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Resumen

Resumen

La yerba mate es un producto elaborado a partir de las hojas de llex paraguariensis Saint.
Hill, donde sufre diversos procesos de modificacion (desde la cosecha hasta el “sapecado”
y la molienda), los cuales culminan en diferentes presentaciones, orientadas a multiples
mercados. Tradicionalmente se consume como infusion fria o caliente en una amplia
region de sudameérica. En Uruguay, el fuerte arraigo al consumo de mate se refleja en los
grandes volimenes de comercio de la misma, situando a nuestro pais como el primer
consumidor per cépita a nivel mundial. Teniendo en cuenta la importancia de la yerba
mate para la region, como alimento de consumo masivo y como parte del acervo cultural;
es que el presente trabajo de tesis se orientd en contribuir al conocimiento de las
infusiones de yerba mate. Partiendo de veintiséis muestras de yerba mate, de doce marcas
comerciales, se busco generar informacion para poseer una vision holistica sobre este

producto.

Con tal fin, se desarrollaron diversas técnicas analiticas, algunas establecidas (LC-DAD,
LC-FLD, espectrometria de masas LC-ESI-MS/MS, etc.), y otras alternativas
(espectroscopia de fluorescencia con sonda a base de grafeno), para la determinacion de
la composicion quimica, presencia de contaminantes, efectos in vitro e in vivo. En este
caso, el uso de una maguina expreso resulto ser una herramienta valiosa para la extraccion
acuosa de compuestos, tales como: teobromina, cafeina, acidos cafeoilquinicos y
dicafeoilquinicos, en veintiséis muestras comerciales. Los perfiles quimicos arrojaron una
distribucion tipica entre los principales isdmeros del acido cafeoil y di-cafeoil,
encontrandose en concordancia con los datos reportados. En segundo lugar se
identificaron y cuantificaron contaminantes trazas de la familia de los Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (PAHS), con énfasis en el benzo (a) pireno. Simulando el método
de consumo tradicional, se estimd una transferencia total de 0,11 a 0,54 % de los PAHs a
la infusién. Se cuantificdé también la presencia de mercurio organico e inorganico,
realizando su especiacion mediante CV-AAS y GC-CV-AFS. El rango de contenido de
Hg en estos estudios fue de 2,5 a 15,8 pg/100 g. Adicionalmente se llevd a cabo la
cuantificacion de minerales y metales mediante ICP OES e ICP-MS. Todas las muestras
analizadas presentaron concentraciones elevadas de Mg, K, Ca y P. Posterior a ello, se
desarroll6 una metodologia alternativa de analisis, la cual fue abordada de forma

exploratoria, mediante la semi-cuantificacion de acidos clorogenicos totales, utilizando
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Resumen

la supresion de luminiscencia de una sonda nanométrica a base de grafeno. Este método

fue desarrollado y evaluado aplicando los principios de la quimica verde.

Los ensayos exploratorios in vitro, mediante la exposicion de células de la linea tumoral
HepG2 al extracto acuoso de yerba mate, demostraron una posible accion protectora del
extracto. Los ensayos in vivo fueron llevados a cabo como prueba de concepto, de un
protocolo de analisis en orina por espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS),
de un sujeto de prueba, el cual ingirié infusiones de yerba mate. Este método evidencio
la presencia de los compuestos ingeridos sin modificar, asi como sus metabolitos. Los
resultados de ésta tesis y sus correspondientes publicaciones demuestran la importancia
acerca del conocimiento de la composicion de este producto, de consumo masivo en

nuestro pais.

Palabras claves: yerba mate, perfil quimico, in vitro, in vivo, Uruguay.
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Resumen

Abstract

Yerba mate is a product made from the leaves of llex paraguariensis Saint. Hill, where it
undergoes various modification processes (from harvesting to “sapecado” and grinding)
which culminate in different presentations, oriented to different consumers. Traditionally
it is consumed as a hot or cold infusion in a wide region of South America. In Uruguay,
the strong consumption of mate is reflected in the large volumes of vegetal material
traded, placing our country as the first consumer per capita worldwide. Taking into
account the importance of yerba mate for the region, as a mass consumed food product,
and as part of the cultural heritage, this thesis is oriented to contribute to the knowledge
of yerba mate infusions. Starting from twenty-six samples of yerba mate, from twelve

commercial brands, we generate information to have a holistic vision of this product.

To this end, various analytical techniques were developed, some established (LC-DAD,
LC-FLD, mass spectrometry LC-ESI-MS/MS, etc.), and others alternative (fluorescence
spectroscopy with graphene-based probe) for the determination of the chemical profile,
presence of contaminants, in vitro and in vivo effects. In this case, the use of an espresso
machine turned out to be a valuable tool for the aqueous extraction of compounds, such
as: theobromine, caffeine, caffeoylquinic and dicaffeoylquinic acids, in twenty-six
commercial samples. The chemical profiles showed a typical distribution between the
isomers of caffeoyl and di-caffeoyl acid, being in agreement with the reported data.
Secondly, trace contaminants from the Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS) family
were identified and quantified, with emphasis on benzo (a) pyrene. Simulating the
traditional consumption method, a total transfer of 0.11 to 0.54 % of the PAHs to the
infusion was estimated. The presence of organic and inorganic mercury was also
quantified, performing its speciation using CV-AAS and GC-CV-AFS. The range of Hg
content in these studies was in the range of 2.5 to 15.8 pg/100 g, additionally, the
guantification of minerals and metaloids was carried out using ICP OES and ICP-MS. All
the analyzed samples presented high concentrations of Mg, K, Ca and P. Subsequently,
an alternative analysis methodology was developed, which was an exploratory approach,
the semi-quantification of total chlorogenic acids, using the suppression of luminescence
based on graphene quantum dots. This method was developed and evaluated applying the

principles of green chemistry.




Resumen

Exploratory in vitro assay, exposing cells of the HepG2 tumor line to the aqueous extract
of yerba mate, demonstrated a possible protective action of the extract. The in vivo assay
were carried out as a proof of concept, of a protocol of urine analysis by High Resolution
Mass Spectrometry (HRMS), of a test subject who ingested yerba mate infusions. This
method showed the presence of the ingested compounds without modification, as well as
their metabolites. The results of this thesis and its corresponding publications demonstrate

the importance of knowing the composition of this massive consumption in our country.

Key words: yerba mate, chemical profile, in vitro, in vivo, Uruguay.
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Capitulo 1: Introduccion

Capitulo 1: YERBA MATE
Seccion 1.1: Revision historica

1.1.1. Inicios de la yerba mate

El botanico francés Aimé Bonpland (1773-1858) en sus expediciones por tierras
americanas se dedico al conocimiento cientifico y ya entonces vislumbro el potencial de
la yerba mate como producto de consumo [1]. A pesar de ser el primer botanico en
proponer la descripcion botanica del arbol de la yerba mate (Bonpland Ilaméd
tempranamente a ésta especie llex Theezans), advirti6 mas tarde que el nombre de su
autoria no se aplicaba a ésta especie. De hecho, sus estudios permanecieron inéditos
durante varios afios, y fueron conocidos por la comunidad cientifica décadas después a
través de la primera descripcion valida, realizada por el naturalista Auguste de Saint
Hilaire. Este la llamé llex paraguariensis en su obra “Mémoires du Muséum d’Histoire
Naturelle” publicada en Francia en 1823 [2]. La preparacion de la infusion como la
conocemos hoy (yerba mate, mate, té de Paraguay, té de San Bartolomé, té de los Jesuitas,
ka"ha en guarani), es proveniente de las tradiciones de los pueblos guaranies. Los jesuitas
evangelizadores decidieron apoyar y promover el cultivo; ya que observaron que al beber
mate los nativos permanecian despiertos mas tiempo y eran mas trabajadores, a la vez que

el mate sustituia el consumo de bebidas alcohdlicas [3].

1.1.2. Aspectos botanicos de la yerba mate

La familia Aquifolidcea es encontrada en regiones tropicales del planeta presentando
aspectos econdémicos y agronomicos importantes, por sus diversos usos [4]. Hoy en dia
se conocen del género llex alrededor de 400 a 600 especies [5]. La taxonomia de Ilex

paraguariensis St.-Hill se presenta a continuacién [6]:

Reino: Vegetal.
Divisién: Espermatofitas.
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Sub-division: Angiosperma.
Clase: Dicotiledoneas.
Orden: Espindales.
Familia: Aquifoliaceas.
Género: llex.
Especie: paraguariensis.
Nombre cientifico: llex paraguariensis.

Nombre comin: Yerba Mate.

Planta nativa de America del Sur (Figura 1), tipica de las regiones subtropicales de
Argentina (regién noreste), Brasil (centro-este, sur-este y region sur) [7] y Paraguay
(region este) [8]. En cultivo mantiene una altura entre 3 a 4 metros presentando un tronco
corto que se ramifica a poca altura del suelo, adquiriendo asi la apariencia de un pequefio

arbusto.
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Figura 1. Mapa de América del Sur que muestra en detalle el &rea de distribucion natural de la yerba
mate. Referencias: A) Sur-este de Brasil; B) regidn oriental de Paraguay; C) region noreste (Misiones) de

Argentina. Mapa creado bajo el software de Sistema de Informacidn Geogréafica QGis 3.16.4 -1,

En estado silvestre, toma alrededor de 30 afios para su pleno desarrollo del arbol,
alcanzando hasta 16 metros, formando un &rbol cargado de hojas con un tronco con
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corteza lisa y colores grisdceos [12]. Sus hojas duran unos tres afios, son alternas
coriéceas, elipticas con borde dentado. Sus dimensiones difieren segun las variedades,
entre 5a 15 cm de largo y de 2 a 5 cm de ancho. Las flores son pequefias, blanquecinas y
el fruto es globoso, carnoso de 5 a 7 cm de didmetro de color pardusco (Figura 2). El
arbol de la yerba mate requiere 5 afios de crecimiento para estar produciendo y entra en
la fase de méxima produccion recién a los 7 u 8 afios. Una plantacion bien manejada
puede permanecer vigente durante 30 afios y podria dar rendimientos decrecientes

proximo a los 50 afios [13].

Figura 2. Yerba mate. A) arbol y hojas; B) flores; C) fruta [1214],

1.1.3. Proceso industrial de la yerba mate

En términos generales, la produccién se divide en dos grande etapas [15]:

a) Produccion primaria: incluye la cosecha de la hoja verde.
b) Etapa industrial: secado, molienda y producto final.

Produccion primaria: se inicia con la siembra, germinacion y trasplante al campo, se
aplican las préacticas agronémicas como deshierbe, fertilizacion y control de plagas
terminando en la cosecha. La cosecha: se ubica entre abril a setiembre y puede
permanecer hasta octubre. Una vez que es cosechada, proceso llamado “quebrado”,
separando las hojas mas gruesas de las mas finas. Las ramas seleccionadas se
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acondicionan en sacos de arpilleras llamadas “ponchadas™ que son sacos unidos en sus

cuatros extremos formando un fardo llamado “raido”. La cosecha puede ser tanto manual

como sistematizada. El producto el cual es trabajado es la hoja verde [12].

El proceso industrial incluye 5 etapas: 1) Sapecado, 2) Secado, 3) Molienda gruesa

llamada “Canchado”, 4) Estacionado 0 envejecimiento y 5) Molienda fina, para obtener

el empaquetado final [16-18].

Las etapas son descriptas a continuacion:

a)

b)

d)

Sapecado: este proceso es también conocido como pre-secado. La hoja verde es
expuesta a llama directa a temperaturas entre 250 °C y 550 °C durante 2—4 min.
La inactivacion de la oxidacion de las enzimas ocurre en esta etapa, para asi
preservar el color, aroma y sabor de la hoja. Es llevado adelante en un
equipamiento parecido a un tambor rotatorio con cuchillas internas en donde las
hojas son puestas en contacto con la combustion de los gases de la madera o chips
de madera [19]. El flujo de combustion de los gases es producido en una chimenea
local ubicada afuera y regulada por el deflector interno. La temperatura promedio
a la entrada del sapecador es alrededor de 400 °C y la salida es de 120 °C. Aqui
el 25 % de la humedad se pierde en esta etapa. [20].

Secado: las hojas son expuestas a aire caliente hasta obtener un 3 % de humedad.
El proceso de secado puede ser el tradicional llamado ‘‘barbaqua” o puede ser un
sistema de cintas. En el sistema tradicional se construye una estructura con madera
o ladrillo, de geometria redonda o cuadrada, tipo bdveda donde internamente
posee unos postes, sobre los cuales la yerba mate se apila, una vez que fue
sapecada. El aire caliente se canaliza desde el exterior. El proceso puede durar de
12 a 18 h y hay que volcar las hojas manualmente cada 3 a 4 h. El sistema de
cintas, es un sistema continuo, descrito por un tanel de 25 a 35 m de longitud, 3 a
4 mde ancho y 7 a 10 m de altura, a través del cual discurren horizontalmente las
cintas. Las cintas transportan lentamente las hojas de yerba mate, que recibe el
aire caliente del exterior y el proceso dura de 3 a6 h.

Molienda (canchado): el producto es triturado en grandes pedazos para permitir
su manipulacién y transporte.

Estacionado o envejecimiento: es el periodo de tiempo necesario para adquirir
sabor, aroma y color adecuado. En esta etapa de envejecimiento natural, el
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producto se almacena en condiciones naturales de temperatura y humedad por un
periodo de 9 a 12 meses. En el proceso de envejecimiento forzado, el producto se
almacena bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y circulacion de
aire durante 3060 dias.

e) Preparacion final: la yerba mate finalmente es molida de manera fina y tamizada.
Cada fracciéon (polvo, hojas y palos) son almacenados en silos o tolvas. Las
diferentes fracciones son mezcladas y empaguetadas acorde a cada marca
comercial. Siendo ésta la Ultima etapa de industrializacion, la yerba mate

“elaborada” queda lista para el consumo final.

1.1.4. Produccién y consumo en la region

1.1.4.1. Argentina

Segun el OEC [21] Argentina es el principal productor a nivel mundial, con una
produccién valorada en 83 millones de ddlares anuales, siendo el segundo exportador
global (siguiendo a Brasil). Segun el INYM la superficie total sembrada es de 177.535
ha, exclusivamente dedicadas a la produccion y desarrollo de la actividad yerbatera. Entre
enero y diciembre del afio 2020, alrededor de 813.000 kg de hojas verdes fueron secadas.
Las salidas del producto al mercado interno suman alrededor de 268.858 kg (incluyendo
yerba mate soluble y saquitos de té). La salida del producto al mercado internacional fue
de cerca de 42.906 kg [22].

La produccién de la yerba mate es una actividad que se da enteramente en las provincias
de Misiones, abarcando esta provincia aproximadamente el 90 % de la superficie
plantada; y en el noreste, en la provincia de Corrientes con el 10 % restante. Hay 10.811
productores en Argentina, de los cuales mas del 60 % explotan menos de 10 hectareas.
Hay 200 secadores y 104 establecimientos de molienda y fraccionadoras. Hay 11 grupos
econdémicos que son responsables del 79 % de la yerba mate producida en Argentina:
Establecimiento 10 hermanos (marca Rosamonte), La Cahuera S.A (Amanda), J.J.
Llorente (La Tranquera), Productores de yerba mate de Santo Pip6 Soc. Coop. Ltda.
(Piporé, Mulita), Cooperativa Agricola Montecarlo Ltda. (Aguantadora y Sinceridad),
Gerula S.A (Romance), Cooperativa de trabajo Ltda. La Hoja (La Hoja, Don Luca,
Palermo), Establecimiento Las Marias S.A (Targui, Union), Cooperativa Agricola de la
Colonia Liebig Ltda. (Playadito), Molinos Rio de la Plata (Nobleza Gaucha, Cruz de
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Malta) y Florentino Orquera (CBsé). Los principales mercados de exportacion de
Argentina son: Siria, Chile, Libano y los Estados Unidos; donde el 95 % de las
exportaciones corresponden a yerba mate elaborada y procesada, 4 % a extractos, y un 1
% a yerba mate canchada [13]. En cuanto al consumo, un tercio de los hogares toman té,
café y yerba mate una vez al mes. Sin embargo, los habitos de compra, del té, café y yerba
se dan en el 98 % de las casas argentinas. Esto se traslada a un consumo per capita de 6 a
7 kg/ persona/ afio [23].

1.1.4.2. Brasil

En el 2018 la yerba mate ocup6 el segundo valor de produccion entre los productos no
madereros, con una produccion de 362.545 toneladas. La mayoria provenientes del
estado de Parana donde se da la mayor produccion con 314.728 toneladas. Aunque
también se destacan, el estado de Rio Grande do Sul, Santa Catarina y la region del
sudeste de Mato Grosso do Sul [24]. Segin EMBRAPA existen al menos 750 empresas
que producen yerba mate en 12.017 establecimientos agricolas [25]. Sin embargo, el
consumo per capita en Brasil es bajo en comparacion con otros paises, siendo cercano a

los 1,2 kg/ persona/ afio [26].

1.1.4.3. Paraguay

En Paraguay, la superficie total plantada de yerba mate en el promedio de las zafras de
los afios 2019 y 2020 fue de 26.215 hectareas. La produccion total fue de 132.739
toneladas, la cual comparada con los datos previos, se increment6 un 5 %. La yerba mate
tuvo un rendimiento promedio de 5.063 kg/ha [27]. Existen 15.452 granjas yerbateras, de
las cuales el 80 % se localiza en: ItapUa, Guaira, Alto Parana y Canindeyu. Del total de la
produccion, 40 % se queda en el mercado local con un consumo de 6 a 7 kg/ persona/
afos; y el 60 % restante se destina al mercado internacional, principalmente a: Argentina,

Espafia, Bolivia, Polonia, Alemania e Israel [28].
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1.1.4.4. Uruguay

Uruguay, segun la OEC, ocupa el primer puesto en la importacion de dicho producto,
representando unos 68 millones de dolares por afio. La alta demanda en el mercado
interno (hogares) representa un consumo de 750 g de yerba por persona por mes [29].
Esto implica que sea el pais con el consumo per cépita méas elevado, de 10 a 12 kg/
persona/afio [30]. La Figura 3 muestra la evolucion anual de importacion de yerba mate
en 10 afios, de acuerdo a datos de la Direccion Nacional de Aduanas. En los primeros
afios de la serie, se observa una estabilidad en los valores, mientras que en el afio 2018
fue el afio con el valor mas bajo registrado. En el mismo periodo considerado, y a pesar
de no ser un pais con produccion primaria de yerba mate, Uruguay exportd producto

terminado a Espafia, Holanda, y Chile.
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Figura 3. Evolucion de las importaciones de yerba mate en toneladas durante 10 afios en Uruguay B4,

1.1.5. RBN e llex paraguariensis

La yerba mate destinada a consumo humano debe cumplir de manera obligatoria con la
regulacién alimentaria del MERCOSUR, que en el caso de Uruguay esta plasmada en el
Reglamento Bromatoldgico Nacional (RBN). La normativa especifica y vigente se

encuentra en el capitulo 22 (RBN) [32], definiendo los siguientes productos:
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...“Yerba canchada: Es la yerba bruta sometida al proceso de pre hidratacion y secado,

formada por hojas, peciolos, y tallos jovenes del &rbol llex paraguariensis, deshidratadas,

ligeramente trituradas y posteriormente cernidas para su limpieza de fragmentos de gajos

y residuos”...

...“Yerba mate elaborada: Es el producto resultante del proceso de elaboracién final que

recibe la yerba canchada, y tiene mas del 10 % de polvo™...

Se subdivide en:

a)

b)

Chimarrdo o Cimarrén: producto elaborado que se caracteriza por su color verde
oliva y acentuado porcentaje de granos finos, destinado a degustacion en mate con
agua caliente y de sabor amargo;

Té de mate verde: es el producto elaborado constituido solamente por fragmentos
de hoja con o sin tallitos, de color verde, que después de su infusion es destinado
a su degustacion caliente o frio;

Té de mate tostado o gquemado: es el producto elaborado constituido por
fragmentos de hojas con o sin tallitos, triturado y tostado en equipos especiales;
su infusion es destinada a la degustacion caliente o fria;

Mate soluble: es el extracto concentrado, liquido o en polvo, obtenido
industrialmente a partir del mate verde o tostado.

Ademas, la cafeina (en masa seca) debe tener un minimo de 0,6 %. No puede

contener productos extrafios o encontrarse ardido, alterada, etc.

1.1.6. Analisis comparativo de la normativa sobre yerba mate

De acuerdo al estudio llevado a cabo por Parodi et al [33], un analisis comparativo de la

legislacion arrojo datos interesantes:

v

v

RN

Chile acepta otras especies, como la llex brasiliensis, dentro de la misma
denominacion del producto yerba mate.

Sobre yerba mate canchada: solo Argentina [34], Paraguay y Uruguay la nombran
de esa forma.

Solo Uruguay y Argentina establecen condiciones de porcentaje de hojas, palos,
tamafio y maximo de polvo.

Yerba mate elaborada para consumo esta disponible en los cincos paises.

Yerba mate tostada o quemada: Chile es el Gnico pais que no la ofrece.
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v Yerba mate en saquitos: Argentina es la Unica legislacion que la incluye, pero
Brasil y Uruguay presentan té tostado o verde.

v Yerba mate soluble: Chile es el Unico pais que no lo define.

v Yerba mate compuesta (con hierbas aromaticas): Chile no lo legislan. Argentina,
Brasil y Paraguay difieren en su definicion. Argentina admite un méximo de hasta
un 35 % (en masa seca) [35], Paraguay admite hasta un 15 %, Brasil no tiene un

maximo establecido. En el caso de Uruguay, se encuentra bajo la érbita del MSP.
1.1.7. Productos tradicionales

La palabra mate tendria origen en la lengua indigena que provendria del término mati,
donde significa “calabaza”, recipiente donde se prepara tradicionalmente la infusion de
yerba mate. Esa forma de consumo tradicional actualmente es conocida como té de mate
(“cha mate”) donde el mayor consumo se da en los estados de Rio de Janeiro y San Pablo
en Brasil [36]. La yerba mate alli consumida, es la que ha sido tostada o quemada, lo cual
es un proceso similar al torrado del café. Sin embargo, en Argentina y Uruguay, la yerba
mate principalmente consumida no es tostada, y se consume cuando su color original se
ha perdido, dando un color mas oscuro, producto del proceso de envejecimiento [37]. En
Paraguay el consumo de yerba mate se da principalmente en la forma de “tereré”, donde
la yerba mate presenta un tamafio de particula mayor no escapando del proceso de

envejecimiento [38].

La forma maés difundida en la regién para el consumo de yerba mate es la infusion. La
misma consiste en colocar de 30 a 50 g de yerba mate en un recipiente y sucesivas
extracciones se dan con pequefios voliumenes de agua. Este método presenta dos
variaciones, una es el “chimarrdo” o “mate”, que se prepara con agua caliente, mientras
que el “tereré” se prepara con agua fria [39]. Otro producto presente tanto en Argentina
como en Brasil, es la yerba mate en saquitos de té, donde 3 g se encuentran contenidos
en un saquito de papel de filtro y se prepara la infusion acorde a las instrucciones del
fabricante. Finalmente, el mate “cocido” donde se realiza una Unica infusion con agua en
ebullicién y luego se filtra [16] se toma principalmente en Argentina. Las etapas del

proceso, los productos y morfologia se presentan en la Figura 4.

Como se describid anteriormente, la yerba mate se exporta a diferentes partes del mundo,

desde Medio Oriente, pasando por Europa. Los modos de consumo en estos paises extra
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regionales se enmarcan en las mismas formas de consumo ya descritas en la region. La
preferencia por el consumo de yerba mate en estos lugares se encuentra relacionada a su
sabor amargo [40] y contenido de estimulantes. En el Medio Oriente se consume como

sustituto del té verde, mientras que en los Estados Unidos prefieren una yerba mas suave

[41].
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COSECHA SAPECADO CANCHADO ENVEJECIMIENTO MOLIENDA
0,0 0,0
ﬂ A W S7 (e[ <7
H J h | |~ ]
El Secado “barbaqua” El producto es Las hojas son almacenadas en Finalmente es

Las hojas son expuestas a llama
directa a temperaturas elevadas
(250-550°C) durante 2-4 min. La

Hojas y tallos
son cortadas de
manera manual

o estilo de sistemas de
cintas. Es usado para

triturado de
manera grosera

condiciones naturales de humedad
y temperatura durante 9-12 meses.

molida y tamizada.
El tamafio de

0 mecanica, inactivacion de las enzimas secar las hojas 0 en pedazos. En el forzado el proceso dura 30- || particula o mezcla
colocadas en preserva el color, aroma y sabor. reduciendo de un 10-12 60 dias o bien puede no ser || esespecifica de para
sacos de 100 kg. 25 % de la humedad se pierde en % de humedad a 4,5 %, envejecido y salir bajo molienda || cada marca
esta etapa. en 24 h, fina y empaquetado. comercial o pais.
Sin envejecer ‘
TOSTADO l

llex paraguariensis

Tereré (Br)

Yerba mate sin palo (Arg)

A 4

El producto es
expuesto a calor
directo a 120 °
C por 15 min.

Yerba mate tostada en saquito (Br)

Yerba mate verde (Br)

Yerba mate estacionada (Uy)

Yerba mate tostada (Br)

Yerba mate (Py)

Yerba mate en saquito (Arg)
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Figura 4. Diagrama de flujo que describe las etapas de la produccion de yerba mate y sus diferentes productos comerciales obtenidos en la region. Referencias: Br=Brasil,

Uy=Uruguay, Py=Paraguay, Arg=Argentina [>38:42],
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1.1.8. Productos alternativos que contienen yerba mate

En la actualidad la yerba mate ha desarrollado una presencia global, donde el consumo se
ha expandido fuera de los limites del continente. Esto ha permitido el surgimiento de

alternativas de consumo que afiaden valor a la cadena de produccion de la yerba mate.

1.1.8.1. Productos alimenticios y cosméticos

Componentes de la yerba mate como la clorofila o los aceites esenciales, pueden ser
usados como colorantes naturales en diferentes matrices alimenticias (ej. helados, goma
de mascar, chocolates, etc.) o como conservantes en alimentos. También la cafeina y
teobromina extraidas de la yerba mate son usadas en la formulacion de nutracéuticos [36].
Otras investigaciones establecen que extractos de yerba mate pueden ser usados como
aditivos alimentarios [43] o en formulaciones de bebidas a base de yerba mate (por
ejemplo bebidas fermentadas como la cerveza) [44] o la kombucha [45]). Se ha estudiado
también la actividad antimicrobiana de los extractos contra Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, y su potencial uso al incorporarse a fibras proteicas de maiz integradas

a empaquetados [46].
1.1.8.2. Céapsulas, geles y extractos

Diferentes investigaciones han llevado a cabo la encapsulacion de compuestos bioactivos
del extracto de yerba mate, con el objetivo de lograr reducir el gusto desagradable y
aumentar la vida atil del producto. La investigacion demostré que al consumir 5 g de
capsulas de extracto de yerba mate puede proveer el 41 % de la ingesta diaria
recomendada de calcio [47]. Se han desarrollado aerogeles de celulosa y nanocelulosa
incorporado extracto de yerba mate a su estructura [48]. También se han preparado
extractos secos de yerba mate usando secado tipo spray, los cuales han presentado alta

actividad antioxidante [49].

12

——
| —



Capitulo 1: Introduccion

1.1.9. Habitos de consumo

Investigaciones llevadas a cabo por Godoy et al [50] sobre la percepcidn y aceptacion de
nuevos productos conteniendo yerba mate en la poblacién estudiantil de la Universidad
Federal de Parana (Brasil), indicaron que el sabor original era el mas preferido, seguido
del adicionado con limén, y luego el adicionado con azucar. La calidad, marca comercial,
y el precio son los aspectos mas importantes en el proceso de compra. EI 100 % de los
consumidores rechazo la yerba con un alto contenido de palos (tallo). Sin embargo, otro
estudio llevado a cabo por Gebara et al [51] indica que en la poblacién de Parana (Brasil),
el 63 % consume mate, donde el 37 % lo consume como tereré. EI mismo estudio indica
que el mate caliente es el preferido por los mayores de 30 afios, mientras que el tereré es
la eleccion méas popular en los menores de 30. En ambos casos se refleja el habito de
consumo colectivo. Samoggia et al [52] estudio el comportamiento de consumidores de
mate en italianos y argentinos, relacionando el consumo del mismo con la percepcién
sobre la salud. Los argentinos consumen el mate principalmente en la forma tradicional
caliente (40 %), seguido de los saquitos de té (31 %) y del tereré (27 %). Muy pocos lo
consideran una bebida energética, aunque lo resaltan como un habito con el cual tienen
una relacién de dependencia. El factor clave que impulsa la compra es el sabor. Se bebe
regularmente, en el desayuno, en descansos de la tarde, y el principal lugar de consumo
es el hogar. Estos resultados revelan que en Argentina el consumo de mate es una
tradicion nacional impulsada por el gusto, el habito y la socializacién. En el caso de Italia,
el 66 % de los encuestados habian oido hablar de la yerba mate y estaban dispuestos a
probarlo. El tradicional mate atrae a los consumidores (42 %), aunque también aprecian
la yerba mate en saquitos de té (27 %). El gusto es el atributo que se destaca
positivamente, pero no manifiestan intencion de sustituir su bebida habitual (café) de

consumo matutino.

Por otra parte, Monica Kujawska [53], estudié el rol de la yerba mate en la poblacion
paraguaya. La comunidad lo bebe en dos formas béasicas: mate y tereré. EI mate
tradicional se bebe diariamente tanto en la mafiana como en la tarde. En verano predomina
el tereré. El principal promotor es el habito, y por excelencia el consumo es un elemento
del comportamiento social. Sin embargo, en la comunidad no se percibe a la yerba mate

como una planta medicinal y tampoco como un producto nutracéutico.
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En Uruguay, la yerba mate es un commodity, donde el nivel de diferenciacion entre los
productos es muy bajo. Al momento, hay més de 70 presentaciones comerciales, y son 25
las empresas que comercializan dicho producto, asignandole las categorias de intenso,
compuesta, suave, etc. El tipo de producto consumido por la poblacién uruguaya (mas del
50 % de las ventas) es el producto denominado PU1 (Picado Uruguayo 1) para infusiones
calientes. Las 19 marcas de yerba mate mas comercializadas son: Armifio Clésica,
Armifio Compuesta, Armifio Suave, Baldo, Cabral Silueta Ideal, Cabral Compuesta,
Canarias, Canarias Serena, Canarias Especial, Contigo, Contigo con hierbas, Del
Cebador, Del Cebador sabor Intenso, La Selva Nerviosos, La Selva Compuesta, La Selva
hepaticos, EI Moncayo, Sara Tradicional, Sara Espléndida. Esto representa un 83 % del
mercado, el cual se encuentra bajo el control de 7 principales conglomerados comerciales:
Canarias, La Selva, Soldo Hnos., Apiarios Cabral, Augusto Coelho, Rapenor, y Carrau &
Cia. [54].

1.1.10. Patentes

La WIPO a traves del sistema online PATENTSCOPE provee el acceso a las patentes
registradas tanto a nivel nacional como internacional. Al momento se han registrado unas
262 patentes relacionadas a la yerba mate. Argentina es el pais que lidera, desde el afio
1973 a la fecha posee 118 patentes, muy variadas, desde maquinas tarefadoras a un mate
autocebante. Uruguay registra un total de 10 patentes, la mas antigua del afio 2017, donde
se incluyen accesorios para el mate, o bien un mate que se calienta por induccion.
Considerando el nimero de patentes concedidas, la mayoria de ellas estan relacionadas
con el area farmacéutica, seguido de suplementos alimenticios, bebidas, cosméticos, y

por Gltimo, nutracéuticos [55].
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Seccion 1.2: Composicion quimica

1.2.1. Perfil quimico

La yerba mate contiene una gran diversidad de compuestos bioactivos, en primer lugar
de abundancia se encuentran los macronutrientes: carbohidratos, proteinas, lipidos
[42,49,56] vy fibra [20,57]. Luego estan los minerales y las vitaminas; seguidos de los
polifenoles (acidos fenolicos, flavonoides), alcaloides (xantinas) y terpenos (carotenoides
y saponinas). La mayoria de estos compuestos son de naturaleza hidrofilica facilitando su
extraccion en fase acuosa [58]. El contenido relativo de estos compuestos varian segin la
edad de la planta, su estado fisiologico [59] y el proceso industrial posterior [18,60].
También existe dispersion en la composicion por factores geograficos [61], agronémicos,
y climéticos [62]. A continuacion se describen los diferentes tipos de compuestos
presentes en la yerba mate:

1.2.2. Compuestos bioactivos
1.2.2.1. Xantinas

Las metilxantinas que se encuentran en la yerba mate son: la cafeina (aprox. 0,89-1,73 %
del peso seco del material vegetal), seguido de teobromina (aprox. 0,26-0,88 %) y en
menor proporcion la teofilina [63]. La cafeina (1,3, 7-trimetilxantina) es un alcaloide que
se encuentra de forma natural en hojas, semillas, y frutos de plantas de méas de 60 especies.
En la yerba mate su contenido esta fuertemente asociado al origen geografico [64],
condiciones ambientales [65], tiempo de cosecha y procesamiento [66]. De hecho, hay
autores que han demostrado que el contenido de xantinas cambian segun las estaciones

del afio [67] y difieren claramente en su descendencia agronomica [68,69].

De acuerdo a Yin et al, la ruta metabolica de la cafeina en la planta de yerba mate se
explica en la Figura 5 [70]. La ruta biosintética es una secuencia de cuatro pasos que
consta de tres metilaciones, y una reaccién de una nucleosidasa, comenzando con la
xantosina actuando como sustrato inicial. Sin embargo hay otras pequefias rutas
metabolicas presentes, por ejemplo, la cafeina sintasa cataliza la sintesis de 3-metixantina

a partir de xantinas. La paraxantina se sintetiza a partir de la 7-metilxantina, pero se
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produce poca acumulacién de estos compuestos en los tejidos vegetales, ya que es un
proceso demasiado lento [71].
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Figura 5. Ruta metabdlica propuesta de las xantinas en la yerba mate [/,

Al ser consumida por el ser humano, el metabolismo de la cafeina es de rapida absorcién
y eliminacion, con una vida media de 5 h [72]. En individuos sanos, el 50 % de la dosis
administrada se eliminaen 1 0 2 h, y mas del 90 % después de 3,5 h. Esto sugiere que la
cinética esta relacionada con el vaciamiento gastrico, siendo esto un determinante

importante en la tasa de absorcion [73].

1.2.2.2. Polifenoles

La familia de los polifenoles constituye una enorme familia de moléculas, de las mas
numerosas, y que ha sido ampliamente estudiada. Se presenta mayoritariamente en
organismos del reino vegetal y sus estructuras han sido caracterizadas en detalle. Manach
et al [74], clasifica a los polifenoles segun los nimeros de anillos en su estructura y los
grupos unidos a ellos, diferenciando moléculas como estilbenos, acidos fendlicos y

ligninas [75]. En el caso de la yerba mate, estos compuestos constituyen un grupo
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importante, siendo los predominantes los acidos clorogénicos (Figura 6). Los acidos
clorogénicos son una familia de ésteres derivados del cafeoil que incluyen &cido cafeico,
acido clorogénico (5-CQA), acido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico, y
acido 4,5-dicafeoilquinico, (referidos comunmente como 3,4; 3,5 y 4,5-di-CQA
respectivamente) [63,76-80]. Adicionalmente se ha reportado la presencia de rutina,

quercetina y luteolina [81].
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Figura 6. Clasificacion de los acidos clorogénicos en la yerba mate 2,

1.2.3. Saponinas

Son glucosidos presentes como metabolitos secundarios que contribuyen al amargor de
la yerba mate. Su presencia se indica habitualmente por la formacion de espuma, debido
a su caracter detergente y emulsionante. La mayoria son derivados del acido ursélico y
en menor proporcion del acido oleandlico. Representan entre el 5y el 10 % del peso seco
de la hoja de yerba mate. En 1989 se identifico y aislo por primera vez la estructura de la
metasaponina-1 de hojas de llex paraguariensis [83]. Coelho et al [84] analizaron plantas
de los estados de Mato Grosso do Sul y Rio Grande do Sul, encontrando una
predominancia de metasaponinas 1, 2 y 3. Mas recientemente, se han utilizado
herramientas analiticas mas precisas para determinar el contenido de saponinas en la
yerba mate [85,86], informéandose valores de entre 4,4 a 5,5 mg g para presentaciones

comerciales del producto.
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1.2.4. Vitaminas y minerales

Vitamina C (&cido ascorbico), vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina
A, vitamina E, 4cido félico y derivados del &cido pantoténico han sido reportadas en la

yerba mate [87].

La composicion inorganica puede no solo incluir elementos esenciales como hierro (Fe),
manganeso (Mn), magnesio (Mg) y zinc (Zn), sino también algunos minerales no
esenciales, y aquellos contaminantes para los cuales se establecen limites maximos
[88,89]. Estudios recientes muestras que la yerba mate tiene una enorme capacidad de
acumular macro-elementos (Ca, Mg, Na, K), elementos trazas (B, Ba, Sr, V, Li, Ni, Fe,
Zn, Cu, Cr, Co, Mn, Mo) [90-94] asi como metales toxicos (As, Cd and Pb) [38,95].

1.2.5. AzUcares

Moldoveanu et al, estudiaron el perfil cualitativo de carbohidratos, hallando en la yerba
mate los siguientes: fructosa, sorbitol, glucosa, sacarosa, maltosa y mio-inositol [96]. De
hecho, el perfil de azlcares fue confirmado [56,76], revelando que la estacionalidad de la
cosecha es un factor clave en el cambio en los niveles de glucosa y de mio-inositol [97].

1.2.6. Compuestos volatiles

En la fraccion volatil de la yerba mate, se han identificado un total de 35 compuestos
principales, entre ellos los mas abundantes son los norisoprenoides. Las marcas
comerciales obtenidas en Uruguay contienen: a- and B-ionone, linalool, nerol, a-terpineol
[30]. Por otro lado, metil-butanal, pentanal, hexanal y heptanal, solo fueron encontrado

en especies adulteradas [98]
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Seccion 1.3: Contaminantes
1.3.1. Compuestos toxicos

La yerba mate se ha asociado con beneficios en la salud [99-101] e histéricamente ha
sido parte de la dieta de los habitantes de América del Sur. Al igual que como otras
tisanas, la presencia de contaminantes toxicos plantea preocupaciones sobre el riesgo
asociado a su consumo. Los Hidrocarburos Aromaéticos Policiclicos (PAHS) pueden estar
presenten en la yerba mate debido al proceso industrial al cual son sometidas las hojas.
También la presencia de metales pesados de interés para la salud publica, como cadmio,
plomo, arsénico y mercurio (Cd, Pb, As y Hg), pueden estar presentes en concentraciones
no permitidas en las hojas de yerba mate. La presencia de estos elementos se relaciona
directamente con las condiciones ambientales del cultivo, siendo la contaminacion del

suelo el determinante para este tipo de contaminantes [102].

1.3.1.1. PAHSs

Los PAHSs son un grupo de compuestos hidrofobicos con una estructura conformada por
anillos aromaticos fusionados; son toxicos, bioacumulables y con una alta persistencia en
el ambiente. Varios de ellos se encuentran entre los contaminantes que se priorizan para
el monitoreo en alimentos y en el medio ambiente, debido a su potencial riesgo en la salud
humana. Se los puede clasificar como PAHSs ligeros (2 o 3 anillos) o pesados (4 a 6
anillos), segun su numero de anillos aromaticos condensados en su estructura quimica.
Los pesados son los mas estables, persistentes y toxicos; en contraposicion los mas ligeros
son menos toxicos y mas susceptibles a la degradacion [103]. El benzo [a] pireno es el
mas interés despierta en ocasion del control de su presencia en los alimentos, y esta
clasificado por la IARC dentro del grupo 1 (carcinogénico para el ser humano. Los otros,
como el benzo [a] antraceno, el criseno, y el benzo [b] fluoranteno son clasificados en el
grupo 2B (posible carcinogénico para el ser humano) [104]. En ciertos alimentos, la EU
ha establecido limites maximos para benzo [a] pireno y para el contenido total de los
Ilamados PAH4. Limites en el café, mate o té no han sido aun establecidos [105] pero si
un maximo aceptable de 10 ng L™ ha sido propuesto para agua potable para consumo
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humano [106]. Debido a que la ingesta es la principal fuente de estos compuestos [107],
se ha estudiado la presencia de PAHSs en: aceites [108,109], alimentos infantiles y frutas
[110], vegetales y carnes [111], agua [112], pescado y malta [113], café [114,115], e

infusiones como té y yerba mate [116-120].

