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Resumen:

La arbutina (4-hidroxifenil-B-D-glucopirandsido) tiene propiedades muy importantes antioxidantes,
diuréticas y antisépticas urinarias. En el presente trabajo se ha identificado y cuantificado la arbutina
presente en diferentes especies del género llex, mediante HPLC. Las especies analizadas fueron: llex
taubertiana Loes, llex integérrima (Vellozo) Reissek, llex brevicuspis Reissek, llex pseudobuxus Reissek,
llex argentina Lillo, llex brasiliensis (Spreng) Loes, llex theezans Reissek, llex microdonta Reissek, llex
dumosa var. dumosa Reissek, llex dumosa var. guaranina Loes, llex paraguariensis var. paraguariensis
var. vestita y llex paraguariensis var. paraguariensis St.-Hill.

Los resultados obtenidos de las especies fueron: I. taubertiana Loes 1.45% (P/P), I. integérrima (Ve-
llozo) Reissek 2.20% (P/P), I. brevicuspis Reissek 2.42% (P/P), I. pseudobuxus Reissek 2.48% (P/P), I.
argentina Lillo 3.45% (P/P), I. brasiliensis (Spreng) Loes 5.35% (P/P), I. theezans Reissek 5.99% (P/P) y I.
microdonta Reissek 7.83% (P/P). No se detect6 en I. dumosa var. dumosa Reissek, |. dumosa var. guara-
nina Loes, |. paraguariensis var. paraguariensis var. vestita y |. paraguariensis var. paraguariensis St.-Hill.

Las hojas de I. paraguariensis se utilizan para producir la Yerba mate, con la cual se prepara la bebida
mas popular de Argentina, Uruguay, Paraguay y el sur de Brasil. Los productores principales de yerba
mate tienen sus propios cultivos pero en general deben comprar material de otras fuentes y este puede
estar adulterado con otras especies de llex cogenéricas que tienen similar composicién quimica (acidos
cafeoilquinicos y saponinas) por lo cual son dificiles de discriminar. Por otra parte, los cédigos alimentarios
definen la Yerba mate como las hojas de |.paraguariensis exclusivamente. En este contexto, la presencia
de arbutina podria consitutuir un marcador de la aldulteracion.

Para la determinacién se utilizé un sistema cromatografico con una columna Kinetex, C18, 264 100
A (Phenomenex), y la elucion se realizé por gradiente de dos fases moviles, A: Solucion acido acético
1% (en agua); B: Metanol con 1% de acido acético. Se inyectaron 20 microlitros de las soluciones y la
deteccion y cuantificacion se hizo a 282 nm con un detector de arreglo de diodos para confirmar identidad
y pureza. El método de cuantificacion fue validado, determinandose su linealidad, precisién, especificidad
y limite de deteccion.

Abstract:

Arbutin (4-hydroxy-B-D-glucopyranoside) has important biological activities derived from its antioxidant,
diuretic and urinary antiseptic properties. In this study, an HPLC method was used to identify and quan-
titate arbutin in several llex species. The analysed species were llex taubertiana Loes, llex integérrima
(Vellozo) Reissek, llex brevicuspis Reissek, llex pseudobuxus Reissek, llex argentina Lillo, llex brasiliensis
(Spreng) Loes, llex theezans Reissek, llex microdonta Reissek, llex dumosa var. dumosa Reissek, llex.
dumosa var. guaranina Loes, llex paraguariensis var. paraguariensis var. vestita and llex paraguariensis
var. paraguariensis St.-Hil.

Leaves of . paraguariensis var. paraguariensis are used to produce Yerba Mate, a popular tea consumed
in Argentina, Uruguay, Paraguay and S. Brazil. Although cultivated, manufacturers often buy plant material
from other sources and this material can include other llex species that are used as adulterants due to the
similarity in their aspect (when dried and ground) and general chemical composition (caffeoylquinic acids,
saponins). llex paraguariensis, however, is the only species that contains xanthines (principally caffeine)
and is defined by the Food codex as the only one to be used to prepare Yerba mate. The presence of
arbutin could thus be a marker for the aduleteration by most of these cogeneric species.

The results obtained for each species were the following: /. taubertiana Loes 1.45% (P/P), I. integérrima
(Vellozo) Reissek 2.20% (P/P), I. brevicuspis Reissek 2.42% (P/P), I. pseudobuxus Reissek 2.48% (P/P),
llex argentina Lillo 3.45% (P/P), I. brasiliensis (Spreng) Loes 5.35% (P/P), I. theezans Reissek 5.99%
(P/P) and I. microdonta Reissek 7.83% (P/P).

The analysis was performed using a system which consisted of a Kinetex C18 column and gradient
elution with two solvents: A= 1%HAc (in water); B= 1%Hac in methanol. Arbutin was quantitated at 281
nm wtith a PDA detector.Sample size was 20 pl.

The HPLC method was validated according to ICH guidelines: lineality, accuracy, precision, limit of
detection and specificity were determined.
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1. Introduccion:

Género llex (Aquifoliaceae):

El género llex (Aquifolidceae) cuenta con mas de 400 especies de arboles y arbustos dioicos distribuidos
en las regiones templadas y tropicales del mundo. Las principales areas de diversificacion existentes son
Asia oriental y América del Sur. El Unico sistema taxondmico infragenérico completo del cual se tiene referen-
ciadocumentada es el de Loesener (1901, 1908, 1942), quien realizo estudios de la familia Aquifoliaceae.

En Argentina, las hojas de llex paraguariensis St.Hil.var. paraguariensis (Aquifoliaceae), se utilizan
para la produccion de “yerba mate” con la cual se prepara un brevaje tan popular que se ha convertido
en una bebida nacional. Ademas se consume en otro paises como Uruguay, Paraguay, sur de Brasil,
Chile, Bolivia, Peru y algunos paises europeos y orientales (Spegazzini, 1999).

Los indios Guaranies que poblaron las tierras vecinas a los rios Parana, Paraguay y Uruguay, mucho
antes de la dominacion espafiola emplearon esta planta en estado verde como masticatorio o como infu-
sion, por sus propiedades estimulantes y estomaquicas (Grondona, 1954; Cabrera, 1976).

Existen numerosos estudios sobre diversos aspectos de I. paraguariensis: estudios carioldgicos (Ba-
rral, et all., 1995), de biologia molecular, fitoquimicos (Pecklot, 1943; Ferraro 1983; Ricco, et al., 1991,
1995,1996; Schenkel, 1995), anatomicos (Girola 1921; Baas, 1973, 1975; Meyer, 1978; Coehlo, Schenkel,
1995) y micrograficos (Scala, 1921; Najera, et al., 1994).

