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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Glucoésidos cianogénicos o cianogenos

Toxinas producidas por las plantas de manera natural

Se han descrito mas de 75 glucésidos cianogénicos diferentes en mas de 2500 plantas de 130 familias.
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Glucoésidos cianogénicos o ciandgenos

AZUCAR

AGLICONA
v CN
v Rl
v R2

50 ANIVERSARIO
CENTRO NACIONAL
DE ALIMENTACION



Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

Glucoésidos cianogénicos o cianogenos
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Clasificacion segun su
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

No son téxicos por si solos
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

No son téxicos por si solos

Alteracion de Glucosido cianogénico La clanfidrina
estructuras celulares R 12 hidrolit; HCN + HCN
enzima hidrolitica
de la planta aldehido/ cetona.
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Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

No son téxicos por si solos

La amigdalina como ejemplo
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Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

No son téxicos por si solos

El lino como ejemplo
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Toxicidad
Cantidad de enzimas Alcance de la alteracion
(linamarasa/amigdalasa) en celular (masticado,
el tejido vegetal golpeado, etc) en el tejido
Acidez Tratamiento
(alimento, digestion, térmico
procesos de fabricacién, etc)
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Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

Toxicidad

Gravedad de la toxicidad depende

v’ La cantidad ingerida

v' El peso del ser vivo que lo ingiera

Los principales contribuyentes a la exposiciéon son las galletas, el zumo o B 1111
el néctar y los pasteles que potencialmente pueden contener glucosidos
clanogénicos
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Toxicidad

Alteracion de la fosforilacion oxidativa (oxigeno — ATP) Impide que las células utilicen O,

El cianuro inhibe la enzima terminal en esta reaccién (citocromo oxidasa a3)

Inhibe Tn® otras enzimas: mecanismos adicionales que contribuyen a su toxicidad aguda

El corazon y el cerebro son particularmente propensos
a la toxicidad del cianuro — Tsuministro ATP
generado por la fosforilacion oxidativa.

La dosis oral aguda LD50 para el cianuro: 0.5-3.5 mg/kg pc.

8 8 MINISTERIO agench 50 ANIVERSARIO
".: DE DERECHOS SOCIALES, CONSUMO srguridad Q CENTRO NACIONAL
: a Y AGENDA 2030 parmtry ek DE ALIMENTACION




Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

>2500 especies vegetales
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Evaluacion del riesgo

2004:105 - \’
HCN en saborizantes e ingredientes alimenticios V e s a -

2019:5662
Riesgos agudos para la salud de CNG en alimentos distintos a
huesos de albaricoque
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Evaluacion del riesgo Determinacion de glucésidos cianogénicos en alimentos

efsa

En 201 6, la EFSA: EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY

La cantidad maxima estimada de semillas de
albaricoque (o materia prima de albaricoque) que se
puede consumir sin exceder la dosis de referencia aguda
(ARfD) es de 0,06 g en ninos y 0,37 g en adultos.

La dosis oral aguda DL50 para el cianuro: 0.5-3.5
mg/kg pc.

» Conclusion: ARfD se superaria con el contenido de
» Un hueso pequefio en nifios y
» 3 huesos pequefios o de un hueso grande en adultos

Se requieren datos sobre el consumo de productos preparados a partir de semillas de albaricoque
crudas.
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Evaluacion del riesgo Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

En 2019, la EFSA: Actualizacion del dictamen 7 F

cientifico sobre la evaluacion de los riesgos para la ‘ Dna,. Ue sq
salud relacionados con la presencia de glucosidos =
cianogénicos en los alimentos distintos de los huesos de .=
albaricoque crudos.

EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY

» Conclusion: exposiciéon humana < la dosis aguda de referencia de 20 pg de cianuro/kg pc no debe
producir efectos adversos agudos.
v' Si se consumen alimentos con Tniveles CNG (semillas de lino, almendras y mandioca) la
ARID de cianuro podria superarse.
v Se deben establecer contenidos maximos de acido cianhidrico, incluido el acido cianhidrico
fijado en CNG en estos alimentos.
* Biodisponibilidad HCN semillas lino
semillas de lino trituradas > semillas de lino enteras/tratadas térmicamente.
Deben fijarse contenidos mas estrictos para las semillas de lino enteras

Reglamento (UE) 2022/1364, aplic. 1 de enero de 2023 modifica el Reglamento (CE) n.o 1881/2006
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Reglamento (UE) 2023/915 de la Comisidn de 25 de abril de 2023 (entré en vigor el 25 de mayo de 2023)

