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Resumen
El objetivo del presente trabajo ha sido determinar el contenido de xantinas y algunos

parametros farmacognodsticos en la “yerba mate”, llex paraguariensis A. St.-Hil. var.
paraguariensis (Aquifoliaceae). Para ello se recolectaron muestras de tres zonas de cultivo en el
Departamento de Itapua, Paraguay. Las muestras se secaron y molieron hasta obtener un polvo
para el andlisis de su contenido en xantina por TLC, HPLC y UHPLC-QTof. También se determiné
el contenido de humedad, cenizas totales y cenizas insolubles en acido. Se detectaron tanto
cafeina (1,23 %) como teobromina (0,13 %). Se encontré que las muestras contenian una
humedad promedio de 6,87 %, cenizas totales 5,80 % y cenizas insolubles en acido 0,87 %. Este
es el primer reporte de estos pardmetros en hojas de “yerba mate” cultivada en Paraguay.
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Original Article

Xanthines content and determination of some pharmacognostic
parameters in yerba mate, llex paraguariensis A. St.-Hil. var.
paraguariensis (Aquifoliaceae), grown in the Department of Itapta, Paraguay

Abstract

The aim of this work was to determine the content of xanthines and some pharmacognostic
parameters in "yerba mate", llex paraguariensis A. St.-Hil. var. paraguariensis (Aquifoliaceae).
For this, samples were collected from three cultivation areas in the Itapua Department,
Paraguay. The samples were dried and ground to a powder for the analysis of their xanthine
content by TLC, HPLC and UHPLC-QTof. The moisture, total ash and acid insoluble ash content
were also determined. Both caffeine (1.23 % dw) and theobromine (0.13 % dw) were detected.
Samples were found to contain an average moisture of 6.87 %, total ash 5.80 % and acid
insoluble ash 0.87 %. This is the first report of these parameters of "yerba mate" leaves, grown
in Paraguay.

Keywords: Yerba mate, llex paraguariensis, xanthines, pharmacognosy
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1. Introduccion

La especie llex paraguariensis A. St.-Hil. (Aquifoliaceae) es de origen nativo (Giberti, 1994; Pin
et al. 2009), se distribuye desde Brasil (Rio de Janeiro, Sao Paulo, Minas Gerais, Parand, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul), Uruguay (Treinta y tres, Tacuarembd,
Maldonado), Argentina (Misiones y Nordeste) y en Paraguay oriental (Giberti, 1994); en los
Departamentos de Alto Parand, Amambay, Caazapa, Canindeyu, Central, Cordillera, Guaira,
Itapua y San Pedro (Pin et al. 2009).

Esta especie tiene diversos nombres vernaculos tales como: “ka’ay” (yerba arbdrea, nombre

original), “ka’a mata” (hibridacion actual del anterior), “ka’a” (por simplificacion), “yerba

mate” (nombre quechua de Lagenaria vulgaris L., fruto en el cual se ceba el mate), “ka’a eté”

(eté=verdadera), (Giberti, 1994). En portugués es conocida como “herva mate”, erva do palo”

o “gongonha verdadeira”; en Europa es conocida como “té del Paraguay”, “de los Jesuitas” o
"o

“de las Misiones”, “yerba de San Bartolomé” o simplemente “yerba” (Barreira, 1992; Giberti,
1994; Néjera, 1994; Tursarkissian, 1980).

Son sindnimos de esta especie: llex paraguariensis var. sincorensis Loes. (Trépicos, 2023), llex
paraguariensis A. St.-Hil. f. latifolia Chodat, llex paraguariensis A. St.-Hil. f. parvifolia Chodat
(Giberti, 2008; Tropicos, 2023), llex mate A. St.-Hil., llex curitibensis Miers, llex domestica
Reissek var. glabra Reissek, llex sorbilis Reissek, llex theaezans Bonpl. ex Miers, llex
paraguayensis A. St.-Hil. var. dentata Miers, llex paraguayensis A. St.-Hil. var. idonea Miers,
llex curitibensis Miers var. gardneriana Miers, Illex paraguariensis A. St.-Hil. f. domestica
(Reissek) Loes., llex paraguariensis A. St.-Hil. f. sorbilis (Reissek) Loes., llex paraguariensis A.
St.-Hil. f. confusa Loes., llex paraguariensis A. St.-Hil. f. dasyprionata Loes., llex paraguariensis
A. St.-Hil. var. Ulei Loes., llex paraguariensis A. St.-Hil. f. glabra Loes., llex paraguayensis A. St.-
Hil. var. usitata Miers, llex paraguariensis A. St.-Hil. var. genuina Loes., nom. Inval (Giberti,
2008; Flora del Cono Sur, 2023).