En el cuerpo humano, se disuelven y transportan facilmente a través de las lipoproteinas
de la membrana celular. La tasa de absorcion depende del tipo de PAHs. Habitualmente
se distribuyen y se dirigen a cualquier 6rgano o tejido interno, concentrandose
especialmente en aquellos ricos en lipidos y en el tracto digestivo. Los estudios
experimentales en animales han demostrado que pueden causar tumores; y que la
exposicion a los mismos a través de los alimentos puede producir efectos relacionados

con la fertilidad, asi como anomalias congénitas en la descendencia [121].

En la literatura, los métodos reportados para la deteccion de PAHs son muy diversos, sin
embargo el estado del arte de los mismos ha permanecido casi invariable en los ultimos
afios. Esto se debe a que los métodos no son lo suficientemente completos, o bien se
necesita un laborioso procesamiento de muestra, debido a la complejidad de las moléculas
y los bajos niveles de concentraciones en que se encuentran. Los métodos de extraccion
en fase solida (SPE), extraccion por Soxhlet, extraccidn asistida, entre otros, son los que
generalmente se han usado para separarlos [122]; seguido por la utilizacién de técnicas
instrumentales sensibles, robustas y eficaces, como cromatografia liquida y gaseosa, para

su deteccion y posterior cuantificacion.

1.3.1.2. Mercurio

El mercurio (Hg) es un contaminante ubicuo que puede ingresar al medio ambiente desde
una variedad de fuentes naturales y antropogenicas. Las fuentes naturales incluyen
eventos geotérmicos y volcanicos, mientras que las fuentes antropogénicas son la
incineracion de desechos, combustion de carbon, la fundicion de metales y la mineria
[123]. EI mercurio ha ganado atencion por ser un peligroso contaminante ambiental
debido a su alta toxicidad y persistencia. Existe en diferentes formas, como: Hg metéalico
(H%), Hg inorganico (ej. HgS, HgCl,), y Hg organico (ej. CHsHg*), donde las formas
generalmente mas abundantes en el suelo son el Hg (1) y CHsHg*. Resulta crucial

determinar la toxicidad de este metal en las plantas, la transferencia de suelo-planta-
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humano, asi como los posibles riesgos para la salud asociados con el consumo de
alimentos contaminados [124]. Debido a ello, el Reglamento 1881/2006/EC establece un
MRL de 0,5 mg kg* en pescado de agua dulce, y de 1,0 mg kg™* en mariscos; en igual
sentido esta regulado tanto el cadmio como el plomo [125]. EI Codex Alimentarius
establece 1,0 mg L™ para Hg total en agua mineral, y 0,5 mg gty 1 mg g* de CHzHg* en
peces no depredadores [126]. La WHO establece a través del PNUD niveles de Hg en

sangre de 10 mg L y en orina de 50 mg g* (como creatinina) [127].

1.3.1.3. Arsénico, cadmio y plomo

El arsénico y el cadmio se consideran biolégicamente no esenciales, siendo
potencialmente tdxicos para las células. Se desconoce el mecanismo primario, pero si se
sabe que tienden a sustituir el fosforo y zinc respectivamente en el metabolismo celular.
Ambos son amenazas potenciales para la salud humana y el medio ambiente, dado su
acumulacién en el suelo, en la cadena alimentaria y en el agua potable. De hecho las
actividades humanas (fertilizantes, herbicidas, etc.) son en gran parte responsables de la

acumulacion [128].

La exposicion cronica al cadmio puede causar efectos en la salud, desde dafio renal a
6seo. De hecho, varios estudios ocupacionales han informado el riesgo de padecer cancer
de pulmon debido a la inhalacion de cadmio [129]. En el caso del plomo, la toxicidad es
conocida desde hace méas de 2000 afios. Los dafios a la salud més estudiados son los
renales, cardiovasculares, hematoldgicos, inmunolégicos, reproductivos y neurolégicos.
Este Gltimo es de gran preocupacion por su ocurrencia en bebés y nifios, afectando sus
funciones cognitivas de por vida [130]. El arbol de yerba mate, en sus hojas y tallos tiene
la posibilidad de absorber y fijar metales pesados durante el cultivo. Investigaciones
Ilevadas a cabo por Pardinho et al, sugieren que As y Cd pueden trasladarse a las hojas y
perturbar la absorcion de agua y nutrientes, provocando pérdidas de las hojas en plantas
expuestas a suelos con altas concentraciones de estos elementos. La acumulacion en el
suelo, el agua y el aire, puede tener diferentes origenes: una gestion incorrecta de los
residuos, la rapida industrializacién y urbanizacion de las regiones agricolas, ademas del

uso de fertilizantes y agentes fitosanitarios, incluidos pesticidas y fungicidas que pueden
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contener mercurio y arsénico [131]. Dado que el arbol de yerba mate puede ser un
bioacumulador de los metales pesados, la yerba mate potencialmente puede actuar como
via de ingreso de estos elementos a la cadena trofica. Por ello, se encuentran limites
maximos permitido para arsénico (0,6 pg g*), plomo (0,4 pg g%), y cadmio (0,4 pg g)
en la yerba mate, siendo controlado por los organismos fiscalizadores competentes de
cada pais [132].

Seccion 1.4: Técnicas Analiticas
1.4.1. Técnicas Cromatogréaficas

En esta seccion se describen los métodos empleados en la presente investigacion para la
identificacion de los componentes, tanto aquellos que naturalmente se encuentran

presentes en la yerba mate, como los contaminantes anteriormente descritos.

1.4.1.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

En 1941, Martin y Synge publicaron una importante investigacion acerca de la separacion
liquido-liquido, estableciendo el concepto de platos tedricos y anticipando la
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC). El principio subyacente es que una
columna cromatogréfica se encuentra en contacto con una fase movil, donde esta Gltima
fluye a través del empaquetado de la columna una vez que se le aplica alta presion. Es
comun que el empaquetado tenga caracter no polar y la fase mévil sea polar. Por lo tanto,
los compuestos polares van a eluir primero, mientras que los no polares van a ser retenidos
eluyendo posteriormente [133]. Basicamente, es una separacion de compuestos presentes

en una matriz liquida, por su grado de polaridad, usando para esto un solvente liquido.

1.4.1.2. Cromatografia liquida en fase reversa acoplada a Detector de
Arreglo de Diodos

En la cromatografia liquida, los detectores més utilizados son aquellos basados en la
absorcion de luz visible y ultravioleta (UV). Estos detectores son sensibles a muchos
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solutos, siempre que absorban en el rango 190-600 nm. Existen tres tipos de configuracion
de detectores UV: de longitud de onda () variable, de A fija y de arreglo de diodos (DAD).
El DAD permite registrar la absorbancia en un rango de A, o bien operar con aquellas A
que proveen una maxima selectividad. Brinda la posibilidad incluso de registrar y
almacenar el espectro completo de absorcidn de los compuestos detectados en diferentes
tiempos a lo largo de la corrida cromatogréafica. EI tiempo de retencidn (tr), el cual es
deseable que sea diferente para cada compuesto diferente que integra la muestra,
representa el tiempo transcurrido entre que la muestra entré en la columna y que el
detector marca la salida del compuesto. La diferencia en los tiempos de retencion de los
distintos compuestos permite su separacion, y es la razén de ser de la cromatografia. De
esta forma se pueden identificar los analitos, no solo por el tiempo de retencion con

respecto a un estandar externo, sino también por su espectro caracteristico [134].

1.4.1.3. Cromatografia liquida de intercambio anionico acoplada a
Detector Amperométrico

La cromatografia de intercambio anidnico de alta resolucion (HPAEC), es una poderosa
herramienta analitica basada en la separacién por las diferencias en las cargas
superficiales de las moléculas. Permite el analisis de carbohidratos, debido a su capacidad
de separarlos segln sus caracteristicas estructurales, tales como: tamafio, composicion,
isomeria, etc. En condiciones de pH alcalino, los carbohidratos se separan facilmente por
interaccién iénica con los grupos amonio cuaternario de la fase estacionaria, donde el
orden de retencion creciente es correlacionado con la disminucion del valor de pKa. Este
tipo de cromatografia es acompariada de una deteccion amperometrica pulsada (PAD), la
cual se propuso por primera vez en 1981 para la deteccion de alcoholes. Tipicamente este
detector estd formado por un anodo de oro, platino o carbon vitreo bajo un constante

potencial aplicado [135].

1.4.2, Espectrometria de masas

El primer espectrometro de masas (MS) se construyo en 1912, y desde entonces ha
evolucionado, permitiendo analizar desde moléculas inorgénicas pequefias a

macromoléculas bioldgicas. El principio se basa en la formacion de iones en fase gaseosa
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(con carga positiva 0 negativa) que se pueden aislar eléctrica 0 magnéticamente utilizando
la diferencia en su relacion masa/carga (m/z) [136]. Un espectrometro de masas consta
basicamente de una fuente de ionizacién que produce iones, un analizador que los
clasifica por su m/z, y un detector que mide la intensidad relativa de las diferentes masas.
El principio de todos los espectrometros de masas es que el comportamiento de una
corriente de iones en fase gaseosa, a través de un campo electromagnético es dependiente
de su relacién m/z, y dicha relacién es usada por el analizador para distinguir unos de

otros, consiguiendo asi su separacion.

1.4.2.1. Sistemas de ionizacion

La fuente de iones, donde se producen las especies cargadas, es la puerta de ingreso al
analizador, para luego pasar al detector del equipo. Existen diferentes tipos de sistemas
de ionizacion; thermospray, particle beam, fotoionizacion a presion atmosférica (APPI),
e ionizacién a presion atmosférica (API); siendo este tltimo uno de los mas utilizados.
Dentro de los API se incluyen dos grupos de instrumentaciones posibles, denominados:
Electrospray (ESI), e lonizacion Quimica a Presién Atmosférica (APCI) (Figura 7 A).
La ESI ha revolucionado las técnicas de ionizacion por tratarse de una técnica “suave”,
operando a presion atmosférica, donde la muestra se rocia mediante una aguja fina, para
luego aplicarle un bajo voltaje, lo que da como resultado la formacidn de gotitas altamente
cargadas (nebulizacion). A continuacion las gotitas se impulsan eléctricamente y se
vaporizan con la ayuda de un gas inerte (nitrégeno). Asi las gotitas se van fraccionando
y evaporando mientras se desplazan, reduciendo su tamafio (Figura 7 B). Este efecto se

conoce en la teoria como método de evaporacion de iones [136].
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Figura 7. A) Esquema del proceso de formacion de iones mediante APCI; B) Esquema del proceso de

formacién de iones en ES| 131,
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1.4.2.2. Analizadores de masas

Una vez formados los iones en la fuente de ionizacién, estos son separados de acuerdo a
su relacion m/z en un analizador de masas. Existen cinco clases basicas de analizadores
disponibles: selector magnético, tiempo de vuelo, analizador con transformada de
Fourier, trampa de iones y cuadrupolo. A su vez se han desarrollado sistemas hibridos
que combinan dos de los analizadores anteriormente mencionados para potenciar sus

ventajas y compensar sus limitaciones.

1.42.2.1. Cuadrupolo

Es un analizador de masas que consiste en cuatro barras paralelas. Las barras opuestas
tienen la misma polaridad mientras que las barras adyacentes tienen polaridad opuesta. A
cada barra se le aplica un voltaje oscilante generando una diferencia de potencial que
permite la “filtracion” de los iones de m/z seleccionada. Modificando los campos
eléctricos, las masas de todos los iones pueden ser “escaneadas” secuencialmente, para
generar un espectro de masas. En la Figura 8 se muestra una representacion esquematica
de un analizador de cuadrupolo. El uso de este analizador estd muy extendido debido a su
relativa sencillez y bajo costo [137].

From ion
source

To
detector

Figura 8. Analizador de tipo cuadrupolo 341,
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1.4.2.2.2. Tiempo de Vuelo

El analizador de masas de “tiempo de vuelo” estd basado en la medida indirecta de la
masa. Esta técnica permite la medicion de una masa absoluta y la deteccién del ion con
una gran sensibilidad; permitiendo asi identificar a la molécula. Su funcionamiento
implica que una vez producida la ionizacion, se retiene a los iones en la fuente mediante
un potencial de retardo de igual signo al de la carga de los iones, evitando de esta forma
que los iones salgan de la fuente dispersos en el tiempo. Posteriormente se aplica un
voltaje de extraccion, consiguiendo que todos los iones salgan de la fuente
simultaneamente. Estos pasan por un campo electrostatico acelerado con un voltaje
ajustable, adquiriendo una elevada energia cinética, que les impulsa a través del tubo de
vuelo o analizador hacia el detector (Figura 9). Los iones llegan al detector a distinta
velocidad en funcion de su relacién m/z. Los iones mas ligeros llegan antes al detector
que los iones mas pesados. La resolucion es mayor cuanto mas largo es el tubo de vuelo
y menor es la dispersion de energias de los iones en la fuente. Durante este proceso se
mide el tiempo que tardan los iones en llegar al detector, donde el nimero de iones que
Ilegan en un tiempo dado es la abundancia de la sefial. La masa de los iones es calculada
en base al tiempo de recorrido, y para su aplicacion es necesario un proceso de calibracién
continuo, utilizando un estandar de masa conocida, que permita obtener valores de masa
exacta [137].
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Figura 9. Representacion esquematica del analizador [*37],
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1.4.2.3. Sistemas hibridos

1.4.2.3.1. Cromatografia Liquida en fase reversa acoplado a
QTOF/MS

Se describié por primera vez en 1996 [138] y surge como una combinacion de las
capacidades de escaneo de un cuadrupolo y el poder de resolucién de un analizador TOF.
Puede proporcionar espectros de masas de alta calidad en una sola etapa y con MS/MS
tandem (MS?) [139]. En su configuracion mas basica consiste en un cuadrupolo acoplado
aunaregion de colision; hasta llegar a configuraciones mas evolucionadas donde un triple
cuadrupolo es acoplado a un analizador de tiempo de vuelo con aceleracion ortogonal
para MS2. Por consiguiente, tiene la capacidad de analisis de MS asi como modos de
operacion en MS/MS. En modo MS/MS, el equipo selecciona un ion precursor en el
primer cuadrante (Q1), lo fragmenta en la celda de colision (Q2) y realiza el analisis de
masas de los iones fragmentos en el analizador TOF; proporcionando un espectro de masa

exacta de los iones.

Los protocolos antiguos para la adquisicién de datos con LC-QTOF/MS se basaban en el
analisis full scan para poder dilucidar metabolitos de interés, y luego realizar una
identificacion tentativa mediante espectrometria de masa en tandem. Este procedimiento
resultaba largo y tedioso, pero gracias a los avances de la tecnologia, existe hoy una
mejora en la tasa de adquisicion y sensibilidad, permitiendo detectar, identificar y
caracterizar estructuralmente muestras en MS? en una sola corrida. En la Figura 10, se
muestra una forma esquematizada del flujo de trabajo de uno de los modos utilizados en
la presente investigacion, conocido como SWATH. Aqui el modo de adquisicion de los
datos es independiente y proporciona informacion de los fragmentos de iones de manera
no selectiva. Especificamente SWATH, divide una amplia gama de masas de precursores
en varias ventanas, habitualmente en grupos con diferencias de 20 a 25 m/z, generando
sus propios espectros MS/MS. La misma ventana es fragmentada una y otra vez en cada
ciclo, con un tiempo de ciclo de 2 a 4 s por ventana de adquisicion. Esta forma de adquirir
aumenta la selectividad al mismo tiempo que cuantifica, lo cual es comparable a lo que

se obtiene por la técnica de monitoreo de reaccion maltiple (MRM) [140].
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Figura 10. Esquema de flujo de trabajo SWATH 1491,

1.4.2.4.

Este tipo de cromatografia puede ser aplicado para el analisis de compuestos susceptibles
a ser volatilizados sin sufrir fendmenos de descomposicion. La cromatografia de gases
consiste en la separacion de moléculas volatiles, a partir de la particién de las mismas
entre una fase gaseosa neutra, y una fase liquida o solida estacionaria. La mezcla es
inyectada en una columna (soporte sélido) y es arrastrada a lo largo de la misma por un
transportador (gas carrier) que suele ser la fase mavil. Los gases mas usados suelen ser
nitrégeno, helio, hidrégeno y argon. Las sustancias se separan segun su coeficiente de

particion, que dependeréa de su volatilidad y afinidad por la fase estacionaria [141].

Cromatografia Gaseosa
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1.4.3. Técnicas espectroscopicas

Las técnicas espectroscopicas son ampliamente utilizadas en diversas areas de la quimica
y la bioquimica. EI fenomeno de fluorescencia, usado en algunas técnicas
espectroscopicas hasta el dia de hoy, siguen siendo las técnicas mas antiguas de este
campo [142].

1.4.3.1. Espectroscopia de Fluorescencia Molecular

La espectroscopia de fluorescencia (FS) utiliza la emision de luz posterior a la absorcion
de luz ultravioleta o visible por una molécula (o parte de ésta) llamada fluoréforo. El
fluoréforo absorbe energia en una longitud de onda especifica, y libera energia en forma
de emision de luz a una longitud de onda més alta. En 1971, Lloyd [143] desarroll6 un
método simple para reducir sustancialmente la complejidad de los espectros de
fluorescencia de los compuestos en solucion. El enfoque es escanear simultaneamente
(“sincroénicamente”) tanto la longitud de onda de excitacion (Aexc) como la longitud de
onda de emision (Aemis), manteniendo una diferencia constante entre ambas longitudes
de onda (AA). ElI método actualmente se denomina espectroscopia de fluorescencia
sincronica o sincronizada (SFS). Lo mas importante es la seleccion de una longitud de
onda adecuada, en términos de parametros experimentales, para luego optimizar los
pardmetros de medida [144]. En matrices liquidas (soluciones diluidas), las cuales se
pretenden medir por fluorescencia convencional o sincronica, se prefiere utilizar la
geometria de muestra en angulo recto; donde la emision se produce por la absorcion de

la radiacion incidente en el paso optico de la cubeta (1 mm a 1cm) [145].

1.4.3.2. Espectroscopia de Absorcion Atémica

La espectroscopia de Absorcion Atomica (AAS) constituye una de las técnicas mas
empleadas para la determinacion de mas de 60 elementos, principalmente en el rango de
nug mLt y ng mL™, en una gran variedad de matrices. La AAS con llama es el método
mas empleado para la determinacion de metales, debido a su especificidad y facilidad de

operacion. En este método, la muestra es directamente aspirada a una llama de flujo
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laminar. La Ilama tiene como funcién generar atomos en su estado elemental, de los
elementos presentes en la solucion muestra. Temperaturas cercanas a los 1500-3000 °C
son suficientes para producir la atomizacion de un gran nimero de elementos, los que
absorberan parte de la radiacion proveniente de la fuente luminosa. EI nimero de atomos
generados en su estado fundamental en la etapa de atomizacion, determinard la cantidad
de radiacion absorbida y por extension su concentracion en la muestra [146].

1.4.3.2.1. Espectroscopia de Absorcion Atémica con Generacion
de Vapor Frio de Mercurio

En las ultimas décadas, las técnicas espectroscépicas siguen siendo las mas utilizadas para
la determinacion de concentraciones elementales en muestras liquidas. La técnica de
Espectroscopia de Absorcion Atomica con Generacion de Vapor Frio de Mercurio (CV-
AAS), presenta particularidades para la cuantificacion de mercurio. ElI mercurio es el
unico elemento metélico con una presién de vapor significativa a temperatura ambiente,
y su forma oxidada se puede reducir facilmente a mercurio elemental, logrando elevada

selectividad y usando reactivos de bajo costo [147].

El cloruro estannoso (SnCly) y el borohidruro sodico (NaBHa4) son los reductores méas
comunmente empleados. EI Hg elemental generado, se arrastra fuera de la disolucién
mediante una corriente de gas inerte (N2 0 Ar) hasta una célula de absorcion de cuarzo de
gran longitud, donde la concentracion de atomos de Hg se mide por la absorcion a 253,7
nm. Al separarlo de la muestra y concentrarlo en un pequefio volumen usando un gas
portador, esta técnica es altamente selectiva y sensible, con limites de deteccion de hasta
niveles de ng L™ [147].

1.4.3.3. Espectroscopia Raman e Infrarrojo

Smekal en 1923 [148] y Raman-Krishnan en 1928 [149] demostraron la dispersion
inelastica de radiacion por la materia. Utilizaron un dispositivo, que a grandes rasgos
enfocaba la luz solar sobre una muestra liquida a través de un telescopio, y un segundo

lente que se usaba para recolectar la luz dispersada [150]. El efecto de dispersion
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inelastica Raman surge a partir de la interaccion de la luz incidente con los electrones de
una molécula iluminada. En este efecto la energia de la luz incidente no es suficiente para
excitar la molécula a un nivel electronico de mayor energia; asi que el resultado de la
dispersion Raman es cambiar el estado vibracional de la molécula. Cuando los fotones
interactian con una molécula, una parte de su energia se puede convertir en varios modos
de vibracion de la molécula. Para que una molécula exhiba el efecto Raman, la luz
incidente debe inducir un cambio en la polaridad de la molécula [151]. La espectroscopia
Raman, a diferencia de la espectroscopia infrarroja, usa un haz de luz incidente de una
Unica frecuencia, que se dispersa en la muestra mediante un fendmeno de polarizacién de
la nube electrdnica alrededor del ndcleo, formando un estado virtual de corta duracién

que rapidamente decae.

Referente a las energias de vibracion de los diferentes enlaces, como regla general se
puede decir que la region 4000-2500 cm™ corresponde a vibraciones de enlaces simples
del tipo C-H, N-H, O-H, etc.; en 2500-2000 cm™ se observan vibraciones de enlaces
maltiples; en 2000-1400 cm™ se ubican las vibraciones de dobles enlaces; la zona 1400-
500 cm™* corresponde a vibraciones de enlaces simples, y a una regién del tipo huella
digital de la molécula; y por debajo de 650 cm™ se encuentran vibraciones de enlaces

inorganicos, metal-organicos y vibraciones de red cristalina (Figura 11) [151].
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Figura 11. Regiones del espectro donde se ubican las frecuencias caracteristicas de los enlaces orgénicos
mas comunes 254,
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1.4.3.4.  Microscopia Raman confocal

Esta técnica se instrumentaliza a traves de la integracién de un microscopio confocal a
un espectrometro Raman. La integracion de éstos dos instrumentos permite entre otras
ventajas tener una visualizacion optica magnificada de la muestra, y de ésta manera elegir
mejor el lugar donde enfocar el laser para colectar un espectro (Figura 12). La capacidad
de enfoque y magnificacion, permite aislar pequefias areas de la muestra a efectos de
registrar solo el espectro de las mismas. La resolucion con estos fines depende
fuertemente del tamafio del pinhole, ya que es el encargado de filtrar las sefiales que
provienen de otros puntos del plano de la muestra (perpendiculares a la direccion de
observacion). A la hora de elegir la lente hay que tener en cuenta que la microscopia
Raman por ser una técnica Optica, esté restringida por el limite de la difraccion, enunciado
por Ernst Abbé en el siglo X1X [151].

Laser

Spectrometer and Detector
(632 or 785 nm)

CCD Detector

*  Grating

Confocal Microscope

Mirror |

Confocal |
Pinhole

s

Holographic filters

Mirror |

Sample \'/ '-'. Above focal plane (out of focus beam)
X A% Focal plane (in focus beam)
Below focal plane (out of focus beam)

Y Moveable stage

Figura 12. Esquema de un microscopio Raman confocal [?%],
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1.4.4, Técnicas de Microscopia
1.4.4.1. Microscopia de Trasmision Electrénica

Un microscopio electronico es un tipo de microscopio que utiliza un haz de electrones de
alto voltaje para crear una imagen. El poder de resolucién de estos microscopios es
superior al de los microscopios épticos, pudiendo observarse estructuras mas pequefias,
dado que la longitud de onda de los electrones es 100.000 veces menor que la de los
fotones del espectro visible [150]. El haz de electrones es producido por una fuente de
electrones, comunmente formada por un catodo de filamento de tungsteno. El haz es
acelerado por un anodo, tipicamente a 100 keV (pero puede tomar valores de entre 40 a
400 keV) respecto al catodo; enfocado a traves de lentes electromagnéticos, y transmitido
a través de la muestra. Existiran partes de la muestra que seran transparentes al haz, y
otras que dispersen los electrones. La imagen se puede ver magnificada en una pantalla
fluorescente, formada por un material, que en la mayoria de los casos es de sulfuro de
cinc [151]. La resolucion de un TEM esta limitada primariamente por la aberracion
esférica, pero una nueva generacion de correctores de aberracion ha podido solucionar
parcialmente este efecto, incrementando la resolucion. La correccion por hardware de la
aberracion esférica para los microscopios de transmisién electronica de alta resolucion
(HR-TEM), ha permitido la produccién de imagenes con una resolucion menor a los 0,5
A 'y magnificaciones superiores a los 50 millones de veces. Esto ha hecho que la técnica
de HR-TEM sea una herramienta muy importante, ya que a partir de esta técnica se puede

obtener mayor detalle sobre las posiciones de los &tomos en los materiales [151].

1.4.42. Microscopia de Fuerza Atomica

El reciente avance de la nanotecnologia y la hanociencia ha permitido la manipulacion de
la materia a escala atomica. Uno de los equipamientos fundamentales en estas disciplinas
es el microscopio de fuerza atobmica (AFM). Un esquema de este tipo de equipo es
presentado en la Figura 13; basa su funcionamiento en recorrer la superficie de la muestra

con una punta muy fina (cantiléver) y estudiar asi la topografia [152].
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Sistema
Controlador

Figura 13. Esquema de un microscopio de fuerza atémica [?56,

El scanner controla el movimiento del cantiléver con precision nanométrica (1x107° m)
en las 3 posibles direcciones y registra cada uno de los movimientos en una computadora.
Existen tres modos principales de funcionamiento del AFM para obtener imagenes
topograficas; los modos Ilamados contacto, no-contacto y dindmico. La principal
diferencia entre ellos es que, en el modo contacto la punta se encuentra muy cerca de la
muestra y la interaccién se da por fuerzas repulsivas. En el modo no-contacto, la punta se
encuentra mas alejada de la superficie, por lo que la interaccion es mas débil y viene dada
por fuerzas atractivas. La ventaja de este Gltimo modo es que tiene menor probabilidad
de alterar la superficie de la muestra (rayar superficie, reacomodar atomos, mover
estructuras, etc.), pero en contraposicion tiene menor precision espacial. En el tercer
modo, llamado dinamico, el scanner hace oscilar verticalmente la punta sobre la
superficie, en valores de distancias intermedios a los del modo contacto y no-contacto, a
medida que barre la muestra. En este modo la oscilacion tendra una frecuencia (cantidad
de oscilaciones por segundo) y una amplitud (altura de la oscilacion) dada por las
caracteristicas del cantiléver. Ambos valores se veran afectados por la interaccion punta-

muestra, pudiendo censar la topografia de la superficie [152].
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1.4.5. Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente y
Espectroscopia de Emisién Atomica con Plasma de Acoplamiento
Inductivo

Son técnicas de analisis inorganico elemental que permiten identificar y cuantificar
elementos en un rango dindmico de 6 6rdenes de magnitud (ng L™ - mg L1). Presentan
propiedades Unicas tales como: amplio rango lineal y la posibilidad de brindar
informacion de abundancia isotopica [153]. Un ICP tipico consta de tres tubos de cuarzos
conceéntricos conocidos como externo, intermedio e interior, los cuales en su conjunto se
denominan antorcha [154]. Los tres tubos se encuentran envueltos en un extremo por una
bobina de radiofrecuencia, a la cual se le suministra corriente, generando una corriente
oscilante que provoca un campo magnético de gran intensidad en la salida de la antorcha.
Este campo magnético interacciona con el gas argén fluyendo por uno de los tubos
generando un plasma. EI mecanismo de formacién del plasma comienza con una chispa
de alto voltaje que genera iones de argon, los cuales son capturados por el campo
magnético y originan una ionizacion en cadena que termina en la transformacion del gas
en plasma. La finalidad del ICP es deshidratar la muestra, atomizarla, excitar los atomos
y por Ultimo ionizarlos; esto es gracias a las altas temperaturas que alcanza el plasma
[154]. EI ICP-MS, es confiable y veloz, pudiendo escanear un espectro de masas en solo
segundos, logrando la determinacién de la masa con un alto grado de precision,
detectando niveles de pg L. Su mayor desventaja son las interferencias y su resolucion
unitaria. En cambio, un ICP-OES, es una fuente de ionizacion acoplada a un
espectrofotdmetro de emisién Optico (OES). El equipo genera d&tomos excitados que
emiten radiacion electromagnética al retornar a su estado fundamental. La longitud de
onda de esta radiacion es caracteristica de cada elemento y esto hace que sea una técnica
selectiva. Por otro lado, la cantidad de radiacién emitida es proporcional a la
concentracion del analito. Este hecho permite, previa comparacion con patrones,

cuantificar el contenido del analito con exactitud y precision [154].
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Seccion 1.5: Validacién de un método analitico

Los métodos analiticos que se aplican para el analisis de la composicion quimica de
alimentos deben ser apropiados, utilizar técnicas analiticas exactas, y ser realizados por
analistas entrenados. Estos principios estan englobados en el concepto de validacién del
método analitico. Entonces la pregunta que surge es: Cual es el objetivo de la
validacion?; la respuesta surge de diferentes organismos. De acuerdo a la norma ICH
guideline Q2 (R1): ...“El objetivo de la validacion de un procedimiento analitico es
demostrar que es apto para el propdsito indicado”... [155]. La guia Eurachem por otro
lado establece que: ...“un método debe ser validado cuando es necesario demostrar que
sus caracteristicas de desempefio son adecuadas para el uso previsto”... [156].

La ICH guideline presenta los cuatros tipos mas comunes de ensayos analiticos que deben
ser considerados para la validacién de los métodos, y que se encuentran detallados en la
Tabla 1. Estos ensayos, que corresponden a diferentes fines analiticos, permiten calificar
el desempefio de los métodos a través de las figuras de mérito.

Caracteristicas de desempefio Tipo de aplicacion analitica
Ensayo de Ensayo de Ensayo Cuantificacion
identificaciébn  cuantificacion  para limite de
de impurezas de componentes
impurezas principales
Selectividad/Especificidad X X X X
Limite de deteccion - - X -
Limite de cuantificacion - X - -
Intervalo de trabajo incluyendo - X - X
linealidad
Veracidad (sesgo) - X - X
Precisién (repetibilidad y precision - X - X
intermedia)

Tabla 1.Figuras de mérito a seleccionar de acuerdo al tipo de aplicacion analitica 151,

En la presente investigacion se llevard a cabo la aplicacion de cuantificacion de
componentes principales, la cual se discutira en los capitulos posteriores. A continuacién

se describiran las cifras de méritos utilizadas:
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1.5.1. Selectividad

Es la habilidad de determinar inequivocamente la presencia o cantidad de un determinado
analito, en presencia de otros componentes: l0s que se espera normalmente se encuentren
en la muestra (la propia matriz), y los eventuales contaminantes. El procedimiento
adoptado en cada caso va a depender del objetivo del andlisis y la eleccion de los

componentes principales presentes.

1.5.2. Intervalo de trabajo

Es el intervalo de medidas donde se mantiene la linealidad. La cual consiste en el estudio
del ajuste que realiza el modelo de calibracion a la distribucion de los puntos obtenidos
en medidas de soluciones estandar, con el objetivo de establecer una relacion lo méas

certera posible entre la sefial y la medida.

1.5.3. Recuperacion

Es una medida de la eficacia de un método para determinar todo el analito de interés
presente en una muestra. Se recomienda evaluar la recuperacion a tres niveles de
concentracion, cada uno por triplicado, abarcando entre un 50 y un 150 % de la
concentracion esperada en la muestra. En caso de no contar con una matriz blanco para
fortificar, se deberd conocer la concentracion de la muestra a adicionar con un nivel de

precision aceptable.

1.5.4. Robustez

Es una medida de la capacidad del método analitico para mantenerse inafectado ante
pequefias y deliberadas variaciones en los parametros experimentales del metodo. Provee
un indicador de su confianza durante el uso normal. La robustez debe ser evaluada durante
la fase del desarrollo del método. Si las medidas son susceptibles a variaciones en las

condiciones analiticas, éstas deberan ser controladas. En el caso de la cromatografia
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liquida las variaciones tipicas son debido a cambios en: pH en la fase mdvil, temperatura,

flujo y composicion de la fase movil.

1.5.5. Limite de Deteccion y Cuantificacion

El limite de deteccion (LOD) vy el limite de cuantificacion (LOQ), son los niveles de
concentracion del analito en los cuales se puede lograr su deteccion y cuantificacion
respectivamente, con una confiabilidad aceptable. Estos pardmetros son caracteristicos de
cada combinacion de método analitico y muestra. Se calculan como 36/S y 10 o/S,
respectivamente, donde o es la desviacion estandar de la medida de 10 blancos

consecutivos y S es la pendiente de la curva lineal analitica.

1.5.6. Precision
Expresa el grado de concordancia entre una serie de medidas obtenidas a través de
multiples mediciones de una misma muestra (homogénea y genuina), bajo condiciones
determinadas. El concepto de precision puede ser dirigido a través de tres niveles
diferentes: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad. En cualquier caso se
puede expresar como varianza, desviacion estandar o coeficiente de variacion.

1.5.7. Precision intermedia

Expresa las variaciones de las muestras dentro de un mismo laboratorio, como por

ejemplo, diferentes analistas, diferentes dias de analisis, etc.
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Seccién 1.6: Método directo e indirecto por espectrofluorimétria
usando nanomateriales

1.6.1. Espectrofluorimetria indirecta

Los métodos indirectos en la espectrofluorimetria se utilizan cuando la sustancia o analito
de interés no posee fluorescencia intrinseca, es decir, no emite luz fluorescente por si
mismo. En lugar de medir directamente la fluorescencia del analito, se emplea una
reaccion quimica especifica que transforma el analito en un producto fluorescente. Se
propone que la intensidad de la fluorescencia del producto formado, es proporcional a la
cantidad de analito original presente en la muestra. A través de una curva de calibracion
que relaciona la intensidad de fluorescencia con la concentracion conocida del analito, se
puede determinar su concentracion. Esto permite la aplicacion de la espectrofluorimetria
a una amplia variedad de compuestos, permitiendo su deteccién y cuantificacion con alta
sensibilidad y selectividad [157].

Los métodos espectrofluorimétricos indirectos incluyen la medicion del cambio en: la
intensidad de la fluorescencia, la forma espectral, el tiempo de vida media, la

polarizacion, o el cambio en la interaccion solvente-croméforo [157].

1.6.2. Sensores quimicos basados en nanomateriales

En las Gltimas décadas, los nanomateriales han sido esenciales en el disefio de sensores y
biosensores aplicados a diferentes areas como la quimica, la electroquimica, entre otras
[158]. Si bien, existen metodologias ya maduras y de referencia (UPLC, GC, MS/MS),
se desean técnicas cada vez mas amigables con el medio ambiente, que utilicen métodos
de extraccion que minimicen la cantidad de solventes, que sean rapidos, sencillos y de
bajo costo. Para ello, es necesario el desarrollo y validacion de métodos alternativos,
selectivos, especificos, sensibles y sobre todo sencillos, para lograr la determinacion de

compuestos polifenolicos en muestras de yerba mate.

Para ello, en el presente trabajo se dedica una seccion, donde se describiran los sensores
basados en nanomateriales de carbono, utilizados como método directo e indirecto de

cuantificacion. Los nanomateriales de carbono (nanoparticulas, nanotubos, etc.) debido a
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sus propiedades fisicas y quimicas son de interés para la formacion de un sensor
especifico que permita la deteccion de analitos especificos. Esto ha llevado a la sintesis
de un gran nimero de nanomateriales, que han logrado utilizarse con éxito en las ultimas
décadas [159].

1.6.3. Puntos cuanticos de grafeno (GQDs)

A principio de 1947, P. Wallace estudid teéricamente las propiedades del grafeno,
constituido como una sola capa atomica de grafito [160]. Sin embargo, el nombre
“grafeno” fue acunado por Mouras. Los puntos cudnticos son semiconductores coloidales
mono cristalinos que tienen aproximadamente entre 1 a 12 nanémetros (nm) de diametro
[161]. Los puntos cuanticos de grafeno (GQDs) son fragmentos de escala nanométrica
que presentan fluorescencia. Los GQDs tienen una o pocas capas de grafeno, y pueden
presentar variados grupos quimicos en el borde. Son anisotropicos, y generalmente
poseen una dimension lateral mayor que su altura. También se lo clasifican como uno de
las subdivisiones de Carbén Dots (CD), término usado para indicar el tamafio
nanométrico de las estructuras de carbono. Las divisiones son Carbon Nano Dots (CND),
puntos cuanticos de grafeno (GQDs), y puntos de polimero (PD)[162]. Los GQDs tienen
tamafos normalmente por debajo de 100 nm [163], pero pueden variar entre 10 a 60 nm

dependiendo las condiciones utilizadas en su preparacién [164].

1.6.3.1. Sintesis de GQDs

Se han propuesto diferentes abordajes para la preparacion de GQDs, pero generalmente
se pueden clasificar en dos métodos: top-down y bottom-up. Los métodos top-down (de
arriba hacia abajo), incluyen cortes de grandes materiales a base de grafeno en sistemas
nanométricos, donde se puede obtener un alto grado de control sobre el tamafio, forma y
morfologia. Mientras que el segundo abordaje, implica la preparacion a partir de
moléculas organicas como fuente de carbono. Asi en la estrategia de bottom-up (de abajo
hacia arriba), la sintesis de puntos cuanticos se realiza a partir de una serie de reacciones

qguimicas partiendo de moléculas organicas usando técnicas como: exfoliacién
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hidrotermal, pirdlisis de &cidos, carbonizacion en microondas, carbonizacion directa,
entre otras [162].