Acido cianhidrico, incluido el acido cianhidrico presente Limite maximo

2.3. L . .
en los glucésidos cianégenos (mg/kg)
Semillas de lino enteras, trituradas, molidas, machacadas o
2.3.1. picadas sin transformar no comercializadas para el consumidor 250
final
3.2 Semillas de lino enteras, trituradas, molidas, machacadas o 150
""" picadas sin transformar comercializadas para el consumidor final
233 Almendras enteras, trituradas, molidas, machacadas o picadas 35
""" sin transformar comercializadas para el consumidor final
Huesos de albaricoque enteros, triturados, molidos,
2.3.4. machacados o picados sin transformar comercializados para el 20
consumidor final
2.3.5. Raiz de mandioca (fresca, pelada) 50
2.3.6. Harina de mandioca y harina de tapioca 10
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Determinacion de acido hidrocianico mediante HPLC

norma UNE-EN 16160
espanola

HCN libre y unido (en piensos)

Julio 2012

Alimentos para animales

Determinacion de dcido hidrociinico mediante HPLC

Meétodo:
i. Extraccioén acidica de los CNG de la matriz
ii. Hidrélisis enzimatica (B-glucosidasa)

Amimal feeding stuffs. Determination of Hydrocvanic acid by HPLC

iii. Destilacién vapor del HCN en una solucion de NaOH e . e e e ot o L
iv. Derivatizacién con taurina y NDA 0 : — _ _
Jae . PN . o . CORRESPONDENCIA Esta norma es la version oficial, en espaitol, de Jla Norma Europea EN 16160:2012
v. Analisis HPLC-FLD (I + ™5+ S ‘
w e o OBSERVA(' :l_
2H,0 l ‘~J
[ l ] ‘\J— . ”J B ANTECEDENTES Esta norma ha sido elaborada por el comité técnico AEN/CTN 34 Productos alimentarios
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Determinacion de acido hidrocianico mediante HPLC

norma UNE-EN 16160
espanola

HCN libre y unido (en piensos)

Julio 2012

Alimentos para animales

Determinacion de dcido hidrociinico mediante HPLC

Meétodo:
i. Extraccioén acidica de los CNG de la matriz
ii. Hidrélisis enzimatica (pB-glucosidasa)

Amimal feeding stuffs. Determination of Hydrocvanic acid by HPLC

iii. Destilacién vapor del HCN en una solucion de NaOH e . e e e ot o L
iv. Derivatizacién con taurina y NDA 0 : — _ _
Jae . PN . o . CORRESPONDENCIA Esta norma es la version oficial, en espaitol, de Jla Norma Europea EN 16160:2012
v. Analisis HPLC-FLD (I + ™5+ S ‘
w e o OBSERVA(' :l_
2H,0 l ‘~J
[ l ] ‘\J— . ”J B ANTECEDENTES Esta norma ha sido elaborada por el comité técnico AEN/CTN 34 Productos alimentarios
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Determinacion de acido hidrocianico mediante HPLC

tras g_g\ucosidaSaS? <4y Algunos inconvenientes
LO 3 Tus? (+ cara) /"Pe%/ Qq,
gaspergl! 0 O ) . . : :
Oz, 102 » Todos los tipos de B-glucosidasas no disponibles

Amigdalasa disponible pero Linamarasa?
Amigdalasa poco eficiente para otros CNG

» Alimentos que se hayan calentado durante el procesado

Jactividad enzimatica intrinseca — infraestimacién?

> Para mandioca no se obtienen buenos resultados
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Determinacion de glucésidos cianogénicos en alimentos y piensos mediante LC-MS/MS

* %
WAGENINGEN ‘keﬁopean *s

UNIVERSITY & RESEARCH * Union
X Reference

%, Laboratory

EURL-MP-method_010 (version 1)
Determination of cyanogenic glycosides in food and feed by LC-MS/MS

Analyte group: Plant toxins - cyanogenic glycosides
Analyte(s): Amygdalin

Linamarin

Linustatin

Lotaustralin
Neolinustatin

Prunasin
Commodity group: Food and feed
Commodities validated: Linseed (flax seed), linseed cake, almond and apricot kernels,

cassava flour, and products containing these ingredients

i
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Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

Determinacion de glucésidos cianogénicos en alimentos y piensos mediante LC-MS/MS

* %
WAGENINGEN ‘kaﬁwean "
UNIVERSITY & RESEARCH * Union

X Reference
%, Laboratory

EURL-MP-method_010 (version 1) No a p licable
Determination of cyanogenic glycosides in food and feed by LC-MS/MS ,
araiz de
Analyte group: Plant toxins - cyanogenic glycosides .
Analite(g;]: Amygdalin IRSEESY Ma ndloca fresca
Linamarin
Linustatin

