:agua (50:50) como extractante. . . . . .
(mmmm:agua (20:80) = concentracién usando acetonitrilo:agua (20:80) como extractante. Metanol (Soxhlet*) | Mezcla sin resolver: 3,3 min | Pico ancho y asimetrico

presencia de agua en el extractante hace que la amigdalina extraida vaya
degradandose paulatinamente a prunasina, y si la proporcién de agua
es suficientemente alta, la degradacion contintia probablemente hasta
cianhidrina o incluso benzaldehido. La suma de amigdalina y prunasina
extraida con metanol:agua (80:20) coincide practicamente con la con-
centracion de amigdalina extraida con metanol 100% durante 16 h de
extraccion (Figuras 2 y 3) (10).

Por otra parte, se ha comprobado que la extracciéon con metanol
100% de muestras de almendras amargas, procedentes de los primeros
meses de su desarrollo, extrae amigdalina y prunasina; por lo tanto
el metanol 100% es capaz de extraer ambos glucdsidos si estos estan
presentes en la muestra (2). En la Tabla 3 se relacionan los resultados
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Tiempo de extraccion (horas)

Figura 2. Variacién de amigdalina expresada como mg de cianuro/100 g de muestra seca,
extraida con metanol 100% en funcion del tiempo de extraccion.
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Figura 3. Variacién de los contenidos de amigdalina, prunasina y cianuro total expresados
como mg de cianuro/100 g de muestra seca, utilizando el sistema extractante
metanol:agua (80:20) en funcion del tiempo de extraccién.
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obtenidos mediante los diferentes extractante utilizados. Por ello, se
puede afirmar que en almendra madura el inico glucésido cianogénico
es la amigdalina, en contra de lo publicado previamente (20) que en-
contr6 prunasina. Probablemente, este resultado fue consecuencia de
la degradacién de la amigdalina a prunasina, debido al sistema de ex-
traccion utilizado en dicho trabajo (2). Ante los resultados obtenidos,
lo mejor es utilizar metanol 100% como extractante de los glucésidos
cianogénicos. Se observa que el extractante metanol puro proporciond
una concentracién de amigdalina maxima a partir de un tiempo de
extraccion de 12 h (Figura 2). Con la mezcla metanol:agua (80:20) se
obtuvo un rendimiento maximo de extraccién a tan solo 4 h, si se con-
sidera la suma de amigdalina y prunasina (Figura 3). Por lo tanto, esta
también podria ser una alternativa valida, pero con el inconveniente
de que existe una transformacién de amigdalina en prunasina, y por
lo tanto, sdlo seria aplicable si lo que interesa es el contenido total de
cianuro, pero nunca para cuantificar amigdalina y prunasina por sepa-
rado.

Actualmente se vienen realizando analisis para otros compues-
tos cianogénicos para la determinacion cualitativa y cuantitativa, por
ejemplo la linamarina (21). Igualmente, se presta especial atencién
a la determinacién en matrices complejas, por ejemplo, en produc-
tos alimenticios procesados de Manihot esculenta Cranz. En papaya
(Carica papaya), fruta tropical de mucho consumo en fresco (22), se
determinaron compuestos cianogénicos en concentraciones de 300-
500 mg/100 g muestra seca y glucosinolatos. Los resultados sobre la
estabilidad del extracto obtenido con metanol 100% se presentan en
la Figura 4. Se observa que el extracto obtenido en metanol puro es
mas estable, manteniéndose durante 10 dias a 4 °C, mientras que el
obtenido en la mezcla metanol:agua (80:20) se va degradando, pro-
siguiendo la transformacién de amigdalina en prunasina e incluso lle-
gando con el tiempo a la hidrdlisis de la prunasina (11). Por todo lo
anteriormente expuesto, se optd por trabajar con metanol 100% como
agente extractante, dejando en contacto la muestra triturada, conge-
lada con nitrégeno liquido, liofilizada y sin desengrasar durante 16 h
con agitacion y a una temperatura de 30+2 °C, con objeto de asegurar
que el rendimiento de la extraccion fuera elevado y reproducible. El
extracto obtenido en estas condiciones es estable durante 14 dias si es
mantenido a 4 °C. En cuanto al rendimiento de la extraccién, en la
Tabla 4 puede observarse que la primera extraccion proporciond un
porcentaje elevado y reproducible de extraccion. Por ello, se optd por
trabajar con el primer extracto, considerando una recuperacién del
91,2 % en el proceso de extraccion.
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Figura 4. Estabilidad del extracto obtenido con metanol 100% y con metanol:agua (80:20)
expresado en mg de cianuro/100g de muestra seca.

Tabla 4. Valores medios porcentuales de amigdalina y desviacion estandar obtenidos para
tres extractos sucesivos.

Extracto Porcentaje de extraccion Desviacion estandar
1 91,2 1,6
20 7,7 1,3
30 1,1 0,5

Condiciones cromatograficas

La columna Symmetry C18 utilizada en este estudio proporcion6 resul-
tados satisfactorios, tanto para los patrones como para las muestras rea-
les, aportando resultados de mayor calidad, sobre todo para muestras
con concentraciones altas de glucésidos cianogénicos y reproducibi-
lidad. Para muestras dulces, con concentracion de amigdalina cercana
al limite de deteccion, se observa la apariciéon de interferencias de-
bido a sustancias extraidas que eluyen a tiempos de retencion cerca-
nos. Con la columna Symmetry C18 el eluyente mas adecuado fue el
acetonitrilo:agua (20:80) que proporciona tiempos de retencion de 3,4
min para amigdalina y 5,7 min para prunasina.