Las hojas y ramitas jovenes de este vegetal, tostadas, desecadas, convenientemente
desmenuzadas y mezcladas, luego de un proceso de estacionamiento, se usan para preparar
una infusién acuosa de propiedades estimulantes debido al tenor de cafeina que contiene
(Dimitri, 1980; Gonzalez, 1992; Giberti, 1994).

En relacion a estudios realizados en llex paraguariensis, en Paraguay, Vera Garcia et al. (2005),
realizaron el andlisis del contenido mineral de la “yerba mate”; y Gonzélez et al. (2009),
aportaron datos sobre los caracteres exo-endomorfolégicos y farmacogndsticos de la “yerba
mate”, cultivada en el Jardin de Aclimatacién de Plantas Nativas y Medicinales de la Facultad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Asuncion. Sin embargo, hasta la fecha
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segun la bibliografia consultada, no se han publicado datos sobre el contenido de xantinas y
otros pardmetros farmacogndsticos de la “yerba mate”, provenientes de los diferentes
cultivos de Paraguay.

El objetivo del presente trabajo ha sido determinar el contenido de xantinas y de algunos
pardmetros farmacognodsticos, en la “yerba mate”, cultivada en tres localidades del
Departamento de Itapua, Paraguay.

2. Materiales y métodos

2.1 Material examinado

El material botdnico correspondiente a “yerba mate”, llex paraguariensis A. St.-Hil. var.
paraguariensis, (Figura 1), fue colectado de tres zonas de cultivo, en el mes de noviembre del afio
2020, localizados en el Departamento de Itapua, Paraguay: Jesus, Hohenau y Capitan Miranda
(Figura 2). Se elaboraron ejemplares de herbario, que estdn depositados en el Herbario Facultad
de Ciencias Quimicas como:

e Y.Gonzalez, 95. Dpto. Itapua, Jesus, 2020.

e Y.Gonzdlez, 96. Dpto. Itapua, Hohenau, 2020.

e Y.Gonzdlez, 97. Dpto. Itapua, Capitan. Miranda, 2020.

Ademas, se realizé el andlisis micrografico de las muestras, observandose que en todos los casos
los caracteres morfoldgicos y anatdmicos cualitativos se corresponden con los descriptos para
llex paraguariensis var. paraguariensis por Spegazzini et al., (2000) y Gonzalez et al., (2009).

Figura 1. /lex paraguariensis
AT o 2;:
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Figura 2. Mapa del Dpto. de Itapua, Paraguay. La flecha sefiala los sitios de colecta, cada uno
indicado con una “x”
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2.2 Materiales

La cafeina fue adquirida de BASF (Ludwigshafen, Alemania), la teobromina de Sigma Aldrich (St.
Louis MO, EE. UU.) y la teofilina de Marsing & Co. Ltd. (Dinamarca). Las placas de gel de silice eran
de Merck KGaA (Darmstaadt, Alemania). Los disolventes acetato de etilo p.a. el metanol p.a, y el
yodo sublimado correspondieron a la marca Ciccarelli (San Lorenzo, Argentina); y se adquirid
metanol grado HPLC de JT Baker (Estado de México, México). Isopropanol p.a. y cloroformo p.a.
se adquirieron de Merck KGaA (Damstadt, Alemania) y acido clorhidrico p.a., acido sulfurico p.a.,
etanol p.a. he hidréxido de amonio p.a. de Biopack (Buenos Aires, Argentina). El yoduro de
potasio p.a. correspondia a Merck Quimica Argentina (Buenos Aires, Argentina).