Los principales metabolitos secundarios de este género, pertenecen a los grupos fitoquimicos de
alcaloides derivados de purinas (metilxantinas), saponinas y fenilpropanoides; también estan presentes
componentes volatiles y minerales. Los tres alcaloides derivados de la purina mas comunes son la cafeina,
la teobromina y la teofilina, de los cuales sélo se ha detectado, de manera no contravertida, la teobromina
(3,7-dimetilxantina) y cafeina (1, 3, 7-trimetilxantina) se encuentran en I. paraguariensis (Athayde et al.,
2000). Ademas de su contenido en metilxantinas, tiene una cantidad significativa de polifenoles como por
ejemplo acidos cafeoilquinicos (CQASs), principalmente representado por los isémeros del acido clorogénico
(CGA) que son derivados monocafeoilquinicos y derivados dicafeoliquinicos como el acido isoclorogénico.
Ademas contienen cantidades variables del glucésido flavonoide rutina y, segun los autores, canferol o
luteolina, a los cuales se les reconoce una actividad antioxidante en la salud humana (Gugliucci, 1996).
Los metales mas abundantes en estas especies son el Ky Mg, seguido por otros elementos tales como
Sy Mny no se detectd Pb ni Cd. El Al se detect6 en cantidades muy bajas (Sanz et al., 1991). Las ho-
jas de llex paraguariensis son ricos en saponinas, que contiene entre el 5y el 10% de saponinas brutas
(Schenkel et al., 1997). Son todos glucésidos del acido oleandlico u ursdlico.

En 2004, se detect6 por primera vez en el género llex la presencia de arbutina (4-hidroxifenil--D-
glucopirandsido) (Choi et al., 2005). La arbutina es un glicésido de la p-hidroquinona, cuya formula
molecular es C12H1607, con propiedades antioxidantes , diuréticas y antisépticas urinarias (ESCOP,
2003; EP 7). La presencia de arbutina en género llex fue cuantificada en algunas de las especies de este
género, por ejemplo, I. Argentina, . brasiliensis, I. integerrima, I. microdonta, I. taubertiana , |. dumosa
var dumosa ,I. dumosa var guaranina, |. paraguariensis, I. brevicuspis, |. pseudobuxus Yy I. theezans
(Choi et al, 2005; Kim et al, 2010). Otro grupo de investigadores informaron sobre la deteccién de un
sulfamoil derivado de la arbutina en llex theezans (Andrade et al., 2004). Sin embargo este hallazgo no
fue confirmado por Kim et al., (2010) que no detectaron el derivado sulfamoil sino la arbutina libre.

Aun cuando la mayoria de las empresas de yerba mate cultivan su propia I. paraguariensis una parte
sustancial de su materia prima se compra a un gran niumero de pequerios productores locales y es posible
que algo de esto es adulterada o sustituida por otras especies de llex (Giberti, 1994). Estos adulterantes
son especies cogenericas que crecen salvajemente en la region. Se trata principalmente de I. argentina,
I. brasiliensis, 1. brevicuspis, l.integerrina, I. pseudobuxus, I. taubertiana, I. dumosa var. guaranina. I. du-
mosa theezans, entre otros. En consecuencia, todas las cuestiones relativas a la composicion quimica
de estas especies adquieren una gran importancia ya que la poblacién consume grandes cantidades de
yerba mate. Ademas, esta informacion podria contribuir a la posibilidad de discernir quimicamente a /.
paraguariensis de las otras especies adulterantes ya que las diferencias quimicas de cada especie pro-
porcionarian una herramienta para su deteccién en los procedimientos de control de calidad.

llex paraguariensis St.Hil var. paraguariensis figura en el C.A.A. vigente como “yerba mate”. La reso-
lucion N°307 del 29/11/1990, establece que: “con la denominacion de yerba mate o yerba se entiende el
producto formado por las hojas desecadas, ligeramenete tostadas y desmenuzadas de llex paraguariensis
St. Hilaire var. paraguariensis (Aquifoliaceae) exclusivamente, mezcladas o no con fragmentos de ramas
secas jovenes, peciolos y pedunculos florales” De acuerdo con C.A.A. Queda claro que de existir el agre-
gado de otra especie, aun del mismo género o de otro, en la elaboracion de “yerba mate” estariamos en
presencia de una adulteracion.
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2. Objetivos:

La presente investigacion tuvo por finalidad la determinacién cuali y cuantitativa de arbutina en hojas
de I. paraguariensis var. paraguariensis St.-Hill, I. paraguariensis var. paraguariensis var. vestita, I. argen-
tina Lillo, I. microdonta Reissek, I. brasiliensis, I. pseudobuxus Reissek, I. integérrima (Vellozo) Reissek,
I. theezans Reissek, |. taubertiana Loes. I. dumosa var. guaranina Loes, |. dumosa var. dumosa Reissek,
I. pseudobuxus Reissek y I. brevicuspis Reissek.

Para esto se desarrolld un método consistente en la extraccion de la arbutina de las muestras, se-
guido por su determinacion por HPLC. El método se validé de acuerdo a las normas ICH (International
Committee of Harmonization).

3. Importancia econémica de llex paraguariensis St.Hil. var.
Paraguariensis y adulterantes de Yerba Mate:

El mate o I. paraguariensis St.Hil. var. paraguariensis es un cultivo con una gran importancia econémica
regional. Segun las cifras publicadas por el INYM - Instituto Nacional de la Yerba Mate, la cosecha total
aproximada en 2010 en Argentina, fue de 745 mil toneladas por lo que es el principal productor de Yerba
Mate de Sudamérica. Esto resultd en la producciéon de mas de 250 mil toneladas de yerba mate, mientras
que la cosechan total anual en Brasil es del orden de 470 mil toneladas (INYM, 2010). En la actualidad
en Argentina existen cultivos controlados de esta especie, aunque se comercializan otras especies que
no responden a las exigencia del Cédigo Alimentario Argentino (C.A.A), es decir que son adulteraciones.

Segun las cifras publicadas por FAO (Organizacién para la Alimentacion y la Agricultura) los paises
con valores mayores de exportacion de yerba mate en el afio 2009 son Brasil y Argentina (Figura 1) y
los paises con valores mayores de importacion de yerba mate en el mismo afio son Uruguay y Republlica
Arabe Siria (Figura 2).
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Fig.1. Paises con mayor exportacion de yerba mate segun FAO (Organizacién para la Alimentacion y la Agricultura), (FAOSTAT,
2012).
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Fig.2. Paises con mayor importacién de yerba mate segtin FAO (Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura), (FAOSTAT,
2012).

