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RESUMEN

El creciente empleo de la yuca (Manihot esculenta) y sus derivados en la industria alimentaria
hace necesario conocer la cantidad de cianuro que este vegetal puede aportar a los alimentos
conformados. Se prepar6 harina y almidon de yuca de la variedad CENSA 64-7329, apta para el
consumo humano. En la yuca fresca, harina y almiddon se determiné el contenido de humedad
para conocer la cantidad de agua que se elimina después del procesamiento, en la que puede
lixiviarse el cianuro. El contenido de proteinas se determiné por el método Kjeldahl, y permitid
elegir el método de cuantificacion de cianuro sin la interferencia de otros compuestos
nitrogenados. La cuantificacion de cianuro se realizd6 por dos procedimientos: método de
titulacion alcalina con AgNOs y el método espectrofotométrico, empleando ninhidrina como
desarrollador de color. La cantidad de cianuro detectada por ambos métodos esta por debajo de
los limites establecidos por la FAO-OMS.

Palabras clave: Manihot esculenta; harina; almidén; contenido de cianuro.

ABSTRACT

The growing use of cassava (Manihot esculenta) and its derivatives in the food industry makes it
necessary to know the amount of cyanide that this vegetable can contribute to shaped foods.
Cassava flour and starch of the CENSA 64-7329 variety, suitable for human consumption, were
prepared. In fresh cassava, flour and starch, the moisture content was determined to know the
amount of water that is eliminated after processing, in which cyanide can be leached. The protein
content was determined by the Kjeldahl method and allowed choosing the cyanide quantification
method without the interference of other nitrogenous compounds. Cyanide quantification was
performed by two procedures: alkaline titration method with AgNOs and the spectrophotometric
method using ninhydrin as color developer. The amount of cyanide detected by both methods is
below the limits established by the FAO-WHO.

Keywords: Manihot esculenta; flour; starch; cyanide content.
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Introduccion

La yuca (Manihot esculenta), es una importante fuente de carbohidratos que es consumida de
diferentes formas; es considerada el cuarto producto basico mas importante después del arroz, el
trigo y el maiz.® Se utiliza para la produccion de harinas; el producto mas importante elaborado
con base de yuca es el almidon. La obtencion de harina de yuca para la utilizacion en productos
alimenticios y la posible sustitucion total o parcial de otras harinas (basicamente del trigo), con lo
cual se podrian sustituir importaciones, con el consiguiente beneficio econémico, se ha
expandido.® En Cuba se ha comenzado a utilizar harina y el almidon de yuca en la industria

alimentaria para la confeccion de dulces, confituras y productos carnicos.

La yuca acumula dos glucdésidos cianogénicos en las raices y hojas: linamarina y lotaustralina
(proporcidn de 93:7), segun se aprecia en la figura 1. Esos dos glucésidos son capaces de generar
acido cianhidrico (HCN), de forma que la concentracion de cianuro y el uso de yuca como

alimento estan condicionados a una hidrolisis enzimatica de esos dos glucosidos cianogénicos.

CN
CN

OH H

Linamarina Lotaustralina

Fig. 1- Estructura de glucésidos cianogénicos presentes en Manihot esculenta

Las variedades de yuca son normalmente clasificadas por el contenido de cianuro (CN) en la
pulpa de la raiz, en dulces (< 100 mg HCN/Kg) y agrias (> 100 mg HCN/Kg).® La mayor parte
de la yuca de mesa (dulce) es comercializada de forma fresca, siendo consumida despueés del uso
de técnicas de preparado mas simples (pelado, coccion, asado, etc.). Por otro lado, variedades
industriales son utilizadas en la obtencion de harinas, fécula o polvillos, siendo solamente

consumidas después de algln tipo de procesamiento industrial detoxificante.) El procesamiento
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adecuado es suficiente para reducir las concentraciones aceptables de cantidades de ciandgenos
toxicos, existiendo etapas basicas para el procesamiento de harina de yuca. El limite maximo de
acido cianhidrico en la harina de yuca aceptado por la FAO-OMS para consumo humano es
10 ppm.® Siempre que se utilice yuca o subproductos de esta en la elaboracion de alimentos, es
necesario cuantificar la cantidad de cianuro en los alimentos elaborados con esta materia prima y

sus derivados, para garantizar la inocuidad de los mismos.