a. Preparacion del extracto para el analisis cromatografico

Se colectaron hojas frescas adultas de “yerba mate”, que fueron secadas a 40 °C por 72 horas en
estufa Matsui (Japdn). Las hojas secas se molieron hasta obtener un polvo fino y se extrajeron
segun la técnica empleada por Reginatto, et al., (1999), con algunas modificaciones. Una porcién
de 7,5 g de polvo se calentd con 50 mL de acido sulfurico (20 %) durante 10 minutos y luego se
filtrd. El extracto acido se neutralizd con hidréxido de amonio (30 %) y se extrajo con tres
porciones de 50 mL de isopropanol: cloroformo (1:3); las fases organicas se combinaron vy el
solvente se evapord a sequedad obteniendo un rendimiento de 3-6 % (p/p) del polvo de hojas.

b. Condiciones cromatograficas

e TLC: el extracto seco asi obtenido se re disolvié en metanol y se analizdé por TLC seguln
Wagner & Bladt (2009).

e HPLC: para el andlisis por HPLC se disolvieron en promedio alrededor de 344 mg del
extracto por agitacién mecanica en 15 mL (metanol: agua destilada (25:75 v/v), en matraz
aforado de 25 mL y se llevd a volumen con el mismo solvente. De esta solucién se tomo
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una alicuota de 1 mL, se colocd en un matraz aforado de 10 ml y se llevd a volumen con
el mismo solvente, se filtré e inyectd. Las muestras se analizaron en un cromatografo
liquido Shimadzu LC-20AT con detector de arreglo de diodos SPD-10A (V) vp, un Inyector
manual de 20uL -loop, y un sistema de elucidn isocratico con una fase movil de metanol
y agua destilada (25:75, v/v) a un caudal de 1 mL/min, a 25°C y detectada a 280 nm. La
columna empleada fue una Eclipse XDB-C8, Agilent-C8 (4,6 mm x 250 mm - 5uM).

c. Linealidad

Para verificar la linealidad, se prepararon diluciones en serie de cafeina (1,0, 5,0, 10,0, 20,0, 100,0
y 250,0 pg/mL), teobromina (3,0, 4,0, 5,0, 10,0 y 20,0 pg/mL) y teofilina (1,0, 2,0, 5,0, 10.0y 20,0
ug/mL) utilizando metanol y agua destilada (25:75, v/v) como solvente. Las soluciones estandar
se inyectaron por triplicado; la linealidad se evalué mediante regresién lineal seguin United States
Pharmacopeia [USP], (2018).

La ecuacidn de la regresion fue (y= ax + b) y los coeficientes de variacidon que fueron calculados
son los siguientes: cafeina (0,999), teobromina (0,991) y la teofilina (0,995).

d. Humedad, cenizas totales y cenizas insolubles en acido
Las determinaciones de humedad, cenizas totales y cenizas insolubles en acido, se realizaron
segun Farmacopea Argentina, (2008).

3. Resultados

Los cromatogramas de HPLC de soluciones estandar dieron picos simétricos con una
resolucion de 4,4 para teofilina y teobromina y 4,8 para teofilina y 4,8 para cafeina (Figura 3).
Los tiempos de retencién fueron de aproximadamente 4,1 min para la teobromina, 6,01 min
para la teofilina y 8,60 min para la cafeina. La identificacién de los compuestos en los
cromatogramas de las muestras se realiz6 comparando los tiempos de retencién y los
espectros UV con los de los compuestos de referencia. (Figura 4).

Debido a la presencia de un pico con un tiempo de retencidn cercano al de la teofilina y con
un espectro UV similar, todas las muestras se analizaron mediante LCMS de alta resolucion
para comprobar la teobromina a 5,0 min con m/z 181,0726 [MH]+, teofilina eluida a un tiempo
de retencion de 6,3 con m/z 181,074 [MH]+ y cafeina 7,9 min con m/z 195,0905 [MH]+ (Figura
5).
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Figura 3. Cromatograma de estandares: pico 1, teobromina (tr=4,10min), pico 2, teofilina
(tr=6,04min) y pico 3, cafeina, (tr=8,60min)
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Figura 4. Cromatograma de la muestra: pico 1, teobromina (tr=4,22min); pico 2, compuesto
X (tr=5,77min) y pico 3, cafeina (tr=8,92min)
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Figura 5. Cromatogramas LCMS de la muestra: 1- Estandar de teofilina, 2- Muestra de
Hohenau, 3- Muestra de Capitan Miranda, 4- Muestra de JesuUs.
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Fuente: Elaboracién propia (2023)

El contenido de cafeina y teobromina, se expresan en la Tabla 1, para las muestras analizadas

de los tres cultivos. En la Tabla 2, se mencionan los valores de humedad, cenizas totales y
cenizas insolubles en acido.