4. Descripcion de las especies de llex estudiadas:

4.1- llex paraguariensis St. Hil. var. Paraguariensis:
Distribucion
geografica :

En la provincia fito-
geografica paranaense
(Misiones y Corrientes),
se encuentra en estado
silvestre en los bosques
de Araucaria angustifo-
lia o Kuntze (Araucaria-
ceae) y Ocotea porosa
Mez (Lauraceae) en las
serranias del este de
Misiones. En Argentina
se extiende hasta norte
de Corrientes, mientras
que el limite sur de su
distribucion, se halla
en Uruguay. Presenta
gran difusion en la zona
oriental del Paraguay
(Spegazzini, 1999).

Fig.3. Mapa de América del Sur que muestra las regiones de cultivo de la Yerba Mate (l. paraguariensis), marcado con color verde.
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Descripcion de la especie:

Es un arbol, raramente arbusto; dioico, siempre perennifolio, de aproximadamente 16 m. de altura.
Ramas jovenes glabras, corteza de color pardo oscuro, pardo grisdceo . Sus hojas presentan un peciolo
glabro, raramente pubescente. Su margen es aserrado, revoluto, de base aguda. Sus inflorescencias
son fasciculos corimboideos desarrollados en las axilas de los nomdfilos. Estan formadas por flores con
sépalos de bordes no ciliados y corola blanquecina de 6-7 cm de diametro. Su pistilodio es subgloboso y
no rostrado. El fruto es de 7 mm. diametro, con pirenos dorsalmente surcados (Giberti, 1994 a, 1994 b).

Composicién quimica:

La composicion quimica de . paraguariensis ha sido intensamente estudiado en los ultimos 20 afios.
Ademas de su contenido en metilxantinas, tiene una cantidad significativa de polifenoles (Bravo et al.2007;
Carini et al, 1998.) y saponinas (Gosmann et al., 1989, 1995; Kraemer et al., 1996). En el caso de las
otras especies de llex que se mencionaron anteriormente, hay un buen conocimiento de su contenido
en saponinas (Athayde et al.(2001); Taketa et al.( 2000); Taketa et al.( 2002); Schenkel et al.(1995); Pi-
res et al.(1997); Heinzmann et al.(1995); Athayde et al. (1999); Taketa (1995); Constantin MB, (1997) y
un consenso general sobre la ausencia de las metilxantinas (Reginatto et al. 1999; Clifford y Ramirez-
Martinez, 1990). En el caso del contenido de polifenoles, hasta el momento de esta investigacion, las
diferencias detectadas fueron cuantitativas y no cualitativas, ya que todas las mencionadas especies de
llex contienen &cidos cafeoilquinicos (CQAs), principalmente representada por los isémeros del acido
clorogénico (CGA) que son derivados monocafeoilquinicos y los isémeros del acido isoclorogénico,
derivados dicafeoliquinicos. Ademas contienen cantidades variables de flavonoides, entre los cuales la
rutina es el mas abundante (Filip et al. 2001). En el caso de saponinas en la mayoria de las especies de
llex mencionadas hay derivados mono o bidesmodinicos de acido oleandlico, mientras que I. paragua-
riensis es el unico que tiene ademas derivados del acido ursdlico (aparte de algunos derivados del acido
oleandlico). En general, el contenido de saponinas es bastante caracteristico de cada especie, hasta el
punto que algunos autores los consideran como posibles candidatos a biomarcadores para la deteccion
de sustituciones o adulteraciones de I. paraguariensis (Pires et al., 1997).

Usos:

El fitocomplejo presente en sus hojas ha demostrado muy buenas propiedades antioxidantes (Carini
etal., 1998), a lo que suma propiedades reductoras de lipidos elevados, disminucion de peso, diuréticas,
hipoglucemiantes, antimutagénicas y vasodilatadores.

Se han ensayado extractos de yerba mate e infusiones para verificar su actividad contra la obesidad, en
algunos casos, con resultados muy interesantes. Por ejemplo, la actividad de un extracto acuoso de yerba
mate como un inhibidor de la lipasa pancreatica, la enzima que participa en la hidrélisis de triglicéridos,
liberando los acidos grasos y dejando la 3-monoglicéridos que luego son absorbidos (Martins et al., 2009).

La ingesta de yerba mate en su uso tradicional, puede proteger de mecanismos inflamatorios y oxi-
dativos capaces de alterar procesos metabdlicos (involucrando lipidos elevados y diabetes) que condu-
cen a trastornos crénicos en los pacientes (Bracesco et al. 2011). La respuesta antiinflamatoria ocurre,
através de la inhibicion de la INOS y COX-2/PGE2 / NO y mediadores en los procesos inflamatorios
(Puangpraphant et al., 2009).

Su uso esta ampliamente difundido en Argentina, Uruguay, Paraguay, Bolivia, Chile, Perd y sur de
Brasil y actualmente se exporta a paises europeos y asiaticos (Spegazzini, 1999).

12
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Fig.4. llex paraguariensis St. Hil. var. paraguariensis Hojas, frutos y flores (Jardin Botanico de Missouri).

Fig.5. Hoja de llex paraguariensis, (INYM, 2012).
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4.2- llex argentina Lillo:
Distribucién geografica:

Se la encuentra en la provincia fitogeografica de las Yungas (Jujuy, Salta, Catamarca, Tucuman). En
Bolivia crece en los departamentos de Santa Cruz y Tarija.

Descripcion de la especie:

Es un arbol, frecuentemenete de gran porte, de 15-20 m de altura. Dioico. Sus hojas son coriaceas,
a veces deciduas en invierno, moderadamenete pecioladas, glabras, con limbo eliptico u obovado, de
60-100 x 25-35 mm. Estas hojas tienen un apice agudo o redondeado, retuso y con el margen regular y
visiblemente aserrado. Inflorescencias predominantemente dicasios solitarios, que se desarrollan en las
axilas foliares, raramente en fasciculos. Las flores son tetrdmeras, de corola mediana. El fruto mide hasta
6 mm de diametro y es de color violdceo oscuro a la madurez. Sus pirenos son dorsalmente estriados
(Giberti, 1994 b).

llex argentina Lillo es una de las especies que ha sido mencionada como substituto de la yerba mate
verdadera (/lex paraguariensis St. Hil.). La principal saponina de las hojas fue aislada y su estructura
quimica elucidada a través de métodos espectroscépicos como el éster 28-P-D-glucopiran6sido del acido
3-O-a-L-arabinopiranosil-20(S)- 19a, 24-dihidroxiurs6lico. (Schenkel, 1994).

Usos:
Se empled durante los siglos XVIII'Y XIX para sustituir la yerba mate genuina. Se us6 como infusién
en la época colonial (Grondona, 1953).

