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RESUMEN. Se analizaron separadamente hojas y tallos de Ilex argentina con el ob-
jeto de determinar su contenido en cafeina, teofilina y teobromina. Se utilizé para
ello la cromatografia liquida de alta performance (CLAP). Con un limite de detec-
cién de 0.2 ug de xantina por gramo de material desecado, se comprobé solamente
la presencia de teobromina en ambas muestras, con un contenido promedio por gra-
mo de 5 ug para tallos y de 6 ug para hojas.

SUMMARY. ““Analysis of stems and leaves of Ilex argentina Lillo. I, Xanthines”.
The stated material was analyzed separately by HPLC for its xanthine content (caf-
feine, theobromine and theophylline). With a detection limit of 0.2 Mg per gram of
dried part, caffeine and theophylline were not detected. Theobromine was shown
to be present in both stems and leaves. The mean content was respectively 5 ug and
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6 ug per gram of dried material.

El género Ilex (familia Aquifolia-
ceae) es cosmopolita y comprende al-
rededor de 290 especies’. En la Argenti-
na habitan cuatro de ellas, tres localiza-
das en el nordeste y la cuarta, tnica ci-
tada para el noroeste, crece en la selva
tucumano-boliviana, Se trata de Ilex ar-
gentina Lillo, que vive en nuestro pafs en
las laderas selviticas de Catamarca, Ju-
juy, Salta y Tucumén, entre los 900 y
1800 m sobre el nivel del mar pero que
también se extiende hasta Bolivia?. Se ha
demostrado la presencia de xantinas en
diferentes especies de este género. Existe
teobromina en I, paraguariensis®, I, aqui-

folium*, I. caroliniana’, I. perado®, I.
cassine’, I, ambigua® e I crenata®. Se
sefiald la presencia de cafefna en I. cassi-
ne, I. paraguariensis, I. vomitoria!® e I.
ambigua®. Finalmente se cita la presen-
cia de teofilina sdlo para I. paraguarien-
sis* . El objeto del presente trabajo fue la
determinacién de las mencionadas xanti-
nas en tallos y hojas de I. argentina pro-
cedente de la Provincia de Tucumin. Pa-
ra la preparacion de los extractos a ensa-
yar se utiliz6 el clisico método de Cor-
tés'! y ademas una técnica de extraccidén
acuosa seguida de un procedimiento de
purificacion que ha sido recientemente
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descrito'?. En la deteccion y valoracion
de las xantinas se utilizo la cromatogra-
fia liquida de alta resolucion (CLAP 6
HPLC) por sus ventajas en cuanto a rapi-
dez, sencillez, sensibilidad y especifici-

dad.

PARTE EXPERIMENTAL.

Disolventes. En todos los casos se
utilizaron disolventes especiales para cro-
matografia liquida de alta resolucion.

Material vegetal. Hojas y tallos de
Ilex argentina Lillo colectadas en la Pro-
vincia de Tucuman (ruta 307, camino a

Tafi del Valle) en diciembre de 1982. Se -

conserva material de herbario en el Insti-
tuto Lillo. Las hojas y los tallos se proce-
saron separadamente. El material fue de-
secado previamente en estufa a 52-53°C
y posteriormente pulverizado por medio
de un molino de cuchillas rotativas.

EXTRACCION

1. En medio dcido''. En un erlen-
meyer de 250 ml se colocaron 5 g de
muestra. Se agregaron 10 ml de icido
sulfirico concentrado tratando de mojar
toda la muestra. Se coloco el recipiente
en un bafio de agua a 100 °C durante 20
minutos, disgregando con una varilla los
eventuales grumos carbonosos formados.
Se filtr6 en caliente por papel plegado a
una ampolla de decantacion de 500 ml,
lavando el erlenmeyer y el filtro con a-
gua acidulada. Se enfri6 y agrego canti-
dad suficiente de solucién de hidréxido
de sodio al 40% hasta reaccion alcalina al
tornasol. Se volvié a enfriar y se extrajo
sucesivamente con 100, 100, 50y 50 ml
de cloroformo, filtrando cada una de las
fracciones por papel embebido en cloro-
formo y reuniendo el conjunto. La fase
cloroférmica fue llevada a sequedad in
vacuo por medio de un evaporador rota-
tivo, en un balén previamente tarado. Se
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pesé nuevamente el mismo y se calculo
el rendimiento. Esta técnica se aplicé a
muestras de hojas y de tallos, preparan-
dose asimismo un blanco, para lo cual se
oper sin material vegetal. Los residuos
fueron tomados con 10 ml de clorofor-
mo y rotulados “muestra s/Cortés hoja”,
“muestra s/Cortés tallo” y “blanco s/
Cortés”, seglin el caso.

2. En medio acuoso neutro. Se co-
loco 1g de muestra en un vaso de precipi-
tacién y se humectd con 10 ml de agua.
Se mantuvo en un bafio a 100 °C durante
10 minutos. Se filtrd por papel a un ma-
traz aforado de 10 ml, lavando y comple-
tando a volumen con agua destilada hir-
viendo. Este extracto fue posteriormente
purificado utilizando la técnica ya des-
cripta'?. Para ello, en una serie de cinco
tubos de hemolisis se colocaron sendas
fracciones de 4 ml de cloroformo-isopro-
panol (3:2) més 0,4 ml del extracto acuo-
so.Cada uno de los tubos fue agitado fuer-
temente, agregindose a continuacion ca. 1
g de sulfato de sodio anhidrido en polvo
fino, agitando a posteriori durante 30 se- -
gundos. Se filtrd por papel el sobrenadan-
te organico reunido de todos los tubos a
un balén de 50 ml, lavando el residuo
con fase organica. El extracto fue llevado
a sequedad in vacuo y tomado con 1 ml
de la fase organica. Esta técnica se aplico
a muestras de hojas y tallos, preparindo-
se asimismo un blanco, para lo cual se o-
perd sin material vegetal. Se obtuvieron
soluciones que se rotularon “acuoso ho-

”»

jas”, “acuoso tallos” y “blanco acuoso”.
J y

Cromatografia liquida de alta re-
solucién (CLAP)

Testigos. Se utilizaron segin el ca-
so, .como testigos externos, diferentes so-
luciones de cafeina, teobromina y teofi-
lina en cloroformo o en isopropanol-clo-
roformo (2:3), en una concentracion cer-



cana a los 2 ug/ml de solucién. También
una solucién conteniendo las tres xanti-
nas conjuntamentey finalmente una so-
lucién de 2,32 ug de teobromina por ml
de solucién.