Tabla 1. Contenido de cafeina y teobromina para las muestras de los tres cultivos.

Sitio de colecta Contenido de cafeina Contenido de
(%) teobromina (%)
Capitan Miranda 0,91 0,037
Jesus 1,14 0,077
Hohenau 1,63 0,28
Valor promedio 1,23 0,13
Fuente: Elaboracion propia (2023)

Tabla 2. Contenido de humedad, cenizas totales y cenizas insolubles en acido

Sitio de colecta Humedad (%) Cenizas totales Cenizas insolubles en
(%) acido (%)
Capitan Miranda 6,20 6,24 1,35
Jesus 7,50 5,84 0,08
Hohenau 6,90 532 1,19
Valor promedio 6,87 5,80 0,87
Fuente: Elaboracién propia (2023)
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El anadlisis TLC confirmd la presencia de teobromina y cafeina. En cuanto a los resultados
obtenidos con HPLC, se detectd teobromina y cafeina en todas las muestras, con valores que
oscilaron entre 0,91y 1,63 % para cafeina y entre 0,37 y 0,28 % para teobromina. No hubo
ningun pico que coincidiera exactamente con el tiempo de retencién y los espectros UV/Vis
de la teofilina.

Para confirmar la identidad de las metilxantinas y del pico observado en el analisis HPLC, las
muestras se analizaron por LCMS usando Qll-ToF como detector que tiene alta resolucién y
sensibilidad. El analisis confirmé la presencia de teobromina y cafeina, pero no se detecté
teofilina. Este resultado coincide con la gran mayoria de estudios confiables publicados sobre
el contenido de xantinas de I. paraguariensis.

La referencia bibliografica establece que, en contraste con la teobromina y la cafeina, la
teofilina ha sido encontrada sélo en pequefias cantidades en las hojas de “yerba mate”, segln
estudios realizados por Vazquez y Moyna, (1986), Mazzafera, (1994) y Saldafia et al. (1999,
2000); sin embargo, esto ultimo, ha sido motivo de controversia (Schubert, 2006), ya que
algunos autores afirman, que no se encuentra teofilina en dichas hojas (Choi et al. 2005). De
hecho, en relacion a los pocos trabajos que, si reportan la presencia de teofilina en hojas de
“yerba mate”, son muchos mas los trabajos que no la reportan (Wilson et al. 1981; Clifford et
al. 1990; Ashihara, 1993; Filip et al. 1998; Reginatto et al. (1999); Athayde et al. 2000; Choi et
al. 2005; Strassmann, 2008). Como se observa, los estudios sobre el contenido de
metilxantinas en hojas de “yerba mate”, se ha venido realizando aproximadamente desde la
década de los ochenta, empleando técnicas analiticas cada vez mas sofisticadas y que
permiten obtener resultados mds confiables.

Hay numerosos trabajos sobre el contenido de metilxantinas en I. paraguariensis, pero hay
relativamente pocos que analizaron su presencia en otras especies de llex, por ejemplo, Filip
et al. (1998); Reginatto et al. (1999); Choi et al. (2005). Fillip et al. (1998) analizando por HPLC-
DAD, informaron el contenido de xantinas en siete especies de llex, entre ellas, I.
paraguariensis var. paraguariensis, como parametro para identificar a los sustitutos o
adulterantes de la misma; y efectivamente, demostraron que el mayor contenido de cafeina
y teobromina se dio en esta especie; mientras que en las demas apenas se han determinado
trazas de estos dos metabolitos, y en tres de las especies estudiadas, no en I. paraguariensis,
identificaron teofilina, siendo posible su cuantificacidon solo en una de ellas. Por su parte,
Reginatto et al. (1999) analizaron la acumulacion de metilxantinas en especies de llex, e
identificaron y cuantificaron cafeina y teobromina para I. paraguariensis var. paraguariensis e
I. paraguariensis var. vestita, y ausencia de metilxantinas en 1. brevicuspis, I. dumosa e |I.
microdonta; estableciendo que la acumulacién de estas dos metilxantinas es una
caracteristica particular de I. paraguariensis. Por otra parte, Choi et al. (2005) proponen una
clasificacidn de las especies de llex, a través del analisis metabolémico realizado en 11
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especies de llex mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) y andlisis
de datos multivariados; determinando que los metabolitos que permiten discriminar a las
diferentes especies de llex son la arbutina, la cafeina, los fenilpropanoides y la teobromina;
asi por ejemplo, es posible diferenciar a la especie I. paraguariensis, de las demas especies
estudiadas, por ser la Unica que contiene cafeina y teobromina, y segin la metodologia que
emplearon aseveran no haber detectado teofilina en las hojas de dicha especie. Bastos et al.
(2006) analizaron el contenido de compuestos bioactivos en hojas de I. paraguariensis, en sus
diferentes estados de procesamiento, concluyendo que el tenor de estos compuestos y
especificamente el acido 5-cafeoilquinico y la cafeina, varian en funcidon de la etapa de
procesamiento. Cansian et al. (2008), identificaron varios compuestos semi-volatiles entre
diferentes poblaciones de I. paraguariensis en Brasil, incluidos entre estos compuestos se
encontraban la cafeina y la teobromina.