Fig.6. llex argentina Lillo (Cortesia Etile Spegazzini).

4.3- llex brevicupis Reissek:
Distribucién geografica:

En la provincia fitogeografica paranaense Argentina (Misiones y NE de Corrientes), muy frecuente-
menete en la comunidad de Araucaria angustifolia (Bert.) O Kuntze e I. paraguariensis de las pluvisilvas
del oriente de Misiones. Crece también en Brasil y tanto en los planaltos subtropicales como en la zona
tropical atlantica (en los estados de Rio Grande do sul, Santa Catarina, Parana, Rio de Janeiro). Ademas,
se la halla en el centro y sur del Paraguay oriental en Guaira, Caaguazu y Alto Parana. (Spegazzini, 1999).

Descripcion de la especie:

Arbol de hasta 22 m de altura. Ramas jévenes pubescentes, corteza de color castafio grisaceo con
pequenas lenticelas mas claras. Dioico. Hojas papiraceas, glabras o pubescentes sobre el nervio medio
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y en la base del haz. El limbo puede ser ovado u oblanceolado, de 36-60 x 15-25 mm, de margen entero
o pauciserrado en la zona apical a la madurez. Apice acuminado agudo. Inflorescencias sobre ramas en
fasciculos corimboides, muy densamente floriferos, compuestos por dicasios, en las axilas de los nomé-
filos. Flores 4-5 meras, caliz de aproximadamente 4 mm de diametro, pirenos lisos o apenas estriados
con cara ventral lisa (Giberti, 1994 a, b). Ha sido mencionada como adulterante de la yerba mate. (Edwin
et Reitz, 1967).

Fig.7. llex brevicupis Reissek, (Rafael Barbizan Siihs, 2008).

4.4- llex dumosa Reissek var. dumosa:
Distribucién geografica:

Habita lugares pantanosos, en campos o selva humeda, es frecuente en las orillas de arroyos. Se
distribuye en Brasil (Rio Grande do sul, Mina Gerais, Parana Sta. Catarina), Uruguay, Paraguay (Alto
Parana, Amambay, Caaguazu, Cordillera), y en la Argentina en Misiones sobre la ribera del rio Uruguay
(Spegazzini, 1999).

Descripcion de la especie:

Es un arbol o arbusto pequefio (1-8 m de altura). Sus Ramas Jovenes son generalmenete pubescen-
tes, de corteza de color pardo o castano oscuro, a veces grisaceo o verdoso. Dioico. Las hojas poseen
peciolo casi siempre pubescente, limbo coriaceo, forma obovada, oblanceolada o eliptica, glabro o apenas
pubescente cerca del peciolo y en el nervio medio. Margen aserrado, revoluto, base aguda. Estipulas
casi siempre glabras. Apice retuso-mucronado u obtuso, raramente puede ser agudo (Spegazzini, 1999).

Las inflorescencias son variables en un mismo individuo, tirsoides o fasciculadas ubicadas en las axilas
de mondfilos, siendo las masculinas especialmente pluriformes, también dicasios solitarios (Giberti, 1994
a, inédito). Esta especie ha sido empleada frecuentemenete para falsificar a llex paraguaniensis St. Hilaire.
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Fig.8. llex dumosa Reissek var. dumosa, (Jose A. Radins, 2010).

4.5- llex dumosa Reissek var. guaranina Loes:
Distribucion geografica:

EnlaArgentina, en la provincia fitogeografica paranaense, se desarrolla en lugares pantanosos, en las
riberas de los cursos de agua y en los suelos abiertos del oeste de Misiones y NE de Corrientes (Depto.,
ltuzaingo). Este de Paraguay, Brasil en Minas Gerais (Loesener, 1901).

Descripcion de la especie:

Arbusto raramente arbol pequefo, perennifolio de hasta 3 m de altura. Ramas jovenes angulosas
pubescentes, corteza pardo grisacea. Dioicos. Hojas coriaceas, de forma oblanceoladas. Obovadas o a
veces elipticas, de 35-60 x 10-20 mm. Margen aserrado, apice redondeado, retuso. La inflorescencias
son dicasios o dispuestos en parejas en las axilas de los mondfilos. Las flores en general son 4-meras
0 5-mera. Los sépalos poseen el borde ciliado. Fruto violaceo oscuro. Pirenos dorsalmente estriados
(Spegazzini, 1999).

Usos:

Es el sustituto mas conspicuo del mate genuino desde la época de la colonia (Ledner, 1917). Martinez
Crovetto (1980) ha manifestado que los misioneros elaboran con llex dumosa var. guaranina su famosa
bebida apodada “caa-miri”. También es una de las especies que ha sido mencionada como adulterante
de la yerba mate.
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Fig.9. llex dumosa Reissek var. guaranina, (Cortesia Etile Spegazzini).

4.6- llex theezans C. Martius ex Reissek:
Distribucién geografica:

Crece en Argentina en NE de Misiones, en Brasil (Bahia, Goias, Minas Gerais, Parang, Rio de janeiro,
Sao Paulo, Santa Catarina) y en Paraguay oriental sobre el Alto Parana (Spegazzini, 1999).

Descripcion de la especie:

Arbol, a veces arbusto, perennifolio, que alcanza hasta 15 m de altura. Dioico. Sus ramas jévenes son
glabras, de color pardo oscuro a grisaceo. Hojas poseen un peciolo glabro, mediano. Se limbo es coriaceo,
algo craso de 50-130 x 30-55 mm, de forma obovada, eliptico u oblongo raramenete oblanceoada, los
sépalos poseen a veces un borde ciliado. Corola blanquecina de 8 a 10 mm de diametro, formada por
pétalos que ocasionalmenete tienen borde papiloso. El pistilodio es globoso. Fruto globoso o elipsoide
de 7-9 nm de diametro. Tiene pirenos dorsalmenete lisos o0 apenas estriados (Spegazzini, 1999).

Usos:

Sustituto o adulterante de la yerba mate genuina (Pio Correa, 1931; Lewis et Elvin Lewis, 1977; Pa-
rodi, 1887; Loesener, 1908; Peckolt, 1943). Estimulante (Pio Correa, 1931), emética (Loesener, 1908),
diouretica, diaforética, afrodisiaca (Sepelantec, 1974).

4.7- llex pseudobuxus Reissek:
Distribucién geografica:

Crece en Pontal do Sul, Parang, Brazil, 1990 (67), Campo Bom, Rio Grande do Sul, Brazil, 1992
(114), Torres, Rio Grande do Sul, Brazil, 1992 (131), Tramandai, Rio Grande do Sul, Brazil, 1992 (132).
llex pseudobuxus Reissek es una de las especies que ha sido mencionada como adulterante de la
yerba mate.