1.6.4. Usos del GQDs

En los Gltimos afios se han realizado muchos esfuerzos para proporcionar métodos
analiticos simples, efectivos y faciles de usar en relacion a las aplicaciones por HPLC o
espectrometria de masas, ya que en la mayoria de los casos, la deteccion implica tiempos
extensos y costos elevados. El uso de nanoestructuras, como por ejemplo, puntos
cuénticos y nanomateriales de carbono, se han desarrollado y utilizado en los Gltimos afios
para la deteccion de polifenoles. En especial, los puntos cuanticos, han ganado interés
considerable dentro de la biodeteccion, en aplicaciones de imagenes celulares, y en
aplicaciones en el campo médico y farmacéutico. Esto debido a su notables propiedades
Opticas (originadas en el estado electronico cuéntico confinado), ademéas de ser
fotoestables, no toxicos y biocompatible [165]. Las aplicaciones halladas han sido
variadas, pero a nivel vegetal, se ha sintetizado la produccién de un sensor éptico de
puntos cuanticos de 6xido de cinc para determinar acido clorogénico [166] o bien para
detectar flavonoides en alimentos [167], al igual que el uso del café propiamente dicho

como posible precursor de puntos cuanticos funcionales [168].
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Seccion 1.7: Investigaciones previas sobre los efectos de la yerba
mate en la salud

1.7.1. Efectos beneficiosos

En los dltimos afios ha crecido el interés por el uso de productos que contengan
antioxidantes naturales. Se ha demostrado que el consumo del extracto de yerba mate
reduce la oxidacion a nivel sanguineo de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) [101].
Esto se debe a que el consumo de mate provee una importante carga de compuestos
bioactivos con funciones antioxidantes. El extracto acuoso de yerba mate constituye asi
una importante fuente de dichos compuestos, principalmente fenolicos, los cuales ademas
actian como quelantes de iones, etc [169]. Multiples autores han estudiado el efecto
antioxidante de la yerba mate [100,170] en diferentes modelos animales como: conejos
[171], pollos [172], siendo los mas estudiados los ratones y las ratas, en estos ultimos se
demostréd una reduccién del riesgo de aterosclerosis [173]. Adicionalmente existen
estudios que sugieren otros efectos beneficiosos para la salud derivados del consumo de

yerba mate en enfermedades no transmisibles (ENT), como la obesidad o la diabetes.
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Seccion 1.8: Justificacion de la propuesta

La yerba mate es un producto cuyo consumo se ha difundido y arraigado como una
costumbre en todos los niveles sociales de nuestro medio. Desempefia ademas un papel
socio-economico importante en la region, al movilizar a los sectores de produccion
primaria, industrial y comercial. En los Gltimos afios las investigaciones acerca de las
propiedades de llex paraguariensis han tenido un crecimiento exponencial, destacAndose
el estudio de sus beneficios para la salud humana. No obstante, suele ser escasa y de dificil
interpretacion la informacion de que se dispone para el consumidor, respecto a la
composicion quimico-nutricional de las diferentes variedades de productos de yerba

mate.

Uruguay se posiciona en la actualidad como el primer consumidor mundial de yerba mate
bajo la forma tradicional “mateada”, siendo por lo tanto una matriz de importancia en
materia de salud publica. Por todo lo antes mencionado, es que se plantea una
investigacion en donde como primera etapa, se estudiaran las presentaciones comerciales
de yerba mate mas consumidas en nuestro pais y en la region. Ademas se aportaran datos
sobre los beneficios en la salud y los contaminantes presentes. Para estos estudios, se
desarrollaron, optimizaron y validaron un conjunto de métodos, incluyendo métodos
alternativos y estudios exploratorios, sobre los posibles efectos tanto in vitro como in vivo

de los diferentes productos comerciales de yerba mate.
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Capitulo 2: Objetivo General

Caracterizacion integral de las infusiones de yerba mate (llex paraguariensis) en la dieta

uruguaya.

Seccion 2.1: Objetivos Especificos

Generar una base de datos nacional de perfiles quimicos de
infusiones acuosas de yerba mate, utilizando diferentes marcas
comerciales, con énfasis en sus compuestos polifendlicos
(Capitulo 3,4y 5).

Desarrollar y validar metodologias analiticas para la cuantificacion
de elementos toxicos, tanto en hojas como en infusiones de yerba
mate (Capitulo 6y 7).

Identificar y caracterizar la composicion elemental tanto en hojas
como en infusiones de yerba mate (Capitulo 7).

Evaluar el efecto de las infusiones de yerba mate en lineas
tumorales, mediante ensayos de citotoxicidad y de actividad anti-
inflamatoria (Capitulo 8).

Busqueda de un protocolo para identificar los cambios metabdlicos
derivados de la ingestidn de las infusiones de yerba mate (Capitulo
9).

44

—
| —



Capitulo 3: Perfiles quimicos

Capitulo 3: Andlisis de polifenoles y xantinas en infusiones de yerba mate
(llex paraguariensis) bajo extraccién en alta presion y andlisis por
cromatografia liquida de ultra alta performance

El objetivo del presente capitulo capitulo sera detallar el desarrollo y la validacion de un
método analitico para la extraccion acuosa de muestras de yerba mate, utilizando una
maquina expreso comercial. Asi como la determinacion de compuestos bioactivos (en
especial polifenoles y xantinas) en infusiones de yerba mate comerciales, representativas

de la region.

Seccion 3.1: llex paraguariensis

Las infusiones de llex paraguariensis (yerba mate) son un alimento basico en la dieta del
cono sur de America, siendo una bebida que también es cada vez mas popular en otras
regiones del mundo. El producto tradicional, como se detallé previamente, consiste en
hojas secas y sueltas con distintos tipos de procesos: estacionada, verde o tostada, molida,
molida gruesa, con palos, con adicion de hierbas aromaticas. Cada producto esta asociado
a una forma de consumo: en el método tradicional se realizan extracciones sucesivas
llamadas “mateadas” [39,174] a las cuales se le llama “mate o chimarrao” cuando se
prepara con agua caliente y “tereré” cuando es con agua fria. Las hojas también se pueden
tostar para obtener un producto llamado yerba mate tostada o “chd mate”. Incluso, en los
ultimos tiempos se han desarrollado productos a base de yerba mate en capsulas, pastillas,

e incluso bebidas energéticas [175].

Ademés de ser consumidas como parte de la dieta humana desde hace siglos, las
infusiones vegetales o herbales atraen interés como alimentos potencialmente promotores
de la salud, efectos que se asocian con su contenido en polifenoles [176]. Infusiones tales
como el té negro, verde, café y mate, son fuentes importantes de polifenoles y otros
compuestos como las xantinas. El té negro y el verde (camellia sinensis), poseen

propiedades antioxidantes asociadas con catequinas, como ser (—)-epigalocatequina
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galato (EGCG), (—)-epigalocatequina (EGC), (—) epicatequina galato (ECG), (-)-
epicatequina (EC), siendo el principal fendlico del té el &cido galico [177].

El consumo de café verde, tanto en infusiones como en extracto concentrado, ha
despertado interés por las altas cantidades de dichos &cidos. El tipo y cantidad de
polifenoles pueden cambiar cuando se procesa el alimento, por lo que cuando se torran
los granos de café, los CGAs son transformados en lactonas y otros compuestos, mientras
que la cafeina es mas estable durante dicho proceso [178]. Las cantidades relativas de
CGAs y cafeina son sugeridas como indicadores que se correlacionan con el grado de
tostado del café [179] asi como un parametro de calidad, que los consumidores pueden
usar para evaluar el consumo de polifenoles en diferentes productos [180]. Los beneficios
de las dietas ricas en polifenoles estan bien documentadas, pero las cantidades requeridas
de cada compuesto especifico (como alimento o suplemento) no se conocen por completo
[176]. Por lo tanto, cobra relevancia la ingesta dietética de polifenoles provenientes de
fuentes alimenticias, tal como se utilizan tradicionalmente, como es el caso de las

infusiones de yerba mate en la region rioplatense.

Los métodos analiticos para la caracterizacion de los compuestos bioactivos de las
infusiones [41] han utilizado diversas formas de extraccion como punto de partida,
incluidos protocolos que utilizan solventes organicos o mezclas de ellos para maceracion,
extraccion con ultrasonido, e incluso, fluido supercritico [66,78,181-184]. También se
han reportado extracciones de laboratorio que imitan la forma en la que se consume
habitualmente la yerba mate ya sea caliente o fria bajo forma de “mateada”[185-189] o
por decoccioén [18,190]. Por la aplicacion de estos métodos, los principales compuestos
de la yerba mate han sido estudiados, pero resta alin una mejor caracterizacion de los
mismos [191,192]. La evaluacién de las infusiones acuosas representativas de la ingesta
dietética real (tanto de sus principales componentes bioactivos como trazas de posibles
contaminantes) puede presentar desafios analiticos y de interpretacion, debido a la
diversidad de compuestos presentes, y a las caracteristicas de la transferencia de los
mismos a la infusién [185,193,194]. Como alternativa, se propone el uso de una maquina
expreso, la que podria ser empleada como un método de extraccion facil, accesible y de
bajo costo; la cual ya se ha reportado como una alternativa viable para la extraccion en

alimentos como las especias y el cannabis [195,196]. También es adecuado para
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extracciones acuosas [197] que requieren procedimientos de laboratorio simple y
susceptible a la estandarizacion.

Para evaluar las cantidades y tipos de polifenoles, y de otros compuestos bioactivos en la
dieta humana, existe la necesidad de métodos analiticos rapidos y robustos, que puedan
aplicarse a la preparacion y evaluacion de infusiones de muestras con diferentes

granulometrias, grados de elaboracion y tipos de producto.

3.1.1. Materiales y métodos
3.1.1.1. Equipos

El analisis de las xantinas y polifenoles se realiz6 en el Laboratorio de Bioanalitica (IPTP-
Instituto Polo Tecnoldgico de Pando), utilizando un UPLC (Nexera, Shimadzu, Kyoto,
Japdn) equipado con un detector arreglo de diodos (SPD-M30A), horno para columna
(CTO-20A) y auto inyector (SIL-30A). La sefial cromatogréafica fue adquirida con el
software LabSolutions software (versién 5.52 SP2, Shimadzl, Kyoto, Japdn). Las
extracciones acuosas de la yerba mate se realizaron utilizando una maquina expreso
doméstica comercial (Philips Espresso duo HD5661, Holanda) como se ve en la Figura
14 B. Para evitar la compactacion de las diferentes muestras se utiliz6 perlas de ebullicion
mezcladas con la muestra (Figura 14 A). La determinacion del tamafio de particula se
realizd utilizando tamices de 150, 106 y 75 um, con una maquina tamizadora (Bertel,
Brasil).

Figura 14. A) Perlas de ebullicién y B) Maquina utilizada en la presente investigacion.
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3.1.1.2. Reactivos

Estandares analiticos: cafeina con una pureza de 99,8 % obtenido de Carlo Erba
(Barcelona, Espaiia), 3,4 y 4,5 acidos dicafeoilquinicos ambos con una pureza > 95 %
obtenido de PythoLab (Alemania), 3,5 DCQ con una pureza de 98 % obtenido de Indofine
(EE.UU), teobromina con una pureza de 98 % 5-O-Cafeoilquinico con una pureza de 95
% obtenido de Cayman (Reino Unido). Acetonitrilo grado HPLC fueron comprados en
J.T. Bakers (México), acido formico de grado analitico fue obtenido en Merck
(Alemania). Las infusiones acuosas Yy las fases mdéviles fueron preparadas utilizando agua
(18,2 MQ cm) obtenida de un sistema de agua ultra pura (Arium Mini, Sartorius,
Alemania). Todas las muestras, estandares y las fases maéviles fueron filtrados por un
filtro de 0,22 um (didmetro de 13 y 47 mm) de material PVDF obtenidos de Waters
(EE.UUV).

3.1.1.3.  Muestras

26 muestras de yerba mate de 12 marcas comerciales fueron adquiridas en mercados
locales de Uruguay, Argentina y Brasil. El producto que se consume en Uruguay se
produce generalmente en Brasil (denominado tipo PU1), e incluye la yerba mate
estacionada y aquellas a las que se adicionan hierbas aromaticas. La yerba mate producida
en Argentina incluye yerba mate estacionada y con palo, mientras que las de tipo tereré,
tostada y verde son producidas y comercializadas en Brasil. A continuacién se presentan

en la Tabla 2, el tipo y origen de las muestras utilizadas.
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Pais 0 mercado de

Ciudad comercializacion Tipo N"YM
l16polis-RS Brasil Verde 01
Aurea-RS Brasil Verde 02

Misiones Argentina Estacionada con palo 03

Arvorezinha-RS Brasil Estacionada 04
Erechim-RS Brasil Verde 05
Arvorezinha-RS Brasil Tereré 06
Erechim-RS Brasil Tereré 07
ll6polis-RS Brasil Verde molida gruesa 08
Arvorezinha-RS Brasil Verde 09
Erechim-RS Uruguay Estacionada 10
Encantado-RS Uruguay Estacionada 11
Rio Grande Brasil Tostada 12
Misiones Argentina Estacionada con palo 13
Buenos Aires Argentina Estacionada 14
Bardo de Cotegipe-RS Uruguay Estacionada 15
Bardo de Cotegipe-RS Uruguay Estacionada compuesta 16
Encantado-RS Uruguay Estacionada 17
Encantado-RS Uruguay Estacionada 18
Tuparendi-RS Uruguay Estacionada 19
Nova Prata-RS Uruguay Estacionada compuesta 20
Encantado-RS Uruguay Estacionada compuesta 21
Arvorezinha-RS Uruguay Estacionada compuesta 22
Bardo de Cotegipe-RS Frontera Estacionada 23
Bardo de Cotegipe-RS Frontera Estacionada compuesta 24
Arvorezinha-RS Frontera Estacionada 25
Arvorezinha-RS Frontera Estacionada compuesta 26

Tabla 2. Muestras comerciales de yerba mate utilizadas en la presente investigacion.

3.1.2. Preparacion de soluciones estandares

Soluciones stock de cafeina y teobromina fueron preparadas utilizando como solvente una
mezcla metanol: agua (50:50 v/v), y las del acido clorogénico (5-CQA) utilizando
metanol. Todas las soluciones se prepararon a una concentracion de 1000 mg L, y se
almacenaron a -20 °C (freezer convencional) previo al analisis. Soluciones de trabajo

(intermedia) de los tres estandares fueron preparadas en agua ultra pura. El rango de
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concentraciones utilizado para la preparacién de la curva de calibracion fue de 1 a 60 mg
L* para cafeina y acido clorogénico, y de 0,2 a 10 mg L™ para teobromina. El estandar
de 5-CQA fue usado para cuantificar y estimar los isbmeros restantes, y los tres isomeros
presentes en la yerba mate fueron expresados bajo forma de 5-CQA. Una solucion de 3,5-
acido dicafeoilquinico (di-CQAs) en metanol a una concentracion de 500 mgL? fue
preparada y almacenada a -20 °C. De esta ultima se prepar6é una solucion de trabajo
(intermedia) de 100 mg L utilizando agua ultra pura. La curva de calibracion analitica
fue en el rango de 1,0 a 75 mg L. Los isomeros cuantificados fueron expresados bajo
forma de 3,5 di-CQAs. Otras soluciones estandares de los isémeros fueron usadas para la
identificacion, comparando los tiempos de retencién en los cromatogramas de las

muestras de yerba mate.

3.1.3. Método de extraccion con maquina expreso

La maquina expreso es purgada con 100 mL de agua ultra pura (tres veces), con su capsula
y estructura de metal ubicadas en la posicién de extraccion y conteniendo solamente las
perlas de ebullicion, con el fin de limpiar y poner a régimen el sistema. A continuacion 3
+ 0,1 g de yerba mate es colocada arriba de los 40 g de perlas de ebullicién, y las
extracciones seriadas son realizadas de tal manera de obtener 480 mL de infusion. El agua
de extraccion se encuentra a una temperatura de 97 °C + 1,0 a una presion nominal de 15
bares. Previo a la extraccion, la muestra es humedecida con 5 mL de agua ultra pura. El
volumen extraido es depositado en un matraz aforado de 500 mL, y una vez que el liquido
se encuentre a temperatura ambiente, es enrasando al volumen aforado con agua ultra
pura. Un mL de la infusion (previo enfriado) es filtrado a través de una jeringa de 1 mL
con un filtro de 0,22 um PVDF, y finalmente se hace una dilucién 1/5 para luego inyectar
al equipo y realizar el analisis cromatografico (a excepcion de la YM12, una yerba mate
tostada, que se inyecta sin diluir). Tres réplicas genuinas de cada muestra de yerba mate
fueron analizadas. Se realizaron los ajustes del método de extraccion en base a las
limitaciones instrumentales determinadas por las caracteristicas de la maquina. No se
realizd ninguna modificacion interna al sistema de extraccion. EI método de extraccion

de la maquina expreso se esquematiza en la Figura 15.
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3 g de yerba mate

+

40 g de perlas de ebullicion

!

480 mL de agua ultra pura en
extracciones seriadas

Volumen final de 500 mL

Inyectado en el UPLC (previo dilucion de 1/5 en agua
ultra-pura y filtrada por 0,22 um PVDF)

Figura 15. Diagrama de la extraccion de la yerba mate usando la maquina expreso para la determinacion
de xantinas y polifenoles.
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3.1.3.1. Método de extraccion tradicional

La infusidn tradicional fue simulada de acuerdo al protocolo de Torterolo et al [198] con
leves modificaciones. Brevemente, 50 g de yerba mate son colocados en un vaso de
bohemia, y 1L de agua ultra pura a una temperatura de 80 °C es adicionada. La muestra
se coloca en un bafio a temperatura de 80 °C £ 2 °C por 15 min, agitando de manera
constante. El liquido es extraido con una “bombilla” acoplada a un sistema de vacio,
donde se succiona a traves de una manguera. Después de su enfriamiento, el volumen de
la infusion es depositada en un matraz aforado de 1L, enrasando al aforo. Una alicuota
del liquido extraido es centrifugada durante 10 min a 3000 RPM, para remover los sélidos
en suspension. Un mL del sobrenadante centrifugado es filtrado a través de una jeringa
de 1 mL con un filtro de 0,22 um PVDF, y finalmente se hace una dilucion 1/10 para

inyectar al equipo y realizar el analisis cromatografico.

3.1.4. Clasificacion por tamafio de particula

Las muestras de yerba mate son pesadas (aprox. 2 g) y se agitan mecanicamente durante
5 minutos a una vibracion constante en el tamizador con sus diferentes tamices. Luego,

se procede a su medicién, pesando lo que fue retenido en cada tamiz.

3.1.5. Condiciones cromatogréficas utilizadas

La separacion cromatogréafica se realizé en una columna C18 de fase reversa (1,6 um, 2,1
mm x 100 mm, CORTECS® UPLC Waters, Milford, EE.UU) con una pre-columna de
C18 Security-Guard Ultra (AJ0-8782, California, EE.UU). Se utilizé un gradiente de
elucion de acetonitrilo (B) y agua ultra pura (A) (ambos con 0,1 % acido férmico) a un
flujo de 0,3 mL min?, con una temperatura de horno de 35 + 0,2 °C, y se aplicé un
volumen de inyeccion de 1,0 pL. Se aplico el siguiente programa de elucion: 0-1 min, 7
% B; 1-11 min, 30 % B; 11-13 min, 70 % B, retornando a condiciones iniciales por 3 min

antes de equilibrar hasta los 16 min. Los cromatogramas de los analitos fueron adquiridos
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a una longitud de onda de 272 nm para cafeina y teobromina, y a 325 nm para los &cidos
cafeoil y dicafeoil. La sefial del médulo UV/VIS fue adquirida en un rango de longitudes
de onda de 190-800 nm.

3.1.6. Validacion analitica del método

El método analitico fue validado para la determinacion de cafeina, teobromina y 5-CQA
de acuerdo a las normas ICH y la guia Eurachem [156,199] tomando en cuenta las
siguientes cifras de mérito: selectividad, linealidad, precision intermedia, precision
instrumental e inter-dia, limite de deteccion, limite de cuantificacion, robustez,
recuperacion y estabilidad de las muestras [200]. Los analitos en las muestras fueron
identificadas comparando los respectivos tiempos de retencion de los estandares y
mediante los espectro UV-visible de cada uno de ellos. EI método de validacion fue

enfocado con el fin que contemple los diferentes tipos de muestras analizadas.

3.1.6.1. Selectividad

Para evaluar la selectividad, se demostr6 que aquellos compuestos quimicamente
relacionados con nuestros analitos de interés no presentaron interferencia alguna en la
separacién cromatografica. La estructura de los picos asociados es homogénea y
corresponde a un solo compuesto (Anexo 1); donde el software nos indica la pureza del
mismo (Impurity: not detected, Peak Purity Index: 1.000000, Single Point Threshold:
0.999). Adicionalmente se realizo el estudio del efecto matriz de la muestra (Anexo I11),
concluyéndose la inexistencia del mismo. No existen reportes previos en la literatura

sobre la determinacion de este efecto en para tipo de matriz.
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3.1.6.2. Linealidad

La linealidad fue evaluada en un rango de concentraciones de 50 a 150 % de la
concentracion esperada del analito de interés, en las yerba mate verde, tostada y
estacionada. Para este proposito, tres soluciones estandar fueron preparadas con 7 niveles
de concentracion. El coeficiente de regresion (R?) fue calculado, ademas de realizar la
inspeccion visual de la distribucion de los residuos.El método seleccionado ajusta a un
modelo de correspondencia lineal.

3.1.6.3. Limite de deteccién y cuantificacién

Los limites de deteccion y cuantificacion fueron obtenidos mediante blancos de reactivo
(10 extracciones realizadas con la maquina con agua ultra pura sin yerba mate) sometidos
al célculo de desviacion estandar de los resultados. Si la desviacion estandar (s’o) se
expresa en el ambito de la sefial, el LOD se calcula utilizando la siguiente ecuacién: LOD
=yg + 3 X S0, donde ys es la sefial del promedio de los blancos. Para el caso del LOQ), se
calcula con la siguiente ecuacion: LOQ = kq X s"o, donde el factor ko por defecto es 10
segun IUPAC. Finalmente interpolados en la curva se expresan los resultados en unidades

de concentracion.

3.1.6.4. Precision y recuperacion

La precision inter-dia fue determinada inyectando 5 réplicas genuinas de la extraccion
acuosa de cinco yerba mates distintas (verde, estacionada, con palo, tereré y yerba mate
tostada), y evaluando el porcentaje de desviacion estandar relativa (% RSD) en 4 dias

distintos.

La precision instrumental fue determinada realizando 5 sucesivas inyecciones de una
muestra, que presenta un valor de concentracion en el medio del rango de la curva de

calibracion.
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El ensayo de veracidad se determind bajo la forma de recuperacion. Una concentracion
conocida de cada estandar (cafeina, teobromina y 5-CQA) fue adicionada a los 3 gramos
de yerba mate, sometiéndola luego a las mismas condiciones de extraccion. Se llevo a
cabo un analisis por triplicado, en tres niveles de concentracion (bajo, medio y alto), y su
evaluacion se realiz6 basado en % RSD. La precision intermedia se realiz6 en base a la
determinacion de la concentracion de cada analito de interés, en cada muestra de yerba

mate, midiendo 5 réplicas genuinas en cada ocasion.

3.1.6.,5. Robustez

La robustez del método fue evaluada alterando de forma intencional las condiciones
Optimas del método cromatografico, para lo cual se planted una variacion paramétrica
entre un 10-15 %. Los pardmetros de variacion fueron: la composicién de la fase mavil
(0,100 + 0,015 % acido formico), el volumen de inyeccion (1 £ 0,1 puL), y la temperatura
del horno (35 + 3,5 °C). Una extraccion de yerba mate ya caracterizada, y de valor
conocido, fue utilizada como muestra control con el fin de monitorear la calidad del

proceso en cada set de experimentos.

3.1.7. Estabilidad de las muestras

Una infusion fresca de YM11 fue filtrada por 0,22 um PVDF vy alicuotada en viales
individuales para ser almacenadas a -20 °C. La validacion y subsecuente analisis de las
muestras, fueron llevadas a cabo a través de un vial que se incorporaba al grupo de
experimentos que se daba en el dia, para asi evaluar la estabilidad de la muestra. Para este
propdsito la concentracion de cafeina, teobromina y 5-CQA fue determinada 20 veces a

lo largo de 69 dias.

55

—
| —



Capitulo 3: Perfiles quimicos

3.1.8. Analisis estadistico

El andlisis de regresion en las curvas de calibracion fue llevado a cabo por el método de
minimos cuadrados, y el analisis de varianzas (ANOVA) con test de Tukey; ambos
utilizando en el software Excel (Microsoft, EE.UU). Los datos fueron tratados bajo
analisis univariado, mediante la determinacion de medidas de dispersion, expresando los
resultados en concentracion (mg g) + desviacion estandar (SD). El calculo de vida util
de los extractos de yerba mate almacenadas a -20 °C fue realizado en el software Minitab
19 (Universidad de Pennsylvania, EE.UU), aplicando un modelo matematico de analisis

de regresion lineal para la estabilidad con un 95 % de confianza.

3.1.9. Resultados y discusion

Las extracciones acuosas en la maquina expreso se ajustaron para los diferentes productos
comerciales. La distribucion, el tamafio de particula y el tipo de molienda se encuentra
entre los parametros que afectan la fluidodinamica de la extraccion [188,201]. Por esto,
el ajuste para los diferentes productos fue logrado utilizando perlas de ebullicion para
evitar la compactacion del material vegetal, y permitir un contacto completo del material
con el medio de extraccion. La eficiencia de la extraccidn acuosa fue evaluada con 5 tipos
de yerba mate: verde, tostada, tereré, estacionada, y estacionada con palo; que difieren
entre si en los tamafios de particula y en las proporciones de hojas y palos (Tabla 3). Para
cada tipo de muestra se realiz6 extracciones sucesivas hasta que el contenido de los
analitos de interés en la extraccion quedd por debajo del limite de deteccion. Estimaciones
de los valores de contenido de cafeina, teobromina, y 5-CQA, fueron obtenidas a través
de 5 extracciones seriadas sobre el mismo material vegetal, donde la Gltima extraccion
representd menos del 5 % del total. Después de tres infusiones consecutivas, se extrajeron
del 90 al 100 % de los analitos de interés presentes en la yerba mate (Figura 16). Muestras
como la yerba mate verde (YM 01) y la yerba estacionada (YM 11) requirieron solo un
paso de infusion para extraer del 80 a 90 % de cafeina, y muestras con mayor tamario de
particulas (hoja) como la yerba mate tostada (YM 12) o con palos (YM 13), requirieron

tres pasos de extraccion.
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Muestra
150 pm 106 pm 75 um <75 pum
Yerba mate estacionada (YM 11) 79-84 % 4-9% 5-7.5% 2-6%
Yerba mate verde (YM 01) 59% 19% 10% 10%
Yerba mate tostada (YM 12) 99%
Tereré (YM 07) 99%
Yerba mate con palo (YM 13) 98% 0,1% 1,0%
Yerba mate sin palo (YM 14) 98% 0,1% 0,1% 1,3%

Tabla 3. Distribucion y tamafio de particula de las yerbas mates utilizadas en la presente investigacion.

—

57

—t



Capitulo 3: Perfiles quimicos
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Figura 16. Eficiencia de extraccion en cincos pasos por el método de maquina expreso en cinco tipos de

yerbas.
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Se estandariz6 el método para utilizar 3 g de yerba mate con 40 g de perlas de ebullicion
en extracciones sucesivas de agua hasta llegar a un volumen agregado de 480 mL.

El método de laboratorio que imita la infusion tradicional de yerba mate con una bombilla
es comparado con el método de la maquina expreso para evaluar la eficiencia de
extraccion y su rendimiento. El analisis por triplicado de la YM11 (estacionada) con el
método expreso dio como resultado 13,49 + 0,13 mg g™* para cafeinay 2,15+ 0,01 mg g
! para teobromina. En un solo paso de extraccion (50 g de yerba mate con 1L de agua) en
el método de bombilla, los resultados fueron 10,71 + 0,16 mg g™* para cafeina y 2,50 +
0,30 mg g? para teobromina. La forma habitual de beber la yerba mate (“mateada”)
implica un proceso que es dificil de reproducir, al ser lento y con varios pasos sucesivos
que no estan estandarizados (cantidad de agua fria o caliente afiadidas a la yerba mate,

tiempo de contacto, succion, intervalo de espera, entre otros pardmetros).

Con el método propuesto, se puede procesar todos los tipos de yerba mate de la misma
manera, donde, con tres extracciones sucesivas y una pequefia cantidad de muestra, en un
proceso rapido y simple, se alcanza el mismo punto final de extraccion que permite

comparaciones.

La separacion cromatografica para la determinacion de cafeina, teobromina, 5-CQA y di
CQA fue optimizada en un UPLC. Sistema que permitio llevar a cabo un método corto
de 16 min, con bajo consumo de solventes (menos de 1,5 mL de acetonitrilo por corrida).

El método de la maquina expreso y el analisis por UPLC-DAD se validaron para la
determinacion de cafeina, teobromina y 5-CQA, y las figuras de merito seleccionadas se
presentan en la Tabla 4. La respuesta analitica para los tres analitos mostr6 una
correlacion lineal con un coeficiente R? > 0,999 en sus curvas de calibracion. Las
concentraciones del limite de deteccion y cuantificacion fueron calculadas en 0,04 y 0,07
mg L para teobromina, 0,58 y 0,62 mg L para clorogénico y 0,17 y 0,20 mg L* para

cafeina, respectivamente.
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Rangode  Curva analitica LOD? LOQ? Precision intermedia Recuperacion (%)
Compuestos trabajo R?
(mg LY (mgg™)
y=ax+b (mgL?Y) (mgL?) YM 11 %RSD Baja %RSD Media %RSD Alta %RSD
Teobromina 0,2-10 y :61%13?52?)( B 0,999 0,04 0,07 2,18 0,01 0,66 98+1,6 1,65 9717 1,75 9+1,0 1,03
5-CQA 1,0-60 y= ;’95%5’( ) 0,999 0,58 062 16,49+0,13 0,77 92+1,7 1,9 95+1,3 1,37 96 +0,1 0,08
Cafeina 1,0-60 y :112(:;’:;33)( a 0,999 0,17 0,20 13,33+£0,11 0,79 9%6+1,5 1,61 97+£23 2,39 98+1,6 0,62

Tabla 4. Figuras de mérito analiticas del método de extraccion con la maquina expreso.

Referencias: 2 LOQ= Limite de cuantificacién; LOD= Limite de deteccidn. Precisién intermedia valores expresados como concentracién + SD (n=15). En recuperacién
valores expresados como concentracion + SD (n= 3).
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Los valores de recuperacion para teobromina, acido clorogénico y cafeina conducida en
tres niveles de fortificacion fueron de entre 92 a 99 %. El método es robusto a cambios
en la fase maévil y temperatura, mientras que para las variaciones de volumen de inyeccion

se afectan los resultados analiticos.

La precision inter-dia fue evaluada mediante la repetibilidad en 4 dias diferentes con tres
réplicas genuinas cada dia (n=3), donde el analisis de varianza (p 0,05) fue satisfactorio.
La precision intra-dia fue llevada a cabo utilizando los cinco tipos de yerba mate (verde,
estacionada, con hierbas, tereré y tostada). Las réplicas genuinas (n=5) poseen un % RSD
por debajo del valor de Horwitz, a excepcion de la muestra de yerba mate tereré (YM 07)
(Tabla 5). La muestra de tereré contiene una proporcion mayor de palos (como los
ejemplificados en la Figura 17) y hojas de gran tamafio. Esta heterogeneidad se ve
reflejada en dicha variacion de los resultados. Las muestras se podrian moler a un tamafio
de particula especifico, un enfoque que se realiza para los productos herbales, sin
embargo, los perfiles quimicos de los diferentes productos de yerba mate ingeridos por el
consumidor depende tanto de la composicion de la muestras como de los parametros
fisicos que el material presenta, por ésta razon el analisis fue realizado sin modificacién

alguna.

Teobromina 5-CQA Cafeina

Tipo de Yerba Mate ~ N° Promedio (mgg?) %RSD? Promedio(mgg?) %RSD® Promedio(mgg?) %RSD ¢

Verde (Br) 01 2,18 £ 0,05 2,3 13,58 + 0,40 2,9 11,48 + 0,40 3,5
Tereré (Br) 07 1,55+0,21 14 13,0+ 1,76 14 8,92 +£1,26 14

Estacionada (Br) 11 2,18 +0,01 0,66 16,49 + 0,13 0,77 13,33+0,11 0,79
Tostada (Br) 12 0,94+ 0,03 2,9 4,40+ 0,17 38 5,91 +0,15 2,5

Estacionada con palo
(Arg) 13 0,73+0,06 8,8 10,84 + 0,95 8,8 5,58 + 0,52 9,5

Tabla 5. Precision en términos de repetibilidad (n= 5). Concentracion promedio + SD (mg g%) de
teobromina y cafeina. Referencias: 2 Ecuacion de Horwitz: teobromina - RSD = 2 (1-05109C) < 12 - 17%, P
Ecuacion de Horwitz: 5-CQA - RSD = 2(105109C) < 10 - 13% y ¢ Ecuacion de Horwitz: cafeina - RSD = 2(-
05l0gC) < 11 - 12%. Br= Brasil, Arg= Argentina.
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150 106 75 <75 (um)

Figura 17. Distribucidon del tamafio de particula de dos muestras de yerba mate. A) Yerba estacionada con
hierbas-YM 22; B) yerba verde-YM 01.

Para el estudio de estabilidad de los extractos de la yerba mate, las infusiones fueron
almacenadas a -20 °C en viales individuales y analizadas en dias sucesivos. La
concentracion de cafeina, 5-CQA y teobromina fue determinada al menos 20 veces a lo
largo de 69 dias. Las muestras para el andlisis de cafeina fueron estables durante 51 dias,
para teobromina 47 dias y para 5-CQA 55 dias (Tabla 6). Mas alla del periodo de
estabilidad establecido, la muestra presenta cambios de color, lo que hace presumir la

ocurrencia de procesos de oxidacion, que podrian afectar el perfil quimico.

Analitos Regresion lineal  Estabilidad (dias)
Cafeina 13,699 — 0.00865 51
Teobromina  2,2276 —0.00198 47
5-CQA 16,883 — 0.01585 55

Tabla 6. Estabilidad (en dias) para cada analito.
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Teobromina Cafeina 3-CQA¢ 5-CQA 4-CQA¢ 3,4-DCQ* 3,5-DCQ 45-DCQ¢* Rel. 3- Rel. 4,5-
N° YM Rel. Cafeina / ZCQA | CQA/5- | diCQAJ/3,5-
(mgg?) (mg g?) (mgg?) (mg g?) (mgg?) (mg g?) (mg g?) (mg g?) CQA diCQA
012 2,11+ 0,03 11,41+ 026 | 24,05+026 | 13,44+023 | 13,20+059 | 6,77+028 | 2235+0,19 | 1513+0,68 0,23 1,79 0,68
022 1,98 £ 0,03 10,94+0,16 | 18,86+053 | 12,86+0,08 | 10,13+0,18 | 4,43+0,24 | 19,16+0,77 | 12,09 0,26 0,26 1,47 0,63
03b 1,04 + 0,06 9,72+053 | 19,98+127 | 14,82+082 | 12,21+084 | 2,71+022 | 17,95+1,16 | 11,53 +0,89 0,21 1,35 0,64
04° 2,00 + 0,04 12,07+0,09 | 22,91+025 | 1566+0,06 | 13,22+0,15 | 549+0,03 | 20,85+0,20 | 13,89 +0,15 0,23 1,46 0,67
052 2,01 + 0,06 13,67+0,35 | 2499+069 | 1428+0,32 | 12,64+043 | 521+029 | 2356+058 | 14,47+0,67 0,26 1,75 0,61
062 1,37 £0,11 8,82+088 | 1517+148 | 8,88+0,57 8,07+075 | 263+1,04 | 1650+1,61 | 9,39 0,90 0,27 1,71 0,57
072 1,75 £ 0,10 9,48+060 | 19,14+129 | 13,05+039 | 11,08+045 | 549+0,22 | 19,23+1,50 | 13,49 +0,49 0,22 1,47 0,70
082 2,17 + 0,04 13,44+ 024 | 2382+040 | 13224025 | 12,34+0.25 | 596+0,15 | 2429+0,16 | 16,21+0,26 0,27 1,80 0,67
092 2,19+ 0,07 738+0,13 | 22,21+031 | 14,86+020 | 12,20+053 | 531+0,11 | 18,77+0,35 | 12,73+0,42 0,15 1,49 0,68
10°¢ 1,23 £0,01 10,44+ 0,03 | 22559+020 | 1505+0,10 | 13,04+0,18 | 3,39+0,10 | 20,66+0,08 | 14,48 +0,19 0,21 1,50 0,70
11¢ 2,15+ 0,01 13,49+0,13 | 2581+0,10 | 1591+0,15 | 14,42+0,06 | 583+0,05 | 21,47+0,18 | 14,36 +0,15 0,24 1,62 0,67
122 0,92 + 0,03 5,65+ 0,15 2,57 + 0,05 3,98 +0,13 294+0,08 | 055+002 | 091+0,02 1,45 +0,11 0,60 0,65 1,59
13 0,97 + 0,07 6,88+ 046 | 1577+1738 | 14,40+0,68 | 10,53+0,59 | 4,060,221 | 13,83+1,28 | 11,26 +0,70 0,17 1,10 0,81
14 1,61 £ 0,10 10,96+ 0,53 | 20,71+0,90 | 1545+0,61 | 11,39+051 | 397+0,22 | 16,91+089 | 12,76 +0,80 0,23 1,34 0,75
15¢ 2,14 + 0,05 10,51+ 0,30 | 21,60+020 | 14,77+047 | 12,32+0,05 | 4,76+0,02 | 17,32+074 | 12,32 +0,14 0,22 1,46 0,71
16¢ 1,50 + 0,05 956 +0,07 | 19,22+0,13 | 13,77+0,15 | 11,49+0,17 | 3,85+0,08 | 1579+0,18 | 11,78+0,39 0,21 1,40 0,75
( )|
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Teobromina Cafeina 3-CQA¢ 5-CQA 4-CQA¢ 3,4-DCQ* 3,5-DCQ 45-DCQ* Rel. 3- Rel. 4,5-
N° YM Rel. Cafeina / ZCQA | CQA/5- | diCQA/3,5-

(mgg?) (mg g?) (mgg?) (mg g?) (mgg?) (mg g?) (mg g?) (mg g?) CQA diCQA
17¢ 2,50 £ 0,09 1232+039 | 22,27+063 | 1587047 | 12,88+0,24 | 550+0,03 | 18,45+0,48 | 13,16 0,23 0,24 1,40 0,71
18¢ 2,37 £ 0,06 13,10+ 0,15 | 2344+017 | 17,21+0,36 | 13,84+048 | 557+0,14 | 19,03+0,31 | 13,90 +0,66 0,24 1,36 0,73
19¢ 1,21 + 0,03 757+022 | 18,11+067 | 1554+047 | 12,02+0,25 | 504+0,14 | 18,82+0,68 | 15,15+0,34 0,17 1,17 0,80
20° 1,58 + 0,02 9,06+ 003 | 18,54+0,13 | 13,92+0,09 | 11,62+0,34 | 450+0,11 | 14,37+0,31 | 11,69 +0,34 0,21 1,33 0,81
21°¢ 2,63 +0,02 11,39+0,18 | 21,66+020 | 1558+0,12 | 12,82+0,13 | 571+0,11 | 18,30+0,22 | 13,31+0,36 0,23 1,39 0,73
22¢ 2,09 + 0,04 11,84+ 042 | 2272+094 | 1394+041 | 12,55+0,41 | 6,09+0,17 | 21,81+1,25 | 1548+0,71 0,24 1,63 0,71
23°¢ 1,01 + 0,04 785+008 | 18,93+148 | 13,87+057 | 11,06+0,75 | 533+0,11 | 17,46+0,17 | 12,54 +0,33 0,18 1,36 0,72
24° 1,09 + 0,02 755+010 | 17,95+025 | 13,37+0,18 | 10,53+0,44 | 500046 | 16,60+0,52 | 12,26 +0,49 0,18 1,34 0,74
25¢ 1,66 + 0,02 10,28+ 0,10 | 22,58+0,77 | 16,00+0,34 | 13,59+0,16 | 6,17+0,13 | 19,30+0,87 | 14,51 +0,26 0,20 1,41 0,75
26° 1,56 + 0,06 9,12+032 | 21,21+0,70 | 14,21+0,63 | 1533+0,78 | 570022 | 20,13+0,61 | 14,84 +0,75 0,18 1,49 0,74

Tabla 7. Concentracion + SD (n=3, mg g 1) de xantinas, cidos cafeoilquinicos y dicafeoilquinicos en infusiones acuosas de yerba mate, Referencias: @ Producido y consumido
en Brasil, ® Producido y consumido en Argentina, ¢ Producido en Brasil y consumido solo en Uruguay, ¢ Expresado bajo forma de 5-CQA, ¢ Expresado bajo forma de 3,5-DCQ.