Los glicésidos cianogénicos son, generalmente, cuantificados a través de meétodos: titrimétricos,
electroquimicos o colorimétricos. La seleccion del procedimiento dependeria solo de la
concentracion de cianuro en la muestra. Segun Pohlandt et al. ®, con el método fotocolorimétrico

se puede determinar concentraciones tan bajas como 20 pg/L.

En este trabajo se describe la determinacion de cianuro en yuca y algunos subproductos obtenidos
a partir de este tubérculo. La informacidén que se obtuvo en este estudio sera crucial para la
extension del uso seguro de la yuca y sus derivados en la industria alimentaria y otros organismos

reguladores, respecto a la toxicidad de esta especie vegetal.

Materiales y métodos

Se utiliz6 1 kg de yuca (variedad CENSA 74-6329), a la que previamente se le retird la corteza.
Para la fabricacion de harina, la yuca se dividio en pequefios trozos, y se secé al sol durante una
semana. El material parcialmente deshidratado, se trituré en un molino de laboratorio de la marca
IKA. El producto resultante, se tamizd hasta lograr un polvo fino (no se detecta al frotar entre los
dedos los granos de harina). El almidon se prepar6 a partir de yuca fresca, la que fue molida y
prensada durante 24 h. El filtrado se dejo en reposo toda la noche y se decantd el liquido

sobrenadante; el precipitado resultante se secé al sol durante 72 h.

La determinacién de materia seca y humedad se realizd por el método gravimétrico, usando una
balanza analitica marca Satorius y una estufa con control de temperatura WSU 400 de
procedencia alemana. Se partié en todos los casos de 200 g de muestra. Se emplearon las

siguientes ecuaciones:
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. maegda seca
% materia seca= ————— x 100 1)
masa hiumeda

0 humedad = 100 — % materia seca (2)

El contenido de proteinas se determind mediante el método Kjeldahl a partir de 5 g de cada
muestra. Para la destilacion, se utilizé un destilador Vapodest de procedencia alemana. Como
factor para la determinacion del porcentaje de nitrégeno se utiliz6 6,25; que es el establecido para

muestras vegetales.(

El contenido de nitrégeno en las muestras se determind pesando 1,21 g. Tras la digestion, la
disolucion resultante se alcalinizd con un exceso de NaOH; se destilé con vapor de agua, y el
NHs liberado se recogio sobre 50 mL de HsBOs, y posteriormente fue valorado con H2SO4 0,3 N,

consumiéndose 17,7 mL del mismo.

El porcentaje de proteinas se calcul6 segun la ecuacion (3):

g de proteina _ XgdeN

x 625 3)
100g 100 g

La cuantificacién de cianuro se realizd por dos meétodos, el de la titulacion alcalina y el

espectrofotométrico.

Método de la titulacion alcalina ©

El material vegetal se tamizd lograndose un tamafio de particula de 1 mm. Se colocaron 10 g de
la muestra en el baldn de destilacion; se afiadieron 200 mL de agua, dejando reposar por 4 h (con
el equipo conectado Y listo para el proceso de destilacion). Se recogieron 150 mL del destilado en
una solucién de NaOH (0,5 g en 20 mL de agua destilada) y se diluyé a un volumen definido
(200 mL). A 100 mL de la mezcla fueron afiadidos 8 mL de NH4OH 6 M, 2 mL de Kl al 5 %, y
se titul6 con AgNOs 0,02 M. El punto final es tenue, pero de turbidez permanente y puede ser
facilmente reconocido. El célculo de la concentracion de HCN se realiza mediante la
ecuacion (4):
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1 mL 0,02 MAgNOs= 1,08 mg HCN (Ag equivalente a 2CN) 4)

Método espectrofotométrico

Para la determinacion de cianuro en las muestras, se partio en todos los casos de 50 g. La masa de
la muestra se tratd con 100 mL de agua destilada bajo la accion de ultrasonido durante 30 min,
usando un equipo SB-3200TD de procedencia China. Después de dejar reposar por 1 h, se filtro.