4.8- llex integérrima (Vellozo) Reissek:
Distribuciéon geografica:

Es una especie de acebo de la familia Aquifolidceae, nativo de Brasil y por lo general se encuentran
en la vegetacion del Bosque Atlantico. A veces se usa como adulteranete del mate (Spegazzini, 1999).

4.9- llex taubertiana Loes:
Distribucién geografica:

América del Sur, Barsil (Rio de Janeiro, Santa Catarina, Parand) ,50 a 850 m, Hygroghile Foret
(Loizeau.P.A & G. Barriera 2007).
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Descripcion de la especie:

Arbol de hoja perenne, 6 m de altura. En el primer afio las ramitas glabras, mas de un afio lisa o
arrugada, de color rojizo, glabras. Lenticelas en ramitas del afio en curso presente. Entrenudos 0.3-1.8
cm. Estipulas caducas, deltoides, 0.2-0.5 mm. Peciolo glabro superficie, lisa, 18.7 mm. Lamina ovado a
oblongo-elipticas, (1:2), 4-6 X, 1.5-3.5 cm, membranoso papiracea, glabros abaxialmente. Base obtusa
a redondeada. Apice obtuso, mucronado. Apice acuminado a cuspidadas. Perspicacia 0.5-0.9 cm. Re-
voluto margen, dentado, dientes visibles. Venas secundarias abaxialmente evidente, 6-8 pares. Venas
terciarias abaxialmente evidente. Puntuacién abaxial ausente (Loizeau.P.A & G. Barriera, 2007). Las flores
femeninas dispuestas en tirsos. Caliz glabro, 1.5-2 mm de diametro. Corola de 2 mm, pétalos connados.
Estaminodios sagitados, glabros. Ovario esférico a aplanados, glabro, estigma capitado. Fruto negro o
verde (color marrén grisaceo Galle, 1997). De forma ovoide esférico (Loizeau.P.A & G. Barriera, 2007).
Se usa como adulterante del mate.

Fig.10. llex taubertiana, Loes (J.M Silva 517 & J. Cordeiro, 1989).

4.10- llex microdonta Reissek:
Distribucién geografica:

Si bien todavia no ha sido coleccionada en nuestro territorio, esta especie, propia de la Prov. Paranen-
se, cuyo limite occidental hasta ahora conocido se localiza en Brasil en comunidades selvaticas a menos
de 100 km de la frontera Argentina, llega hasta el borde oriental del Planalto en Parana, Santa Catarina
y Rio Grande do Sul (Giberti, 1889).

Descripcion de la especie:

Arboles de hasta 15 m de alta, raras veces arbustos. Hojas pequenas, persistentes, ligeramente coria-
ceas, con limbo eliptico, ovado u obovado, de 30-65 5 15- 35 mm, con el apice muy agudo, acuminado;
zona apical deprimida cerca de la nervadura media; margen siempre espaciadamente pauciaserrado.
Inflorescencia en fasciculos corimboides axilares de nomdfilos; ejes 1 (3)-floros. Sépalos con borde no
ciliado. Corola blanquecina, 5-6 mm de diam. Fruto de 5 mm de diam. Pirenos dorsalmente lisos. 3,5 5
2 mm (Rodrigues Mattos, 1965).
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Fig.11. llex microdonta Reissek, (Soares, 2010).

4.11- llex brasiliensis (Spreng) Loes:
Distribucién geografica:
Es una especie nativa de Brasil. En ocasiones se utiliza como adulterante del mate.

Fig.12. llex brasiliensis (Spreng) Loes (Cortesia Etile Spegazzini).
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5. Arbutina:

5.1- Estructura quimica:

Arbutina (4-hidroxifenil-p-D-glucopirandsido) es un glicésido de la p-hidroquinona (Figura.13) que
fue aislado por primera vez a partir de fuentes naturales e identificado en 1881 por Schiff y Michael en
1982 (Macbeth y Mackay, 1923). Se ha encontrado en concentraciones muy altas en las hojas de varias

especies de plantas, tales como Vaccinium spp y en “uva ursi”, “gayuba” hojas (7%) (Chukarena et al,
2007; Parejo et al 2007).

OH

OH

HO O
HO O
OH

Fig.13. Arbutina: 4-hidroxifenil-3-D-glucopiransido

Hidroquinona o p-dihidroxi-benceno (Figura.14) es un fenol con nombre sistematico 1,4-bencenodiol
o p-dihidroxibenceno; es una sustancia de aspecto cristalino y color blanco. Su férmula molecular es
C,H, (OH),

En soluciones acuosas, en especial las soluciones alcalinas, se oxida con el ambiente. Sublima al vacio.
La hidroquinona es facilmente soluble en etanol y éter y poco soluble en benceno; 5.7 g de hidroquinona
se disuelve en 100 g de agua a 15 ° C. Es un poderoso agente reductor.

OH

OH

Fig.14. Hidroquinona (1,4-dihidroxibenceno).

La hidroquinona tiene en si mismo interesantes propiedades antioxidantes o pesticidas, ademas de
ser precursor de una amplia gama de sustancias de interés farmacoldgico. Tiene actividad antibacteriana,
antifingica y posiblemente anticancer (Maria Angeles Martin-Luongo, 2011) y se utiliza en los paises
asiaticos, en los productos cosméticos para blanquear la piel, especialmente en Japon.
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5.2- Caracteristicas quimicas de arbutina:
- Formula quimica: C12H16017.
- Peso molecular: 272.26 g/mol
- Punto de fusion: 196 ~ 200 °C.
- pH (sol. 1 %/ agua): 5.0 ~ 7.0.
- Solubilidad: es soluble en agua, metanol o alcohol.
- Es insoluble en éter, el cloroformo o el benceno.
- Se hidroliza, mediante &cidos minerales diluidos a temperaturas moderadamente altas en glucosa
y p-hidroxiquinona segun Emyr Moelwyn-Hughes (1982).

5.3- Presencia de arbutina en la naturaleza:

La arbutina se encuentra en cantidades significativas en la Uva ursi o guayuba, siendo el activo
responsable de las actividades antisépticas urinarias observadas en dicha planta (ESCOP, 2003). En
el curso del analisis del perfil '"H RMN de las especies de llex, (Choi et al, 2005; Kim et al, 2010), fue
bastante sorprendente observar sefiales intensas en 6 7.06 (1H, d, J = 9.0 Hz) , 6.88 (1H, d, J = 9,0 Hz),
4.89 (1H, d, J = 7,6 Hz) en los espectros de algunas de las especies analizadas, es decir, I. Argentina, 1.
brasiliensis, 1. integerrima , |. microdonta, I. taubertiana, y I. theezans. Estas sefiales fueron asignados
a H-2, H-3 ‘, y el protdbn anomérico de la glucosa en arbutina, respectivamente. Esto fue confirmado por
los espectros 2D-RMN como 1H-1H COSY, HMQC, y HMBC y la comparacion con la arbutina como
compuesto de referencia.