Rel: relacion.
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La concentracion de los analitos en las infusiones acuosas de los diferentes tipos de
muestras comerciales de yerbas mate se muestra en la Tabla 7, donde se presentan los
valores en mg g de yerba mate utilizada (base seca) para la infusion. Se presenta en la
misma tabla la relacion entre los contenidos de varios analitos de interés. Las infusiones
de yerbas mate estacionadas contienen entre 7,6 a 13,5 mg g de cafeina, la yerba verde
entre 7,4 a 13,7 mg g, la con hierbas entre 9,1 a 11,8 mg g, mientras que la tostada
contiene 5,7 mg g*. La suma total estimada del contenido de acidos clorogénicos fue de
79,2 a 97,8 mg g para la yerba estacionada, 77,5 a 95,8 mg g para la verde, 74,6 a 92,6
mg g para la yerba con hierbas y 12,4 mg g* para la yerba tostada. Los isémeros del
acido cafeoilquinico fueron cuantificados con un estandar subrogado [202] y los isémeros
de los &cidos dicafeoilquinico fueron estimados usando el 3,5 DCQ. Todos ellos se
presentan en concentraciones relativamente altas en las 26 muestras analizadas, en
concordancia con lo reportado por otros autores [187]. Esta caracteristica esta en contraste

con el perfil quimico del café, donde el 5-CQA es el isomero mas abundante [203].

Los cromatogramas de las extracciones de las yerbas mates se presentan en la Figura 18,
mientras que las sefiales de las xantinas (teobrominay cafeina), y de los principales acidos
clorogénicos se muestran en la Figura 19. Los perfiles quimicos de las infusiones de los
diferentes tipos de yerba mate presentan una distribucion tipica entre los principales
analitos, excepto para yerba mate tostada, ya que debido a su torrado o tostado (proceso
que descompone y reduce la presencia de estos compuestos) presenta una menor
concentracion y proporcion en los componentes. La relacion de 3-CQA a 5-CQA es <1,
y la relacion 4,5-DCQ a 3,5-DCQ es > 1, para la yerba mate tostada, mientras que las
yerbas restantes las proporciones son inversas. En el café, la proporcion de cafeina y de
los acidos cafeoilquinicos se correlaciona con el grado de tostado del grano [178,179],
cuanto mas altos, se corresponden a tuestes mas oscuros. En el caso de la yerba mate, el
unico producto que pasa por un proceso similar es la yerba mate tostada. Por esto, la
relacién es de 0,6 para la yerba tostada y entre 0,15 a 0,27 en las restantes. Los
consumidores pueden utilizar esta relacién como un parametro de calidad para evaluar el
consumo. Como se reporta en estudios relacionados al café molido, este presenta valores
entre 0,4 y 4,6; y para bebidas a base de café prontas para el consumo entre 0,6 y 5,9

[180]. Utilizando éste pardmetro, la yerba mate proporciona una alta cantidad de CGAs
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en relacion con la ingesta de cafeina y puede considerarse una buena fuente de estos

compuestos en la dieta.
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Figura 18. Cromatograma de UPLC-DAD a A 272 nm. A) Yerba mate verde YM 01 (Brasil); B) Yerba mate
tostada YM 12 (Brasil); C) Yerba mate estacionada YM 11 (Brasil, exportada a Uruguay); D) Yerba mate
sin palo YM 14 (Argentina); E) Tereré YM 06 (Brasil), Identificacion de los picos: (1) Teobromina; (2) 3-
acido cafeoilquinico; (3) 5- acido cafeoilquinico; (4) cafeina; (5) 4- acido cafeoilquinico; (6) 3,4- acido

dicafeoilquinico; (7) 3,5- acido dicafeoilquinico; (8) 4,5- acido dicafeoilquinico.
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Figura 19. Cromatograma de UPLC-DAD del perfil de estandares e llex paraguariensis por extraccion en
maquina expreso de la YM 11. Cromatograma monitoreado a A 272 nmy 325 nm. P2 es el mix de estandares
de teobromina (1) tr = 1,8 min, &cido clorogénico (3) tr = 4,0 min, cafeina (4) tr = 4,2 min y 3,5-
dicafeoilquinico (7) tr = 8,2 min.

La diversidad de practicas de consumo, y su recreacion a través de métodos analiticos de
extraccion, agrega complejidad a la interpretacion de los resultados sobre la ingesta
dietética de los potenciales compuestos bioactivos de la yerba mate. Se han empleado
adaptaciones de laboratorio de las infusiones tipo “mateada”, asi como otros métodos de

infusién, y los datos obtenidos en el presente estudio se presentan y se encuentran dentro

de los valores reportados por multiples autores (Anexo I11).

La relacién de yerba mate: agua utilizada en las extracciones se calculé arrojando valores
que van desde 1:4 a 1:200 bajo varios procedimientos. Los perfiles quimicos de los
extractos de yerba pueden variar segun el tipo y extraccion empleada, pero las tendencias
son consistentes entre la mayoria de los autores. Generalmente se observan mayores
cantidades de xantinas y polifenoles en la yerba mate verde y estacionada en comparacion
con el tereré [186,204,205], posiblemente debido a un mayor o menor contenido de
palos/tallos en este Ultimo. La yerba mate tostada es el Unico producto, que debido a que
ha sido sometido a un proceso de torrado, contiene bajas concentraciones de todos los
analitos. Debe destacarse también, que este tipo de yerba mate se consume como una
infusion similar al té, lo que implica el uso de cantidades mas pequefias por porcion
(aprox, 2 g segun las instrucciones del fabricante). La variacion en el nivel de analitos en

las muestras de yerba mate, que corresponde a diferentes procesos de fabricacién o
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regiones de produccion, puede ser determinada utilizando el método rapido y sencillo de
la méaquina expreso. Este método ofrece el mismo punto final de extraccion para comparar
con otros tipos de extracciones. Los perfiles quimicos obtenidos con este método analitico
validado, se suman a los datos ya reportados en la literatura, sobre el aporte de polifenoles

y Xantinas a la dieta por el consumo de productos comerciales de yerba mate.

Al considerar el consumo de los diferentes productos de yerba mate (yerba mate tostada
utilizando 2,5 g por porcion; y para verdes, estacionadas o con hierbas aromaticas
utilizando 25 g por porcion) se estimé la ingesta de los compuestos bioactivos, y los
resultados se muestran en la Tabla 8. Segun se desprende de la misma, estas infusiones
aportan una proporcion considerable de CQAs. Para el equivalente a la forma tradicional
de beber (25 g), la ingesta de cafeina ronda entre 172 y 342 mg, mientras que la suma de
los acidos cafeoilquinicos esté entre 803 a 1404 mg. La relacion de cafeina/CQAS esta
entre 0,15 y 0,27; valores que son comparables al café verde o ligeramente tostado e
indican que la yerba mate es una buena fuente de CQAs. Para el caso del té (cha mate),
la ingesta de cafeina es de 14 a 24 mg, con una relacion de cafeina/CQAs de 0,58, similar
a la que presentan otros productos tostados. Las cantidades reportadas de cafeina en café
y té presentan variaciones segun el tipo de productos y la cantidad de la porcién. En el
caso del café comercializado en tiendas listo para beber, la cantidad de cafeina varia de
150 mg (un café expreso) a 410 mg en presentaciones mayores (porcion de 20g). Los
saquitos de té negro listos para beber proporcionan de 55 a 60 mg de cafeina, y el té verde
de 35 a 58 mg. De esta forma, la mayoria de los tipos de yerba mate aporta una cantidad
de cafeina comparable a la del café; mientras que la tostada aporta una pequefia cantidad,

que es incluso menor a la presente en una porcion de té negro.

Tipo de Yerba Mate Cafeina (mg) Teobromina (mg) X CQA (mg) X DCQ (mg)

Estacionada @ 189-337 25-63 1096-1404 841-1042

Estacionada con palo @ 172-296 24-66 1018-1269 729-1085

Tereré 2 221-237 34-44 803-1082 713-955

Verde 2 185-342 50-55 1046-1298 892-1162
Tostada ° 14 2.3 24 7

Tabla 8. Consumo estimado de compuestos bioactivos (rango en mg) por porcion. Referencias: @ 25 gramos
por porcion con 1 Lt de agua; ° 2,5 gramos por porcion con 200 mL de agua.
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3.1.10. Conclusiones parciales

El uso de la maquina expreso es una herramienta valiosa para la extraccion acuosa de
compuestos bioactivos, como teobromina, cafeina, acidos cafeoilquinicos y
dicafeoilquinicos de muestras comerciales de llex paraguariensis. Los compuestos
bioactivos fueron extraidos cuantitativamente con 480 mL de agua en tres sencillos y
rapidos pasos, utilizando pequefias cantidades, y el analisis fue realizado mediante UPLC-
DAD con una eficiente separacion de los analitos. EI método analitico ha demostrado ser
adecuado para la evaluacion de los perfiles quimicos de los extractos acuosos, con la
ventaja de que es: simple, répido, requiere solo pequefias cantidades de muestra, y
demanda un corto tiempo de andlisis. EI nuevo método que resulté de dicha investigacion
posee un potencial para ser utilizado como método de control de calidad, en la evaluacion
de diferentes productos comerciales de yerba mate presentes en el mercado. Se reportan
los perfiles quimicos de 26 muestras comerciales de yerba mate, utilizando éste método
validado. Se puede observar variaciones del perfil entre diferentes tipos de yerba mate;
sin embargo, las infusiones mantienen una distribucion tipica entre los principales
isomeros del acido cafeoil, di-cafeoil encontrdndose en concordancia con los datos
reportados en la literatura. Los productos de yerba mate tienen una proporcion baja de
cafeina/CGAs lo que puede ser un parametro de calidad atractivo si los consumidores
consideran la ingesta de cafeina por otras fuentes. Los resultados al momento,
incrementan las bases de datos experimentales de polifenoles y xantinas en los alimentos,
planteando la necesidad de continuar investigando sobre el consumo de productos de
yerba mate en diferentes poblaciones, para evaluar sus efectos relacionados a la salud. El
analisis de otras matrices, como el té negro, el café, y otros productos relevantes (té de
hierbas, té verde, etc.), asi como el estudio de modificaciones en las muestras (mediante

molienda), se plantean como objetivos a abordar en futuras investigaciones.
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Capitulo 4: Perfil de azlicares en infusiones acuosas de yerbas mate (llex
paraguariensis)

El objetivo del presente capitulo sera detallar el estudio exploratorio de identificacion y
cuantificacion tentativa de los azucares presentes en los extractos acuosos de yerba mate
mediante HPAEC-PAD.

Seccion 4.1: Carbohidratos en los alimentos

Los carbohidratos son las moléculas organicas mas abundantes en la tierra, y se
encuentran presentes tanto en ecosistemas terrestres como marinos. De hecho los
carbohidratos reportados que mas predominan en la biosfera terrestre son la glucosa y la
fructosa, ambas relacionadas con las plantas terrestres [206]. En las Gltimas décadas, los
polisacaridos han llamado la atencion como uno de los compuestos bioactivos, y fuente

de energia en los productos naturales.

Se dividen en monosacaridos, disacaridos y polisacaridos; donde el término “azlcares”
aplica a varios monosacaridos y disacaridos. Los monosacéaridos son las unidades méas
basicas de los polisacaridos; la informacién de los monosacaridos y del disacarido
sacarosa, todos ellos estudiados en el presente capitulo, se presenta en la Tabla 9. A nivel
industrial, el andlisis de los azucares en los alimentos forma parte del control de calidad,
para garantizar una ingestion 6ptima de la misma. Diferentes matrices han sido analizadas
con diferentes propositos, como por ejemplo: harinas [207], miel (control de adulterantes)
[208,209], bebidas alcoholicas [210], etc. El analisis de la composicion de monosacaridos
gue componen a los polisacaridos suele ser el paso mas importante para el descubrimiento

de propiedades fisicoquimicas y estructurales.

La importancia del estudio de dichos compuestos, radica en que existen estudios que han
reportado actividades biologicas relacionadas a ellos, como por ejemplo: inmuno-
regulacion y actividad anticancerigena [211], efecto hipoglucemiante [212], actividad
antioxidante, entre otros [213].
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Actualmente, existen dificultades bien marcadas en el anélisis de la composicion de los

monosacaridos; las mismas son: 1) la complejidad estructural de los polisacaridos

dificulta la liberacién de los monosacaridos completamente, 2) las condiciones de

hidrolisis inadecuadas pueden conducir a su degradacion, 3) poseen estructuras similares

y varios de ellos son epimeros entre si, 4) posibilidad de existencia de andmeros, 5) son

altamente hidrofilicos, 6) carecen de cualquier tipo de actividad fluorescente y 7) no son

volatiles [214]. Se han propuesto varias técnicas analiticas para el andlisis de los

carbohidratos, desde cromatografia en capa fina, cromatografia gaseosa, cromatografia

liquida, electroforesis capilar y cromatografia de intercambio anionico [215].

Peso molecular

pKa - Constante de disociacion en agua

Azlcares Estructura quimica (g mol) (25 °C)
H‘O O_H
(- 0 i o
b-0) ﬁ/[\l/\/ " 150,13 12,34
arabinosa hooo
H
H'O 0,H
o
D-(- H' H
0 V]\/\H/\O 180,16 12,03
fructosa 40 0
H'O O’H
V’\/g\/l
.0 :
D-(5) | EorT 180,16 12,28
Glucosa w9y ’ ’
H 0 9 H
D-Manitol | 1° - o 182,17 13,50
H'S 0 H
H
*, 0O 0
Ramnosa H U H 164,16 12,46
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D-sorbitol H-o/\‘)\l/\/% 182,17 13,57

Sacarosa " 0. .0 342,30 12,62
o .
H H
H‘O
H 0 O_H
Xilitol H-OJ\/[\/O-H 152,15 12,76
0

Tabla 9. Mono y disacaridos estudiados en la presente investigacion 214,

4.1.1. Té (Camellia sinensis)

El té y el café son las bebidas no alcohdlicas mas consumidas en el mundo [216]. En
especifico, Camellia sinensis es el tipo de té mas consumido como bebida funcional a
nivel mundial. China es el mayor productor de té, representando un 40 % de la produccion
global. Alrededor del mundo, el té negro es el principal producto representando un
consumo mundial del 75 %, le sigue el té verde con un 15 % [217]. Los polisacaridos del
té, son del tipo hetero-polisacaridos, formados por azUcares neutros y acido urénico. La
determinacion cuantitativa de estos polisacaridos posee un efecto importante sobre la
cadena de valor del té, afectando: la evaluacion de su calidad, seguimiento, extraccion,
preparacion y purificacion [218]. En el total de los polisacaridos, su contenido varia entre
un 1,5 % hasta cercano a los 13 %. Los polisacaridos contienen entre 2 a 10
monosacaridos como: glucosa, ramnosa, arabinosa, manosa, ribosa, xilosa, galactosa,
acido glucuronico; unidos por maltiples enlaces. A la fecha se han extraido y aislado méas
de 120 tipos de polisacaridos. Queda establecido en investigaciones recientes que las
diferentes estructuras obtenidas se deben a: diferentes materias primas (existiendo incluso
diferencias entre las diferentes partes de la planta cosechada: flor, hojas, etc.), tecnologia

de procesamiento, grados de fermentacion, y métodos de aislamiento. Por lo tanto es
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fundamental aclarar como es el proceso de fermentacion y procesamiento, ya que afecta

de manera importante la estructura de los polisacaridos [219].

En los ultimos afios, el analisis de diferentes hierbas utilizadas en la medicina popular han
vuelto una tendencia la determinacion del contenido de polisacaridos y sus potenciales
efectos bioldgicos [220]. Pero aun asi, en comparacion con los abundantes articulos
publicados sobre los polifenoles del té, existen pocos estudios sobre los monosacaridos.
Estos monosacaridos no solo participan en el sabor, sino que también contribuyen en la
formacion de sustancias aromaticas heterociclicas (conteniendo nitrogeno), a través de la
reaccion de Maillard durante el calentamiento [221]. Tomando como referencia las
ultimas investigaciones reportadas, es de esperar que el monosacarido mas abundante en

en las muestras de té, sea la glucosa.

4.1.2. Café (Arabica y Robusta)

El café es uno de los principales productos basicos del mundo en términos comerciales,
siendo consumido rutinariamente por aproximadamente un tercio de la poblacién

mundial. Brasil, Colombia, Indonesia y Vietnam son los mayores productores [222].

Una bebida tipica de café se prepara tostando, moliendo y extrayendo los granos de café.
Durante el tostado se dan diversas reacciones quimicas como la de Maillard,
caramelizacion y degradacion de Strecker [223]. Uno de los atributos que es importante
para el consumidor, ademas del aroma, es la dulzura, una propiedad sensorial deseable y
buscada. Se sabe que el café posee sacarosa, asi como oligo y polisacaridos tanto en los
granos verdes como en los tostados en cantidades variables [224]. En las primeras etapas
del desarrollo del grano los principales azlcares son la glucosa y fructosa libre, siendo
mas alta la concentracion en la variedad Arabica que en Robusta. Al final del desarrollo
del grano, las concentraciones de dichos azucares disminuye, mientras que la sacarosa se
encuentra casi toda libre [225]. En los tltimos afios se han continuado los estudios sobre
el contenido de azlcares en los granos, donde Kim et al., reporté una diferencia
significativa entre los granos verdes en comparacién con los tostados. En promedio, la
galactosa fue el principal monosacarido y la ramnosa el de menor contenido, mientras

que el contenido de los restantes monosacaridos depende del estado del grano, si es verde:

73

——
| —



Capitulo 4: Azlcares

arabinosa > glucosa > manosa; en los tostados: manosa > arabinosa > glucosa. Los niveles
de los monosacéridos difieren notablemente luego del tostado, donde principalmente
disminuye la glucosa en un 81 % [226]. En la céscara del cafe, de acuerdo a Cangussu et
al, las muestras presentaron altos porcentajes de xilosa, indicando la presencia de xilanos.
Mientras que arabinosa, manosa, galactosa y glucosa se encuentran en el grano de café
expuesto, indicando por lo tanto, que la xilosa esta solo en las cascaras y puede usarse
para detectar e identificar la adulteracion del café tostado (molido con su céascara). La
glucosa aumenta su presencia cuando el producto es sometido al escaldado, debido a que
se produce un ablandamiento de la cascara [227]. Otros estudios han indicado que, en
términos de concentracién, la manosa y arabinosa ocupan el primer lugar, fructosa y
glucosa constituyen la mayoria de los monosacéridos libres y por Gltimo se encuentra la

ramnosa [228].

4.1.3. Yerba Mate (llex paraguariensis)

La yerba mate ha sido estudiada desde multiples aspectos: en su contenido de polifenoles,
propiedades estimulantes y sus posibles beneficios a la salud [42]. Actualmente existen
escasos estudios referidos a la identificacion y la determinacion de polisacaridos y/o de
los monosacaridos que la componen. De hecho los primeros aislamientos surgieron en
1935 [76] y no precisamente de la especie de interés que se encuentra habilitada para el
consumo. Los estudios que reportan sobre la presencia de sacarosa, glucosa y fructosa
[66,85] en hojas de llex paraguariensis han sido llevados a cabo por técnicas mas
sencillas como TLC [40,56]. A la fecha no existe un estudio exhaustivo que indique la
naturaleza y tipo de monosacaridos presentes en la yerba mate, y como el proceso

industrial puede afectar dicha composicion.

74

——
| —



Capitulo 4: Azlcares

4.1.4. Materiales y métodos
414.1. Equipos

El perfil de azucares fue llevado a cabo mediante cromatografia de intercambio idnico de
alta eficiencia con deteccion amperométrica pulsada (HPAEC-PAD), utilizando un
equipo Dionex ICS-5000 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU). Los estudios se llevaron a
cabo en el laboratorio de Bioaromas y Compuestos Bioactivos (LBCB) de la Facultad de
Ingenieria de los Alimentos de la Universidad Estadual de Campinas (UNICAMP-San
Pablo).

4.1.4.2. Reactivos

Estandares de D-(-) arabinosa, D-(-) fructosa, xilitol, D-sorbitol, ramnosa monohidrato
todos ellos con una pureza de > 99 %, D-manitol (pureza de > 98 %), sacarosa (pureza de
> 99,5%), todos obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU). La D-(+) glucosa
(pureza de > 96 %), fue obtenida de Supelco (St. Louis, EE.UU). Las infusiones acuosas
y las fases maviles fueron preparadas utilizando agua ultra pura (18.2 MQ cm) obtenida
de un sistema de agua ultrapura (Milli-Q Gradient System A10, EE.UU). La solucion de
hidroxido de sodio grado HPLC fue obtenida de Merck (Alemania). Todas las muestras,
estandares y las fases moviles fueron filtrados por un filtro de 0,22 um (didmetro de 13y
47 mm) de material PVDF obtenido de Waters (EE.UU).

4.1.4.3. Preparacion de soluciones estandares

Se prepararon soluciones para cada estandar analitico en concentracion de 500 mg L*
usando agua ultra pura. Se prepardé luego para cada estandar una solucion de trabajo
(intermedia) de concentracion 25 mg L. A partir de ésta solucion, se realizaron las
diluciones apropiadas para la construccion de la curva de calibracion en cinco niveles de

concentracion (0,25 a 10 mg L) utilizando agua ultra pura.
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4.1.5. Método de extraccion

4.15.1. Meétodo de extraccion con magquina expreso

El extracto acuoso de cada muestra se obtuvo por infusion acuosa utilizando una maquina
de café expreso doméstica. Para cada infusion 5 g de muestra de yerba mate se extrajeron
con 200 mL de agua ultra pura a 15 bares nominales de presion. Todas las muestras fueron
transferidas a un matraz de 250 mL, el cual fue enrasado con agua ultra pura. Previo al
andlisis las infusiones fueron diluidas. Las muestras se almacenaron a -20 ° C. Se

realizaron 3 réplicas genuinas de cada una de ellas.

4.1.6. Condiciones cromatograéficas utilizadas

El analisis de los monos y disacaridos en los extractos acuosos de yerba mate se realizd
mediante cromatografia de alta resolucién de intercambio anidnico acoplada a deteccion
amperométrica pulsada. EI método se llevo a cabo segin Arruda et al [229], con leves
modificaciones. Los azUcares se separaron mediante elucion isocratica usando una fase
movil de NaOH 0,2 M y agua ultra pura (60:40 v/v), con una columna Carbopac PA1 (10
um, 250 x 4 mm), en combinacion con una pre-columna CarboPac PA1 (50 x 4 mm)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La temperatura de la columna se
mantuvo a 30 °C, el flujo fue de 1,0 mL min™ y el volumen de inyeccion fue de 25 uL.
Los datos y los cromatogramas fueron adquiridos utilizando el software Chromeleon 7.0.

El contenido individual de cada azticar fue expresado en pug mL™ de infusion.

4.1.7. Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos al analisis de varianza (ANOVA) con test de Tukey. Todos
los andlisis estadisticos se realizaron con un nivel de significancia del 5 % (< 0,05)
utilizando el software STATISTICA (Statsoft, Oklahoma, USA) version 12.0. Los datos

fueron expresados en concentracion (g mL 1) + desviacion estandar (SD).
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4.1.8. Resultados y discusion

En la Figura 20, se muestra el perfil cromatografico de los monosacaridos en los
diferentes tipos de yerba mate. Se incorporé una muestra de té verde con el fin de poder

comparar el perfil y su contenido respecto a la yerba mate.

— “erba mate estacionada (Argentina)

__ “Werba mate testada (Brasily

__ Yerba mate estacionada (Uruguay)

K “erba mate en saguites (Argentina)
Té verde (Uruguay)

i Tereré (Brasil

b FAS __ Yerba mate verde (Brasil)

P —  Mix de estandares

Tiempo de retencion (min}

Figura 20. Perfil cromatografico por HPAEC-DAD de un mix de estandares y los diferentes productos de
yerba mate y té verde.

El contenido de azlcares en cada tipo de yerba mate se resume en la Tabla 10. En
términos generales, de las 17 muestras analizadas, la glucosa seguida de fructosa son los
monosacaridos predominantes, su contenido es similar entre todas las muestras, salvo el
caso de la muestra YM 02 (verde) donde su contenido es el doble. El disacérido principal,
presente como azucar libre, es la sacarosa. Arabinosa, ramnosa y manitol son los azlcares
menos abundantes, y poseen la particularidad que su concentracion se mantiene estable
sin ser afectada por los diferentes procesos al que puede haber sido sometida la yerba,
encontrandose en valores promedios de 29,6, 9,8 y 12,8 ug mL ! respectivamente. A
excepcion de la muestra de YM 12 (tostada) en donde existe un decrecimiento importante
de los monosacaridos, llegando a no ser detectado algunos de ellos, y con la arabinosa
como el mas abundante (3,05 ug mL 1). Claramente el proceso de tostado genera un
efecto de degradacion, siendo visualizado y reportado de igual manera para el caso de los
granos de café. De todos los azucares identificados, la arabinosa muestra la dispersion

mas baja entre las diferentes muestras. Esto podria indicar que a pesar de los diferentes
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procesos que presenta la yerba mate, la arabinosa podria ser considerada como un

pardmetro de calidad; aunque esta afirmacion requiere la validacion con el anélisis de un

mayor nimero de muestras. Algo Ilamativo es que el perfil de monosacaridos de la yerba

mate (hoja) es similar al del café (grano). La concentracion de los azlcares en la yerba

mate sigue en términos generales, el siguiente orden: glucosa > fructosa > arabinosa >

manitol > ramnosa.

YM Manitol Ramnosa Arabinosa Glucosa Fructosa Sacarosa Total
15 13,37+0,03%fE  10,29+0,04°F 29,59+0,59fg"® 121,68+0,79°B  70,77+0,98%C 474,17+13,42% " 719 87+13,74%
17 13,10+0,29"P  10,43+0,07°°  28,94+0,00'®  127,90+9,96%B 73,31+4,14%€BC 562 27+48,24°A  815,96+60,64"
18 14,14+0,11°%€  10,36+0,14% 29,95+0,56°"D  127,33+3,28%8  86,77+1,54°C  584,99+6,97°*  853,55+10,81°
19 12,83+0,199 n.d 30,09+0,52¢0hC 55 07+2,39K8  47,78+1,19M"8C 227 32+13,221A  373,09+17,101
25 14,13+0,13v4E  10,56+0,21%F 31,22+ 0,05C  101,35+2,3878 81,97+2,35%¢C  530,62+2,95°9A  769,85+5,67%
16 14,13+0,33%%0  10,30+0,19°® 30,76+0,10%CP  145,89+8,64%8  84,27+556°C 513,27+49,28dA 798 62+63,71"
20 12,85+0,48%€  10,25+0,12°¢ 29,60+0,757MEC 94 38+11,2398  66,19+7,58°BC 407,02+66,69" 620,29+86,83%
21 13,86+0,03€ 10,80+0,07%°F 30,01+0,60°9"D  121,49+1,33%E 80,55+0,36"C  546,32+2,51°4  803,02+4,57"
22 13,32+0,09°®  10,40+0,01°° 30,33+0,20%f 0  82,73+1,09"8  5568+1,98M"C  376,58+18,059"* 569,03+20,02¢f
3 13,200,418 n.d 30,57+0,07%™®  68,11+4,451% 62 80+1,37°8  250,02+48,68'  424,70+54,97"
6 11,18+0,09"8 n.d 29,16+0,04"D  64,12+0,55K8  48,25+0,67"C 155,47+0,9914 308,18+0,65/
7 11,99+0,10"° n.d 28,97+0,08°C  69,40+2,241K8 51 70+1,369"8C  264,97+28,42'A  427,03+32,10"
12 1,390,018 1,00+0,01°®  3,05+0,33™A n.d n.d 3,260,024 8,70+0,33¢
1 14,08+0,58%0  11,22+0,97?®  36,90+0,48°®  129,60+9,59°8 84 ,15+0,53"C 446,93+37,08%MA 722 87+48,62
2 15,14+0,13* 10,62+0,08%°F  38,45+0,49%°  262,47+6,18%® 173,32+3,12°C 1404,33+15,95* 1904,34+24,80?
5 14,69+0,20%F  10,65+0,04%°F 32,96+ 0,220  118,24+1,00%® 71,77+1,08°%C  391,40+9,12""  639,71+9,65%
8 14,46+0,09%C  10,24+0,05°®  32,84+0,17°®  139,06+6,11°B  67,70+0,66°C 529,60+20,56°%4 793,99+25,71
Té verde n.d n.d 20,47+0,16/° 61,74+2,61%  47,33+0,89" 316,43+4,34"A  445,97+7,219"

Tabla 10. Contenido de monosacaridos y disacaridos por HPAEC-DAD en los extractos acuosos de yerba
mate y té verde (ug mL). Datos expresados como media + desviacion estandar (n= 3). Valores indicados
con la misma letra mindscula no difieren segun la prueba de Tukey (p > 0,05). n.d = no detectado.

Analizando los productos segun el mercado de destino, podemos observar que aquellos

que proceden de la misma marca comercial muestran un perfil similar. La muestra que

tiene como destino el mercado argentino (YM 03) presenta un contenido de glucosa y

fructosa similar, y por debajo del promedio. En cambio, aquellos productos que tienen
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como destino el mercado Uruguayo, presentan niveles similares entre ellas pero la

muestra con mayor contenido de monosacaridos es la muestra YM 18.

4.1.9. Conclusiones parciales

Se identificd y cuantifico la presencia de cinco monosacéridos y un disacarido: sacarosa,
glucosa, fructosa, arabinosa, manitol y ramnosa, en multiples muestras de yerba mate
comerciales de la region usando HPAEC-PAD. La sacarosa se encuentra presente en la
totalidad de las muestras. Sin embargo la glucosa y fructosa son los que presentan mayor
concentracion, en concordancia con lo ya reportado. Se ha mostrado el potencial de la
arabinosa como posible marcador en la calidad en el proceso de produccion de la yerba

mate.
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Capitulo 5: Puntos cuanticos de grafeno como sonda selectiva de acido
clorogénico en yerba mate (llex paraguariensis) usando fotoluminiscencia de
encendido/apagado con Fe3*

En este capitulo se estudiara la determinacién semi-cuantitativa del acido clorogénico
total presente en las infusiones de yerba mate, mediante fotoluminiscencia atenuada por
Fe3* y sin atenuacion de Fe** de puntos cuanticos de grafeno, evaluando este método

desde el punto de vista de sus pardmetros analiticos y ambientales.

Seccién 5.1: Acido clorogénico en los alimentos

El &cido clorogénico (CGA), es un éster formado entre el acido cafeico y el &cido quinico,
encontrado en una variedad de bebidas y alimentos [230]. Existe ampliamente en la
naturaleza, como ser en el café [231] y en la yerba mate [80]. La extraccion y purificacion
de los CGA de las plantas ha sido extensivamente estudiada, por su potencial rol en la
salud humana, se ha reportado como: antioxidante, anticancerigeno y como un potencial
compuesto nutracéutico [232]. Ademas del potencial benéfico de su ingesta, el CGA
posee una amplia gama de propiedades reportadas, como ser: accion antibacterial [233],
accion antioxidantante frente a los radicales libres [234], y es parte importante como
identidad quimica [235].

Tradicionalmente la determinacién de CGA se realiza por métodos cromatograficos,
HPLC-DAD [59], TLC [236] y cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de
masas [86,237]. Sin embargo, la mayoria de los métodos mencionados anteriormente son
costosos, complejos, consumen tiempo, y no sirven para su aplicacion cotidiana en
analisis de rutina; por lo tanto, es necesario desarrollar métodos alternativos que superen
estas limitaciones. Los métodos basados en fluorescencia o fotoluminiscencia han atraido
atencion debido a su buena reproducibilidad, excelente selectividad, no son destructivos,

robustos y de bajo costo.
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5.1.1. Sondas fotoluminescentes de estructura nanométrica a base de
carbono

En las ultimas dos décadas se han sintetizado diferentes tipos de nanomateriales
fluorescentes a base de carbono, incluidos nanopuntos de carbono (CD) [238], nanotubos
de carbono, 6xido de grafeno [239], puntos cuanticos de grafeno (GQDs) [240],
polimeros (PDs) y nanodiamantes [241]. En particular los CD y los GQDs son estructuras
de tamafio nanométrico que han sido foco de interés por su potencial uso en quimica
analitica, debido a su fotoluminiscencia distintiva e intensa. El confinamiento cuantico de
estas estructuras se ve afectado por la interaccion de especies quimicas especificas,
generalmente en medio acuoso, y puede ser modulado por defectos en la estructura de los
bordes y la presencia de grupos quimicos adheridos a las nanoestructuras. Los sensores
analiticos generalmente se fabrican en un medio acuoso, en el cual se pretende que el
nanomaterial estable y disperso, interactle con especies quimicas especificas. Los GQD
y CD modificados en su superficie tienden a dispersarse en el medio acuoso, y presentan
buena estabilidad en sus propiedades de fotoluminiscencia. Al estar constituidos
principalmente por carbono reducido tienden a presentar baja toxicidad y alta
compatibilidad [165].

Los GQD son fragmentos de grafeno nanométricos y anisotropicos, con propiedades que
favorecen la transferencia heterogénea de electrones [162]. Sus propiedades electronicas
y Opticas dependen de su forma, altura y estructura de borde [242]. Los GQD se presentan
como una capa de grafeno Gnica o como pocas capas apiladas, y con diversos grupos
quimicos enlazados a los bordes. Se han reportado varias formas de producir GQD y CD
[162], como: deshidratacion con é&cidos concentrados, exfoliacion hidrotermal,
calentamiento por microondas [243], pirolisis térmica [244], carbonizacion [245]. En
general, la preparacion es sencilla, las condiciones de reaccion son controlables, y las
materias primas empleadas (incluidas la biomasa vegetal) son econdmicas [246,247]). Es
posible producir una cantidad relativamente alta de estos nanomateriales utilizando un
proceso de unos pocos pasos [248]. Una forma de ajustar y mejorar las propiedades de
los GQDs, es la modificacion o ajuste de la naturaleza quimica de la superficie de los
mismos (también Ilamado funcionalizacion o pasivacion). En este caso la
funcionalizacion resulta importante, porque la introduccién de grupos funcionales, como

aminas y carboxilos, inducen la modificacion de la nube electrdnica de la superficie. Estas
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modificaciones, que pueden ser irreversibles, actian como trampas de energia de
excitacion, y afectan la intensidad de la luminiscencia, promoviendo cambios en las lineas
espectrales [249]. Por lo tanto, funcionalizar la superficie es una técnica que permite
incrementar el rendimiento de la fotoluminiscencia, y concomitantemente proporcionar
cierta selectividad en la interaccion con nuestro analito de interés. No obstante, en
solucién se encuentran presentes otras especies quimicas, las cuales pueden causar
supresion, aumento o desplazamiento espectral. Para evitar dicha perturbacion, se ha
reportado el uso de iones metalicos, los cuales permiten usar a los GQDs funcionalizados
netamente como sensores [250]. En este sentido, Pinto et al, realizo la determinacion de
sulfato de neomicina mediante el uso de GQDs/GSH con mediacion de un ion metalico
(Fe**) bajo el mecanismo de apagado/encendido. Especificamente para estos tipos de
GQDs funcionalizados con glutationa, la extincion de la fotoluminiscencia promovida

por Fe3* fue mas eficiente [251].

5.1.2. Usos a nivel alimentario

En el campo del andlisis de alimentos, Nemati et al, produjeron puntos cuanticos de
grafeno co-dopados con nitrogeno y azufre, preparados con tiosulfato de sodio y acido
citrico (S-CQD). Los mismos se utilizaron para determinar etion en manzanas, tomates,
y pepinos, usando el fendmeno de apagado (quenching) dindmico, alcanzando un limite
de deteccién de 3 ug L [252]. Jiménez-Lopez et al utilizaron GQD con cisteina asociada
a nanoparticulas de plata para el cribado de glifosato. El sistema GQDs-AgNPs, logr6 una
excelente sensibilidad (limite de deteccion de 9 mg L) y alta selectividad.
Recientemente ese mismo método se aplico a diversas variedades de frijoles [253].
Puntos cuanticos de silicio fotoluminiscente de color cian (SiQD) han sido
implementados en métodos para el analisis del CGA, donde la presencia de este ultimo
extinguid selectivamente la fotoemision mediante el fendmeno de apagado. Se utilizé
para la deteccion rapida de CGA en café instantdneo con un limite de deteccion de 152
ug L™t [254]. También se reporté el uso de puntos de carbono luminiscentes co-dopados
con nitrégeno y azufre (N,S-CD) como sonda fluorescente, donde basado en el efecto de
filtro interno (IFE) se determind cuantitativamente CGA en suero humano, alcanzando

un limite de deteccion de 0,12 mg L™! [255]. Usando otras estructuras con el mismo fin,
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se propuso detectar CGA mediante CD solubles en agua (sintetizados con acido malico y
urea), bajo el mecanismo de IFE. Esta aproximacion se aplico para detectar CGA en las

muestras de madreselva con un limite de deteccion de 16 pg L™ [256].

En el presente capitulo se utilizaron GQDs preparados por hidroexfoliacion de una mezcla
parcialmente carbonizada de acido citrico y glutationa. Se utilizaron como sensor
fotoluminiscente para permitir una determinacion simple y selectiva de CGA en
infusiones de yerba mate. Se analizaron dos abordajes: puntos cuénticos de grafeno
funcionalizados (GQDs/GSH) en solitario, y GQDs/GSH con mediacion de Fe** como
promotor de extincion de la fotoluminiscencia. Los valores obtenidos por ambos métodos
se comparan con la determinacion obtenida por la técnica de referencia. La eleccion de
Fe3* como ion metélico de quenching se basa en reportes previos de uso exitoso de éste
elemento en conjuncién con GQDs/GSH, ademéas de ser un elemento no toxico,

facilmente obtenible y compatible con nuestro sensor.

5.1.3. Materiales y métodos
5.1.3.1. Equipos

Las extracciones acuosas de yerba mate se realizaron utilizando una maquina de café
espresso doméstica (Philips Espresso Duo HD5661, Paises Bajos). Las mediciones de
fotoluminiscencia se realizaron usando un espectrometro de luminiscencia modelo
RF5301 (Shimadzu, Japon) operando en modo de emision, del laboratorio multipropésito
de la Facultad de Quimica (UdelaR). El anélisis cromatografico se realizo en un sistema
de cromatografia liquida de alta performance (Nexera, Shimadzu, Kyoto, Japon)
equipado con un detector de arreglo de diodos (SPD-M30A), horno de columna (CTO-
20A) e inyector automatico (SIL-30A). Los cromatogramas fueron adquiridos vy
procesados mediante el software LabSolutions (version 5.52 SP2, Shimadzu, Kyoto,
Japon). Los espectros de absorcion UV/VIS, y el rendimiento cuéntico, fueron obtenidos
con un espectrofotometro Amersham Ultrospec 3100 pro (MA, EE.UU.), y con un
espectrofotometro Hitachi UV-2600 (Tokio, Japon), respectivamente. La sintesis y la
dialisis de la sonda se realizaron utilizando una placa de agitacion con calor Cimarec+™

(Thermo Fisher, EE. UU.).
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El tamafo de los GQDs/GSH fue determinado por mediciones de dispersion de luz
dinamica (DLS) y potencial , utilizando un sistema Zetasizer (SZ) SZ-100 (Horiba,
Japdn), equipado con un laser de 532 nm operando a 10 mW. Las mediciones de carbono
total se realizaron en un analizador de carbono modelo TOC-VCPN (Shimadzu, Japén).
Las mediciones de DLS y SZ se realizaron en base a diez repeticiones, a una temperatura
de 25 °C y un angulo de 90°. Las mediciones de potencial { y DLS se realizaron utilizando
una celda electroquimica de acrilico, que contenia un electrodo de carbono plano y un
paso optico de 10 mm. La morfologia fue caracterizada por Microscopia de Transmision
Electrénica de Alta Resolucion (HR-TEM) utilizando un JEM 2100 con filamento de
LaB6 a 200 kV de voltaje de aceleraciéon acoplado a una camara CCD GATAN Orius
1000 (JEOL Ltda., Japon). Se dispersd una gota de la muestra acuosa original (5 pL)
sonre un soporte de cobre (Cu) de 300 mesh con fim de carbono ultrafino. Posteriormente
se secd con papel, dejando luego secar al aire, para permitir la observacion HR-TEM,
servicio proporcionado por el Laboratorio de Alta Resolucion-CURE. Las mediciones
Raman se realizaron en el IPTP, en un Microscopio Raman confocal modelo WITec
Alpha 300RA, utilizando un laser de longitud de onda 785 nm que opero con una potencia
de salida maxima de 100 mW. Este equipo tiene acoplado un microscopio de fuerza
atébmica (AFM), con el cual se relevo la topografia de las muestras. Para la medicién del
espectro Raman, la dispersion acuosa fue dializada durante 48 h, eliminando asi los
residuos de &cido citrico, y luego se depositd en una pequefia placa recubierta con papel
de aluminio (secada con una corriente suave de N2). El tiempo de exposicion se establecio
en 10000 ms y el perfil GQDs/GSH fue el promedio de 3 escaneos para un tiempo de
integracion total de 30 s. Los espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) se
registraron en un espectrémetro IR Prestige-21 FT-IR (Kioto, Japdn) con una pastilla de
KBr. Las medidas de FTIR fueron realizadas a temperatura ambiente en el laboratorio

multiproposito de la Facultad de Quimica.