Se empled 1 mL de cada muestra para las mediciones espectrofotométricas.

Se us6 una modificacion del método de la ninhidrina propuesto por Surleva et al., en el que se
forma un compuesto coloreado, el 2-ciano-1,2,3-trihidroxi-2H indeno, que se determina
espectrofotométricamente a 485 nm, usando un espectrofotometro FT Rayleigh UV-2100 de
procedencia China.® Para construir la curva de calibracion se prepararon patrones de KCN a 5;
15; 25; 35y 45 pug/mL. Como reactivo desarrollador de color se empled ninhidrina 0,5 mg/mL en
Na2COz al 2 %. La solucion de ninhidrina se uso recién preparada. La mezcla se dejé reaccionar

durante 15 min bajo agitacion a temperatura ambiente para que se desarrolle el color.

Los reactivos empleados fueron de calidad pura y analitica, de la marca Sigma-Aldrich. Todos
los experimentos se realizaron por triplicados. Los datos fueron analizados con el empleo del
software Statgraphics Centurion XV. Se realiz6 un andlisis Anova. Cuando se encontraron
diferencias significativas, se uso la prueba de rangos multiples LSD de Fisher para identificar

diferencias entre los tratamientos.

Resultados y discusion

Determinacion de materia seca y humedad

El agua es uno de los componentes mas importantes de los alimentos y afecta a todas sus
propiedades fisicas. La forma cémo afecta las propiedades de la harina y el almidon de yuca se

explica por la interaccion entre el agua y el medio, que rodea la estructura fisica, también la
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composicion quimica de los diversos solutos incluido polimeros y coloides como particulas

dispersas.1?

Los resultados de la determinacion de humedad y materia seca se muestran en la tabla 1.

Tabla 1- Contendido de materia seca y humedad en las muestras

Muestra Materia seca (%0) Humedad (%)
Yuca 35,25+ 0,08 64,752
Harina 84,58 + 0,03 15,42°

Almidon 78,60 + 0,05 17,40

Leyenda: Letras diferentes en una misma columna, representa que existen diferencias

estadisticamente significativas

La humedad inicial de las raices es una de las variables que determina la cantidad de raices
frescas (yuca) que se necesita para producir cierta cantidad de harina refinada. En este caso, los
modelos financieros han demostrado que la humedad inicial es un aspecto determinante que se
debe manejar cuidadosamente para obtener una buena rentabilidad del proceso. EI hecho de
conocer el contenido de agua y poder modificarlo tiene aplicaciones como: saber cual es la
composicidon centesimal del producto, controlar las materias primas en el area industrial y
facilitar su elaboracion, prolongar su conservacién impidiendo el desarrollo de microorganismos.
No se puede almacenar harina de yuca con méas de un 14 % de humedad, debido al crecimiento de

hongos y la imposibilidad de mantener su textura y consistencia.*?

Como se observa en la tabla 1, el mayor porcentaje de humedad lo tiene la yuca (64,75); este
resultado era esperado, debido a que se partié de material fresco al que se le retir6 la corteza y se
dividio en pequefios trozos, sin someterlo a otro proceso de secado o molienda. El alto contenido
de humedad en la yuca fresca, explica la necesidad de secar previamente el material vegetal para
la produccién de harina. No existieron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al
porcentaje de humedad de la harina y el almidén, sin embargo, llama la atencién la mayor
humedad detectada en el almidon (17,40) respecto a la harina (15,42), lo que puede explicarse
por el diferente proceso usado en la preparacion de cada uno. En el caso de la harina, el material

de partida se seco al sol durante una semana, el almidon se prepar6 a partir de yuca fresca; se

468



elimind el agua por prensado y posterior secado al sol durante 72 h. Se debe tener en cuenta que
una de las caracteristicas del almidén es su capacidad de retencion de agua, por lo que resulta
dificil lograr altos niveles de deshidratacion.*? Por otra parte, la menor humedad de la harina y el
almidon respecto a la yuca fresca significa, que parte del cianuro al ser soluble en agua, se

elimin6 mediante lixiviacion.