5.4- Biodisponibilidad:

Después de la ingestion de la arbutina se absorbe en el tracto gastrointestinal y es hidrolizado por la
flora intestinal para liberar el aglucon, hidroquinona (Paper DH et al., 1993). Sus ésteres glucuronato y
sulfato se excreta en la orina (Schindler et al, 2002, Kedzia B et al, 1975; Frohne D, 1970).

5.5- Usos:

Se ha demostrado la actividad inhidora del crecimiento in vitro de Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa y el Staphylococcus aureus (Frohne D, 1970). Como se menciond anteriormente,
los ésteres glucuronato y sulfato de hidroquinona, se excretan en la orina (Schindler et al, 2002, Kedzia
B et al, 1975; Frohne D, 1970) ejerciendo un efecto antiséptico y astringente en las mucosas urinarias
cuando la orina es alcalina (pH 8.0) y una actividad inhibitoria del crecimiento de Ureaplasma urealyti-
cum y Mycoplasma hominis (Robertson, JA et al., 1987). La arbutina también se ha utilizado tépicamente
como agente despigmentante (agente para blanquear la piel), ya que inhibe la sintesis de melanina por la
inhibicién de la actividad de la tirosinasa y fue utilizado en productos cosméticos (Hori et al, 2004; Maeda
et al, 1996). Este uso es bastante controvertido, porque aunque se utiliza especialmente en los paises
asiaticos en los productos cosméticos para blanquear la piel, su inclusion en los cosméticos en la UE no
ha sido aprobado, sobre la base de la incertidumbre de su estabilidad a largo plazo. Al entrar en contacto
con un medio acido, la arbutina se puede hidrolizar, liberando hidroquinona. Es por este motivo, y no
debido a cualquier actividad bioldgica de arbutina en si misma, que su uso en productos de venta libre
esta prohibida, debido a las denuncias de la posible aparicion de ochronisis exégenos (SCCP/1158/08).
La misma posicién fue adoptada por la FDA (Agencia de Alimentos y Medicamentos) en 2006.

5.6- Toxicidad de arbutina:

Hay algunas preocupaciones con respecto a la toxicidad de arbutina si se consume, muy probablemen-
te derivadas de la liberacién de la hidroquinona, su aglucén, después de la ingestion. Si bien hay pocos
reportes de efectos adversos para la salud asociados a la produccién y el uso de la hidroquinona, se han
realizado un gran numero de investigaciones con la hidroquinona, ya que es un metabolito del benceno
(Caprio, 1999). Los resultados discutidos por este autor son bastante alarmantes, aunque la biodisponi-
bilidad de la arbutina jugaria un papel muy importante en su toxicidad y no se han descrito con detalle.
Se realiz6 un estudio sobre la toxicidad reproductiva en ratas. El suministro de arbutina por via subcu-
tanea a dosis de 25, 100 0 400 mg / kg de peso corporal / dia a ratas machos antes del apareamiento,
y a ratas hembras durante el embarazo y la lactancia. No se demostrd ninguin sobre la reproduccion ni
sobre el desarrollo de las crias a dosis de hasta 100 mg / kg de peso corporal. Sin embargo se observo
toxicidad fetal a dosis de 400 mg / kg de peso corporal, que de todos, es una dosis muy alta (Itabashi et
al., 1988). En vistade la la bioactividad de arbutina y nuestros hallazgos sobre la elevada concentracion
detectada en algunas de las especies de llex, por ejemplo, I. brasiliensis (por encima del 10%), la posible
sustitucion o adulteracion de la yerba mate de consumo masivo con estas hierbas adquiere un dimension
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diferente ya que no es sélo una simple cuestién comercial o una cuestion de los atributos sensoriales,
sino, finalmente, un importante problema de salud.

6. Determinacion de arbutina - Materiales y métodos:

6.1- Muestras vegetales:

El material seco de plantas de 13 especies de llex fue proporcionada por el Ing. Prat Kricun de la
Estacion Experimental Agraria de Cerro Azul (INTA) (Misiones, Argentina). Las muestras se recogieron
2 meses antes de su uso, se secaron inmediatamente durante 3 minutos con un horno de microondas
(700 W), suelo, y conservaron a -18 C. Contramuestras (voucher specimens) se encuentran depositadas
en el INTA-Cerro Azul EEA. Especificaciones del material vegetal evaluado en este estudio se muestran
en la Tabla 1.

Region y aio de recoleccion de semillas

Species (N ° de ejemplar de muestra)

llex argentina Lillo Acheral, Tucuman (1991)

ACC : 111

Ne de Planta : 7

Fecha de Recoleccion : 20/09/2010

llex microdonta Reissek Sao Francisco de Paula, Rio Grande do Sul,
Brazil.

ACC : 121

Fecha de recoleccion : 20/09/2010

llex brasiliensis (Spreng) Loes Rio Branco do Sul, Parana, Brazil, 1990
ACC : 59

Ne de Planta: 7

Fecha de Recoleccion : 20/09/2010

llex paraguariensis var. paraguariensis St.-Hill Ibai , Parana, Brasil (1996)

Clon 8/74

Ne de Planta: 10

Fecha de Recoleccion : 20/09/2010

llex paraguariensis var. paraguariensis var. vestita | Ibai , Parana, Brasil (1996)

ACC 217

Ne de Planta: 2

Fecha de Recoleccion : 20/09/2010

llex brevicuspis Reissek San pedro, Misiones (1987)

ACC: 4

Ne de Planta: 10

Fecha de Recoleccion : 20/09/2010

llex dumosa var. dumosa Reissek Campo Viera, Misiones, Argentina,( 1989)
Ensayos : 64/01

Clon 44/6

Ne de Planta: 10

Fecha de Recoleccion : 20/09/2010

llex. dumosa var. guaranina Loes Puerto Esperanza, Misiones (1996)
ACC : 222

Ne de Planta : 10

Fecha de Recoleccion : 20/09/2010

llex taubertiana Loes Sao Francisco de Paula, Rio Grande do Sul, Bra-
zil, (1992)

ACC : 124

Ne de Planta : 10

Fecha de Recoleccioén : 20/09/2010

22



Tesinas Determinacion de arbutina en las especies de llex

llex theezans Reissek Major Viera, Rio Grande do Sul, Brazil,( 1989)

ACC : 16
Ne de Planta : 12
Fecha de Recoleccion : 0/092010

llex integérrima (Vellozo) Reissek Tijucas do Sul, Parana, Brazil, (1990)

ACC : 56
Ne de Planta : 10
Fecha de Recoleccion: 20/09/2010

llex pseudobuxus Reissek Pontal do Sul, Parana, Brasil (1989)

ACC : 67
Ne de Planta : 6
Fecha de Recoleccién : 31/08/2011

Tabla 1

. Especies de llex evaluados en este estudio, proporcionados por el INTA Cerro Azul-Banco de germoplasma-Misiones-

Argentina.