5.1.3.2. Reactivos
Cafeina (99 % pureza) fue obtenida de Fluka (EE.UU.); teobromina (98 % pureza) y acido

clorogénico (95 % pureza) fueron obtenido de Cayman (Reino Unido). L-glutationa y
fluoresceina se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, EE. UU.). El acetonitrilo calidad
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HPLC se adquirio de J.T. Baker (México). El gas nitrdgeno comercial se obtuvo de Linde
(Uruguay). El carbdn activado fue obtenido de DIU (Drogueria Industrial Uruguay,
Uruguay). Acido citrico, acido férmico, NaOH, MgSO4, K2SO4, FeClz+6H20, glucosa
(CeH1206) y KBr se adquirio de Merck (Alemania). Las infusiones acuosas, la sintesis y
la fase mdvil se prepararon utilizando agua ultrapura (18,2 MA cm) obtenida de un
sistema de agua ultrapura (Milli-Q Gradient System A10, EE.UU). La membrana de
dialisis (tamafio de poro de 500-1000 Da) se adquirio de Spectrum Laboratories Inc. (EE.
uu.).

5.1.3.3. Preparacion de soluciones estandares

Se prepararon soluciones stock (1000 mg L) de acido 5-CQA y cafeina en agua
ultrapura, mientras que la teobromina se disolvié usando una mezcla de metanol: agua
50:50 (% v/v). Todas las soluciones stock se almacenaron a -20 °C (freezer convencional)
hasta su uso. Para el 5-CQA se prepararon curvas de calibracion externa entre 1 a 10 mg
L. Se prepararon soluciones de cafeina (10 y 100 mg L), y de teobromina (10 y 100
mg L) para las determinaciones de interferencias. Las soluciones stock de las diferentes
sales se prepararon a una concentracion de 2000 mg L™ en agua ultrapura, y la de la
glucosa a una concentracion de 4000 mg L. Se prepararon soluciones intermedias de las
mismas para lograr una concentracion final de 1 y 10 mg L. La concentracion de la

solucion stock de Fe3* fue de 1,03 x 10 mol L.

5.1.4. Sintesis de los puntos cuénticos de grafeno (GQDs/GSH)

Los puntos cuanticos de grafeno con glutationa (GQDs/GSH), fueron sintetizados por
pirolisis e hidroexfoliacion de una mezcla de &cido citrico y glutationa, segun el
procedimiento reportado por Pedrozo-Pefiafiel et al., [257] con menores modificaciones.
Aproximadamente 1 g de acido citrico y 0,3 g de glutationa se mezclaron en un vaso de
precipitado de 50 mL y se calentaron a aproximadamente a 240 °C usando una plancha
de calentamiento. La mezcla se fundio en 5 min cambiando el color de la mezcla de

incoloro a amarillo palido — marron. En ese momento se adiciona de una sola vez los 25
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mL de agua ultra pura para obtener la dispersion acuosa original, y se agita (con pastillas
magnéticas) durante 30 min, tiempo que permite ademas que la dispersion llegue a
temperatura ambiente. Se realizaron dos réplicas de la sintesis y se usaron
independientemente con el fin de confirmar la reproducibilidad del comportamiento de
los GQDs/GSH. Unos 10 ml de la dispersion fueron dializados durante 48 h con el

objetivo de caracterizar sus propiedades épticas.

5.1.5. Preparacion de las infusiones de yerba mate

Dos tipos de muestras de yerba mate (yerba mate verde YM 08 y yerba mate estacionada
YM 18) fueron utilizadas para la preparacion de las infusiones siguiendo el procedimiento
de Panzl et al [235] tal como se describié en el capitulo 3. Para las mediciones
fotoluminiscentes de las muestras de yerba mate se realizaron diluciones previamente de
1/142.

5.1.6. Medidas luminiscentes

Las mediciones de fotoluminiscencia (escaneo de emision en el rango de 390-550 nm) se
realizaron con una banda espectral de 5 nm en una cubeta de cuarzo de 1 cm de longitud
de camino Optico. La excitacion 6ptima hallada fue () 380 nm, con una velocidad de
escaneo de 1200 nm min?. Los blancos medidos fueron dos: la dispersion acuosa
GQDs/GSH con la adicion de Fe**, y la misma dispersion sin la adicion de Fe®".

5.1.7. Condiciones cromatograficas utilizadas

Las condiciones cromatogréaficas que se aplicaron, reportadas por Panzl et al [235], fueron

las mismas detalladas en el capitulo 3.
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5.1.8. Rendimiento Cuantico

El rendimiento cuantico fue estimado usando una referencia de 0,1 mol L de
fluoresceina en NaOH 0,1 M (QY = 0,79 en agua) como solucién estdndar. Se midieron
las absorciones de la sonda GQDs/GSH vy de la solucion de referencia, y se escanearon
sus espectros de emision de fluorescencia. Finalmente, los rendimientos cuanticos de las

sustancias fluorescentes se calcularon con base en la siguiente ecuacion (Ec. 1):

Ecuacion 1. Férmula para el calculo del rendimiento cuantico.
Donde Q es el rendimiento cuantico, A corresponde a la intensidad de emision integrada,
[ es el indice de refraccidn del solvente. El subindice “r e X” se refiere a la fluoresceina y

a la muestra respectivamente.

87

——
| —



Capitulo 5: Puntos cuanticos de grafeno

5.1.9. Resultados y discusion
5.1.9.1.  Ajustes del encendido/apagado de la sonda (Fe3*)

Se ajustaron los pardmetros de la concentracion de la dispersion acuosa de GQDs/GSH
(sonda) para alcanzar una sefial de respuesta cercana a la escala maxima del instrumento
(80 % del valor m&ximo), buscando asi un amplio rango de deteccion. La condicion
elegida fue 25 pL de la dispersion original en un volumen final de 100 mL, para luego
hacer una nueva dilucién de trabajo de 20 mL en 100 mL. Para evaluar la estabilidad de
la sefial, primero se realizd un estudio midiendo la respuesta Optica después de agregar
diferentes concentraciones de Fe®* a la dispersion de GQDs/GSH. Se adicionaron
diferentes concentraciones en el rango de 2,06 x 10° a 1,6 x 10** mol L%, con la intencion
de construir una curva de respuesta. El efecto de extincion de la emision de los
GQDs/GSH fue mayor con la concentracion de Fe3* de 1,6 x 10* mol L™, presentando

una reduccion de la fotoluminiscencia de un 88 % de la intensidad original (Figura 21).

700
600
500

400

Intensidad (u.a)

300

200 |

100

0 |
400 420 440 460 480 500 520 540

Longitud de onda (nm)

Figura 21. Espectro de fotoluminiscencia GQDs/GSH con adicidn de Fe®**a 380 nm: (a) 0 mol L%; (b) 2,6
x 10%; (c) 4,1 x 10°%; (d) 6,2 x 10°%; (¢) 8,3 x 10%; f) 1,0 x 10%; (g) 1,6 x 10* mol L.
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5.1.9.2. Estabilidad de la fotoluminiscencia en funcion del tiempo

Para evaluar la estabilidad de la sefial producida por la sonda en el mecanismo de
encendido/apagado, primero se realizé un estudio evaluando la respuesta de la sonda
luego de mezclada con Fe®*, sin adicion de CGA. Se estudi6 la intensidad de la
fotoluminiscencia en funcién del tiempo después de mezclar la sonda con 1,6 x 10 mol
L de Fe**, midiendo cada 10 min hasta los 70 min, a temperatura ambiente. En la Figura
22 A se presentan los resultados, donde indicaron que la extincion de la sefial logro el
efecto maximo después de 50 min (SD < 6 %). Cuando se adiciond CGA (2,8 x 10-5 mol
L) al sistema, la sefial aument6 drasticamente después de solo 10 min, Figura 22 B,
luego aumentd lentamente hasta que se logrd la estabilidad después de 40 min,

permaneciendo constante hasta los 100 min (SD < 2 %).
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Figura 22. Estudio de intensidad de fotoluminiscencia en funcién del tiempo: A) Dispersién de GQDs/GSH
tras adicion de Fe®* (1,6 x 10 mol L%). B) Dispersion de GQDs/GSH-Fe®* tras la adicion de CGA (2,8 x
10° mol LY).

5.1.9.3. Rendimiento cuantico

Se calcul6 que el rendimiento cuantico a una excitacion de 340 nm era del 12,5 %

usando fluoresceina como estandar.
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5.1.10. Deteccion analitica de CGA usando GQDs/GSH con Fe®*

Bajo las condiciones experimentales elegidas para medir la fotoluminiscencia de
GQDs/GSH (Tabla 11), se encontro que el efecto que se produce cuando CGA interactlia
con la sonda en presencia de Fe3* es una restauracion de la sefial. Asi, se estudi6 el efecto

con el fin de establecer una relacién cuantitativa con la concentracién de CGA.

Parametros Condiciones
Tipo de quantum dots GQDs/GSH-Fe3*
pH 3,8
Volumen de la dispersion (mL) 9,5
Concentracion de Fe** (mol L) 1,6 x 10

Sefial luminiscente estable después de mezclar con CGA (min) Después de 50

Temperatura (°C) 25

Tabla 11. Condiciones experimentales para la sonda GQDs/GSH-Fe3* utilizada para la deteccién de CGA.

El valor de pH de trabajo se estableci6 en 3,8 por ser ese el valor al que naturalmente
evoluciona la dispersion luego del agregado de hierro y &cido clorogénico, sin que se
efectle ajuste del mismo. Este valor de pH asegura que el Fe3* se encuentre disponible y
actue en el gquenching, evitando ademas la necesidad de pasos adicionales de ajuste de la
muestra.
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5.1.11. Caracterizacion de la dispersion acuosa GQDs/GSH

El andlisis por DLS indic6 un tamafio hidrodinamico de 9,0 + 1,2 nm y también se obtuvo
un valor de potencial { de —4,2 + 0,9 mV (Figura 23). El analisis de la dispersion acuosa
de GQDs-GSH (sin dializar) resulté poseer una concentracion de 21 mg/mL de carbono
organico total (TOC).
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Figura 23. Distribucion de tamafio de GQDs-GSH obtenida por DLS.

En laFigura 24 A, se observa laimagen HR-TEM de los GQDs/GSH, que muestra como
se encuentran agrupados (cluster) debido a la falta de afinidad con el solvente en que fué
vehiculizada la muestra. Se observa un perfil redondo, posiblemente esférico. En la
Figura 24 B, se presenta el histograma de distribucion del tamafio de particula de la
dispersion acuosa de los GQDs/GSH, basado en el relevamiento de la topografia de la
muestra realizado por AFM. En el histograma se observa que se trata de una mezcla
heterogénea, con una distribucion de tamafio bimodal que abarca el rango de 2 a 220 nm,
con un valor promedio de 90 nm. Las particulas de mayor tamafio pueden ser atribuidas
a la funcionalizacion de los QGDs con glutationa, aunque no se descarta el hecho de que

se tenga un fendmeno de agregacion (Figura 24 A).

500 nm

Figura 24. A) Imagen HR-TEM de los GQDs/GSH. B) Histograma de la distribucién de tamafio del
GQDs/GSH.
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La discrepancia de tamarios entre los valores determinados por DLS y HT-TEM, se debe
posiblemente a la agregacién de los GQD durante la preparacion de la muestra previa a
la observacion microscépica. Cuando estas dos técnicas se aplican sobre una misma
muestra monodispersas (nuestras muestra se clasifica como heterogénea), el radio
hidrodinamico tiende a ser mayor que el determinado por TEM pero dentro del mismo
orden de magnitud. En este caso los valores son sensiblemente diferentes y con la
tendencia inversa, lo cual se debe posiblemente a la aglomeracion de las nanoestructuras
en la etapa de secado previa a la observacion por TEM. Aglomeracion favorecida por la
alta concentracion de solidos en la muestra, y el uso de un solvente (agua) que no permitio

una buena dispersion.

Los espectros Raman del GQDs/GSH junto a sus precursores (GSH vy acido citrico) se
muestran en la Figura 25. El espectro de los GQD sin funcionalizar no pudo ser medido
debido a problemas de fluorescencia (en espectro Raman) de la muestra original. Por otro
lado el sistema hibrido GQDs/GSH pudo ser analizado, donde se observan las bandas
tipicas G y D esperadas para grafeno y 6xido de grafeno, ubicadas a 1590 cm™ y 1350
cm?. De todas formas para el sistema GQDs/GSH se presenta la banda D con
corrimientos a nimeros de onda mas bajos (~1360 cm™), tipico del confinamiento
cuantico de nanoestructuras de carbono con hibridacion sp? [258]. Los valores para el
ancho de banda D se ubican en el rango de los 66 cm™ indicando el grado de desorden
estructural observado en este tipo de sistema. Las bandas 2D esperadas para grafeno y
GQDs no se pudieron determinar con precision debido a la superposicidn con bandas de
acido citrico y GSH en la misma region. La dialisis de la sonda durante 48 h permitio
observar en el espectro Raman las bandas G y D, caracteristicas del grafeno sintetizado
(oxidacion). Debido a como fueron sintetizadas las suspensiones de GQDs/GSH (pirolisis
e hidro-exfoliacion), las muestras debieron ser diluidas 1:100 previo a la medida, ya que
presentaban una fluorescencia del acido citrico apantallando las bandas caracteristicas del

grafeno.
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Figura 25. Espectros Raman de: A) GQDs/GSH, B) GSH y C) acido citrico.

En la Figura 26, se presenta el analisis AFM, donde se pudo determinar que la altura
topografica tipica de los GQDs/GSH se encuentra en el rango de 10 a 15 nm (entre 30 y
50 capas de grafeno, considerando el espaciamiento interlaminar del grafito de 0,33 nm).

Lo cual confirma que se trata de nanoestructuras, pues ésta dimensidn esta claramente por

debajo de los 100 nm.
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Figura 26. Imagen topogréafica AFM de GQDs/GSH.

El espectro FTIR que se presenta en la Figura 27, permite la identificacion de los grupos
de superficie de las nanoparticulas. EI pico a 3400 cm ™ representa el estiramiento O-H.
Los picos a 2925 y 1400 cm ™ corresponden al estiramiento de —-C—H. Del mismo modos
de estiramiento del -C=0 se observaron a 1600 cm™y a 2600 cm™. Como se muestra en
el espectro, se puede apreciar una pequefia depresion (hombro) correspondiente al grupo
—S-H, lo que podria tratarse de un pico caracteristico perteneciente a la glutationa. Dicho
espectro estd en concordancia con lo reportado por Bhamore et al [259].
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Figura 27. Espectro FT-IR de GQDs/GSH.
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5.1.11.1. Mecanismo de accion de la sonda GQDs/GSH-Fe®*

Se observo que la adicion de Fe** funcion6 de la manera prevista reduciendo la
fotoluminiscencia de GQDs-GSH, debido a la accién del hierro como mediador en la
transferencia de electrones. Esto coincide con lo reportado por Liu et al., quienes han
demostrado la viabilidad de usar el efecto de encendido/apagado de luminiscencia de
GQD en presencia de Fe** para determinar cuantitativamente metabolitos que contienen
fosfato. En ese sentido Toloza et al, han demostrado el uso de Fe** como mediador,
apagando la sefial GQDs/GSH, permitiendo la deteccidn de la presencia de captopril a

través de la restauracion la fotoluminiscencia de los puntos cuanticos [260].

5.1.12. Rendimiento analitico del método de deteccién

La deteccion de CGA usando la sonda GQDs/GSH-Fe®** se evalud usando las condiciones
ajustadas previamente (Tabla 11). Se puede observar, en la Figura 28 A, que la
intensidad de la fotoluminiscencia aumenta gradualmente a medida que aumenta la
concentracion de CGA. La curva analitica se construy6 usando la fotoluminiscencia neta
(L - Lo) como se muestra en la Figura 28 B. La respuesta lineal (R = 0,9977) cubri6 el
amplio rango que alcanza dos 6rdenes de magnitud. EI modelo de ecuacion de la curva
de calibracion fue (L - Lo) = 46,685 x [CGA] + 13,415 como se muestra en la Figura 28
B. EI LOD (1.5 x 10°® mol L* igual a 0,4 mg L) se calculé como la concentracion que
da origen a una sefial igual al promedio de los blancos méas 3 veces la desviacion estandar

combinada, donde esta ultima se calcula con la siguiente ecuacion (Ec. 2):

2
ScomBINADA = (SL2 + SLOZ)

Ecuacion 2. Férmula de desvio combinado para obtener LOD en fotoluminiscencia.

Donde L corresponde a diez medidas obtenidas del primer punto de la curva, mientras

que LO a diez medidas del blanco (sonda con Fe3* sin la adicion de CGA). La precision
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se obtuvo midiendo 0,5 mg L™ de solucion de CGA en las condiciones optimizadas

obteniendo un valo
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Figura 28. A) Fotoluminiscencia de la sonda GQDs/GSH-Fe®** con concentraciones crecientes de CGA:
(@0, (b) 1,4 x 108, (c) 5,6 x 105, (d) 1,1 x 10, (e) 1,7 x 105, (f) 2,3 x 1075, (g) 2,8 x 10° mol L. B)

Curva de calibracion externa basada en la fotoluminiscencia inducida por CGA.

Se resumen en la Tabla 12 otros métodos informados para la deteccion de CGA. En

comparacion, el método propuesto en el presente trabajo no solo tiene un rango lineal méas

sensible (reducido), sino también un limite de deteccion relativamente bajo. Ademas es

un método simple, rapido, conveniente y de bajo costo.

Método Tipo de muestra Rango lineal (mg L'*) LOD (mg L) Ref.
UPLC Yerba mate (verdes, estacionadas y tostada) 1,0-60 0,6 [235]
Sonda de N, S-CD Liquido de Shuanghuanglian y plasma humano 0,33-30 0,12 [255]
Sonda fluorescente de silicio (Cyan) Café instantaneo 3,5-53 0,15 [254]
Fotosensor Café, jugo de manzana y té 5,6-564 15 [261]
Extraccién magnética dispersiva Plantas, brécoli, tomate, berenjena, agua 114-202 34 [262]
Potenciometria de flujo continuo Café 14-28 1,6 [263]
UPLC-QTOF Muestras de yerba mates 0,05-100 0,01 [237]

Sonda de GQDs/GSH con Fe®* Yerba mate (estacionada y tostada) 1,0-10 0,4 Este trabajo

Tabla 12. Diferentes métodos para la determinacion de acido clorogénico.
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5.1.13. Efecto de las interferencias y selectividad del método

Para evaluar la especificidad del sistema, para la deteccion de CGA, se estudiaron las
respuestas de fluorescencia de la dispersion GQDs/GSH-Fe**sobre otros componentes
principales presentes en la yerba mate. Los principales componentes son alcaloides,
polisacaridos, cationes metalicos y aniones. Todas las determinaciones se llevaron a cabo
en las mismas condiciones elegidas para la determinacion de CGA, utilizando tres

réplicas. Todas las mediciones de fluorescencia se realizaron a temperatura ambiente.

Se ejecutaron una serie de determinaciones agregando diferentes cantidades de las
sustancias interferentes a una solucion que contenia 2,3 x 10° mol L™ (8 mg L) de CGA.
La concentracion de la sustancia de interferencia se adiciond aproximadamente en misma
concentracion encontrada en la matriz, y 10 veces mas (como nivel bajo y nivel alto,
respectivamente). Como podemos ver en la Tabla 13, las sustancias ensayadas generaron
una interferencia de entre 3 a 24 %.

Compuestos Concentracion e_rI nivel Va}rigcién Conceqtracién el_wl nivel Vgri_acién
alto (mol L) fotoluminiscente (%) bajo (mol L) fotoluminiscente (%)
Magnesio 1,3 x10* +3 8,3 x 106 -22
Potasio 8,6 x 10°® -6 5,7 x 10® -17
Glucosa 8,3x 10° 24 5,6 x 10® -18
Cafeina 52 x 10* 24 5,2 x10% -22
Teobromina 5,6 x 104 -22 5,6 x 10° -15

Tabla 13. Efecto de sustancias coexistentes sobre la fotoluminiscencia de la dispersion acuosa de
GQD/GSH-Fe**con 2,3 x 10 mol L.

5.1.14. Muestras reales con la sonda GQDs/GSH-Fe3*
Los resultados obtenidos utilizando infusiones de diferentes muestras de yerba mate, se

comparan con el valor obtenido por UPLC, el cual es un método validado para determinar

CGA en dichas muestras. Los resultados indicaron que la concentracion de CGA
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deducida de la medicion de fluorescencia estaba en concordancia con el valor obtenido
por UPLC. La concentracion de CGA por el método fotoluminiscente en YM 18 fue de
612 mg L y en el caso de YM 01 fue de 542 mg L, esto marca una discrepancia entre

ambos métodos de entre un 17 y 5 % respectivamente.

5.1.15. Medicion de la fotoluminiscencia sin agregado de hierro

Se estudio la determinacion de la concentracién de CGA usando la dispersion (sonda) de
sintesis de GQDs/GSH, sin el agregado de hierro (método directo). Para esto se registro
la emision fotoluminiscente con la adicion de diferentes concentraciones de CGA. Para
estudiar las condiciones del método, se registraron los espectros de fluorescencia de los
GQDs/GSH y del CGA. El espectro UV-VIS de los GQDs/GSH muestra un pico con un
hombro a aproximadamente 345 nm (Figura 29). El espectro de emision muestra que la

méaxima intensidad de emisién se obtiene cuando se excita a 340 nm.
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Figura 29. Espectro de absorcién UV-VIS (ABS) en linea verde, espectro de excitacion (Ex) en linea negra
y de emision (Em) en linea roja de GQDs/GSH.
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5.1.15.1. Determinacion de atenuacion de la fluorescencia en el método
directo

Bajo las condiciones experimentales estudiadas, diferentes concentraciones de CGA,
fueron adicionadas a la dispersion acuosa de GQDs/GSH, registrando el espectro de
emision. El espectro de emision de fluorescencia de los GQDs/GSH con diferentes
concentraciones de CGA se muestra en la Figura 30. Segun se observa, la intensidad de
fluorescencia de los GQDs/GSH se extingue proporcionalmente a la presencia del analito
de interés. Esto en un inicio demuestra que la sonda podria emplearse para desarrollar un
sensor de apagado para la deteccion de CGA.

Intensidad (u.a)

0 ==
3500 4000 4500 5000 5500 6000

A/nm

Figura 30. Espectros de emision de fluorescencia de la dispersion acuosa de GQDs/GHS con el adicionado
de diferentes concentraciones de CGA (de arriba hacia abajo): a) 0-sonda; b) 2, 8 x 10, ¢) 1,13 x 107,
d) 2,23 x 105, e) 3,4 x 105, f) 4,5 x 10°y g) 5,6 x 10° mol L™,

5.1.15.2. Mecanismo de extincién de la fluorescencia en el método
directo

El espectro de fluorescencia de la sonda GQDs/GSH vy el espectro de absorcion de CGA
presentan una region de solapamiento como se ve en la Figura 31. Conforme se
incrementa la concentracion de CGA, mayor es la intensidad de la absorcion por parte de
éste (Figura 32). Esta condicién permite postular que la extincién de la fluorescencia
puede deberse a un efecto de filtro interno (IFE), mas que a un fenémeno de “apagado”

(quenching) por la presencia del analito CGA.
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A modo de interpretar este resultado, se le lama apagado (quenching) de la fluorescencia,
a cualquier proceso que disminuye la intensidad de fluorescencia de una muestra. Varias
interacciones moleculares pueden dar lugar al apagado (ej.: reacciones en estado excitado,
reordenamientos moleculares, transferencia de energia, etc.). El apagado necesita

contacto molecular entre el fluoréforo y el apagador (quencher) [264].

Este encuentro puede provocar un apagado dindmico o a la formacién de complejos
(apagado estatico). En el apagado estatico de la fluorescencia, se forma un complejo entre
el fluoroforo y el apagador, y éste no es fluorescente. Para cualquiera de las atenuaciones
que se produzcan, ya sea estatica o dinamica, el fluoréforo y el apagador deben estar en
contacto. El apagado estatico no modifica el tiempo de vida media; mientras que en el
apagado dinamico, dado que la colision ocurre durante el tiempo de vida del estado
excitado, los choques pueden ocurrir en distintos momentos de su corta vida y modifican
esta magnitud [264].

6 1
- 0,9
5 L 08
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3 - 06 2
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0 T T T T T T T T T T T 0
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
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Figura 31. Espectro de absorcion UV-VIS de CGA en linea verde (ABS), espectro de fluorescencia de
excitacion (Ex) y de emision (Em) de GQDs/GSH (lineas negra y roja).
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Figura 32. Espectro de absorcion de GQDs/GSH en presencia de concentraciones crecientes de CGA: a)
2,8 x 106, b) 1,13 x 105, ¢) 2,23 x 105, d) 3,4 x 10°®, €) 4,5 x 105y ) 5,6 x 10° mol L.

Sin embargo, existe un fendmeno dentro del apagado de la fluorescencia gue se le conoce
como efecto de filtro interno (IFE). El IFE es la absorcion por parte de un componente
de la muestra de la luz de excitacion y/o emision en el volumen de deteccion [265],
pudiendo existir atenuaciones primarias o secundarias. El efecto de filtro interno primario
(pIFE), se refiere a la absorcion de la radiacion de excitacion por varios cromoforos,
mientras que el efecto de filtro interno secundario (SIFE) se relaciona a la absorcion de
la radiacion de emision por estos mismos cromoforos. El IFE puede ser minimizado pero
no eliminarse por completo, porque la absorcion por el cromdéforo debe ocurrir para
proporcionar la excitacion, no obstante la absorcidn de energia radiante por otras especies
si provoca complejidades en la determinacion [266]. En el pasado, el IFE era un problema
para cualquier medicion de fluorescencia [267] aunque en la actualidad es un fenomeno,
que si se determinan las condiciones propicias, o bien se aplica el método de correccion
adecuado, serd (til cuantitativamente [268]. Hoy en dia, el IFE puede utilizarse como una
estrategia eficiente para el disefio y desarrollo de nuevos sensores ya que convierte las
sefiales de absorcion analitica en sefiales de fluorescencia. Se ha reportado su aplicacion
en la determinacion de: pesticidas [269], compuestos fendlicos como la luteolina [270] o

fosfatasa alcalina [271].
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Para poder confirmar la presencia de IFE, se llevaron a cabo determinaciones alejadas de
la longitud de onda de maxima excitacion de la sonda (340 nm), excitando a 390 nm. Este
abordaje se adoptd dado que no se cuenta con la posibilidad de realizar andlisis de vida
media. En la Figura 33, se puede observar que las concentraciones testeadas de CGA
junto con la sonda; para estas condiciones no se observa un fenémeno de apagamiento de
la sefial. Esto comprueba y confirma la existencia de IFE. Este hallazgo se encuentra en
concordancia con lo reportado por Huan Yang et al [256] quienes reportaron la

determinacion de acido clorogénico utilizando el mecanismo de IFE.
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Figura 33. Espectro de emision (Em) de GQDs/GSH con 2, 8 x 10y 5,6 x 10> mol L-*de CGA a 390 nm.

5.1.16. Deteccidn analitica de CGA por IFE usando GQDs/GSH

Bajo las condiciones descritas anteriormente (donde se ha determinado la existencia de
IFE), se registraron los espectros de emision de fluorescencia de la dispersion acuosa de
GQDs/GSH en presencia de diferentes concentraciones de CGA. El valor del logaritmo
de la relacion de intensidad de fluorescencia muestra una buena correlacion con la
concentracion de CGA en el rango de 2, 8 x 10°a 5,6 x 10° mol L™ (1,0 2 20,0 mg L™Y).
La ecuacion de ajuste lineal es log (Ix=340)= 0,0126 x [CGA] 0,0086, con un coeficiente
de determinacion R>= 0,9970. De acuerdo con la formula 3 o/S el limite de deteccion del
método se calculé en 0,42 mg L, donde o es la desviacion estandar de la sefial en blanco
(n =10), y S es la pendiente de la curva de calibracion. La precision se obtuvo midiendo
8 mg L* de solucion de CGA arrojando una SD de 0,23 %.
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5.1.17. Cuantificacion de CGA en muestras reales usando IFE

Con el fin de verificar la viabilidad del uso de la sonda fluorescente para detectar CGA
en muestras reales, se realizaron experimentos de adicion estandar en las mismas muestras
de yerba mate utilizadas con anterioridad, enriqueciéndolas con diferentes cantidades del
analito. En la Tabla 14 se realiza la comparacion de los resultados obtenidos en infusién
acuosa, medido bajo forma de &cido clorogénico total por fluorescencia. El resultado fue
de 637 mg L para la yerba estacionada (YM18) y 621 mg L para la yerba verde (YM
08), valores estos que se presentan junto con los datos obtenidos por UPLC (valores
detallados en el capitulo 3), y aquellos obtenidos por la curva de adicion estandar. Dichos
valores al compararse poseen una variacion de entre un 9-32%. Dicha desviacion (%
error) en el valor se debe a que bajo el mecanismo de IFE, con seguridad se esta

sobreestimando el valor, aunque al ser un método semi-cuantitativo, estaria dentro de lo

esperado.
Concentracion de Concentracion de CGA Concentracién de
YM CGA total por % total por Fluorimetria % CGA total por % % %
UPLC RSD calibracion externa RSD  Fluorimetria con Ad. RSD error error
(mg L) (mg L) Estandar (mg L)
18 522 + 10 2 63779 12 687 £71 10 -22 -32
08 571+ 32 6 621 + 66 11 716 £ 22 3 -9 -26

Tabla 14. Resultados expresados como contenido total de &cidos clorogénicos en infusién de yerba mate.
Datos comparados por calibracién externa y adicion estdndar. Datos promedio de cinco dias diferentes
con sus réplicas genuinas (n=3, = SD).

5.1.18. Comparativa de ambos abordajes: GQDs/GSH y GQDs/GSH-Fe3*

El desempefio de los dos abordajes en la cuantificacion de CGA se indica en la Tabla 15.
Los valores de LOD logrados fueron del mismo orden de magnitud sin importar el método
de deteccion utilizado. Ademas, los rangos lineales de las correlaciones, asi como las

precisiones, también son comparables. La excepcién radica en que el método de
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encendido/apagado demostré ser mas sensible y obtuvo resultados con mas

correspondencia al método de referencia.

Comparativa de los dos abordajes

Sonda GQDs/GSH GQDs/GSH-Fe®*
Tipo de efecto IFE Retomada de sefial
Rango lineal (mol L) 2,8x10%a5,6 x 10° 1,4x 10%a2,8 x 10°
R? 0,997 0.997
LOD (mol L% 1,2 x 10 1,2 x 10
Precision intermedia %RSD 0,2 3
Concentraciones hallada (mg L) 687-716 542-612
% error Fluor vs. UPLC 26-32* 5-17*

Tabla 15. Cifras de mérito estudiadas en la deteccion de CGA utilizando la sonda GQDs/GSH vy
GQDs/GSH-Fe3*. (*) Los valores se comparan con los obtenidos de la sumatoria de las concentraciones
obtennidas de la sefial cromatgrafica (picos) correspondientes a los isomeros de CGA y di-CQA por UPLC.

5.1.19. Aplicacion de los principios de quimica verde al uso de la sonda
como método de cuantificacion

Para evaluar el perfil de quimica verde de los procedimientos analiticos propuestos, se
utilizé el software AGREE-prep [272]. Los criterios de evaluacion tomaron en
consideracién los 12 principios de la quimica analitica verde, estableciendo la
combinacion final de puntajes dentro de una escala de 0 a 1, presentando el resultado
visualmente como un pictograma coloreado. La puntuacién final del método propuesto

en el presente trabajo es de 0,68 (Figura 34).
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70,68
<m

Figura 34. Pictograma obtenido del software AGREE-prep para el método propuesto. EI nimero central
indica la puntuacidn final. Los cuadrante a su alrededor indican el principio evaluado, de acuerdo al
desempefio analitico en cada uno y el color de fondo el carécter de concordancia (rojo = baja
concordancia, amarillo = concordancia intermedia, verde = buena concordancia).

Respecto al principio 1, las extracciones y el posterior andlisis se desarrollan in situ.
Relativo al principio 2, se utilizan solventes no invasivos, ya que no ponen en peligro la
salud del operador. En el principio 4 y 5 se aboga por reducir los desechos y utilizar poco
volumen, a pesar de los esfuerzos, se necesitan al menos 2 mL para poder medir la muestra
en la cubeta, y se consume una cantidad importante de agua; por lo tanto, ambos
principios presentan puntuaciones baja y muy baja respectivamente. En cuanto al
principio 7, favorecer la automatizacion; en este caso hay un componente importante de
mano de obra manual por parte del operador, por lo que el mismo presenta una puntuacion
media. Con respecto a la evaluacion de la energia consumida (principios 8 y 9), en los
pasos de: preparacion de la muestra, muestreo analitico, y deteccidn, se requiere solo la
energia eléctrica para hacer funcionar el espectrofluorimetro, la computadora, y la
maquina de café. Por lo anterior ambos numerales tuvieron una puntuacion dentro del
verde. Respecto a los reactivos, la sintesis utilizé una base de carbono y nanomaterial no
toxico, y sélo se utiliza agua como diluyente (principio 10, 11 y 12), por lo que esos
principios tienen un buen grado de cumplimiento. El principio 6 considera la cantidad de
muestras que se pueden procesar en 1 h, y el método propuesto procesa facilmente 30
muestras, lo que provoca una alta puntuacion. Independientemente que el resultado
obtenido sea 0,68, el color del circulo central del pictograma permanece de color verde,
indicando que nuestro proceso presenta ventajas obvias en comparacion con los métodos

tradicionales, justificando su orientacion hacia la quimica verde.
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5.1.20. Conclusiones parciales

En este trabajo se estudio y evalud el uso de nanoestructuras de carbono como sonda de
fluorescencia, orientada a lograr la determinacion de la concentracién de é&cido
clorogénico total en extracciones acuosas de yerba mate. Se evalud el método aplicando
los principios de la quimica verde, arrojando un valor de 0,68 sobre 1; demostrando
ademas ser un método de deteccidén econdmico, simple y rapido. Este método fue aplicado
al andlisis semi-cuantitativo de dos muestras comerciales de yerba mate (verde y
estacionada). Las plataformas de deteccion propuestas (IFE y mediador con Fe3*) surgen
como métodos alternativos, aunque se revelan ciertas limitaciones. EI método mediado
por Fe* sigue siendo el método por eleccion, ya que su rendimiento analitico presentd
mejoras en comparacion con el método directo; arrojando resultados mas aproximados al
método de cuantificacion de referencia (UPLC), presentando una variacion entre el 5-
17%.
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Capitulo 6: Evaluacion de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en
hojas secas de yerba mate (llex paraguariensis) y en su infusién acuosa

El objetivo del presente capitulo serd estudiar el contenido de los Hidrocarburos
Arométicos Policiclicos (PAHS) presentes en las hojas secas, y en las infusiones acuosas
de diferentes tipos de yerba mate. La preparacion de las infusiones en el laboratorio se
llevo a cabo de manera de simular la “mateada”, efectuando luego, mediante SFS y

HPLC-FLD la identificacion y cuantificacion de los PAHSs.

Seccion 6.1: PAHSs

Los PAHSs son un grupo de méas de una centena de compuestos, estructuralmente formados
por dos 0 mas anillos arométicos fusionados, de caracter hidrofébico y lipofilico
[273,274]. Se pueden encontrar ampliamente en el ambiente, y también se generan
durante el procesamiento térmico de los alimentos [122]. Naturalmente se forman en los
procesos de combustién o pir6lisis de materia organica (ej. procesos geoldgicos), los
cuales junto con las actividades antropogénicas, han contribuido a la distribucién
generalizada de los mismos [274]. La EPA ha caracterizado a estos compuestos como
contaminantes prioritarios por su alta toxicidad [275]. La clasificacion de la IARC, basada
en diferentes evidencias respecto a la carcinogenicidad de los PAHs mas relevantes se
presenta en la Tabla 16 (grupo 1 es clasificado como cancerigeno, grupo 2A como
probable cancerigeno, 2B posible cancerigeno y 3 como no clasificable). Otro tipo de
clasificacion es la evaluacion de un “indice”, definido como una relacion cuantitativa,
que sirve para distinguir las posibles fuentes u origen de los PAHs. Relaciones entre las
abundancias relativas, como Fenantreno/Antraceno > 15 y Fluoranteno/Pireno < 1 son
tipicas de fuentes petrogénicas (petréleo); mientras que valores Fenantreno/Antraceno <
10 y Fluoranteno/Pireno > 1 indican que los PAHs proceden de fuentes pirogénicas

(combustion incompleta de combustible [276-278].
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PAHSs Antraceno | Benzo[a]Pireno Criseno Fluoranteno | Fenantreno Pireno
Estructura Q ‘ O O Q ‘
w07 L s NIFsSISg
Solubilidad en
aguamg L (25
°C) 0,04 0,0015 0,0019 0,2 11 0,13
Peso molecular
(g mol?) 178,23 252,31 228,3 202,25 178,23 202,25
Cantidad de
anillos 3 5 4 4 3 4
Genotoxicidad | Cuestionable Positivo Positivo Positivo | Cuestionable | Cuestionable
Clasificacion de
lalIARC 3 1 2B 3 3 3

Tabla 16. Caracteristicas y propiedades quimicas de los seis PAHSs utilizados en la presente investigacion
[214,273]

La formacién de los PAHs en un alimento tiene lugar cuando se da su calentamiento
directo a altas temperaturas, lo que da como resultado la combustion incompleta de parte
de la materia orgénica. En la produccion industrial de la yerba mate, existen una serie de
pasos gque someten el material vegetal a altas temperaturas. Después de la cosecha, las
hojas de yerba mate y los pequefios palos se blanquean para evitar la degradacion
enzimatica. Este proceso, conocido como “sapeco”, expone el material vegetal al calor en

una llama directa dentro de un cilindro de metal giratorio.