Lotaustralin
Neolinustatin

Commodities validated: Linseed (flax seed), linseed cake, almond and apricot kernels,
cassava flour, and products containing these ingredients

Commodity group: Food and feed
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Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

Matriz

Amigdalina

Prunasina

Linustatina

Neolinustatina

Linamarina

Lotaustralina

Semillas de lino

v

v

v

v

Almendras

Huesos
de albaricoque

Raiz de mandioca

Harina de mandioca y
harina de tapioca

I
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Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

Determinaciéon de glucésidos cianogénicos en alimentos mediante LC-MS/MS CNA

Método basado en el del EURL

Analitos: Amigdalina, prunasina, linamarina, lotaustralina, linustatina y
neolinustatina

Matrices: semillas de lino y almendras

50 ANIVERSARIO
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Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

Determinaciéon de glucésidos cianogénicos en alimentos mediante LC-MS/MS

EXTRACCION , o o _ , _
Cva: Los estandares de calibracion se preparan afiadiendo soluciones estandar a una matriz blanca.

| | Si no se dispone de muestra blanca se podra usar una alternativa (“surrogate”)

Linaza Sésamo o soja

Harina de yuca o tapioca Harina de maiz

0,4-1 g muestra

Almendras/hueso albaricoque JEENEIERER

Mazapanes y turrones Pasta de judias blancas

: DERECHOS SOCIALES, CONSUMO ipanols de 50 ANIVERSARIO
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

Determinaciéon de glucésidos cianogénicos en alimentos mediante LC-MS/MS

Conversion a equivalentes de HCN

CNG i Cl\fgc/tl\‘/’llv’v e [CNG] en 1 ug HCN eq/mL disolucion
Amigdalina 16,92
Linamarina 9,14
Linustatina 15,14
Neolinustatina 15,66
Lotaustralina 9,66
Prunasina 10,92
Durrina (IS) 11,51

7 50 ANIVERSARIO
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Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

Determinaciéon de glucésidos cianogénicos en alimentos mediante LC-MS/MS

EXTRACCION
+ 40 ml de solvente extraccién . . . Centrifugacion
MeOH/H20/FA (25/74/1) (v/v/v) Agitacion orbital (30 min) (10 min; 10,000 rpm)
a Sobrenadante
1 g muestra
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Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

Determinaciéon de glucésidos cianogénicos en alimentos mediante LC-MS/MS

Preparacion del extracto para inyeccion UPLC-MS/MS

20 pl sobrenadante
+ 20 pl durrina (IS) Filtracion

+ 60 pl MeOH
+ 400 pl Solvente de diluciéon

(acido formico al 1%)
Sobrenadante

Mini-UniprepTM PTFE filter vial, 500 pl

UPLC-MS/MS

' ®  MINISTERIO
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Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

Determinaciéon de glucésidos cianogénicos en alimentos mediante LC-MS/MS

Condiciones UPLC-MS/MS Fases moviles:
 A:0,1% FA en agua
F e B: MeOH
J’ it

l;‘ A

Columna: Waters BEH C18 1.7 ym, 100*2.1 mm
V inyeccién de 5 pL

Flujo 0,5 yL/min TIEI?IPO A% B%
. (min)

Gradiente 0 100 0
2 100 0

7 85 15

9 20 80

9,2 20 80
9,4 100 0
11,5 100 0
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Determinacion de glucdsidos cianogénicos en alimentos

Determinaciéon de glucésidos cianogénicos en alimentos mediante LC-MS/MS

Condiciones UPLC-MS/MS Voltaje capilar: 3,0 kV
Temp desolv: 600°C
MS/MS EST + Temp. Fuente: 150°C
Flujo de gas de cono: 150 L./h
I6n madre Volt. E col I6n hijo E col I6n E col
(m/z) Cono (eV) (m/z) (eV) hijo (eV)
(V) (m/z)
Linamarin 265,2 20 20 180,0 10 163,0 10
Lotaustralin 279,2 20 20 163,0 10 85,0 20
Prunasin 313,2 20 20 163,0 10 180,0 10
Durrina (IS) 329,2 20 25 85,0 20 180,0 10
Linustatina 427,2 20 25 85,0 25 325,0 10
Neolinustatina 441,2 20 25 145,0 20 325,0 10
Amigdalina 475,2 20 8 25 325,0 10

5,0
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Determinacion de glucosidos cianogénicos en alimentos

2023-09 EURLPT MP 11 Hydrocyanic acid in food and feed

LC aprox. 1 mg/Kg

s
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Gracias al mejor equipo
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