6.2 E

quipos y materiales:

HPLC, Marca Shimadzu Prominence con bomba LC-AT; detector UV-VISIBLE con arreglo de diodos
SPD-M 20 A; horno de la columna CTO-10ASVP; inyector Rheodyne y un software LCSolutions
para el manejo de datos.

Balanza analitica, Marca Shimadzu, modelo AUW 220D. (0.001mg)

Columna Kinetex, C18, 264 100 A (Phenomenex).

Metanol HPLC (Baker).

Acido acético (Baker).

Agua MilliQ (filtro Millipore de 0, 45 mm).

Rotavapor, marca Buchi, modelo R-3000.

Testigos: Arbutina Sigma - Aldrich (St. Louis, EE.UU.) N° cat: A4256, lote # BCBB6825.

6.3 Método cromatografico:

Columna: Columna Kinetex, C18, 264 100 A (Phenomenex).

Solvente B: Acido acético 1% en metanol.
Deteccién: 282 nm.
Flujo: 0.8 ml/min.
Temperatura del horno: 30° C.
Volumen de inyeccion: 20 pl.

Fase movil: {Solvente A: Acido acético 1% en agua.

Programa de elucién:

Tiempo ( minutos) | % FM (A) % FM (B)
0.01 95 5
5.00 90 10
15 25 75
15.10 90 10
20.00 90 10
20.10 90 10

Tabla 2. Programa de elucién en HPLC.
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6.4- Preparacion de las soluciones:

6.4.1 Fase Movil:

Solucién A: Medir exactamente 1 ml de &cido acético y colocar en matraz de 100 ml. Llevar a volumen
con agua calidad HPLC.

Solucién B: Medir exactamente 1 ml de acido acético y colocar en un matraz de 100 ml. Llevar a
volumen con metanol calidad HPLC.

6.4.2 Preparacioén de las soluciones estandar:
La solucion madre se prepard pesando exactamente alrededor de 5 mg (+ 0,01) de arbutina, (sustancia
de referencia) y diluyéndola a 100 ml en un matraz aforado con MeOH: H,O (10:90).

6.4.3 Preparacién de las muestras:

Las muestras vegetales se prepararon utilizando tres métodos de extraccion diferentes. (1; 2y 3):

Las muestras de I. dumosa var. dumosa Reissek, I. dumosa var.quaranina Loes, I. paraguariensis var.
paraguariensis, |. paraguariensis var. vestita, |. taubertiana Loes se molieron hasta obtener un polvo finoy
sonicado por 15 minutos 3 veces con 25 ml de MeOH. Los extractos se combinaron, se filtraron, se lleva-
ron a sequedad en un evaporador rotatorio (Buchii, Suiza) y se disolvio en 10 ml de MeOH: H,O (20:80).

Las muestras de [. brevicuspis, I. Argentina y I. interegerrina se sometié a sonicacion durante 10
minutos con 2 x 20 ml de MeOH y 2 x 80 ml de H20. Los extractos se combinaron, se filtraron y llevado
a 200 ml en un matraz aforado con H,O.

Las muestras de [. brasiliensis, |. pseudobuxus, I. microdonata y I. theezans se sonicaron durante 15
minutos con 2 x 30 ml de MeOH y 2 x 85 ml de agua. Los extractos se combinaron, se filtraron y llevado
a 250 ml en un matraz aforado con H,O. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.

6.5- Procedimiento:

La cuantificacién se realizé por el método del Standard Externo. Para esto se inyectaron duplicados
de la solucién testigo por duplicado, registrando el cromatograma a 282 nm. Se identifico el pico corres-
pondiente a arbutina con un T, de aproximadamente 2 min.

Cada muestra se preparé por duplicado y se inyectaron dos veces, registrando el cromatograma a
282 nm. La arbutina se identifico por comparacion de su T, y espectro UV con la sustancia de referencia.

6.6- Validacion:

El método de HPLC utilizado para la determinacion de arbutina se validé siguiendo las normas es-
tablecidas por la ICH (International Committee of Harmonization). Se validaron los siguientes criterios:
exactitud (linealidad, recuperacion), especificidad, precision, limite de deteccién y limite de cuantificacion.

6.6.1 Linealidad:

Se determino analizando 5 diluciones de una solucion madre de 5 (+ 0,01mg / ml) en MeOH: H,0O
(10:90) en un rango de 0,5 a 0,012 mg / ml. Esto se hizo por triplicado. La linealidad se evalué calculando
el coeficiente de regresién R2 de un grafico de concetracién versus las areas obtenidas.

6.6.2 Recuperacion:

Se determiné utilizando /.paraguariensis (en la cual no se detect6 arbutina) como blanco. Para esto se
agregaron cantidades apropiadas de arbutina al polvo de hojas de manera de obtener concentraciones
equivalentes a 1.6%, 5% y 10%. Cada muestra se proces6 de acuerdo al procedimiento antes mencionado
(6.4.3, parte 1) y se inyectaron en HPLC por duplicado.

6.6.3 Precision
Se evalué la precision del ensayo de recuperacion como asi también la reproducibilidad en ensayos
realizados por triplicado, calculando los RSD de la cantidad de arbutina calculada en cada caso.

6.6.4 Limite de deteccién y limite de cuantificacion:

Basado en una estimacion del limite de deteccién: 3x sefal / ruido y LC = 10 x sefal / ruidose preparo
un extracto de I. paraguariensis con la concentracién calculada de arbutina para verificar su detectibilidad
y cuantificacion.
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6.6.5 Especificidad:

Se evalud la linea de base en la region del pico arbutina (T: 2 + 0.5) en muestras de /. paraguariensis

a alta sensibilidad (1 mAU) para determinar posibles interferencias Se determiné asimismo la resolucion
del pico arbutina y teobromina.

También se evalud la pureza del pico de arbutina en los extractos de llex que lo presentan, utilizando
la herramienta de determinacién de pureza del detector PDA 'y el software Lab solutions de Shimadzu.