En la literatura existen diferentes métodos analiticos para la identificacion y
cuantificacion de los PAHSs, donde se incluyen: cromatografia gaseosa con deteccion por
espectrometria de masas (GC-MS) [120], cromatografia liquida de alta eficiencia con
deteccidon de fluorescencia (HPLC-FLD) [279] o la espectroscopia de fluorescencia,

técnica sensible para dichos analitos [280]. En particular la aplicacion de la
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espectroscopia de fluorescencia en modo “sincronizado” (SFS), lo cual implica que se
utilicen longitudes de ondas fijas para la excitacion y la emision, permite seleccionar un
PAHSs especifico, mejorando asi la selectividad. La SFS es una herramienta analitica
accesible y sencilla, que permite determinar en forma primaria la presencia o ausencia de
un determinado PAHSs; para luego tomar la decision sobre el empleo de técnicas mas
complejas en la cuantificacion de la concentracion de cada PAHSs. De hecho, la SFS se ha
empleado con éxito para analizar diferentes muestras como ser agua [281-284], té [285],

confirmando ser un método rapido y selectivo en la deteccién de PAHs [286].

Algunos autores proponen que la relacion de transferencia de las moléculas de PAHSs a la
infusién acuosa es minima, debido a su caracter altamente hidrofébico [120], sin embargo
esto ha sido cuestionado recientemente por otros autores [287]. En las infusiones acuosas,
la cantidad de PAHs extraidos depende de varios parametros, como ser: la proporcion o
relacion de hojas/agua, el tiempo de extraccion, y el tipo de infusion. La yerba mate
generalmente se consume de manera seriada, donde sucesivas porciones de agua caliente
son puestas en contacto con el material vegetal, para luego el liquido ser filtrado con una
bombilla. La particularidad de este modo de extraccidn, puede provocar que cantidades

no despreciables de PAHSs se encuentren en la infusion.

6.1.1. Materiales y Métodos
6.1.1.1. Equipos

Las mediciones de fotoluminiscencia para la determinacion de los PAHSs fueron llevadas
a cabo en el Laboratorio de Eletroanalitica, Espectroanalitica y Analisis Elemental
Aplicado (LEEA, PUC-RI0), en un espectrofotdémetro de luminiscencia modelo LS55
(Perkin Elmer, EE.UU) operado en modo sincrénico. El analisis cromatogréafico se realizd
en un HPLC (Agilent Technologies 1200 series, EE.UU) equipado con un detector de
fluorescencia, horno para columna e inyector automatico. Los cromatogramas se
adquirieron y procesaron en el software ChemStation. Se utilizaron: placa agitadora
(Biomixer, Brasil), rotavapor (Fisotom, EE.UU) y sistema de vacio de 12 posiciones
manifold (Phenomenex, EE. UU).
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6.1.1.2. Reactivos

Antraceno con una pureza de 98,6 % de Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU). Criseno y
pireno, ambos con una pureza de 98 %, benzo [a] pireno (BaP) con una pureza de 96,5
%, fenantreno con una pureza de 97 %, y fluoranteno con una pureza de 99 % todos

obtenidos de Acros (Bélgica).

Acetonitrilo grado HPLC fue adquirido en J.T. Bakers (México), acido formico de grado
analitico fue obtenido en Merck (Alemania). Hexano (grado HPLC) fue obtenido de Tedia
(Brasil), ciclohexano (grado analitico) fue obtenido de Proquimicos (Brasil) y el sulfato
de sodio anhidro fue obtenido de Vetec (Brazil). EI Nitrogeno comercial fue obtenido de
Messer (Brasil). Cartucho de extraccion en fase solida (Discovery SPE DSC- Silica, 3
mL, 500 mg) fue obtenido de Supelco (EE.UU).

Las infusiones acuosas Yy las fases moviles fueron preparadas utilizando agua (18,2 MA
cm) obtenida de un sistema de agua ultrapura (A Milli-Q Gradient System A10, Millipore,
EE.UU). Todas las muestras, estandares, y las fases moviles fueron filtrados por un filtro
de 0,22 [m (didmetro de 13 y 47 mm) de material PVDF obtenidos de Waters (EE.UU).

6.1.1.3. Preparacion de soluciones estdndares

Para el analisis con SFS, se prepararon soluciones stock de PAHs de manera individual
en una concentracion de 1000 pg Lt en n-hexano. A partir de estas soluciones estandar
se prepararon las curvas de calibracion de: 0,5 a 30 pg L™ para antraceno, 0,5a 15 pg L
! para criseno, 0,5 a 20 ug L para pireno, 0,5 a 50 pg L™ para BaP, 5 a 40 pg L™ para
fluoranteno y 5 a 80 pg L para fenantreno. Para el analisis cromatografico, soluciones
estandar de los PAHSs fueron preparadas en acetonitrilo a una concentracion entre 1200
ng L1a 1800 pug L, y almacenadas a 4 °C previo a su uso. La 1,2,7, 8 -Dibenzacridina

fue usada como estandar interno (1S).

110

——
| —



Capitulo 6: Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

6.1.2. Muestras

Las muestras analizadas se detallan en la Tabla 17.

N°YM Tipo de yerba mate
15 yerba mate estacionada @
16 yerba mate compuesta 2
17 yerba mate estacionada @
18 yerba mate estacionada @
19 yerba mate estacionada 2
12 yerba mate tostada
20 yerba mate compuesta @
21 yerba mate compuesta 2
22 yerba mate estacionada 2
01 yerba mate verde

Tabla 17. Muestras utilizadas para el anélisis de PAH. Referencias: @ producto para ser consumido solo
en Uruguay.

6.1.3. Andlisis de espectroscopia de fluorescencia sincrénica

5 g de yerba mate fueron macerados con 45 mL de ciclohexano durante 48 h. El
sobrenadante fue separado por centrifugacion (5 min. a 3000 rpm), y diluido (unas 30
veces para determinacion de fenantreno, y 6 veces para los restantes PAHS). Las
mediciones de fotoluminiscencia se realizaron a una velocidad de barrido de 1200 nm
min en el rango de 200 a 700 nm, usando una cubeta de cuarzo de 1 cm de longitud
camino optico. Cuando fue necesario se utilizaron filtros de densidad reflectantes (F 2,0;

1,0; y 0,6) para evitar la saturacién del detector.
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6.1.4. Métodos de extraccion
6.1.4.1.  Infusion de yerba mate

La preparacion de las infusiones en el laboratorio se llevo a cabo de manera de simular la
“mateada”, para ello, las extracciones de las yerbas mate fueron preparadas basadas en el
protocolo reportado por Thea et al [119]. A diferencia del protocolo original, la cantidad
de muestra fue reducida, manteniendo la proporcion de material vegetal/agua.
Brevemente, 25 + 0,1 g de yerba mate fueron extraidos de manera sucesiva a través de
una “bombilla”, con alicuotas de 15 mL de agua hirviendo hasta recoger 250 mL de
infusién. Cada alicuota de agua tuvo un tiempo de contacto con el material vegetal de 10
s. El sistema de succion estaba compuesto por una bomba de vacio conectada a una

manguera y a un Kitasato (Figura 35).

Figura 35. Sistema de extraccidn utilizado en el laboratorio para la determinacion de PAHs en yerba mate.

6.1.4.2. Extraccion liguido-liquido y limpieza

La extraccion liquido-liquido y limpieza de la muestra fue llevada a cabo segun Thea et
al [119], usando pequefios volumenes de solvente y manteniendo las proporciones. Unos
125 mL de infusién fueron mezclados con 50 mL de ciclohexano con agitacion durante
90 min. La fase acuosa fue descartada mediante el uso de una bola de decantacion, y a la
fase orgéanica se le adiciono sulfato anhidro de sodio para eliminar agua residual. La fase
organica fue rotaevaporada hasta unos 1,5 mL y ese concentrado fue filtrado en un

cartucho SPE a través de un sistema de vacio de 12 posiciones. Ciclohexano fue utilizado
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para el acondicionamiento previo del cartucho, y para la elucion de las muestras. Se
recogio un volumen de elucion total de 4,5 mL, el cual fue evaporado a sequedad bajo
una corriente suave de nitrogeno. Este residuo fue reconstituido con 1,5 mL de
acetonitrilo en un bafio de ultrasonido durante 30 min. Las muestras fueron filtradas por

un filtro de 0,22 um de PVDF previo a su andlisis por HPLC.

6.1.5. Condiciones cromatogréficas utilizadas

La separacion cromatogréafica se realizo en una columna C18 de fase reversa (Agilent
Eclipse XDB-C18 de 250 x 4,6 mm y 5 pm), con un flujo de 1 mL min™, temperatura
del horno de 30 £ 0,2 °C, y con un volumen de inyeccion de 25 pL. La fase maévil consistio
en agua ultrapura (A) y acetonitrilo (B). EI método cromatografico se baso en el método
reportado por Garcia Londofio et al [288], con modificaciones. Consistio inicialmente en
60 % B hasta los 5 min, seguido por un incremento a 70 % B durante 5 min, luego se
eleva a 80 % B en 5 min, para finalizar con 90 % B por 10 min; antes de retomar durante
5 min las condiciones iniciales y 5 min para equilibrar. Bajo esas condiciones los tiempos
de retencion de los analitos fueron los siguientes: fenantreno en 12,3 min, antraceno en
12,9 min, 1,2,7,8 -Dibenzacridina (IS) en 13,5 min, fluoranteno en 14,2 min, pireno en
15,0 min, criseno en 16,6 min, y BaP en 20,0 min. Los analitos fueron monitoreados a

una longitud de onda de emisidn de 430 nm con excitacion a 270 nm.

6.1.6. Evaluacion de la calidad del método analitico

Las figuras de mérito evaluadas para el método analitico fueron las siguientes: linealidad,
limite de deteccion, limite de cuantificacion, precision, y recuperacion en experimentos
de adicion/fortificacion. La evaluacion de la cuantificacion fue llevada a cabo con el uso
de un estandar interno (1,2,7,8- Dibenzacridina). La linealidad fue evaluada ajustando por
regresion lineal de minimos cuadrados, la relacién entre el area de pico de cada analito
(medida en relacion al area del IS) frente a la concentracion del estandar. Se utilizaron 5
niveles de concentracion para la elaboracion de la curva de calibracidn externa, con la
adicion de 5 pug Lt de 1,2,7,8- Dibenzacridina. La curva de calibracion fue realizada por
triplicado, y los datos fueron sometidos a anélisis de varianza (ANOVA). El limite de
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deteccion y cuantificacion fue calculado basado en 36/S y 10 o/S respectivamente (donde
o es la desviacion estandar de la medicion del blanco, y S la pendiente de la curva de
calibracidn). Las pruebas de recuperacion se realizaron fortificando las muestras con los
6 analitos, usando la muestra YMO1 y adicionando la misma con un nivel de 100 % de
concentracion base que presenta naturalmente la muestra. En el Anexo IV, se presentan

los detalles de los ensayos de recuperacion.
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6.1.7. Resultados y discusion

6.1.7.1. Evaluacion de los PAHSs en la yerba mate usando
espectroscopia de fluorescencia sincronizada

El uso de SFS para la determinacion semi-cuantitativa de los PAHSs en las muestras secas
de yerba mate (maceracion descripta en la seccion 6.1.3) es un procedimiento sencillo
para estimar la posible contaminacién con estos analitos (antraceno, BaP, criseno,
fluoranteno, fenantreno y pireno). Para obtener la mejor selectividad, se evaluo el valor
de AA (diferencia fija entre las longitudes de ondas de excitacion y emision durante el
escaneo), que puede coincidir o no con el desplazamiento de fluorescencia de cada
compuesto. En el presente trabajo, el criterio fue establecer para cada PAH los valores de
AM, considerando las longitudes de onda que presentan maxima intensidad, tanto para la
excitacion (A exc), COMO para emision (A em). La mayoria de los espectros sincronizados
presentan un Unico pico maximo, pero el criseno y fluoranteno presentaron dos. Las
medidas se realizaron con los méximos de longitud de onda del espectro sincronizado del
estandar, del cual se calcula el valor de A sinc, como se indica en la Tabla 18. Para cada
uno de los PAHS, se construy6 una curva de calibracion analitica, y las mediciones de las
muestras se realizaron ajustando la intensidad de la muestra a través de diferentes

diluciones.

Los resultados obtenidos a partir de los extractos de las hojas secas se presentan en la
Tabla 18. Las fuentes de PAHSs pueden evaluarse a través de un indice para distinguir el
tipo de origen en que se producen estos compuestos: pirogénico y/o petrogénico. El indice
calculado para las muestras se muestra en la Tabla 18. Las relaciones entre las
concentraciones de fluoranteno y pireno de acuerdo a la siguiente formula: [FLA]/[FLA
+ PYRY], oscilaron entre 0,7 y 0,9. Esto indica que el origen de los PAHSs en las muestras
puede atribuirse a la combustion de madera o carbon [289]. Se puede inferir que la
presencia es en su mayoria a consecuencia de la contaminacion durante el proceso de
“sapecado”, donde la exposicion a Ilama directa puede contribuir a la formacion de este

tipo de compuestos [290].
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A A
PAHs max. max. SFS Muestras (ng g%
Exc Em

Compuestos nm nm Ak sine | YM15 YM16 YM17 YM18 YM19 YM12 YM20 YM21 YM22 YMO1
Antraceno®® | 250 403 153 <55 <55 <55 <55 95 <55 <55 <55 <55 <55
Bla]p®® 295 408 113 <61 <61 <61 72 127 64 <61 <61 73 <61
Criseno 265 369 104 1338 £19,2 2257 +30,6 2258+352  2317+231 3859+258 2125+26,0 565+84 1261+14,1 2973+245 1317124
Fluoranteno 286 461 175 8275+254 515,6 +0,5 7240+12,7 819,6+8,1 13343+7,4 724,0+45 450,6 +9,5 621,4+68 7434+80 605.0x7.0
Fenantreno 248 368 120 827,1+515 3303,5+111,6 8949279 7783+13,1 1016,7+17,0 1256,4+228 720,2+358 739,0+258 9748%278 502.9+254
Pireno 236 393 157 <54 265,3+3,1 184,2+19 197,2 £ 4,7 4476+ 1,8 179,755 <54 <54 2605+22 110.7+4.7

FLA/ (FLA+PYR) 0,39 11 0,3 0,2 0,2 04 0,7 0,4 0,3 0,3
indice © < 0,4 Petrogénico, 0,4- (0,9 0,7 0,8 08 08 08 0,9 0,9 0,7 0,9

0,5 combustible fosil y
15,3 1,9 39 4,2 3,0 4,0 8,3 115 2,9 55

> 0,5 Pirogénico

Tabla 18. Andlisis de fluorescencia de los seis PAHs en yerba mate (concentracion media + SD n = 3) e indice de diagndstico utilizado para identificar el origen o fuente de
los PAHs (pirogénico, petrogénico, bioldgico).  Una sola medida disponible, ® (<) por debajo del primer punto de la curva de calibracion, ¢ Relacion entre Fluoranteno y la
suma de las concentraciones de Fluoranteno y Pireno (FLA/ (FLA+PYR).
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6.1.7.2. Contenido de PAHSs en infusiones de yerba mate

El contenido de cada PAHSs en las infusiones de las diferentes muestras de yerba mate
comercial se presenta en la Tabla 19. Los valores se presentan en ng g* de yerba mate
usado en la infusion (25 g). La suma de los 6 PAHSs en cada infusidn de yerba mate oscil6
entre 4,8 a 30,2 ng g*. Los niveles individuales variaron desde, no detectado (n.d) a 9,7
ng g, y algunos de ellos fueron identificados pero no cuantificados (< LOQ). La muestra
YM12 (yerba mate tostada) presentd los niveles globales mas bajos (4,8 ng g?), y la YM
19 (yerba mate estacionada) presentd los niveles mas altos (30,2 ng g2).

Los cromatogramas de las 4 extracciones de yerbas mates y de las sefiales de los
estandares de PAHs se muestran en la Figura 36. La muestra YM15 y YM18
corresponden a yerbas estacionadas, mientras que la muestra YM16 es una yerba mate
con hierbas (mezcla de hierbas como manzanilla, menta, etc.). La adicion de estas hojas
en la yerba puede ser un factor de dilucion en la cantidad de PAHSs total, como se observa
cuando se comparan muestras de la misma marca (YM15 vs YM16, y YM18 vs YM21).
En general, el contenido total en las muestras de yerba mate estacionadas con hierbas
(YM16, YM20, YM21 y YM22) variaron entre 7,9 a 23,7 ng g, las muestras de yerba
mate estacionadas (YM15, YM17, YM18 y YM19) variaron entre 14,5 a 30,2 ng g2, la
yerba mate verde (YMO1) contiene 8,9 ng g, y la tostada (YM12) contiene 4,8 ng g*.
Demostrando asi que la yerba tostada es la muestra con el contenido méas bajo registrado.
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PAHs (ng g TEF! YM15 YM16 YM17  YM18 YM19 YM12 YM20 YM21 YM22  YMo1
Antraceno 0,01 0.4 (0,1) 02(0,004) 03(01) 03(0,01) 1,0(05) 01(001) 03(003) 0301  06(01) 0.2(0.001)
Benzo [a] pireno 1,00 03(0,04) NDS3 0301 0301  11(05) N.D.3 <LOQ* <LOQ* 03(0,01) <LOQ*
Criseno 0,01 1,4 (0,1) N.D.3 1,007 1,701 46(22) N.D.3 07002  13(03)  28(07) 0.6(0.02)
Fluoranteno 0,001 2,7(0,3) 18(04)  27(1) 35(002) 57(25) <LOQ* <LOQ* 22(04) 3907 21(02)
Fenantreno 0,001 64(14)  49(08  50(06) 66(12) 97(48) 32(1,3)  43(26)  62(06)  95(02) 3.2(0.5)
Pireno 0,001 48(06)  47(04)  52(18 57(08  81(29) 1507 2608  42(03)  66(03) 28(0.1)
Total PAHSs (ng g™ 16,1 11,5 145 181 30,2 48 7.9 143 237 8,9
TEQ? 0,33 0,014 033 034 118 0,006 0,22 025 036 0,016
Transferencia estimada a la 0,54 0,18 0,36 043 044 0,11 0,46 055 047 035

infusién (%)

Tabla 19. Concentracién de PAHs (amplitud), valores de TEQ en infusiones de yerba mate y porcentaje de transferencia hacia las infusiones. 'TEFs= Toxic Equivalency
Factors; 2TEQ= Toxic Equivalent Exposure; *N.D = no detectado; < por debajo del limite de cuantificacion (LOQ).
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Figura 36. Cromatograma de HPLC-FLD tipico de una solucién estandar de PAHSs junto a las infusiones
de: A) yerba mate estacionada compuesta, B) yerba mate estacionada, C) yerba mate tostada, D) yerba
mate verde. Los picos son: 1) fenantreno, 2) antraceno, 3) estandar interno, 4) fluoranteno, 5) pireno, 6)
criseno, 7)benzo [a] pireno.
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En la evaluacion general sobre la presencia de los PAHSs, los mismos se encuentran
presentes de acuerdo al siguiente orden de concentracion: fenantreno > pireno >
fluoranteno > criseno > antraceno > BaP. Este orden en los niveles de concentracion de
los 6 PAHSs en la infusidn de la yerba mate, concuerda con los resultados presentados en
reportes previos que se resumen en la Tabla 20. Independientemente del método de
determinacion, son: fenantreno, pireno y fluoranteno los PAHs detectados en mayores
concentraciones en infusiones de yerba mate; esto se encuentra en concordancia con los
resultados presentados por Zuin et al [291] y Kamangar et al [120]. Ademas las infusiones
de café también presentan un patrén similar, siendo fenantreno el analito més abundante,

seguido de acenaftileno, fluoranteno, fluoreno y pireno [292].

Como ya se detall6 anteriormente, los PAHSs se consideran sustancias peligrosas. De ellos,
es el BaP, es el principal compuesto considerado toxico y carcinogénico para los
humanos. Esto fue indicado en el afio 2012 y ratificado en 2016 por la IARC, donde la
legislacion de la UE ha establecido limites maximos para éste compuesto en los alimentos
[293,294]. Su contenido se cuantifico en las infusiones de cinco muestras de yerba mate
(YM15, YM17, YM18, YM19 y YM22), oscilando su valor en un rango de 0,3 a 1,1 ng
gl; mientras que para las otras muestras se encuentra por debajo del LOQ o no fue
detectado. Actualmente los niveles maximos permitidos en diferentes alimentos se
encuentran entre 1,0 ug kg™ en alimentos para bebés, a 10 ug kg™ en hojas secas y otros

complementos alimenticios que contengan bot&nicos en su composicion [295].

La toxicidad y efectos negativos para la salud se han evaluado usando el indice de
exposicion equivalente total (TEQ), que combina factores de equivalencia toxica (TEF)
de los PAHSs usando el BaP como compuesto de referencia [296,297]. Las infusiones de
yerba mate mostraron un bajo contenido de benzo [a] pireno, reflejado en los valores de
TEQ que oscilaron entre 0,22 a 0,36 para seis muestras de yerba mate (Tabla 19). Las
muestras de yerba mate verde y tostada presentaron valores mas bajos, mientras que la
muestra YM19 es la que posee el valor mas alto. Las muestras YM17, YM18 y YM21,
todas pertenecientes a la misma marca, presentan perfiles de PAHSs y valores finales de
TEQ similares, posiblemente como una indicacién de las similitudes en la regién

productora y en el proceso de fabricacion.
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N° de muestras Tipo de infusion/ ANT B[a]P CRI FLA FEN PIR LOQ? Rec?t
IN° de PAHs/ Ref.
Estandar Interno Metodo* (ngg?)  (ngg")  (ngg? (ngg?) (ngg?)  (ngg?) (ngL?h) (%)

Extraccion acuosa con agua hirviendo
3/10/No N/D3 0.07 N.D.4 0.31 N/D3 N.D.4 N/D3 N/D3 [298]

(25¢/500 mL) / HPLC-FLD

Extraccion acuosa con agua hirviendo
11/15/No 3,98-7,85 1,13-2,26 0,42-4,05 1,85-1541 135-624 2,0-1291 0,3-30  45-87 [291]
(1 9/100 mL)/ SBSE/ HPLC-FLD

. Extraccion seriada y consecutiva con SRMs:
8/21/Si (SRM:
2269, 2270) agua a 80 °C (5¢9/30 mL por cada 10-12 23-25 N/A3 153-162 314-348  150-153 N/D®  2260a, [120]
’ extraccion)/ GC-MS 1649a

Extraccion acuosa con agua hirviendo
3/16/No N/D3 200-380  260-420 N/D3 N/D3 N/D3 5-10 71-128 [299]

(20g/2 L)/ GC-MS

Extraccion seriada y consecutiva con
10/8/No agua a 70 °C (509/30 mL por cada N/D? 0,4-4,1 0,8-5,4 N/D? N/D? N/D? 4,0-61  92-105 [119]
extraccién)/ HPLC-FLD

Extraccion acuosa con agua hirviendo
3/4/No N/D3 N.D.4 N.D.4 N/D3 N/D3 N/D3 100 54-93 [300]

(1.5 g/ 200 mL) / HPLC-FLD
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Extraccion acuosa con agua a 80 °C
12/4/No N/D3 2,8-13 2,7-14 N/D3 N/D3 N/D3 7-29 84-93 [301]

(50g/1000 mL) / HPLC-FLD

3/15/Si  (Criseno
D-12)

10 mL de muestra /GC-MS < LOD? 0,23° <LOQ?® <LOQ?® <LOD?® <LOQ® 200 69-125 [302]

10/6/Si Extraccién seriada y consecutiva

](25g/15 mL por cada extraccion) 0,1-1,0 N.D.*1,1 N.D.-46 <LOQ-57 3,297 1,5-8,1 20-207  50-107 Este estudio
/HPLC-FLD

(Di Benz [a, j
Acridina)

Tabla 20. Comparacion de los resultados con estudios en infusiones acuosas de multiples autores.'HPLC-FLD = Cromatografia Liquida de Alta Performance con detector de
Fluorescencia, SBSE= Extraccion con barra agitadora, GC-MS= Cromatografia de Gases-espectrometria de masas; 2LOQ expresado en ng L; N/D= No Disponible; *N.D.
= No Detectado; *Valores expresados en pg L™ de bebida herbal pronta para consumo; SRecuperacion. SRMs= Material Certificado de Referencia.
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6.1.7.3. Tasas de transferencias de los PAHSs en las infusiones

Para la obtencidon del porcentaje de transferencia, se procedid a realizar el calculo segin
lo reportado por D. Lin [303], donde se toma la concentracion total de la infusion en base
seca determinada por HPLC y se la divide por la concentracién hallada por SFS (hoja) en
base seca. El valor asi hallado revela la importancia de simular correctamente la forma en
que se consume la yerba mate, lo que puede dar lugar a la variabilidad de las tasas de
transferencias de estos PAHs a la infusion. En los tés elaborados con diferentes
proporciones de hojas y agua, las cantidades relativas mas pequefias conducen a una
menor transferencia a la infusion, cuando la infusion se prepara en un solo paso [303].
Otro factor importante es el tiempo de contacto del material con el agua y el tipo de
dispositivo para preparar la infusion [303]. Usualmente, beber mate implica una serie de
extracciones sucesivas de pequefias cantidades de agua a la vez. Esta préactica fue
simulada en el laboratorio para éste estudio, en una relacion de 1:0,6 de hojas de yerba
mate: agua en cada infusion, y una relacion agregada final de 1:10. En tales condiciones,
se encontraron valores de transferencia de 0,11 % a 0,54 % para los seis PAHs y de 0,42
% para BaP. En una revision reciente [287], las tasas reportadas de transferencia para el
BaP presentaron valores que van desde una transferencia insignificante hasta un 50 %.
En un estudio proveniente de Argentina, la transferencia de BaP se calculé de 1 a 10%,
usando extracciones seriadas con una relacion de agua: yerba mate de 1:0,6 en cada
infusién, y una relacién final agregada de 1:10 [119]. Kamangar et al [120] utilizaron
proporciones de agua de 1:6 en cada extraccion y una relacion final de 1:72, donde la
transferencia de BaP se calcul6 en un 50 % en las muestras de yerba mate de Brasil. Los
factores que influyen en la transferencia de los PAHSs en las infusiones, como ser: el
método de extraccion, el tipo de producto y la diferente solubilidad de los analitos, afectan
en gran medida la ingesta potencial de PAHs. Dicho esto, encontramos que la
transferencia esta estrechamente ligada a la solubilidad que presentan, como es el caso
del fenantreno, que presenta una solubilidad en agua de 1,1 mg L™ (25 °C) y su
transferencia esta en el entorno de 0,68 %; sin embargo para el caso de criseno con una

solubilidad de 0,0019 mg L™ presentd una transferencia de 0,07 %.
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6.1.8. Conclusiones parciales

Se determind el contenido de PAHs en muestras de yerba mate y sus respectivas
infusiones para ocho de las marcas comerciales mas consumidas en Uruguay, y dos
consumidas en Brasil (yerba mate verde y tostada). EI método SFS prob6 ser un método
simple y sensible para estimar los niveles de PAHs en las muestras secas, confirmando
su potencial como método de deteccion primaria de los PAHSs. El contenido de los PAHs
en las infusiones fue cuantificado por HPLC con deteccion por fluorescencia. EI BaP fue
encontrado en casi todas las muestras de yerba mate, pero en concentraciones que no
excedian el limite m&ximo establecido para hierbas secas y alimentos segln la regulacién
de la UE. Con la excepcion de una sola muestra, la YM 19 (1,1 ng g) donde su valor

excede el limite de 1,0 pg kg (aplicable a alimentos para bebés).

Los perfiles de PAHSs en las muestras sugieren que la contaminacion se origina en fuentes
pirogénicas, probablemente debido a los procesamientos de la yerba mate que involucran
etapas de exposicidn a altas temperaturas, y que pueden incluir la combustién directa de
madera. Tres analitos (fenantreno, fluoranteno y pireno) fueron encontrados como los
mas abundantes en las infusiones, en concordancia con lo que ya ha sido reportado para
infusiones de yerba mate y café. Simulando la mateada tradicional (extracciones
sucesivas con pequefias porciones de agua) se estimo una transferencia total de 0,11 a
0,54 % de los PAHs a la infusion. EI TEQ calculado indica un bajo perfil de toxicidad en
las infusiones, por lo que se puede considerar que los contenidos hallados o transferidos

son bajos en la infusion, y no seria necesario generar una alarma en cuanto a su consumo.

Se requieren mas estudios sobre el contenido de PAHSs en las infusiones; asi como de los
mecanismos de transferencia involucrados en los diferentes métodos de preparacion, con

el fin de evaluar la exposicion de los consumidores de mate frente a estos contaminantes.
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Capitulo 7: Estudio de especiacion de mercurio y contenido elemental en
yerba mate (llex paraguariensis)

El objetivo del presente capitulo sera la determinacion del contenido de metales y
metaloides tanto en hoja como en infusiones de muestras comerciales de yerba mate, con

especial énfasis en el contenido de mercurio y su especiacion.

Seccion 7.1: Metales y metaloides

En la actualidad la yerba mate se exporta cada vez a mas paises para ser usada en bebidas,
pero también en otros productos de consumo (ej. cosméticos). La infusidn acuosa es una
excelente fuente de compuestos bioactivos como ser polifenoles, xantinas [304],
derivados del &cido cinamico [184], mono y di- &cidos cafeoilquinicos [237] y saponinas
[85]. Sin embargo, la composicidn inorganica puede no solo incluir elementos esenciales
como Fe, Mn, Mg y Zn, sino algunos elementos no esenciales, e incluso téxicos, tanto
para la planta como para cualquier animal superior. La yerba mate es una planta
acumuladora de macro-elementos (Ca, Mg, Na, K), de microelementos (Cu, Zn, Fe, Mn)
[90-94], y también de elementos toxicos (As, Cd, Pb) [38,95,305]. Pero solo As, Pb y Cd
son contemplados en la normativa, la cual establece limites maximos permitidos para la
yerba mate (0,6 pug g2, 0,4 pug g2, y 0,4 pug g respectivamente) [88,89]. En cuanto a la
composicion de la yerba mate, se han realizado varios estudios para determinar su
contenido tanto de metales como minerales. En el Anexo V se incluye una revision de las
publicaciones que han abordado el analisis de la composicion elemental, tanto de las hojas
como de sus respectivas infusiones. En el Anexo VI se presenta con méas detalle los
elementos toxicos determinados en la yerba mate. Segln la IARC, los metales tdxicos
como As, Cd, Cr, Ni y Hg estan clasificados como categoria 1 “carcinogénicos” [306] ya

que aumentan el riesgo de cancer en humanos.

Uno de estos elementos toxicos mas prevalentes en el medio ambiente, es el mercurio
[307] que se acumula facilmente en los diferentes habitat, asi como en los organismos.
La toxicidad del mercurio depende criticamente de su concentracion y de la forma
guimica en la que se encuentre. Dentro de las formas quimicas halladas se encuentran:

mercurio elemental (Hg®), mercurio inorganico (Hg?" y sus iones complejos), mercurio
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orgénico [308] donde el CHsHg* es la especie mas comun. EI mercurio organico como el
CHsHg" es peligroso debido su bioacumulacion en tejidos humanos [309]. Los efectos
toxicos de los compuestos del mercurio en las plantas y en la vida animal se conocen
desde hace afos, pero fue solo después del desastre de la bahia de Minamata en el afio
1953, donde recibi6 atencion mundial [310]. La Agencia del Gobierno de los Estados
Unidos para el Registro de Enfermedades y Sustancias Toxicas (ATSDR) cataloga al Hg

como una de sus prioridades desde el afio 2019 [310].

Segun el Panel de Contaminantes en la Cadena Alimentaria (CONTAM) de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), se establece un limite en la ingesta semanal
de Hg de 1,3 pg kg de peso corporal [311]. Asimismo JECFA, estableci6 dos valores
limites, uno para CHsHg* (1,6 ug kg™ de peso corporal) y otro para mercurio inorganico
(4 ng kg de peso corporal) [312]. En el afio 2018, la EU a través del Reglamento 2018/73
adoptd un MRL para mercurio en té, café, infusiones, cacao y algarrobas, de 0,02 mg kg
1[313]. En Brasil, ANVISA, en el afio 2013, establecié un limite de 0,05 mg kg para

mercurio total en cualquier tipo de alimento [314].

Los métodos para determinar la especiacién de Hg en muestras ambientales, alimentarias
y bioldgicas se encuentran bien documentados. Para lograr la especiacion de mercurio en
los niveles de pg L™ 0 ng L, la EPA propone la deteccion por cromatografia de gases
con vapor frio acoplado a espectroscopia de fluorescencia atomica (GC-CV-AFS); siendo
esta instrumentacion el “estandar de oro” en términos de resultados [315]. Sin embargo,
esta técnica requiere derivatizacion quimica, generalmente con tetraetilborato de sodio u
otro agente reductor. El tetra (n-propil) borato de sodio (NaBPrs), se introdujo como
reactivo de derivatizacion en los ultimos tiempos para ampliar la posibilidad de
determinar los importantes derivados del mercurio, y su uso se justifica por el hecho de
qgue no se ha observado la formacion de agentes de alquilacion [316]. Esto cobra
relevancia dado que la etilacion tiene el problema de que no es posible diferenciar el
mercurio inorganico del etilmercurio. Cuando se realiza la propilacion, se convierte
CHsHg a metil propil mercurio, Hg?*a dipropil mercurio y CHsCHzHg a etil propil
mercurio, mejorando la especiacion. Ademas, la propilacién tiende a ser eficiente en un

rango de pH mas amplio y conduce a derivados mas estables [317].
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Los procedimientos para separar mercurio organico antes de la derivatizacion, suelen ser
extraccion con disolventes o destilacion. Sin embargo, varios autores han propuesto el
uso de extraccion asistida por ultrasonido, ya que ha demostrado ser mas eficiente, y su
uso es extendido en la extraccion de PAH y bifenilos en muestras de suelo [318], asi como

en la determinacién de mercurio total de especies mercuriales en tejidos de peces [319].

En la presente investigacion, llevada a cabo en el Laboratorio LEEA, utilizando muestras
comerciales seleccionadas de yerba mate, se determiné el contenido de mercurio total y
su especiacion (evaluando también la formacion de artefactos) por CV-AAS y GC-CV-
AFS; y la composicion elemental por ICP OES e ICP-MS.

7.1.1. Materiales y Métodos
7.1.1.1. Equipos

Las determinaciones de mercurio total se realizaron en un analizador portatil de
espectrometria de absorcion atdbmica de vapor frio (CV-AAS) para mercurio, modelo RA-
915 con correccion de fondo Zeeman y una celda de paso multiple (LUMEX, Rusia). Se
adapté al analizador un accesorio de reduccion quimica para soluciones acuosas RP-92
(LUMEX). La especiacion de mercurio se realizd en un sistema de metilmercurio
automatizado MERX (Brooks Rand Instruments), compuesto por una trampa, un sistema
GC y un detector de fluorescencia atdbmica. Este sistema GC-CV-AFS esté integrado por
un médulo de purga y uno de retencidn/pre-concentracion, que se utilizan para purgar las
especies volatiles de mercurio derivatizado de la muestra al sistema donde se retienen en
una trampa de pre concentracion, para ser luego ser desorbido. Un médulo cromatografico
realiza las separaciones de las especies derivatizadas de mercurio, mientras que el médulo
de pirolisis provoca la descomposicion térmica de estas especies en HgP el cual es
registrado por el detector de fluorescencia especifico para mercurio. La columna de
separacion de GC Chromosorb (Brooks Rand Instruments), es una columna de vidrio en
forma de U (4 mm de diametro interno) rellena con un soporte sélido con 15 % de OV-3

(10 % de fenilmetil-dimetilsilicona).
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La determinacion de los demas elementos se llevd a cabo con un sistema ICP-MS
NexION 300X (Perkin Elmer, EE. UU.), y también con un ICP-OES modelo Optima
7300 DV (Perkin Elmer, EE. UU.).

La destilacion de las muestras se realizo en un sistema de destilacion para metilmercurio
(Brooks Rand Instruments), consistente en un bloque calentador de aluminio de 10 viales,
con un controlador de temperatura, y entradas de gas inerte para el control de flujo. Los
viales de teflon (70 mL) se cerraron con tapas del mismo material que presentan dos
orificios para permitir el flujo de gas (argon) en la solucion, y el transporte de las especies
volatiles de mercurio. El bloque de calentamiento se cerré con una tapa con aislacién
térmica para evitar el reflujo de la muestra. Los destilados se recogieron en viales de
teflon colocados en un bloque de aluminio enfriado con hielo. El reactor fotoquimico
consistié en un conjunto de seis lamparas fluorescentes de mercurio comerciales (6 W
cada una, linea principal a 253,65 nm junto con otras lineas espectrales de Hg), colocadas
en la pared interna de un tubo de PVC (30 cm de largo x 20 cm de diametro), fijado a un
base hecha de madera, que contenia un rotor mecénico que mantenia la gradilla girando
a 6 rotaciones min™*. Se colocd un pequefio ventilador en la parte superior del reactor para

mantener la temperatura interna por debajo de los 30 °C.

7.1.1.2. Reactivos

Se utilizé agua (18,2 MA cm) obtenida de un sistema de agua ultrapura (Milli-Q Gradient
System A10, Millipore, EE.UU). El &cido nitrico (65 % p.p.a.) y el peroxido de hidrégeno
(30 % Suprapur) se obtuvieron de Merck (Alemania). El acido nitrico se purificd
mediante bidestilacion a sub-ebullicion en un alambique de cuarzo (Duo-PUR, Milestone,
EE. UU.). Brooks Rand Instruments proporcioné la solucién tampon de acetato (pH =
4,5), el tetra (n-propil) borato de sodio (NaBPr4), y las soluciones estandar de alta pureza
(1 mg L) de: cloruro de metilmercurio (CHsHgCl), cloruro de etilmercurio
(CH3CH2HgCI) y cloruro de mercurio (HgCl»). Estandar multielemental PE-29 (Ag, Al,
As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr,
Tl, U, V, Zn) se obtuvo de PerkinElmer (EE. UU.). El cloruro de estafio se obtuvo de
Vetec (Brasil). El &cido sulfarico, acido clorhidrico, cloruro de sodio, nitrato de sodio,
hidroxido de amonio, Triton X-100, Triton X-114 se adquirieron de Merck (Alemania).
El gas nitrogeno utilizado tenia una pureza del 99,99 % y el argdn era de una pureza de
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99,996 %. La solucion de simeticona (aproximadamente de 75 mg mL™Y), utilizada como
antiespumante, fue adquirida en una farmacia local como producto comercial. Las
muestras se filtraron a través de un filtro de 0,22 um (discos de 13 y 47 mm de diametro)
de PVDF adquiridos de Waters (EE. UU.).

7.1.1.3. Muestras

Para este estudio se utilizaron diez muestras comerciales de yerba mate. Ocho de las
mismas corresponden a presentaciones especificamente para consumo en Uruguay, que
son producidas en diferentes regiones del sur de Brasil (la informacién se detalla en la
Tabla 21). Se utiliz6 material certificado de referencia (NIST SRM 1515 — hojas de

manzana) para evaluar la eficiencia (recuperacion) de los procedimientos de extraccion.

N2 YM Tipo de producto
15 yerba mate estacionada
16 yerba mate estacionada con hierbas
17 yerba mate estacionada
18 yerba mate estacionada
19 yerba mate estacionada
12 yerba mate tostada ?
20 yerba mate estacionada con hierbas
21 yerba mate estacionada con hierbas
22 yerba mate estacionada
01 yerba mate verde @

@solo se produce para el mercado de Brasil.