Para el analisis de almendras maduras, donde sélo hay amigdalina,
la columna utilizada (Symmetry C18) permitié determinar la amigda-

v
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~
3,433

5,639

/N5 1 SN

0 4,00 6,00 8,00
Tiempo (min)

Figura 5. Cromatograma de una mezcla patron de amigdalina (3,4 min) y prunasina (5,7
min) obtenido utilizando una columna Symmetry C18.

lina en un tiempo mas corto. Ademds, proporcioné una buena sepa-
racion de los dos glucdsidos (amigdalina y prunasina) presentes en la
almendra durante su desarrollo en menos de 10 min, trabajando a una
velocidad de flujo de 1,3 mL/min. Ademds, permitié que ambos com-
ponentes eluyeran puros, separados de otros componentes del extracto
metanolico, pureza que ha sido contrastada mediante la utilizacion del
detector fotométrico de arreglo de diodos. Tan sélo cuando la concen-
tracién de amigdalina estd cercana al limite de deteccién, debido a la
escala de trabajo, en el cromatograma se observa una impureza junto
al pico correspondiente a amigdalina, que hace que haya que ajustar
la integracion segun los parametros de pureza de pico del detector. En
la Figura 5 se muestra un cromatograma tipo obtenido a partir de una
mezcla patrén de amigdalina y prunasina. Como se observa el tiempo
de retencion para la amigdalina y prunasina es de 3,4 y 5,7 min, respec-
tivamente.

Determinacion cuantitativa

Las rectas de calibracion (Y= ax + b ) obtenidas fueron las siguientes:

Muestras dulces y ligeramente amargas (amigdalina):

Y = 8,050 x 10°+ 5,513 x10* [Ec.1]
Muestras amargas (amigdalina):
Y =6,573 x 10°+ 5,125 x 10* [Ec.2]
Amargas y ligeramente amargas (prunasina):
Y = 8,751 x 10° + 2,593 x10* [Ec.3]

A partir de estas rectas de calibracién se calculé el limite de detec-
cion para amigdalina y prunasina:

- Limite de deteccién de la amigdalina: 0,387 mg/100 g de muestra
seca, cuando se trabaja con 0,4 g de muestra y se utiliza un volumen
de extraccion de 5 ml de metanol.

- Limite de deteccién de la prunasina: 0,136 mg/100 g muestra seca,
con las mismas condiciones de extraccién que para amigdalina.

De acuerdo con las definiciones de la ISO y la TUPAC, el Limite
de Deteccion (LOD) es un parametro del método analitico definido
a priori, porque se fija antes de que se realice la medida. El LOD es
esencialmente diferente a la decisién sobre si se detecta un analito o
no, puesto que dicha decision se toma una vez se conoce el resultado
de la medida (25). La Tabla 5 presenta la reproducibilidad del método
en los dos niveles de concentracion estudiados, tomando 10 muestras
(1 mg) y analizdndolas inmediatamente. Se observa que el coeficiente
de variacion toma valores de 2,3% para la variedad Garrigues y de 22%
para la Titan.

Desde el punto de vista practico, el método de HPLC utilizado es
mas sencillo en cuanto a la preparacion previa de la muestra y requie-
re menor destreza y tiempo de andlisis (sobre todo si se dispone de un
inyector automatico). Ademds, presenta la ventaja adicional de per-
mitir la identificacion y cuantificacion de los compuestos cianogénicos
(amigdalina o prunasina) presentes en la muestra (Figura 6). Berenguer
et al. (23) han realizado ensayos para determinar la presencia de com-
puestos cianogénicos utilizando otro tipo de columna diferente a Sym-
metry C18.
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Tabla5. Reproducibilidad del método cromatogréfico en dos niveles de concentracion de
amigdalina. Contenido de cianuro mg/100g de muestra seca.

Muestras Garrigues Titan
1 1,32 0,028
2 1,28 0,020
3 1,36 0,034
4 1,28 0,029
5 1,27 0,026
6 1,34 0,031
7 1,32 0,033
8 1,34 0,027
9 1,30 0,021
10 1,33 0,016
Media 1,31 0,027
Desviacion estandar 0,03 0,006
Coeficiente de variacion (%) 2,3 22,0
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mg cianuro (amigdalina)/100 g

30
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Figura 6. Valores medios de contenido de cianuro en mg de cianuro/100g de muestra seca
obtenidos a partir de la aplicacién de HPLC.

Conclusiones

El acondicionamiento y preparacion de las muestras mas adecuado para
la determinacion analitica de los compuestos cianogénicos se presento
en almendras con tegumento, sin desengrasar, trituradas, congeladas
con nitrégeno liquido y liofilizadas durante 32 h. Para el analisis por
HPLC, la extraccion de los compuestos cianogénicos de la almendra
debe realizarse con metanol 100% durante 16 h, a 30+2 °C y con agita-
cién. El extracto obtenido con metanol es estable durante 7 dias.

Las condiciones cromatograficas seleccionadas han sido: columna
Symmetry C18, eluyente acetonitrilo:agua (20:80), caudal 1,3 mL/min
y detector fotométrico a 218 nm. El coeficiente de variacion obtenido
en cromatografia, como medida de la reproducibilidad del método, fue
del 2,3% a niveles de concentracién 100 veces por encima del limite de
deteccion y del 22% en niveles de concentracion cercanos al limite de
deteccion. El limite de deteccion para amigdalina es de 0,387 mg/100g
y para prunasina de 0,136 mg/100g. La técnica cromatografica HPLC
permite identificar y cuantificar los glucésidos cianogénicos presentes
en la muestra amigdalina y prunasina de forma independiente y con ex-
celente resultados. El tiempo de retencion para amigdalina y prunasina
es de 3,4 y 5,7 min, respectivamente.
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