Determinacion de nitrégeno total

Uno de los factores que pueden interferir en la determinacion de cianuro es la presencia de otros
compuestos nitrogenados, por esta razon en este trabajo se determino el nitrégeno total mediante
el método Kjeldahl.(”

Seguln la FAO, desde la introduccién del sistema proximal de andlisis, los valores de las proteinas
brutas se han calculado multiplicando el nitrégeno total (N) por un factor determinado. Este

factor es 6,25; tomando como base la hipdtesis de que las proteinas contienen un 16 % de N.(3 14

Los resultados de la determinacion de nitrogeno total se muestran en la tabla 2.

Tabla 2 Nitrogeno total por el método Kjeldahl

Muestra % de N
Yuca 3,11
Harina 2,21
Almidon -

En el método Kjeldahl, el nitrégeno de las proteinas y otros compuestos se transforman en sulfato
de amonio por medio de la digestion con acido sulfarico en ebullicion. El residuo se enfria, se
diluye con agua y se le agrega hidroxido de sodio. El amonio presente se desprende, se destila y
se recibe en una solucion de acido bérico, que luego es titulada con &cido clorhidrico
estandarizado. Generalmente, mediante esta via se determina el nitrégeno proteico. Los
aminoacidos reaccionan con la ninhidrina, dando compuestos coloreados que absorben en la

region visible del espectro. Una cantidad abundante de proteinas en la muestra podria interferir en
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la determinacion de cianuro. Las tres muestras estudiadas tienen un contenido bajo de nitrégeno

proteico.

Cuantificacion de cianuro

La yuca contiene dos principios antinutricionales, dos glucésidos cianogénicos conocidos como
lotaustralina y linamarina, que se hidrolizan en presencia de linamaraza para dar &cido
cianhidrico (HCN) en cantidades que pueden llegar a ser mortales. Aproximadamente el 90 % del
ion cianuro se encuentra en forma de glucoésido (linamarina o cianuro ligado). El porcentaje
restante estd constituido, principalmente, por el cianuro libre y lotaustralina. La reaccion que
libera el HCN ocurre cominmente cuando la estructura celular del tejido de la base se rompe por

accion mecanica al momento de la cosecha y troceado.

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 produccion de harina, ya que durante el
procesamiento, las raices sufren transformaciones fisicoquimicas que pueden reducir el contenido

de HCN hasta niveles inocuos.

En el trabajo se empel6 una variedad de yuca (CENSA 64-7329) clasificada como dulce y apta
para el consumo humano, pero como se esta utilizando cada vez mas la harina y el almidon de
yuca en diferentes producciones y existen diferentes procesos artesanales e industriales de secado

y preparacion, es necesario conocer el contenido de cianuro en estas materias primas.®®

Cuantificacién de cianuro por el método de titulacién alcalina
Titulacién alcalina

El método de determinacion de cianuro establecido por la AOAC, es la titulacion bésica con
AgNO:s.

Este método se basa en la hidrélisis de glucésidos en medio basico, liberdndose é&cido

cianhidrico, el que es destilado y titulado con AgNOs; el acido cianhidrico forma el complejo
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soluble Ag(CN)2, el final del punto de la valoracion se caracteriza por la aparicion de turbidez

debido a la formacion de Agl.

En la tabla 3 se muestran los resultados de las titulaciones.

Tabla 3- Concentraciones de cianuro en las muestras vegetales, mediante el método de titulacion basica

Muestras Volumen Concentracion de
consumido de cianuro (pg/mL)
AgNOs

Yuca 17,611 + 0,371 19,022

Harina 12,231 + 0,252 13,21°

Almidon ND ND

Leyenda: Letras diferentes en una misma columna, representa que existen diferencias estadisticamente significativas.

X : media, ND: no determinado

Si se tiene en cuenta que la maxima cantidad de cianuro permitida en los alimentos es 10 ppm (10
mg/kg), se puede considerar que el contenido de cianuro en las muestras es bajo, encontrandose
en el orden de los ug/mL. Segun la tabla 2, existen diferencias estadisticamente significativas
entre las cantidades de cianuro de la yuca y la harina. Estos resultados pueden explicarse si
tenemos en cuenta que el tratamiento dado a cada muestra fue diferente; la harina se obtuvo a
partir de yuca que se seco durante una semana al sol, periodo en el que se elimina gran cantidad

de cianuro.®® 1) Mediante el método utilizado, no se pudo cuantificar cianuro en el almidon.