Tabla 21. Muestras de yerbas mates utilizadas en la presente investigacion.
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7.1.2. Preparacion de soluciones estandares

7.1.2.1. Soluciones de metilmercurio

A partir de las soluciones stock de CHzHgCl y CH3CH2HgCI, con una concentracion de
1000 mg L%, se prepararon mediante dilucion directa las soluciones intermedias de 1 mg
L usando agua ultrapura. Las soluciones de trabajo (10 y 100 ng L) se prepararon
diluyendo la solucién intermedia también con agua ultrapura. La solucion del reactivo de
derivatizacion (1 % v/v) se prepar6 disolviendo 50 mg de NaBPr4 en 5 mL de la solucién
acuosa de KOH (1 % v/v). La solucion de SnCl2 (2 % v/v) se prepard disolviendo 20 g
de la sal en 100 mL de HCI concentrado. Esta solucidn se calentd hasta evaporar la mitad
del volumen, con el objetivo de eliminar la contaminacidn por mercurio que se encuentra
en los reactivos (evitando asi la contaminacion del sistema), y luego de enfriarse se

adiciond agua ultra pura para ajustar el volumen final.

7.1.2.2.  Procedimiento de limpieza del material utilizado

Con el fin de prevenir posibles fuentes de contaminacion externa por mercurio residual,
todos los materiales (vidrio, teflén y cuarzo) fueron previamente sometidos a una limpieza
a fondo. Primero, los materiales fueron sumergidos por 12 h en solucion de HNOs3
destilado (5 % v/v), y luego lavados con: solucion de detergente Extran®, agua destilada,
y finalmente con agua ultra pura. Los materiales utilizados en la destilacion también se
lavaron posteriormente con acetona, luego con diclorometano y finalmente con hexano
antes de secarlos en estufa. Se colocaron los tubos de cuarzo (utilizados para la oxidacion
fotocatalitica de especies mercuriales) en una mufla durante 6 h a 400 °C.
Ocasionalmente, también fue necesario colocar material en una solucion de detergente
dentro del bafio ultrasénico. Todos los reactivos fueron evaluados en busca de trazas
originales de mercurio utilizando el sistema CV-AAS. Paraello, los reactivos se diluyeron
10 veces, y se tomaron alicuotas de 1 mL de esta dilucién, las cuales se mezclaron con 3
mL de SnCl2 (20 % m/v) en el accesorio de reduccion quimica RP-92. Cualquier mercurio

residual medido en un reactivo se considerd en el calculo final de las muestras.
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7.1.3. Estudios preliminares sobre el mercurio

Para los estudios preliminares de determinacion de especies mercuriales se utilizaron
alicuotas (10 mL) de infusiones de yerba mate. Después de filtrar las infusiones (usando
un filtro de PVDF de 0,22 um), se diluyé una alicuota de 1 mL en 10 mL, en matraces
volumétricos, usando agua ultra pura. Para monitorear el contenido de Hg?*, el volumen

total de la muestra se transfirid a la celda de reaccion (borboteador) del sistema CV-AAS.

Para el analisis cuantitativo, se transfirieron 200 pL de soluciones de muestra filtradas
(infusiones o extractos), a tubos de ensayo de vidrio que contenian 10 mL de una solucién
de H20: (1 % en volumen) con el pH ajustado a 4,5 (mediante la adicion de 0,1 mol L™
de solucion de HCI). Para determinar el mercurio inorganico, el contenido del tubo de
ensayo se transfirio directamente a la celda de reaccion de vidrio que contenia 2 mL de
una solucion acuosa de SnCl, (20 % v/v). Después de la reduccion de Hg?*, el vapor frio
de mercurio se transfirid, mediante un flujo de aire que pasa a través de la solucién, al
sistema multipaso CV-AAS que operaba en modo de adquisicion continua. La muestra se
midi6 después de eliminar la solucion anterior hasta que la sefial de Hg alcanzo la linea
de base.

Para el anélisis preliminar de mercurio residual total en las muestras de yerba mate, se
coloc6 1 mL de muestra (infusiones filtradas) en un matraz aforado de 10 mL y luego se
transfirié el volumen total a un tubo de cuarzo (15 mL). Los tubos de cuarzo se colocaron
durante 15 min en un fotorreactor bajo radiacion UV (siguiendo el procedimiento de
Miranda-Andrades et al [320]) para asi convertir el mercurio orgdnico en mercurio
inorganico. Luego, la solucion se coloco en la celda de reaccion de vidrio del sistema CV-
AAS para reducirla con 3 mL de solucion de SnCl> (20 % m/v) y proceder a su

cuantificacion.

Para las determinaciones cuantitativas de mercurio total, los tubos de ensayo de vidrio de
cuarzo que contenian una solucion de H202 (0,5 %) se colocaron en una rejilla circular
dentro del fotorreactor, y se mantuvieron girando para exponerlos uniformemente a la
radiacion UV de las seis lamparas del interior del reactor. Luego, la solucién se transfirid
a una celda de reaccion de vidrio que contenia 2 mL de una solucion acuosa de SnCl> (20

% v/v), para subsecuentemente realizar la determinacion de Hg.
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7.1.3.1. Digestion acida para la determinacion de mercurio total por
CV-AAS

Para el analisis del mercurio total fue necesario realizar una disolucion acida (en
recipientes cerrados). En este caso, se digirieron aproximadamente 50 + 0,1 mg de
muestras de yerba mate con 2 mL de HNO3 (destilado), en un tubo de teflon a 80 °C
durante 2 h en un sistema de digestion automatizado. Después de la digestion, las
muestras (con un volumen cercano a 3 ml) se enfriaron a temperatura ambiente, y el
volumen se ajustd a 10 ml con agua ultra pura. Para las determinaciones de mercurio total,
se diluyeron alicuotas de 100 pL de esta solucion en 10 mL usando agua ultra pura, y
luego se analizaron en el sistema CV-AAS. Se realizaron cinco réplicas usando 50 mg de
material de referencia NIST SRM 1515 con 2 ml de HNO:s.

7.1.3.2.  Extraccion asistida por ultrasonido para la determinacion de
especies mercuriales

Miranda-Andrades et al [321] reportd el uso de ultrasonido para la extraccion de especies
mercuriales en matrices liquidas, siendo este procedimiento ajustado para la matriz
vegetal del presente estudio. Los autores mencionados validaron el metddo para sus
matrices de estudio, por consecuente efectuando la validacion para matrices vegetales.
Las muestras de yerba mate se prepararon y homogeneizaron en un mortero previo a su
extraccion y comprende: extraccion asistida por ultrasonido, utilizacion de un surfactante
no ionico, y destilacion. En resumen, se pesaron 50 + 0,1 mg de muestra de yerba mate,
luego se transfirieron a tubos de teflon, donde se agregaron alicuotas de solucion de Triton
X-114 (5 % m/v) y de solucion de H2SO4 (2 mol L) para ajustar a pH 3. Estos frascos
se colocaron en un bafio de ultrasonido con agua termostatizada (40 °C) por 40 min para

extraer las especies de mercurio.
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7.1.3.3. Destilacion de especies mercuriales

Un volumen de 50 mL de extractos de hojas de yerba mate, 0,5 mL de una solucion acuosa
de H2SO04 (8,0 mol L) y 50 uL del agente antiespumante simeticona (75 g L) se
adicionaron a un tubo de teflon que se colocd en un sistema de destilacion de
metilmercurio. Se aplicd el procedimiento basado en el método EPA—-1630 [322]. La
destilacion se realiz6 a 130 °C bajo flujo de gas argon (ajustado entre 50 y 90 mL mint).
El proceso de destilacion se extendid durante unos 120 min o hasta que se recogieron
unos 40 mL de destilado. Luego, los destilados se almacenaron a 5 °C en refrigerador

protegidos de la luz.

7.1.3.1. Especiacion de mercurio por GC-CV-AFS

Se transfirio una alicuota de 200 pL de las infusiones a un matraz (4mbar de 40 mL de
volimen y tapa con septo) que contenia 20 mL de agua ultra pura, luego se adicionaron
200 pL de la solucién tampon de acetato y 100 pL de la solucion de derivatizacion
(NaBPrs al 1 % v/v). Después de 15 min, el matraz se coloco en el muestreador automatico
para ser transferido a un recipiente de purga, forzando la liberacién de las especies
volatiles de mercurio, las cuales fueron transportadas, mediante un flujo de argén (312
mL min™!), a una trampa seca. En esta trampa las especies fueron adsorbidos y luego
desorbidas térmicamente para ser transportados, mediante un flujo de argén (34 mL min’
1), a través de la columna cromatografica. Tras la separacion, cada una de las especies
paso por un tubo, calentado por una resistencia, produciendo el vapor de Hg el cual fue

detectado.
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7.1.4. Determinacion de la composicion elemental
7.1.4.1. Estandar multielemental

Las soluciones stock se prepararon en medio acido (10 % v/v HNO3) a concentraciones
de 10, 100 y 1000 pg L. Las soluciones se diluyeron manteniendo el medio acido, para
ajustar las curvas analiticas dentro de los siguientes rangos: de 0,1a0,8 ug L%, de 1,0 a
80ugLtyde10a80ug L™

7.1.4.2. Digestion acida para la determinacién elemental

Como describe Pozebon et al [93], los elementos fueron extraidos mezclando 200 mg de
yerba mate con 2,5 mL de HNOs en un tubo de polipropileno. Posteriormente, el tubo se
cerr con un tapon de rosca y se colocé en un bloque de calentamiento durante 4 h a 90
°C. A continuacion se aplico el siguiente procedimiento: 1) se agregé 1,0 mL de H20: a
la mezcla, 2) la mezcla se calent6 en el bloque calefactor, durante 30 min mas a 90 °C, 3)
la solucion obtenida se dejé enfriar a temperatura ambiente, 4) el volumen de la solucion
se ajustd a 25 mL usando agua ultra pura (la concentracion final de HNOs fue de
aproximadamente 10% v/v) y 5) las muestras se diluyeron con agua ultra pura (10 veces)

previo a los analisis.

7.1.4.3. Infusién acuosa de yerba mate para la determinacion
elemental

Se colocaron 500 mg de muestra de yerba mate en un tubo de polipropileno junto con 20
mL de agua ultra pura a 100 °C, para obtener la infusion. La mezcla se filtré utilizando
papel filtro Whatman N° 542 (diametro 100 mm) (Whatman, USA) bajo sistema de vacio.
Finalmente, las muestras se diluyeron de 10 a 1000 veces, antes del anélisis, utilizando

una solucion de HNOs al 10 % v/v.
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7.1.4.4.  Analisis elemental por ICP-MS e ICP OES

Los analisis por ICP-MS e ICP OES fueron llevados a cabo siguiendo las condiciones
desarroladas por Sandoval et al [323], con algunas modificaciones. Se utilizdé ICP-OES
para determinar: elementos alcalinos, alcalinotérreos, Al, B, Fe, Mn, P y Zn, usando
plasma de radio frecuencia a una potencia de 1400 W, usando vistas axial o radial
dependiendo del elemento. Los flujos de gas fueron regulados a: 15 L min™ (plasma), 0,6
L min’? (nebulizador) 0,6 L min™* (auxiliar) y 1,5 L min (toma de muestra). Se midieron
las siguientes lineas para la determinacion (I = atomica, o Il = i6nica): Al(l) 396,153 nm,
B(l) 249,677 nm, Ba(ll) 455,403 nm, Ca(l) 422,673 nm, Fe(l1) 259,939 nm, K(I) 766,490
nm, Mg(l) 285,213 nm, Mn(ll) 257,610 nm, Na(l) 589,592 nm, P(l) 213,617 nm, Sr(ll)
421,552 nmy Zn(l1) 206,200 nm.

La determinacion por ICP-MS se realizo6 utilizando los siguientes isotopos: "°As, 1*¥Ba,
%Co, ®Cu, Mg, **Mn, ONi, 298pp, 8gy Sty 66zpn 139 5 y 149Ce, La potencia de
radiofrecuencia del plasma se fijé en 1100 W con flujos de gas de 17 L min** (plasma),
0,9 L min? (nebulizador) 1,0 L min (auxiliar); tiempo de permanencia de 5 ms y
consumo de muestra de 1,5 L mint. Antes del anélisis, los parametros instrumentales se
ajustaron para proporcionar tasas minimas de formacion de éxido de Ce (< 3 %) y reducir
la proporcion de especies de doble carga de Ba (< 3 %). El 2°Rh se utilizé como estandar
interno (1S) para corregir y/o compensar interferencias no espectrales y efecto matriz. En
la Figura 37 se esquematizan las etapas de los procedimentos experimentales realizados
para el anlisis elemental del material vegetal y de la infusién, asi como la cuantificacion

del mercurio total y su especiacion.
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Figura 37. Esquema de trabajo que resumen las etapas experimentales del mercurio y el perfil elemental en yerba mate.
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Capitulo 7: Hg y composicion elemental

7.1.5. Resultados y discusion

7.1.5.1. Estudios preliminares para la determinacion de mercurio
total

Los estudios preliminares en cuanto a la determinacion de mercurio (Hg?* y mercurio
total) fueron realizados por CV-AAS (con sistema 6ptico multipaso), utilizando alicuotas
(10 mL) de infusiones de yerba mate (10 muestras de yerba mate). Los resultados
indicaron que las infusiones de las muestras identificadas como YM17, YM18, YM12 y
YM22 presentaron niveles trazas de Hg?*. Adicionalmente, los resultados para el
mercurio total (después del tratamiento fotoquimico), indicaron que la muestra YM18
también presentaba residuos de trazas de especies organicas de mercurio (probablemente

CHsHg*), como se ve en la Figura 38 A.

Para confirmar los resultados del estudio preliminar, se sometieron las hojas de yerba
mate de cada muestra a disolucion acida utilizando HNOs destilado. Luego, las
determinaciones de Hg?* (con eventuales especies organomercuriales transformadas en
Hg?* durante la disolucion é&cida) fueron realizadas por CV-AAS. Los resultados de
mercurio total encontrado en las hojas de yerba mate digeridas, corroboraron los
resultados observados en las infusiones correspondientes. Las muestras identificadas
como: YM17, YM18, YM12y YM22 presentaron niveles cuantificables de trazas de Hg?*
(Figura 38 B). Por lo tanto, los estudios de especiacion posteriores fueron realizados
sobre las muestras: YM17, YM18, YM12 y YM22. Los perfiles obtenidos por CV-AAS
para los puntos de la curva de calibracion externa usada en la determinacion de mercurio

total se muestran en la Figura 38 C.
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Figura 38. A) Evaluacién del contenido de mercurio Hg?* y otras especies mercuriales en muestras de
yerba mate (YM15 a YMO01). A) Alicuotas de infusiones. B) Alicuotas de muestras solubilizadas en acido).
C) Perfiles temporales de Hg® de concentraciones crecientes de Hg?* usando CV-AAS con una celda
multipaso.

7.1.6. Estudio de formacion de artefactos y efecto matriz de muestras de
yerba mate sobre la especiacion de mercurio

Uno de los desafios que implica realizar determinaciones de mercurio en muestras de
hojas de yerba mate es el contenido organico de éstas [42,235,324], lo que genera
interferencias durante la especiacion y determinacion de mercurio [320]. Por esta razon,
se decidio separar las especies mercuriales de la matriz de la muestra mediante extraccion
ultrasonica en presencia de Triton X-114, seguida de derivatizacion y destilacion asistida

con argon.
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Los artefactos que contienen mercurio orgédnico tienden a formarse durante la
derivatizacion quimica [316] la extraccion, y/o destilacion [321]. Ademas, las xantinas
(metilxantinas como la cafeina y la teobromina), polifenoles (&cidos clorogénicos y sus
derivados), saponinas, y otros compuestos naturalmente presentes en la yerba mate,
podrian influir en la metilacion de las especies de mercurio inorganico cuando se destilan,
dando lugar a resultados erréneos [321]. Con el fin de estudiar los artefactos y brindar
condiciones para minimizar su formacion, se realizaron estudios con la muestra de yerba
mate identificada con el cddigo YM16 (la cual presentd una baja cantidad de mercurio
detectada por el método CV-AAS). Se estudio la formacion de artefactos de CHzHg* y
CHsCH2Hg en funcion de la cantidad de masa de muestra (25, 50, 75, 100 y 200 mg). La
yerba mate fue transferida a tubos de teflon (70 mL), seguido de la adicion de 50 mL de
agua y fortificacion con 800 pg L™ de Hg?". El procedimiento de extraccion se realizo
siguiendo las condiciones reportadas en la literatura: se ajusté a pH = 3,0 usando H2SOa4,
y se sometid la mezcla a 40 min de agitacion ultrasonica a 40 °C [321]. Para monitorear
la eficiencia del procesamiento de la muestra (extraccion y destilacion asistida por
ultrasonido), una solucion estandar con 800 pg L™ de Hg?* (Ilamada solucion de control)
fue sometida a destilacion. En todos los casos, la destilacion prosiguié hasta que
aproximadamente el 90 % del volumen de la mezcla se recogié como destilado. Los
resultados mostraron que el artefacto CHsHg* aparecio en los experimentos realizados
con 50 mg de muestra de yerba mate (un total de 2 pg, que equivalen al 0,25 % en masa
de la cantidad fortificada de Hg?); aumentando progresivamente cuando los
experimentos se realizaron con 75 mg de yerba mate (15 pg CH3zHg"), 100 mg (37 pg
CHsHg*), 150 mg (71 pg CHsHg*) y 200 mg (117 pg CHsHg"), como se ve en la Figura
39 A. Por el contrario, el contenido de CH3CH2Hg encontrado permanecié constante
(alrededor de 3 pg, con la fuente identificada como el reactivo de derivatizacion). Con el
fin de minimizar los artefactos y la masa de la muestra, pero aun proporcionar cantidades

medibles de mercurio, se realizaron mas experimentos con 50 mg de yerba mate.

También se sabe que la formacion de compuestos metilados tiende a aumentar a medida
gue aumenta el contenido organico total (COT), especialmente al final de la etapa de
destilacion, cuando la materia organica y el Hg?* se concentran en el matraz de destilacion
[321]. Por esta razon, también se evaluo la formacion de artefactos de especies organicas
mercuriales en funcion del volumen relativo de la solucion destilada recolectada (60 %,

70 % y 80 % de la mezcla acuosa original). Los resultados mostraron un contenido de
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artefactos de CHsHg* constante (alrededor del 0,20 % de la cantidad medida para Hg?* en
la solucion de control) independientemente de la fraccion recolectada analizada (Figura
39 B). No obstante, se encontré aproximadamente el 0,25 % de formacién de artefacto,
cuando la destilacion se dejo proseguir hasta obtener un volumen de destilado de 90 %
del volumen de la mezcla original. Por lo tanto, el procedimiento de extraccion-
destilacion adoptado fue de 50 mg de yerba mate con destilacion hasta que se recolecto

el 80 % de la mezcla acuosa.
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Figura 39. Estudio de la formacion del artefacto CHsHg* en extractos de muestras fortificadas con 800 pg
de Hg?*, seguin: A) masa en mg de yerba mate YM 16; B) volumen de muestra recolectada de la destilacion.

Como los experimentos realizados con 50 mg de yerba mate produjeron cantidades
insignificantes de CHsHg* como artefactos, fue necesario también evaluar el efecto matriz
provocado por la muestra. Por lo tanto, se realizaron fortificaciones de 800 pg tanto de
Hg?* como de CH3Hg"* en tubos de teflon que contenian 50 mg de muestra (YM 16). En
un conjunto de muestras (n=3), se afiadié un volumen de 50 ml de agua, sin ajustes de
pH, y sin adicion de Triton X-114 como ayuda para la extraccion. En un segundo grupo
de muestras (n=3), ademas del agua, se agrego una alicuota de una solucion concentrada

de &cido clorhidrico, para ajustar a pH 3, junto con Triton X-114 (concentracién final
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objetivo de 0,5 %), antes de ajustar el volumen final a 50 mL. Las soluciones de control,
que contenian 800 pg de Hg?* y CH3Hg* (sin ajuste de pH y sin surfactante), se destilaron
directamente, pasando antes por extraccion ultrasonica, y se usaron para evaluar la

eficiencia del proceso de destilacion.

Las extracciones se realizaron siguiendo el protocolo reportado en la literatura [321],
utilizando un bafio ultrasénico durante 40 min a 40 °C. Luego, los tubos de teflén que
contenian los extractos se colocaron en el destilador y se destilaron hasta recoger un
destilado del 80 % del volumen original. Los destilados se transfirieron a tubos &mbar del
sistema GC-CV-AFS, donde, luego de la adicion del reactivo derivatizante y ajuste de
pH, se analizaron. Los resultados de los analisis de especiacion realizados a los extractos
de yerba mate, sin ajuste de pH y en ausencia de surfactante, mostraron recuperaciones
de 15,8 % y 9,4 %, respectivamente para el Hg?>"y CHsHg* (Figura 40 B). En cambio,
las extracciones realizadas con el ajuste de pH adecuado y utilizando Triton X-114
produjeron recuperaciones del 79 % y 67,6 %, respectivamente, para el Hg?* y el CHsHg*
(Figura 40 C). Estos porcentajes de recuperacion estan dados en funcion de la
comparacion con los resultados obtenidos al analizar las muestras de control (Figura 40
A). Esto indico que el uso de un medio acido y surfactante disminuyd las interferencias

de la matriz de la muestra después del proceso de destilacion.
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Figura 40. A) Estudio de extraccion/destilacion de especies de mercurio (800 pg de Hg?* y CHsHg*): A)
muestras control en agua; B) 50 mg de yerba mate y agua; C) 50 mg de yerba mate en solucién acuosa pH
3 conteniendo 0,5 % de Triton X-114. Para By C se utiliz6 agitacion ultrasénica (40 min) a 40 °C.
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7.1.7. Ajustes de agitacion ultrasonica y temperaturas para la
determinacion de especies mercuriales

Para lograr la maxima recuperacion de especies de mercurio en presencia de la matriz
vegetal, se realizd una optimizacion de la temperatura y de la agitacion ultrasénica
durante el proceso de extraccion/destilacion. Para estos estudios se utilizaron 50 mg de la
muestra YM 02, con el agregado de: 50 mL de una solucion acuosa a pH=3, Triton X-
114 al 0,5 %, y fortificacion con 800 pg de Hg?" y 800 pg de CHsHg*. Los tubos de teflon
cerrados se sometieron a agitacion ultrasonica durante 30 min a diferentes temperaturas
(30; 40; 50; 60 y 70 °C) antes de transferir el extracto al destilador. Los analisis GC-CV-
AFS se realizaron con los destilados, y los resultados mostraron mejores recuperaciones
de las especies de mercurio, cuando se realizé agitacion ultrasonica a 50 °C y 60 °C. En
experimentos realizados a temperaturas mas altas, la concentracion de Hg?" disminuyo
mientras que la concentracién de CHsHg* aumentd (Figura 41 A), lo que indica una
probable metilacion de Hg?* debido a la interacciones con la materia organica de la

muestra.

El tiempo de agitacién ultrasénica (20; 30; 40; 50; 60 y 70 min) se estudié manteniendo
la temperatura del bafio a 50 °C para evaluar el efecto en la recuperacion. Se encontrd que
se produjo un aumento gradual en la recuperacion de especies de mercurio a medida que
las muestras se sometieron a agitacion ultrasénica prolongada (Figura 41 B), alcanzando
los valores maximos después de 50 min. Se obtuvieron para ese caso recuperaciones de
91 % para Hg?*, y de 85 % para CHsHg* usando como referencia los resultados obtenidos

para el estandar de control.
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Figura 41. A) Efecto de la temperatura en la recuperacion de especies de mercurio (fortificacion de 800
pg de Hg?* y 800 pg de CH3Hg*) en presencia de 50 mg de yerba mate mediante extraccion asistida por
ultrasonido (30 min) con Triton X—114 (0,5 %) y solucion a pH 3. Medidas realizadas por GC-CV-AFS
destilacion y propilacién. B) Efectos de la agitacion ultrasonica en la recuperacion de especies mercuriales
(800 pg L* de Hg?* y CH3Hg*) en presencia de 50 mg de yerba mate. Extraccion realizada con Triton X-
114 (0,5 %); solucién a pH 3y a 50 °C. Medidas realizadas por GC-CV-AFS destilacion y propilacion
(desviacion estandar para n = 3).

7.1.8. Cifras de mérito y aplicacién del método para la determinacion de
especies mercuriales

La sensibilidad de las curvas analiticas preparadas solo con soluciones estandar de Hg?*,
y las preparadas con solucién estandar mas la adicion de 50 mg de matriz de YM 16 se
muestra en la Figura 42. La matriz de yerba mate impone interferencias incluso después
de la extraccidén y destilacion, como puede evaluarse por la disminucion del 7,6 % en la
sensibilidad de la curva para Hg?* y del 15,3 % para CHsHg* (Figura 42 Ay B
respectivamente). Por lo tanto, para mejorar la precision de las determinaciones por
matriz se decidié utilizar los estandares de Hg** y CHsHg* mezclados con 50 mg YM 16
(muestra sin cantidades detectables de especies mercuriales), para lograr una calibracion
en matriz (SAM) dentro del rango absoluto de 30 a 800 pg (0,75 ng L™t a 20 ng L. Estos
estandares también fueron sometidos a tratamientos ultrasonicos y destilacion, y las
ecuaciones de las curvas analiticas para Hg?* y CHsHg* fueron: y = (2,3x10° + 7,6x10%
x-(325+43) con coeficiente de correlacion (R?) de 0,9997 para Hg?*; y = (1,4x10° +
5,2x10%) x-(443+68) con R? de 0,9998 para CHsHg*. Donde “y” corresponde al area de
la sefial de medida en unidades arbitrarias, y “x” a la concentracion del analito de interés

en L pg™.
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El limite de deteccién (LOD) y los limites de cuantificacion (LOQ) se basaron en el
criterio de sefial/ruido (30/S y 10 o/S, medido como Hg® por 3 veces y 10 veces la
desviacion estandar de la linea base promedio (n=10). Los valores LOD fueron 9 pg (0,2
ng L) para Hg?" y 12 pg (0,3 ng L) para CHsHg*, mientras que LOQ para Hg*" y
CHsHg* fueron, respectivamente, 20 pg (0,5 ng L) para Hg?*y 23 pg (0,6 ng L ™).

Ante la presencia de interferencias, se evalud la recuperacion del método analizando el
material de referencia SRM 1515 (mercurio total certificado de 0,0432 + 0,0023 mg kg
1), El valor obtenido experimentalmente con el sistema GC-CV—AFS fue de 0,0396 +
0,0063 mg Lt (91,6 % de recuperacion con solo mercurio inorganico, como Hg?*
detectado), luego de que los SRM fueron sometidos al proceso de extraccion y destilacion.
Los resultados se sometieron a pruebas estadisticas mediante una prueba t de Student de
dos colas (a = 0,05 y n1 = n2 = 3), que puede considerarse satisfactoria, tomando en
cuenta el gran factor de dilucién aplicado a la muestra para realizar el analisis con el GC-
CV-AFS.
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Figura 42. A) Curvas analiticas (de 30 a 800 pg L™1): a) usando solucién estandar de Hg?*y b) usando
solucién estandar de Hg?* en presencia de 50 mg de yerba mate YM 02. B) Curvas analiticas: a) utilizando
solucidn estandar de CHsHg" y b) utilizando solucién estandar de CHsHg” en presencia de 50 mg de yerba
mate YM 02. C) Perfiles cromatografico tipicos de GC-CV-AFS de especies de mercurio: a) HgP residual
b) CHsHg"; c) Hg®*.
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El método propuesto se aplico a las muestras identificadas como: YM17, YM18, YM12,
y YM22. Los anélisis se realizaron usando condiciones optimizadas para minimizar la
formacion de artefactos y maximizar la precision del analito (usando estandares medidos
junto con matriz, esto es, con 50 mg de la yerba mate YM16). Para los estudios de
cuantificacion se utilizaron 50 mg de las muestras antes mencionadas (n=3),
sometiéndolas al proceso de extraccion y destilacion ultrasénica. Los resultados
(corregidos por el factor de dilucion) se resumen en la Tabla 22, e indican la presencia
de Hg?* en cantidades que van desde 0,67 ng g™ (34 pg en valor absoluto) para la muestra
YM 06, a 0,96 g ng* (48 pg en valor absoluto) para la muestra YM17. Ademas, la muestra
YM22 presenté trazas de mercurio organico (como CHsHg*) en 0,07 ng g (3,5 pg en
valor absoluto). Estos resultados obtenidos por GC-CV-AFS, se compararon con los
resultados obtenidos de la cuantificacion de mercurio total en las muestras: YM17,
YM18, YM12, y YM22 después de disolucion en &cido, y utilizando CV-AAS. Los
valores se presentan en Tabla 22, donde se muestra que los resultados obtenidos por los
dos métodos son estadisticamente similares. En el caso de la muestra YM22 el valor
utilizado en la comparacion fue la suma de los resultados obtenidos por GC-CV-AFS para
Hg?* y CHsHg".

Hg?* (ng g™)*® CHsHg* (ng g™)?
Mercurio Total**

NeYM (valor absoluto en (valor absoluto tealculado™™

Pg) en pg) (ng g™

17 0,96 + 0,02 - 0,91 + 0,08 0,982
(48) (46)

18 0,74 + 0,03 - 0,72 40,07 0,743
@37) (36)

12 0,67 £0,03 - 0,63 + 0,07 0,674
(34) (32)

22 0,82 + 0,01 0,07 + 0,02 0,85+ 0,05 0,877
(41) (3.5) (43)

*Muestra después del proceso de digestion acida
*t-critico (Student-t-test; a=0.05 (d.f. =n1 + n; — 2 =4) = 2,77)
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Tabla 22. Concentraciones originales de Hg?* y CH3sHg* encontradas en muestras de yerba mate usando
el método propuesto basado en GC-CV-AFS? y comparacion de la determinacion de mercurio total
encontrado en muestras de yerba mate usando CV-AASP.

Estas mismas muestras de yerba mate también fueron fortificadas con Hg?* en tres niveles
de concentracién (Tabla 23). El porcentaje de recuperacion de la fortificacion del analito
(descontando las concentraciones originales informadas en la Tabla 22), estuvo cerca del
100 %. Las concentraciones totales recuperadas, en los diferentes niveles de fortificacion,
permitieron estimar las concentraciones originales de Hg?* en las muestras: YM17,
YM18, YM12 y YM22; asi como de Hg?* y CHsHg* en la muestra YM22. Los resultados
fueron cercanos a los previamente determinados y presentados en la Tabla 22 (segun la

prueba t de Student de dos colas con limite de confianza del 95 %).

N°YM Nivel de Total Hg? Recuperacion Rango original
fortificacion de hallado (ug L)  original de Hg?* de Hg?*
Hg?* en la
fortificacion (gl™)
(hg L)
(hg L)
3,00 3,97 + 004 0,97 + 0,04
17 9,00 9,98 + 0,06 0,98 + 006 0,97 + 0,04
12,00 12,96 + 0,07 0,96 + 0,07
3,00 3,74+ 0,03 0,74 + 0,03
18 9,00 9,75 + 0,05 0,75 + 0,05 0,74 + 0,03
12,00 12,74 + 0,05 0,74 + 0,07
3,00 3,65 + 0,06 0,65 + 0,06
12 9,00 9,64 + 0,07 0,64 + 0,07 0,64 + 0,07
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12,00 12,65 + 0,08 0,65 + 0,08
22 3,00 3,83+ 0,07 0,83 + 0,08
9,00 9,84 + 0,05 0,84 + 0,05 0,83+ 0,05
12,00 12,83 + 0,07 0,83 + 0,07
N°YM Niveles de Total Recuperacion Promedio de
fortificacion de CHsHg*hallado original de CHsHg* enla
CHsHg* (ug kg (ug kg™ CHsHg*en la fortificacion (ug
fortificacion kg™
(Mg kg™
22 0,50 0,49 + 0,05 0,07 £ 0,03
1,00 1,07 £ 0,04 0,07 £ 0,03 0,07 + 0,02
2,00 2,07 + 0,06 0,07 + 0,02

Tabla 23. Estudio de recuperacion utilizando muestras de yerba mate fortificadas con analitos con
estimacion del contenido original.

7.1.9. Andlisis elemental en hojas e infusion de yerba mate

La composicion elemental general de las diez muestras comerciales de yerba mate se
evalué a través de ICP-MS e ICP-OES. Elementos como Mg, P, K, Ca, Mn, Fe, Co, Cu,
Zn, Fe, Sr, V, Pb y Cd se determinaron en las hojas de yerba mate (Tabla 24) y también
en la infusion (Tabla 25). En general, los contenidos de los elementos estuvieron de
acuerdo con lo reportado para yerba mate por otros autores (véase Anexo V'y VI) [90,92—
95,183,193,325-345].

Como era de esperar, K, Ca 'y Mg fueron los elementos mas abundantes en las muestras
secas, variando de 11,2 a 16,0 mg g* para K, de 7,14 a 8,79 mg g* para Ca, y de 4,71 a
6,01 mg g* para Mg. En la infusion los valores variaron de 5,46 a 9,18 mg g™ para K,

0,19 a 0,68 mg g*para Ca, y 1,39 a 2,74 mg g* para Mg (los valores son expresados en
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base seca a partir de la masa utilizada para la infusion). Para obtener el porcentaje de los
elementos extraidos en la infusion (lixiviados durante la preparacion de la infusion
caliente), se tomd como referencia el valor encontrado después de la digestion acida de
la muestra, aplicandose la siguiente ecuacion: (valor encontrado en infusion/valor
encontrado después de la disolucion acida) x 100%. Se encontrd lixiviacion relativamente
alta para K (desde 42 % a 79 %) y para Mg (desde 28 % a 50 %). La muy alta solubilidad
del K se explica por el hecho de que esta presente en las plantas en formas facilmente
soluble. Ademas, se sabe que el K es mas abundante en las estructuras que se encuentran
fuera de las células vegetales [344]. Por el contrario, Matsuura et al [346] sugieren que la
mayor parte del Ca se acumula dentro de las células y apenas se extrae durante la
elaboracion (ej. proceso de fabricacion de cerveza), lo que respalda los datos obtenidos
para el Ca, con un porcentaje de lixiviado en la infusion por debajo del 9 %. Los valores
aqui reportados sobre los contenidos de Ca y K, fueron inferiores a los valores reportados
en otro estudio sobre muestras de yerba mate de igual procedencia (Brasil y Uruguay)
[93].

Otros elementos como P y Mn se encuentran en muy baja concentracion, variando de 1,04
a1,65mg g’ parael P,yde0,77 a 1,25 mg g* para Mn en hojas de yerba mate. En el
caso de la infusion se encontraron valores que varian de 0,26 a 0,64 mg g™ parael P y de
0,23 a 0,79 mg g* para Mn. El contenido lixiviado de estos elementos esta entre el 19 y
el 51 %. Esta variabilidad se puede atribuir, por ejemplo, a factores como el proceso de
fabricacion, la calidad del suelo y las condiciones de almacenamiento. De hecho, como
se ha comprobado en investigaciones previas [235], el proceso de molienda y el tamafio
de particula también son factores importantes. Las muestras, YM12 y YMOL1 son las que
presentan los niveles mas bajos de todos los elementos determinados, y corresponden a

procesos de elaboracion de yerba verde y tostada respectivamente.
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Digestién &cida en hojas (mg g™)

Elemento YM 15 YM 16 YM 17 YM 18 YM 19 YM 12 YM 20 YM 21 YM 22 MO01
K?2 1156+0,18 14,01+0,11 12,78+0,22 13,33+0,34 1503+046 112+0,39 1395+0,29 14,06+0,39 12,74+0,15 16,0%£0,35
Ca? 7,19+0,18 7,32+0,13 7,46 £ 0,63 7,17 +£0,51 7,42 +0,19 7,53 +£ 0,46 8,79+0,18 7,62 +£0,15 7,14+ 0,21 7,26 £0,25
Mg ? 516+0,09 485+0,10 560+0,16 542+007 546+020 532+0,28 6,01+0,09 554+013 540+007 4,71+0,12

pa 1,19+ 0,3 1,46 £ 0,09 1,04 + 0,02 1,10+ 0,04 1,38 + 0,03 1,35+ 0,05 1,65 + 0,07 1,10+ 0,01 1,05+ 0,02 1,23+£0,05
Mn b 1,04+ 0,11 1,13+ 0,03 1,22 + 0,05 1,22 + 0,05 1,09 + 0,08 0,77 £ 0,02 1,23+ 0,03 0,98 £ 0,03 1,25 + 0,07 0,97 £ 0,02
Digestién acida en hojas (mg kg™)

Elemento YM 15 YM 16 YM 17 YM 18 YM 19 YM 12 YM 20 YM 21 YM 22 MO01
Fe? 164 £ 12 197 £58 99.7+15.2 123+£3.0 144 +£8.0 62.0+3.7 215+ 44 129 + 44 134+£4.0 73.1+£6.3
Ba? 60.4+0.7 56.2+4.7 58.2+4.2 61.3+2.6 65.3+1.9 725+12.8 743+6.9 61.8+54 56.9+ 3.0 62.4+ 3.8
Zn® 59.1+6.4 77.64 +1.69 50.4+9.6 58.2+7.8 78.1+£6.5 72.0£57 90.5+3.9 50.7+£2.7 65.3+6.1 46.9+3.6
Sr? 332+13 31.1+04 39.8+27 43.4+21 33.1+£0.6 26721 344+12 45.0+0.9 31.1+£0.7 30.7+£1.1
Cu® 104+£0.7 101+£0.2 109+ 05 10.8+0.2 109+04 8.75+0.34 9.70£0.39 10.7+£0.3 10.3+£0.7 8.89+0.48
Ni® 2.99+£0.30 2.70£0.08 3.40+£0.29 3.86£0.11 3.71£0.09 2.38 £0.09 3.20+£0.11 3.04+£0.18 3.28+0.23 1.39+0.11
A 0.314+0.019 0.504 +0.032 0.178+0.012 0.257 +0.010 0.291+0.026 0.177 +£0.001 0.491+0.004 0.227 +0.006 0.305+ 0.013 0.113 +0.005
Pb® 0.234 £ 0.041 0.183+0.013 0.279+0.014 0.317 +0.023 0.209 £0.020 0.209 +0.037 0.157 £0.017 0.457+£0.02 0.206 £ 0.055 0.275+0.027
Co® 0.192 £ 0.005 0.279+0.035 0.106 £0.013 0.151+0.012 0.392+£0.016 0.270+0.015 0.374+0.037 0.101 +0.006 0.251+0.012 0.162 +0.018

Tabla 24. Concentracion media + SD de los elementos cuantificables en hojas de 10 muestras de yerba mate (n = 3) analizadas. Referencias: Na < LOD.
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Infusiones de Yerba Mate (mg g™)

Elemento YM 15 YM 16 YM 17 YM 18 YM 19 YM 12 YM 20 YM 21 YM 22 MO01
K?2 9.18 £ 2.06 9.06 £ 0.54 5.55+0.30 9.17 £ 1.47 6.91+0.96 6.43 £ 0.60 8.47+1.01 8.48+1.41 5.46 £ 0.49 6.67 £ 0.81
Mg 2 2.55+0.46 2.06 £0.03 1.74+0.04 2.74+£0.42 1.65+0.31 1.71+0.06 245+ 0.19 2.30+£0.36 1.51+0.07 1.39+0.16
Mn P 0.59 +0.02 0.72+0.03 0.76 + 0.05 0.79+0.05 0.57 +0.03 0.23+0.02 0.61+0.04 0.57 +0.02 0.68 + 0.02 0.46 + 0.05
pa 0.60 £ 0.13 0.54 + 0.004 0.26 £0.02 0.45+0.08 0.39+0.06 0.49+0.05 0.64 £0.05 0.38 £0.07 0.26 £0.01 0.37+£0.05
Ca? 0.50 + 0.08 0.43+£0.03 0.37£0.02 0.68 £0.12 0.26 £ 0.03 0.21+0.01 0.48 £0.04 0.37 £0.06 0.31+0.001 0.19+0.02

Infusiones de Yerba Mate (mg kg™)

Elemento YM 15 YM 16 YM 17 YM 18 YM 19 YM 12 YM 20 YM 21 YM 22 MO01
Zn® 25.7+£0.2 31.8+5.6 21.5+£0.7 26.1+£27 28917 8.06 £ 0.26 322+26 22727 271.1+£27 223+16
Cu® 7.01+0.28 6.72£0.79 6.92 £ 0.23 8.21 £ 0.66 6.25+ 0.60 0.27 £0.024 4.35+0.13 7.12+£0.05 6.71 £ 0.50 5.56 £ 0.25
Ni® 359+0.71 2.89+0.38 3.37+0.14 3.77+£0.35 3.34+£0.24 1.06 +0.18 294 +0.19 3.01+£0.05 3.04 £0.15 1.11 +0.07
Fe? 453+0.40 3.16£0.10 2.14+0.09 1.96 + 0.46 249+0.28 1.44 +0.27 3.45+0.25 2.92 £ 0.37 1.73+0.26 2.59+0.25
Ba? 2.86 = 0.56 154+0.11 253+0.12 4.03+0.44 3.00+£0.55 3.87£0.37 2.80+£0.24 1.48 +0.26 2.36 £ 0.07 244 +0.34
Sra 250+ 0.40 1.97 £0.06 2.20+£0.06 3.81+£0.68 151+0.16 1.33+£0.15 2.33+£0.22 244 £0.39 1.46 +0.03 1.04+0.10
Cob® 0.134+0.01 0.193+0.017 0.098+0.005 0.130+0.009 0.276+0.018 0.088+0.016 0.225+0.010 0.079+0.006 0.177+0.009 0.116 +0.008

Tabla 25. Concentracién media + SD de los elementos cuantificables en infusidén acuosa de 10 muestras de yerba mate (n = 3) analizadas. Referencias para ambas tablas: 2 analizado por ICP-

OES, P ICP-MS. En infusion: Ph, Cdy V se encontraron < LOD.
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Considerando los elementos de menor presencia en las muestras (Co, Cu, Fe, Ni, Sr, Zn
y V), la mayor concentracién se encontr6 para Zn, Cu y Fe, alineado con lo reportado por
estudios previos [347,348]. En el caso de la infusion, los valores variaron de 8,0 a 32 mg
kg (Zn), de 0,27 a 8,2 mg kg (Cu) y de 1,4 a 4,5 mg kg™* (Fe). Tanto el Co como el Ni
fueron lixiviados a la infusion en porcentajes que variaron de 33 a cerca del 100 %,
excepto para la muestra YM12, no se detectd vanadio en las infusiones.