7. Resultados y discusion:

El método descripto fue validado, demostrando ser lineal, reproducible, especifico y preciso.

Linealidad:
Se obtuvo un valor de de R2=0,99996. La pendiente (m) fue de 0,7 (Figura 15).
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Fig.15. Evaluacion de la linealidad de Arbutina (0.01 — 0.5 mg/ ml) a probar con 5 concentracion y 3 repeticiones.

7.2 Recuperacion:

Se obtuvo una recuperacion de 94.00%, 94.80% y 95.27% respectivamente para las concentraciones
de 1.6%, 5%, 10%.
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llex paraguariensis | Arbutina agregada | Arbutina determinada Recuperacion RSD
(mg £0.1) (mg £0.1) (mg £0.1) (%)
0.2970 5.29 497 94.00 0.14
0.3046 14.50 13.75 94.81 0.25
0.3064 29.58 28.18 95.27 0.41

Tabla 3. Porcentaje de recuperacionde arbutina agregada enlamuestra llex paraguariensis con tres niveles de concentracion: 1.6 %,5 %y 10 %.

7.3 Precision:
Para determinar la reproducibilidad del método se analizo el resultado obtenido por la preparacién por
triplicado de tres concentraciones diferentes. EI RSD de dichas determinaciones fue < 0,25%

Limite de deteccion:

El limite de deteccion (LOD), calculado como: 2 x ruido / sefial, resulté ser de 1 x 10° g y el limite de
cuantificacién (LC), calculado como: 3 x limite de deteccion, se calculd en se 3x 10° g. Esto fue verificado
por la preparacién y la inyeccion de soluciones a estos niveles.

7.5 Especificidad:

Se demostro que el método es especifico al verificar la ausencia de picos que coincidan conel T, de laar-
butina. Ademas se analizé la pureza del pico correspondiente a la arbutina en los extractos de llex, utilizando
la herramienta de determinacion de indice de pureza del programa del detector. EIl mismo dio un valor de 1.00,
lo que implica la ausencia de sustancias que coeluyen con la arbutina y que absorben entre 200 y 800 nm.

7.6 Contenido de Arbutina obtenido en muestras vegetales analizados:

Los resultados se muestran en la tabla 4. En todas las muestras de especies de llex analizados se  de-
tectd arbutina, con la excepcioén de I. paraguariensis var. paraguariensis St.-Hill, |. paraguariensis var. para-
guariensis var. vestita, I. dumosa var. dumosa Reissek e |. dumosa var. Guaranina Loes (Tabla 4 y Figura16).

Muestras Arbutina (%)

llex dumosa var. dumosa Reissek. N/D
llex. dumosa var. guaranina Loes. N/D
llex paraguariensis var. paraguariensis var. vestita. N/D
llex paraguariensis var. paraguariensis St.-Hill. N/D
llex taubertiana Loes. 1.45+0.07
llex integérrima (Vellozo) Reissek. 220+£0.3
llex brevicuspis Reissek. 242 £0.03
llex pseudobuxus Reissek. 2.48 +0.08
llex argentina. 3.45+0.14
llex brasiliensis (Spreng) Loes. 5.35+0.25
llex theezans Reissek. 5.99 + 0.30
llex microdonta Reissek. 7.83 £0.05

Tabla 4. Contenido de Arbutina en las hojas de las especies de llex, expresado en % de peso seco de la droga +%
RSD. Abreviatura: n/d= no detectado.
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Cromatogramas de arbutina en extractos de las hojas de las especies de llex:
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Fig.17. Cromatogramas (HPLC) de arbutina en extractos de las hojas de las especies de llex. A: Testigo (Arbutina) 0.05 mg/ml, B:
llex microdonta, C: llex theezans, D: llex brasiliensis, E: llex argentina, F: llex pseudobuxus, G: llex brevicuspis, H: llex integérrima, I:
llex taubertiana, J: llex paraguariensis var. paraguariensis, K: llex paraguariensis var. vestita, L: llex. dumosa var. guaranina, M: llex
dumosa var. dumosa .Columna Kinetex, C18 (100 x 4.6 mm; 2.6 u). Fase movil: solvente A: Acido acético 1% en agua y solvente
B: Acido acético 1% en metanol. Deteccién: 282 nm. Flujo: 0.8 ml/min. Temperatura del horno: 30° C. Volumen de inyeccion: 20
pl. T, arbutina: 2 + 0.5 min.
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Grafico comparativo del contenido de arbutina en dos trabajos:
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Fig.18. Grafico comparativo del contenido de arbutina (% p/p), (datos obtenidos en presente trabajo y el trabajo realizado por
Choi et al., (2005).

8. Conclusiones:

En el presente trabajo se llevo a cabo la identificacion y la cuantificacion de arbutina mediante HPLC.
Estos resultados coinciden solo parcialmente con los obtenidos anteriormente (Choi et al., 2004; Kim). En
ese estudio (2005) los valores mas altos se observaron en I. brasiliensis, I. pseudobuxus e I. theezans. En
cambio, en las muestras analizadas por nosotros, las especies con mayor contenido de arbutina fueron
. microdonta, I. theezans e |. brasiliensis, Tampoco coincidio la cantidad de arbutina determinada en las
especies de . microdonta, I. theezans e |. brasiliensis con respecto de las cantidades obtenidas en el
trabajo de Choi et al., (2005).
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Lo que si coincidio, fue la ausencia de arbutina en I. dumosa var. dumosa, I. dumosa var. guaranina
y l. paraguariensis var. paraguariensis.

Estas diferencias significativas en la cuantificacion de arbutina se pueden deber a diferencias en la
época del afno de recoleccion ya que en ambos casos, las plantas crecen en idénticas condiciones cli-
maticas y edéficas al ser cultivadas en un ambiente experimental. La cantidad de arbutina detectada en
las especies como I. microdonta, I. theezans y I. brasiliensis es farmacolégicamente significativa, siendo
un beneficio muy importante por sus propiedades antioxidantes interesantes y ademas, propiedades diu-
réticas y antisépticas urinarias. Por otra parte, la busqueda de arbutina en muestras de I. paraguariensis
es importante en el control de calidad, por el hecho de que la arbutina esta presente en la mayoria de los
posibles adulterantes, indicando que este compuesto se podria utilizar como indicio de la adulteracion
del I. paraguariensis con estas otras especies de llex.

Por ultimo podria ser de interés la produccion de variedades de I. paraguariensis capaces de producir
arbutina, agregandole una bioactividad beneficiosa a esta planta de por si interesante por su contenido
de cafeina, acidos cafeoilquinicos y saponinas.
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