Instrumento. Cromatografo liqui-
do constituido por una bomba de flujo
constante controlada electrénicamente
por retroalimentacion (Spectra-Physics
mod. 740), con vilvula de inyeccion
(Valco) de volumen fijo (10 ul), detector
espectrofotométrico de longitud de onda
variable, filtro electrénico variable de sa-
lida y tensién de salida de 10 mv (Spec-
tra-Physics mod. 770), conectado simul-
taneamente a un registrador de 10 mv/25
cm (Omniscribe) y a un computador in-
tegrador registrador (SP-4100).

Condiciones. Fase estacionaria: si-
licagel 10 um (Lichrosorb), en una co-
lumna de acero inoxidable de 3 mm x 25
cm. Fase movil: (I) cloroformo-metanol
(100:1.5); (II) idem (100:1). Flujo: (A)
3.2 ml/min (presion de trabajo 87 atm);
(B) 1.6 ml/min (presién de trabjo 43
atm). Detector a 274 nm, rango 0.04
AUFS.

Tiempos de retencion. Tiempo
muerto (t,): 0.78 min (IA); 1.30 min
(IB); 0.72 min (IIA). Cafeina: 3.53 min
(IA);6.19 min (IIA). Teobromina: 10.91
min (IA); 16.12 min (IB). Teofilina:
16.01 min (IA).

Procedimiento. Se cromatografia-
ron las muestras en el siguiente orden: (a)
disolvente de los testigos; (b) blanco se-
gan la técnica empleada; (c) extracto de
hojas; (d) extracto de tallos; (e) testigos.
Se repitieron las soluciones (c), (d) y (e)

entre 3 y 4 veces, calculindose automati- -

camente en todos los casos tanto los
tiempos de retencion como las areas bajo
los picos correspondientes a cada sustan-
cia. El mismo procedimiento se utilizd
nuevamente en la forma ya descrita uti-
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lizindose las condiciones IB y teobromi-
na como testigo. Posteriormente se efec-
tuaron corridas sucesivas en las condicio-
nes IA con el detector a 264 nm, 274 nm
y 284 nm. Las condiciones IIA se utiliza-
ron para determinar con mayor precisién
la ausencia de cafeina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Una investigacién preliminar de las
xantinas de referencia, utilizando como
método extractivo el de Cortés'!, no a-
rrojo resultados positivos. Mejoradas las
condiciones cromatograficas se confirmé
sin lugar a dudas la ausencia de cafeina
(sistema IIA), teobromina y teofilina
(sistema IA)en las muestras segiin Cortés.
Se ensay0 a continuacion la extraccién
con agua caliente y la aplicacién de un
método ya empleado en el anilisis del
mate'?. En este caso tampoco se demos-
trd la presencia de cafeina ni de teofili-
na, aunque se detectaron trazas de teo-
bromina.

De los analisis efectuados sobre di-
ferentes muestras de hojas y tallos de I-
lex argentina surge como conclusién evi-
dente la presencia de minimas cantidades
de esta xantina como la tnica presente
de las ensayadas. Diversas determinacio-
nes efectuadas sobre muestras de tallo en
las condiciones IB arrojaron resultados
que van de los 2 a los 10 ug de teobromi-
na por gramo de material desecado (pro-
medio 5 ug por gramo de muestra). Los
resultados obtenidos en las mismas con-
diciones sobre muestras de hoja fluctua-
ron entre 4 y 7 ug de teobromina por
gramo (promedio 6 ug/g de muestra), En
ambos casos la fluctuacién es fundamen-
talmente debida a la dispersién produci-
da en los resultados por las bajas concen-
traciones en que se encuentra.

Se consider6 de importancia deter-
minar si para la sustancia detectada la
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longitud de onda de deteccibén coincidia
con un maximo de absorcion. Para ello
se repitieron las corridas a 264 nm y a
284 nm. Las ireas obtenidas para los pi-
cos correspondientes al tiempo de reten-
cién de la teobromina fueron en ambos
casos inferiores a las obtenidas a 274 nm,
lo que representa una prueba de que el
méaximo de la sustancia detectada se en-
cuentra entre estos valores extremos, a-
gregando certeza a los datos conjuntos
de la metodologia de extraccion y del
tiempo de retencién. En cuanto a la pre-
sencia de cafeina y de teofilina, ninguna
de las dos pudo ser detectada ni en tallos
ni en hojas. El 1imite de deteccion en las
condiciones de trabajo fue de 0.2 ug de
cualquiera de las xantinas por gramo .de
material desecado. En lo referente a la
técnica empleada, la capacidad de extrac-
cibn de estas sustancias por el agua a
100 ©°C ha sido ampliamente demostra-
da, mientras que la transferencia cuanti-
tativa y simultdnea de las tres xantinas a
un disolvente organico en las condiciones
descriptas fue oportunamente probada
con motivo de nuestro trabajo anterior'?
También se aplic6 el mismo procedimien-
to a hojas desecadas (sin procesamiento
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