Las muestras con mayor contenido de xantinas fueron las de Hohenau mientras que las
muestras de Capitan Miranda tuvieron la concentracién mas baja. Los valores medios
obtenidos, para cafeina (1,23%) y teobromina (0,13%) se encuentran dentro del rango de
valores reportados por otros autores, como Reginatto at al. (1999) que menciona para cafeina
un promedio de 0,646% y para teobromina 0,12%.

En relacion a los valores de humedad, cenizas totales y cenizas insolubles en acido obtenidos,
se observa que se encuentran dentro de los rangos establecidos para “yerba mate” segin NP
35001 (INTN, 1995), y la octava edicion de la Farmacopea Argentina (2008).

Finalmente, para hacer referencia a los trabajos realizados en llex paraguariensis, en
Paraguay, se pueden citar; la determinacion de la fraccién de minerales extraidos de la “yerba
mate”, por té frio (maceracidn) y té caliente (infusién) tal como se consume en Paraguay (Vera
Garcia et al. 1996); el desarrollo de un ingrediente funcional a partir de concentrado de “yerba
mate” encapsulados en matrices de alginato de calcio para preservar sus caracteristicas
antioxidantes (Hermosilla, 2018); la validacion de un método de analisis de aflatoxinas en
“yerba mate” comercial por cromatografia liquida de ultra eficacia acoplada a un
espectrometro de masas en tandem (Medina, 2020). En relacidn al contenido de xantinas,
Gonzalez et al. (2009), reportan, entre otros datos, el contenido de cafeina para un ejemplar
cultivado en el Jardin de Aclimatacién de la Facultad de Ciencias quimicas, Universidad
Nacional de Asuncidn, sin embargo, segun la bibliografia consultada, hasta la fecha no hay
reportes del contenido de xantinas (cafeina y teobromina) en la “yerba mate” proveniente de
cultivos en Paraguay, por lo que los valores obtenidos en este trabajo, son los primeros
reportados para estos metabolitos; para la “yerba mate” paraguaya. Es importante conocer la
calidad de la materia prima de partida, ya que de ello dependera la calidad del producto final,
en este caso, la yerba mate elaborada y sus derivados, como las yerbas compuestas y las
aromatizadas. Es de destacar que el contenido de estas dos xantinas es igual o incluso un poco
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mas elevado que en lo reportado por otros autores para cultivos de Argentina y Brasil (Filip et
al. 1998; Reginatto et al. 1999). Finalmente cabe mencionar que es conveniente realizar este
analisis en cultivos provenientes de otras regiones del pais.

4. Conclusion

Las metilxantinas, cafeina y teobromina fueron identificadas en las muestras de "yerba mate",
I. paraguariensis var. paraguariensis, de tres regiones diferentes del departamento de Itapua,
Paraguay. Los valores medios obtenidos fueron 1,23 % de cafeina y 0,13 % de teobromina. En
cuanto a los parametros farmacogndsticos se obtuvieron los siguientes valores promedio:
humedad 6,87 %, cenizas totales 5,80 % y cenizas insolubles en acido 0,87 %. De acuerdo con
la literatura revisada, este es el primer reporte del contenido de xantinas en "yerba mate"
cultivada en Paraguay.
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