Meétodo espectrofotomeétrico

De acuerdo con la tabla 2, el contenido de nitrogeno es bajo, incluso no fue posible determinarlo
en el almidén mediante titulacién alcalina. Estos resultados demuestran que se debe utilizar otro
método para la determinacion de cianuro en variedades de “yuca dulce”. Mediante el método de
la ninhidrina, se puede determinar espectrofotométricamente pequefias cantidades de cianuro
minimizando las interferencias de otros compuestos nitrogenados que puedan reaccionar con el

reactivo desarrollador de color (figura 2.8 Por otra parte, el compuesto formado por la reaccion
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de la ninhidrina con cianuro (2-ciano-1,2,3-trihidroxi-2H indeno) tiene su maximo de absorcion a
485 nm, longitud de onda a la que se realizé la medicidn, lo que pudiera eliminar cualquier

interferencia.®

OH
OH
/ N N
7 &
N32CO3
OH + CN ——»
OH
OH
OH
Ninhidrina 2-ciano-1,2,3-trihidroxi-2H-indeno

Fig. 2- Formacion de 2-ciano-1,2,3-trihidroxi-2H indeno mediante reaccion de la ninhidria con cianuro

Curva de calibracién

A partir de los diferentes patrones de KCN, se desarroll6 la curva de calibracion que se muestra

en la figura 3.
2,5
2
S 15
g y =0,0313x+0,7376
2 RZ=0,9953
o
2 1
<
0,5
0
0 10 20 30 40 50

Concentracién (pg/mL)
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Fig. 3- Curva de calibracion a partir de KCN y ninhidrina

De acuerdo con Pohland, mediante el método colorimétrico es posible detectar concentraciones
de cianuro del orden de 20 ug-L™1. Al no poder cuantificar cianuro en el almidén por el método
de titulacién alcalina, se decidié usar la determinacion espectrofotométrica. Después de la
medicién experimental de la absorbancia de cada muestra y a partir de la curva de calibracion, se

calcularon las concentraciones de cianuro en la yuca fresca, harina y almidon.

La espectroscopia UV-visible es un método versatil para la determinacién de cianuro, en este
estudio se utilizo la alta selectividad de la reaccion entre la ninhidrina y el cianuro en medio

alcalino para determinar trazas del ion.?? Los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4- Resultados de la determinacion de cianuro en las tres muestras

Muestras Absorbancia (X) Concentracion de

cianuro (ug/mL)

Yuca 1,289 + 0,015 17,616%
Harina 1,090 + 0,020 11,258°
Almidon 0,967 + 0,020 7,329°

Leyenda: Letras diferentes en una misma columna, representa que existen diferencias estadisticamente significativas.

X media

Como se observa en la tabla 4, existen diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones de cianuro de las tres muestras. La menor cantidad del ion en la harina y el
almidén demuestran que, en el tratamiento de la yuca para obtener estos dos productos, se
elimina parte del cianuro. En el caso del almidédn se detectd la menor concentracion de cianuro,
esto se explica porque en el proceso de prensado se elimina gran cantidad de agua, la que arrastra
el cianuro. En cambio, para la obtencion de la harina, aunque se pierde mayor cantidad de agua
(tabla 1), esta se elimina por evaporacion al sol, quedando un remanente de cianuro en la muestra.
El método espectrofotométrico permitio cuantificar cianuro en concentraciones tan bajas como
7,32 pg/mL.
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No se pudieron comparar estadisticamente los resultados de ambos métodos, debido a que

mediante la titulacion alcalina no fue posible detectar cianuro en el almidon.

Conclusiones

La variedad de yuca estudiada presenta un contenido de cianuro entre 19-7,32 ug/mL, valores
que se encuentran por debajo de los limites establecido por la FAO-OMS.®) De los
procedimientos analiticos utilizados, el método espectrofotométrico que emplea ninhidrina como
desarrollador de color fue el de mejores resultados, permitiendo detectar cianuro en el almidon en

concentraciones de 7,32 ug/mL.
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