En el caso de elementos tdxicos, no se encontrd arsénico por encima de los limites de
deteccion. La concentracion de plomo en hojas vario entre 0,18-0,45 mg kg™ demostrando
que las muestras no superan los limites maximos de contaminantes en alimentos. Sin
embargo, no se encontr6 plomo en las infusiones. La investigacion realizada por Baran et
al [349] en muestras de yerba mate de Paraguay y Argentina; y Pozebon et al [93] en
muestras de yerba mate de Brasil y Uruguay, mostré composiciones elementales similares
para hojas secas e infusiones. De acuerdo con estos trabajo, los elementos se ordenaron
en el siguiente orden descendente: K>Ca>Mg>P>Mn>Fe>Zn>Sr>Cu>Ni>V
>Pb>Co>Cd (enhojas) y K>Mg>P>Mn>Ca>Zn>Cu>Fe>Ni>Sr>Co(en

infusiones).

Aunque es dificil comparar los datos de lixiviacion de elementos obtenidos por otros
autores bajo diferentes condiciones y técnicas, los valores obtenidos indican la
disponibilidad de estos elementos en diferentes marcas comerciales de yerba mate.
Revelando asi el nivel de estos elementos en la infusion (véase Anexo VII), lo cual es
una informacién importante para el consumidor habitual, dado que varios de los
elementos cuantificados participan en numerosos procesos metabolicos. Especialmente
aquellos relacionados con el metabolismo de proteinas, carbohidratos, grasas y juegan un

papel importante en la bioquimica del cuerpo humano.
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7.1.10. Conclusiones parciales

En el presente estudio se determind el contenido de mercurio total y de las especies
mercuriales junto a metales y metaloides que contienen diez muestras de yerba mate
comerciales. El analisis realizado en la investigacion arrojo que ninguna de las muestras
de yerba mate superd los limites establecidos en la norma para la presencia de estos
compuestos. La concentracion media de Hg considerando todas las muestras fue de 0,797
ug kg. Se reveld que la investigacion publicada sobre la especiacion de mercurio en
muestras de yerba mate es escasa. Ademas, los resultados de las investigaciones en esta
area son bastante diversos, ya que generalmente la yerba mate es reportada junto con el
té negro y verde en las investigaciones sobre la composicion elemental. En esos estudios
el contenido reportado de Hg se encuentra en el rango de 2,5 a 15,8 pug/100 g,
significativamente mayor que en nuestras determinaciones (0,67 a 0,92 pg Hg/100 g). Por
primera vez, las condiciones de extraccion y destilacion se optimizaron para una matriz
compleja, rica en compuestos bioactivos y materia organica. Los resultados indican que
el potencial de acumulacion de Hg en la yerba mate, y la exposicion de los seres humanos
por el consumo de la misma es extremadamente baja. Ademas, se desarroll6 y aplicd ICP-
OES e ICP-MS para la determinacion en yerba mate de elementos toxicos y no toxicos.
Mg, K, Ca y P, resultaros ser los elementos (no estructurales) con mayor concentracion
en las muestras. Los valores hallados sobre la presencia de Pb, se encuentran por debajo
de los limites fijados por la normativa internacional en hojas; y el Pb no se detect6 en la
infusion. Por lo tanto, ésta investigacion permite afirmar que es muy probable que la yerba
mate utilizada en forma de infusiones calientes, presente bajas concentraciones de metales
pesados. Sin embargo, debido a la creciente contaminacién ambiental con estos metales,
el contenido de mercurio y de otros metales pesados en los alimentos de origen vegetal,

debe ser monitoreado para garantizar la seguridad del consumidor.
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Capitulo 8: Actividad bioldgica de la yerba mate (llex paraguariensis)

El objetivo del presente capitulo seré evaluar mediante el empleo de dos lineas celulares,
carcinoma hepatico y de colon humano (HepG2 y HT-29), el efecto citotdxico y anti-
inflamatorio de los extractos acuosos de yerba mate. También se evaluara el efecto de dos

de los principales componentes en forma aislada.

Seccion 8.1: Estudios in vitro de los extractos vegetales

En la practica sanitaria, el 80 % de la poblacién mundial utiliza la medicina herbaria para
tratar enfermedades [350]. Diferentes estudios han demostrado que los fitoquimicos
provenientes de plantas [351] incorporadas a la dieta, activan mecanismos de accion para
la prevencion del cancer [352,353]. Estos mecanismos son complejos, y algunos no se
comprenden cabalmente ain hoy en dia. En una aproximacion simplista, se puede afirmar
que el cuerpo humano tiene un sistema de enzimas y defensas antioxidantes, que
contrarrestan los efectos nocivos de los radicales libres, reduciendo asi el estrés oxidativo
y otros fendmenos que han sido sefialados como precursores del cancer. En la actualidad
se utilizan varias técnicas in vitro para investigar el poder antioxidante de extractos y
compuestos antioxidante, tales como DPPH, FRAP, TEAC, ORAC, etc. Estos métodos
de medicidn de actividad antioxidante, tienen su lugar como métodos preliminares para
comparar los potenciales de oxidacion/reduccion; pero su capacidad para predecir la
actividad in vivo es cuestionada, y de hecho, se suscita la dificultad para comparar los
resultados de un método con otro [354]. Debido a la complejidad de la biologia humana,
lo ideal seria el uso de modelos animales o estudios en humanos propiamente dicho. Sin
embargo estos tipos de ensayos son costosos, requieren aprobacion ética, consentimiento
de los involucrados (en humanos), y consumen un tiempo prolongado. Una alternativa
mas accesible es el uso de lineas celulares. Las mismas permiten trabajar de forma simple,
rapida, reproducible, y permite crio-preservar por periodos prolongados los
experimentos; obteniendo valiosa informacién sobre absorcién, distribucion y
metabolismo de la muestra de interés [355]. Tal es el caso de Wolfe et al, los cuales

reportaron el desarrollo de un ensayo para determinar la actividad antioxidante celular en
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relacion con las células de carcinoma hepatico humano HepG2. Este tipo de ensayo sirve
para la deteccion de la accion antioxidante considerando la captacion celular, la
distribucion y la eficacia, contra los radicales peroxidos en condiciones fisiologicas [355].
En este contexto, la medicion de la actividad antioxidante de los extractos de yerba mate
expuestos a cultivos celulares podria considerarse un enfoque alternativo, ya que
proporcionara informacion relevante del potencial de esta especie vegetal en la

prevencion del cancer.

Estudios llevados a cabo, han demostrado la accion anti-proliferativa de la yerba mate
[356,357]. Otros estudios confirman la actividad antinflamatoria, determinado por la
presencia de compuestos fendlicos, especialmente rutina y acidos fenolicos. Un extracto
rico en polifenoles de yerba mate demostro ser anticancerigeno, actuando como inhibidor
del crecimiento del adenocarcinoma de colon rectal humano (HT-29 y CaCo-2). Los
efectos anteriormente mencionados son reconocidos por multiples reportes, por lo tanto,
la inclusion de la yerba mate en la ingesta dietética tiene un beneficio justificado
[358,359].

Se ha reportado que la administracion oral de extracto de yerba mate en una dosis de 1,6
g/kg/dia, inhibio la angiogénesis y el crecimiento del cancer en ratones con céancer de
colon rectal o cancer de mama, sin afectar otros pardmetros biologicos. EXxisten
adicionalmente otros estudios que demuestran que el extracto de yerba mate inhibe la
proliferacion de células cancerosas, posiblemente actuando sobre el mecanismo de

inducciédn de la apoptosis [360,361].

El interés por estudiar el efecto de la yerba mate y sus componentes bioactivos sobre las
este tipo de lineas celulares, se debe a que si bien, existen estudios que usan la yerba mate,
0 sus extractos, no se ha profundizado en el vinculo que la composicién de los mismos
tiene sobre los potenciales efectos anticarcinogénicos. En este sentido, la medicion de la
capacidad antioxidante y de la accion anti-inflamatoria de los extractos de yerba mate, los
cuales han sido caracterizados en su composicion, podria proporcionar una valiosa

informacidn sobre su accidn protectora y mecanismo de accion.
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8.1.1. Materiales y métodos
8.1.1.1. Equipos

El analisis cromatogréafico se realizo en un UPLC (Nexera, Shimadzu, Japon) equipado
con detector DAD (SPD-M30A), horno de columna (CTO-20A) y e inyector (SIL-30A).
Los cromatogramas se adquirieron utilizando el software LabSolutions (version 5.52 SP2,
Shimadzu, Japdn). Las extracciones acuosas se realizaron utilizando una maquina expreso
domeéstica comercial (Phillips Espresso Duo HD5661, Paises Bajos) trabajando a 15 bares
nominales. Para los ensayos de citotoxicidad y anti-inflamatorios (llevados a cabo en la
Unidad de Biologia Celular del Instituto Pasteur de Montevideo) se utilizé un citdmetro
de Flujo BD Accuri™ C6 (BD Biosciences) y el software BD Accuri C6 (Ann Arbor, Ml,
USA). Lector de Placas Multiskan™ FC Microplate Readers (Thermo Scientific), y
software GraphPad Prism 5. 9 (San Diego, CA, USA). Liofilizador CHRIST-GAMMA
1-16 LSC (Alemania).

8.1.1.2. Reactivos

Suero fetal bovino (SFB), medios de cultivo RPMI 1640 y DMEM de Gluta MAX™, y
Tripsina-EDTA fueron obtenidos de Gibco Life Technologies (Grand Island, NY, USA).
Dimetilsulfoxido (DMSO) y bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5,-difenil tetrazolio
(MTT) fueron obtenidos de Fisher Scientific (Pittsburgh, PA). Cafeina fue obtenida de
Carlo Erba (Barcelona, Espafia) con una pureza del 99,8 %, y &cido clorogénico obtenido
de Cayman (Ann Arbor, Michigan, USA) con una pureza de 95 %. Linea tumoral de
cancer de higado HepG2 (ATCC HB 8665™) y de cancer de colon HT-29 (ATCC HTB-
38™) fueron obtenidas de American Type Culture Collection (ATTC, Rockville, MD,
USA). El acetonitrilo y el metanol de grado HPLC se adquirieron de J.T. Bakers
(Mexico), y se adquirio acido formico con una pureza de 98-100 % de Merck (Alemania).
Las infusiones acuosas y la fase maovil se prepararon con agua ultra pura (18,2 M Qcm)

obtenida de un sistema de agua ultra pura (Arium Mini, Sartorius, Alemania).
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8.1.1.3. Muestras

Se utilizaron tres productos diferentes: yerba mate estacionada (Y M 18), yerba mate verde
(YM 01) y yerba mate tostada (YM12).

8.1.1.4. Método de extraccion acuosa

El extracto de cada muestra se obtuvo por infusion acuosa en una maquina de café expreso
doméstica. Para cada infusion 5 g de muestra de yerba mate fue extraida dos veces con
100 mL de agua ultra pura a 15 bares nominales de presion. Todas las muestras fueron

transferidas a un matraz de 250 mL, el cual fue enrasado con agua ultra pura.

8.1.1.5. Liofilizacién

Se procedio a la liofilizacion de las tres infusiones de las muestras de yerba mate. La
misma fue llevada a cabo durante 24 h. El rendimiento de cada infusion fue el siguiente:
YM18=14419, YM01=1,6879,y YM 12 =0,598 g. Con estos valores es posible
establecer las concentraciones de solidos disueltos para cada una de las infusiones: 5,76
mg mL para YM 18; 6,76 mg mL* para la YM 01y 2,4 mg mL™ para la yerba YM 12.

8.1.1.6. Cultivo de células

Las lineas celulares fueron cultivadas a 37 °C con humedad controlada y con 5 % de CO..
Se empled el medio RPMI 1640 GlutaMAX™ suplementado con 10 % de SFB para la
linea celular HT-29 NF-xB hGFP, y DMEM GlutaMAX™ suplementado con 10 % de
SFB para HepG2 [362]. Estos cultivos celulares crecen en adherencia, y para su
mantenimiento se utilizaron botellas de tipo T de 25, 75 y 150 cm?; se realizaron pasajes
de las mismas cuando alcanzaban un 80 % de confluencia utilizando tripsina-EDTA para
su disgregacion. Las células utilizadas en este estudio fueron trabajadas hasta el sub-

cultivo (pasaje) n° 12.
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8.1.2. Efecto de viabilidad y/o proliferacion celular: ensayo de citotoxicidad
por MTT

Con el fin de evaluar la citotoxicidad de los extractos acuosos de las tres yerbas mate y
de los compuestos puros (cafeina y acido clorogénico), se utilizo el método de sales de
tetrazolio MTT, de acuerdo al protocolo reportado por Ramirez Mares et al [363]. Estas
sales son reducidas por las células viables en presencia de un intermediario aceptor de
electrones generando sales de formazan coloreadas. De esta forma, se puede medir
indirectamente la actividad metabdlica celular a través de la absorbancia a 570 nm. Las
células HepG2 fueron sembradas en placa de 96 pocillos (5 x 10* células por pozo) y
cultivadas durante 24 h a 37 °C. Posteriormente se agregaron distintas concentraciones
de extracto acuosos (diluciones seriadas de 1:4 hasta 1:256) en un volumen de 200 pL y
se incubaron por 24 h. Luego se retir6é el medio y se agregd el reactivo MTT diluido en
medio de cultivo a 0,5 pg mL™. Luego de una incubacion de 3 h se retiré el medio de
cultivo y las sales fueron re suspendidas en una mezcla de DMSO: alcohol isopropilico
(50:50 v/v). Se midid la absorbancia a 570 nm. Para normalizar los valores de absorbancia
a porcentaje de viabilidad, se trataron 3 pocillos con medio de cultivo completo (100 %
viabilidad) y otros 3 pocillos con triton al 2 % (0 % de viabilidad). En el caso de los
compuestos puros se testearon las siguientes concentraciones: para cafeina en un rango
de 0,01 a 22,6 mM, y para acido clorogenico de 0,002 a 1,0 mM. Los datos se ajustaron
a la ecuacion de Hill y se calculé la IC50. Se realizaron un minimo de tres repeticiones

para cada muestra para determinar la citotoxicidad.

8.1.3. Efecto anti-carcinogénico: analisis de activacion de la via del factor
NF-k B

Para el andlisis de la activacion del factor NF-«B se utilizo la linea reportera HT-29 NF-
«B hGFP. Se sembraron 4 x 10* células por pozo en placas de 96 pocillos. Luego de 24 h
se adicionaron las diferentes concentraciones de las infusiones (partiendo de las
infusiones congeladas y realizando diluciones de 1/16 y luego 1/8). Estas placas se
incubaron durante 24 h a 37 °C en atmosfera controlada con 5 % de COg2, previo al
agregado del estimulo pro-inflamatorio TNF-a. Como control se utilizaron pozos de

control en cada placa sin el estimulo inflamatorio. Luego se tripsinizaron y se re
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suspendieron en medio de cultivo para su andlisis por citometria de flujo.
Simultaneamente a la determinacion del porcentaje de células GFP positivas (proteina
verde fluorescente), se utilizé la marcacion con ioduro de propidio (IP) para determinar
la viabilidad celular. Por este motivo, se incluyeron controles de simple tincién de IP y
GFP para la compensacion de las sefiales. En todos los casos, se excitaron las muestras
con un l&ser a 488 nm y se detectaron las sefiales de GFP a 533/30 nm y de IP a 585/40

nm. Se us6 un minimo de tres repeticiones para cada muestra para determinar el analisis.
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8.1.4. Resultados y discusion

8.1.4.1. Efecto de los extractos de yerbas mate y compuestos puros
sobre la linea celular HepG2

El potencial citotdxico de las muestras del extracto acuoso de yerba mate fresca, se probd
en la linea de cultivo celular de hepatocarcinoma humano HepG2. En la Figura 43 se
presentan las curvas de citotoxicidad para cada tipo de yerba. Como se observa, para las
YM 01y YM 18 se evidencid un efecto citotoxico reduciendo el porcentaje de viabilidad

por debajo del 50. Sin embargo, la YM 12 no gener6 efecto alguno.

- YMO1
& YM18
A YM12

100 A

50

% Viabilidad

0 T T T 1
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5
Log Concentracién (mg/mL)

Figura 43. Ensayos independientes de citotoxicidad de extractos frescos de yerba mate.

Con el objetivo de determinar cual era el mejor método de conservacion de los extractos
acuosos de las yerbas mate, a efectos de ser usados en periodos prolongados en los
diferentes ensayos, se evalud la estrategia de congelacion de la muestra. En la Figura 44
se comparan las curvas de toxicidad de los extractos frescos y conservados congelados
por una semana. Para ello se trabajaron con diluciones seriadas 1:4 del extracto acuoso
de cada yerba mate. Para YM 18 se testearon desde 1,4 a 0,02 mg mL™2, en el caso de la
YM 01 fue de 1,7 2 0,03 mg mL™, y para la YM 12 de 2,4 a 0,04 mg mL* (en base al
rendimiento obtenido del liofilizado). El efecto indica que las yerbas mate YM 01y YM
18 independientemente del proceso que sufran (congelado o sin congelar), generan
muerte celular en la linea tratada. En cambio la yerba mate YM 12 de acuerdo a los
estudios llevados a cabo por Panzl et al [235], refleja un efecto casi nulo.
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Figura 44. Ensayo comparando extractos congelados de 24 h y extractos recién preparados.

Los resultados expresados en IC50, revelaron que se requiere 1,4 + 0,3 mg mL™? para el
caso de la YM 01; 1,5 + 0,2 mg mL™ para la YM 18; y no fue posible alcanzar un valor
para el caso de la YM 12. Estos estudios revelan que la detencion del crecimiento de
células HepG2 fue visualizado, para dos de los extractos estudiados, después de un
tratamiento de 24 h de duracion, indicando un efecto citotoxico dependiente de la dosis
en la linea celular. Por lo tanto es posible afirmar que los extractos de las muestras YM

01y YM 18 demostraron una fuerte actividad anti-proliferativa contra la linea estudiada.

Otros estudios avalan nuestros resultados, como es el caso de Boaventura et al [364],
quienes reportaron una inhibicion de la proliferacion de células de cancer de higado
humano HepG2 en presencia de extracto de yerba mate no digerido. Estos investigadores
informaron un valor de EC50 de 5,2 mg mL™ (ensayo medido por azul de metileno). La
citotoxicidad y las actividades anti-proliferativas del extracto de yerba mate sin digestion
han sido reportadas previamente para otras lineas y se encuentran en concordancia con
nuestros datos, como es el caso de Ramirez-Mares et al [363]. El extracto de yerba mate
expresé una citotoxicidad dominante con valores de 1C50 de 12,1 pg mL™ equivalentes a
catequinas (aunque su concentracion fue casi 10 veces mas en comparacion con los
resultados obtenidos en el presente estudio). Por otra parte, Saleh et al, luego de 24 h de
tratamiento con 4,8 mg mL™ de extracto acuoso de yerba mate, la viabilidad celular
disminuyd (2 a 19 %) significativamente en comparacién con las células de control de las
tres lineas celulares testeadas, Caco-2, HT-29 y HCT116, aunque la cuarta linea no
tumoral (NCM460) no fue prominente (ensayo medido por azul de tripano) [365]. Al

igual que Amigo-Benavent et al, quienes estudiaron los efectos de los compuestos
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fendlicos libres y metabolitos asociados con el extracto de yerba mate sobre la viabilidad
y proliferacion de diferentes lineas celulares de cancer humano. Concluyeron que el
extracto afecto la viabilidad y proliferacion de cuatro lineas celulares, incluso en la dosis
mas baja probada (10 pg mL™). Se destaca que el acido 5-cafeoilquinico como el 4cido

3,5-dicafeoilquinico, ambos fueron mas efectivos que los no esterificados [366].

Como ya se menciond, las multiples investigaciones sobre los efectos de los extractos de
yerba mate, se centran en su mayoria en la valoracion global del mismo, sin poder atribuir
efectos especificos a algin componente en particular. Esto es una limitacién inherente al
ensayo MTT, ya que posee el sesgo potencial de no poder atribuirle el efecto citotoxico a
algiin compuesto bioactivos en particular. Por esta razon se teste6 dos compuestos
representativos de la yerba mate, con el fin de establecer si los mismos eran los
responsables de generar la citotoxicidad observada. Para ello, se evallo la citotoxicidad
de dos compuestos puros (estandares analiticos) bajo las mismas condiciones que las
yerbas. Para dichos ensayos se utilizaron soluciones con concentraciones de cafeina y
acido clorogenico en el rango de 0,07 a 0,1 mM. Esto significa que se utilizaron para el
caso de cafeina desde 14 a 194 mg L y para el caso del 4cido clorogénico desde 25 a
354 mg L

® Cafeina
! l | i B Acido Clorogénico
[}

1004 i

501

% Viabilidad

0 T T 1
-1.5 -1.0 -0.5 0.0

Log Concentraciéon (mM)

Figura 45. Diferentes concentraciones de cafeina y acido clorogénico sobre HepG2 medidos a 570 nm.
Los datos se expresan como valores medios + SD (n= 3).

De acuerdo a la Figura 45, sorprende que los compuestos en las concentraciones
utilizadas no generen toxicidad alguna. Esto sugiere dos posibilidades: una de ellas es que
naturalmente se utilizaron concentraciones muy bajas, o bien que para dichos compuestos
la linea celular ensayada no sea susceptible. Tal es asi, que segun lo reportado por Oda et

al [367], la cafeina no posee efecto por si sola en la induccion de la apoptosis celular en
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la linea celular HepG2, aunque no se descarta un efecto sinérgico con algin otro

componente.

8.1.4.2. Efecto del estimulo anti-inflamatorio NF-kB

Las diferentes yerbas mate fueron evaluadas por su capacidad para inhibir la activacion
del nacleo via de sefalizacion del factor-kB (NF-kB), la cual es una via de sefializacién
de la respuesta inflamatoria. NF-kB controla la expresion de una amplia gama de
citoquinas y enzimas pro-inflamatorias, jugando un papel crucial en la inflamacion y en
la respuesta del sistema inmunolégico. Se sabe que varios productos naturales inhiben la
activacion de NF-kB, por lo tanto se puede plantear la hipdtesis de que los posibles
compuestos antiinflamatorios en las hierbas medicinales pueden funcionar a través de la
inhibicion de este camino [368]. En este sentido, como se refleja en la Figura 46, los
extractos de las YM 01 y YM 18 producen una disminucidn en la activacion del NF-kB.
Esta disminucidn es significativa para ambas concentraciones testeadas para el extracto
YM 01y tnicamente para la concentracion mayor de la YM 18. Sin embargo, para la YM
12 no hubo efecto alguno. Dichos resultados se encuentran en concordancia con el ensayo
MTT.

150
100+

501

NF-Kb activaciéon

%

Figura 46. Efecto de los extractos de Yerba 01, 18 y 12 en la activacion del NF-kB inducida por TNF-a en
HT-29- NF-xB-hrGFP. Se plaquearon las células y luego de 24 h se agregaron los extractos. Se afiadio el
estimulo TNF-a (1 ng/mL) luego de 24 h de pre-incubacion con el compuesto. Luego de ariadido el TNF-
a, se incubaron por 24 h y se analizoé la activacion del NF-kB (medido por el porcentaje de células GFP™)
por citometria de flujo. La viabilidad celular fue mayor a 90 % en todas las condiciones estudiadas. Los
datos fueron normalizados contra TNF-a, considerado como el 100 % y el basal como el 0 %. Los datos
se reportan como la media +/- el SD de tres experimentos independientes. Los asteriscos indican
diferencias significativas con respecto a condicion basal segin ANOVA.
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8.1.5. Conclusiones parciales

Se presentan los resultados in vitro de la valoracion de los extractos acuosos de tres tipos
de yerba mate (verde, tostada y estacionada), en su capacidad citotoxica (en células de
cancer de higado humano HepG2), y en su actividad anti-inflamatoria (en células de
cancer de colon HT-29), asi como de dos de sus compuestos bioactivos (cafeina y acido
clorogénico). Algunos extractos de yerba mate demostraron una marcada actividad toxica
contra las células propuestas, asi como un real efecto antinflamatorio. De todas formas,
son necesarios mas estudios para explicar los detalles del mecanismo. Se demostré que el
efecto de dos tipos de extracto de yerba mate ejerce efectos antitumorales, pero no asi dos
de sus principales compuestos aislados. Teniendo en cuenta la composicion quimica y el
contenido de compuestos fenolicos, era de esperarse una actividad menor en la yerba mate
tostada, pero aun asi la yerba mate puede ser una candidata prometedora como fuente de

alimentos saludables en la nutricion humana.
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Capitulo 9: Ingesta de yerba mate (llex paraguariensis)

El objetivo del presente capitulo sera relevar mediante LC-QTOF MS/MS, la presencia
de los metabolitos (&cido clorogénico y xantinas) derivados del consumo de tres tipos de

infusiones de yerba mate (estacionada, verde y tostada) en un sujeto de estudio.

Seccion 9.1: Multiples y potenciales beneficios de la yerba mate

El creciente consumo de yerba mate, promovido por la mayor disponibilidad en el
mercado global, resalta la importancia de poseer informacion confiable de los efectos que

provoca en la salud.

La yerba mate contiene una variedad de compuestos bioactivos que podrian actuar frente
al estrés oxidativo implicado en el desarrollo de varias enfermedades inflamatorias
[2,369,370]. La yerba mate protege contra la oxidacion de las grasas saturadas y por lo
tanto es (til frente a la obesidad [371,372]. De hecho, la suplementacion con yerba mate
decrece la grasa corporal y por lo tanto es un activo frente a la batalla de la obesidad sin
observarse efectos adversos significativos. Estas investigaciones revelan un rol vital en

las enfermedades inflamatorias [373].

Estudios llevados a cabo en individuos (normo-lipidicos, dislipémicos e
hipercolesterolémicos con terapia de estatinas a largo plazo) observaron que la infusion
de yerba mate promueve el mejoramiento de los parametros del perfil lipidico, reduce la
hipercolesterolemia en los pacientes y reduce el riesgo cardiovascular [374].

En los ultimos afios, se ha estudiado la relacion entre el consumo del extracto de yerba
mate y el ejercicio fisico (moderado e intenso), sugiriendo que la ingestion aumenta la
efectividad en la pérdida de peso y mejora la performance en atletas [375]. Mejora ademas
los efectos en la fuerza muscular y los marcadores del estrés oxidativo durante el ejercicio
intenso [376]. Se han estudiado los efectos de la ingesta de yerba mate sobre la salud y el

rendimiento deportivo, demostrando un efecto positivo tanto durante como en la

164

——
| —



Capitulo 9: Prueba de concepto

recuperacion después del ejercicio [377]. Incluso, existe una asociacion inversa entre el

consumo de yerba mate y el desarrollo de la enfermedad de Parkinson [378,379].

9.1.1. Efectos in vivo de los componentes bioactivos de la yerba mate

De los compuestos presentes en la yerba mate, las metilxantinas, son una de las
reconocidas como compuestos bioactivos. Son alcaloides de purina comunmente
presentes en la dieta. Pequefias diferencias estructurales en sus anillos determinan la
identidad de las principales metilxantinas: cafeina (1,3,7-trimetilxantina), teobromina
(3,7-dimetilxantina), y teofilina (1,3-dimetilxantina). La cafeina y la teobromina se
encuentran naturalmente en una amplia variedad de alimentos y bebidas, como: café,
cacao, té, yerba mate; y también adicionadas artificialmente en las bebidas energizantes.
La teofilina se encuentra en cantidades traza en algunos alimentos que contienen cafeina
y teobromina. Las metilxantinas tienen importantes propiedades farmacoldgicas, por lo
tanto, comunmente son utilizadas como agentes terapéuticos. Efectos estimulantes en el
sistema nervioso central, asi como en los sistemas gastrointestinal, cardiovascular, renal

y respiratorio, se han atribuido a estos compuestos.

Los polifenoles son considerados los constituyentes saludables de la yerba. Comunmente
se ingiere mas de 1 g de polifenoles por dia con una dieta equilibrada [380]. Segun
Treserra-Rimbau et al [381]., de la ingesta total de polifenoles 54 y 37 % corresponden a
flavonoides y acidos fendlicos respectivamente. Entre estos, los acidos hidroxicindmicos
fueron el grupo fendlico mas ampliamente consumido, donde el &cido 5-cafeoilquinico

fue el més abundantemente ingerido como compuesto fenolico individual [381].

Como se ha descrito en los capitulos anteriores la yerba mate contiene metilxantinas y
polifenoles, siendo los &cidos clorogénicos los mas abundantes en el segundo grupo. El
beneficio del consumo de los acidos clorogénicos ha sido reportado, pero aun hay que
dilucidar los mecanismos de accién de cémo interactian con la bioquimica del cuerpo.
Algunos mecanismos propuestos asocian a los &cidos clorogénicos con la accién
antiinflamatoria y la capacidad antioxidante [382]. Las diferentes evidencias cientificas
demuestran acciones muy valiosas que involucran accion antiinflamatorio y antioxidante
[383]. En las dltimas décadas, estudios clinicos y cientificos han implicado que la

ingestion de CGA puede causar un efecto antihipertensivo [384].
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9.1.2. Metabolismo de la cafeina

Tal como se ha descripto en el capitulo introductorio, la cafeina es absorbida por el
estdmago e intestino delgado en 45 minutos, y es metabolizada en el higado por el sistema
citocromo P450 oxidasa (CYP1A2). La metabolizacion hepatica resulta en 3
dimetilxantinas metabdlicas: paraxantina (84 %), teobromina (12 %) y teofilina (4 %).
Por ejemplo, después de la digestion y absorcion, una taza de café conduce a un pico de
concentracion de 0,25 a 2 mg L™ de cafeina, equivalentes a 1-10 mM/L [385]. Blanchard
y Saweer [386,387] demostraron que la biodisponibilidad de la cafeina es 100 % una vez
absorbida y alcanza rapidamente el torrente sanguineo, metabolizandose en el higado y

su excrecion en predominante a nivel renal (orina).

9.1.3. Metabolismo de los polifenoles

Existe una relacién bidireccional entre los polifenoles y el microbioma del intestino
humano. Los datos disponibles indican que las bacterias del colon desempefian un papel
importante en la absorcion de una gran cantidad de flavonoides, asi como de otros
compuestos fenolicos y polifendlicos; determinando asi su biodisponibilidad en la
circulacién sistémica. Ademas, la presencia de polifenoles y sus metabolitos en el colon
puede impactar directamente en la salud del mismo y su microbiota; ya que estos
compuestos persisten en el colon por periodos de tiempo mas largos que en el intestino
delgado [388].

La absorcién de los acidos clorogénicos es relativamente baja. Aproximadamente un
tercio de la cantidad ingerida se absorbe en el tracto gastrointestinal superior [82]. Por
otra parte, los polifenoles que no son absorbidos en el intestino delgado llegan al colon
donde son metabolizados por la microbiota intestinal principalmente a formas reducidas
de é&cidos hidroxicindmicos. Siendo estos ultimos absorbidos a través del epitelio
colbnico, y conjugados por enzimas de fase Il, por lo tanto son ampliamente
metabolizados por la microflora [389]. Las bacterias intestinales pueden hidrolizar
glucésidos, glucurdnidos, sulfatos, amidas, esteres y lactonas, por lo que generalmente la

biodisponibilidad es muy baja, menos del 1 %. Las recuperaciones mas altas de
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compuestos fendlicos casi intactos o sus glucuronatos/sulfatos se producen en la orina y
en la bilis, que van del 5 al 50 %. EI pico maximo de recuperacion se alcanzaen 3a 6 h,
y todos los compuestos o sus metabolitos son completamente recuperados en 24 h [389].
La Figura 47 ilustra como los metabolitos luego de la ingestion alcanzan las distintas
rutas, siendo modulados por la microbiota intestinal o bien llegando directamente al

sistema circulatorio.

Dieta rica en polifenoles Teiidos

Intestino delgado ~—m@8m —>

Materia fecal Orina

Figura 47. Posibles rutas de absorcién y metabolizacion para los polifenoles consumidos en humanos
[366].

9.1.4. Biomarcadores a través de la dieta

El contenido quimico de los fluidos corporales es una fuente potencialmente rica de
informacién sobre la exposicion dietética, ya que muchos alimentos contienen
compuestos distintivos, que dan lugar a una diversidad de metabolitos después de la
ingestion, absorcion y metabolizacion [390]. El interés reciente en descubrir
biomarcadores relacionados con la ingesta dietética, ha llevado al estudio de los
metabolitos derivados de aquellos alimentos que han sido ingeridos, y que se encuentran
presentes tanto en la sangre postprandial como en la orina. En estudios con humanos, la
orina es un biofluido de facil disponibilidad, que contiene concentraciones relativamente
altas de muchos metabolitos o sus productos de transformacién, proporcionando asi una
buena opcién para el estudio de los alimentos y/o compuestos de interés [391]. La

identificacion, en muestras bioldgicas de los metabolitos de los compuestos fendlicos
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producidos tras la ingesta de alimentos es un primer paso para comprender el efecto
general sobre la salud humana [392].

Para comprender mejor los resultados derivados de los estudios de intervencion, es
importante estudiar la biodisponibilidad y el metabolismo de los polifenoles y los
alcaloides presentes en la yerba mate. Por lo tanto, el presente capitulo se orienta en
identificar y estimar la concentracion de los metabolitos en orina, después de ingerir
infusiones de los tres diferentes tipos de yerbas mate comerciales, con el fin de

aproximarse a los procesos metabolicos que sufren los compuestos de la infusion.

9.1.5. Materiales y métodos
9.15.1. Equipos

El analisis cromatogréafico se realiz6 en el Laboratorio de Analisis Instrumental de la
Licenciatura en Andlisis Alimentario (UTEC-Paysandu) en un ExionLC (AB Sciex LLC,
MA, USA) equipado con un detector arreglo de diodos (UV detector), horno para
columna (AC Column QOven) y auto inyector (AC autosampler). El espectrometro de
masas modelo SCIEX QTOF X500r. Centrifuga Sigma 3-18 KS.

9.1.5.2. Reactivos

Acido clorogénico obtenido de Cayman (Ann Arbor, Michigan, USA) con una pureza de
95 %. Cafeina obtenida de Fluka con una pureza de 99 %. El acetonitrilo grado HPLC
Carlo Erba (Espafia) y acido formico con una pureza de 98-100 % de Merck (Alemania).
Las infusiones acuosas y la fase movil se prepararon con agua ultra pura (18,2 M Qcm)

obtenida de un sistema de agua ultra pura (Smart de Heal Force, modelo SMART TOP).

9.1.5.3. Muestras

Se utilizaron tres productos diferentes: yerba mate estacionada (YM 18), yerba mate verde
(YM 08) y yerba mate tostada (YM12).
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9.15.4. Sujeto en estudio

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Quimica,
Exp N° 101 900-001 1 86-1 5. El estudio se llevo a cabo en un solo individuo, no fumador,
no vegetariano, sin previa toma de medicacion ni padeciendo alguna patologia crénica o
trastorno gastrointestinal. Después de un ayuno nocturno, la persona voluntaria consumio
la infusién de yerba mate, en un lapso de media hora, (bajo la forma tradicional
“mateada”), en donde se utilizo 50 gramos de yerba con 1 litro de agua caliente. Tres
tipos de yerba mate fueron ingeridos en dias diferentes. En los dias previos (48-72 h) a la
ingesta se realizd una dieta blanca donde no hubo consumo de: infusiones (yerba mate,
manzanilla, etc.), café, té, vino tinto o sus derivados, cereales integrales (se permitia el
pan blanco), frutas, jugos de frutas y vegetales. Las muestras de orina se recogieron en
recipientes especificos a diferentes intervalos de tiempo, tomando como control la
muestra obtenida en ayunas e identificada como tiempo 0 h, luego a 2 y 4 horas. Todas
las muestras fueron procesadas de manera inmediata. En el periodo durante el cual se

desarrollo la recoleccion de las muestras el sujeto no ingiri6 liquidos.

9.1.5.5. Extraccion de metabolitos a partir de la orina

Una extraccion liquido-liquido y precipitacion de proteinas fue llevado a cabo. Para ello
1 mL de orina fresca fue colocada con 4 mL de acetonitrilo, se centrifugaron a 12.000
RPM (16000 g) durante 10 min a 4 °C. El supernadante fue filtrado (filtros de PVDF con
0,22 um de poro) y se tomaron 200 uL y se llevaron a volumen de 1 mL en un vial ambar

de HPLC con agua y se inyectd 5 uL en el equipo LC-MS-QTOF.

9.1.6. Identificacion por HPLC-ESI-QTOF
9.1.6.1. Alcaloides

La identificacion de los alcaloides fue llevada a cabo en el mediante HPLC-ESI-QTOF
siguiendo el procedimiento de Gomez-Juaristi et al [393] con modificaciones menores.
Los compuestos se separaron en una columna de fase inversa Zorbax Eclipse Plus C18
(10 cm x 4,6 mm, 1,8 um) mantenida a 40 °C. Se inyectaron 3 uL de orina (diluida 1/5),

169

——
| —



Capitulo 9: Prueba de concepto

utilizando una fase movil consistente en agua (fase A) con un 0,1 % de acido férmico y
acetonitrilo (fase B), a un flujo de 0,35 mL min. La fase mdvil se programé inicialmente
con 90 % de solvente A'y 10 % de B. El programa de elucion aumenté a 30 % de solvente
B en 10 min, 40 % de solvente B en 5 min y 60 % del disolvente B durante 10 min para
luego retornar a condiciones iniciales (100 % de solvente B) en 1 min y mantenerse
durante 10 min (total por muestras 36 minutos). Solo fue posible cuantificar de manera
tentativa con una curva de calibracidn externa para cafeina en un rango de concentracién
de 25a 200 ug L.

Las condiciones de adquisicién de Q-TOF en modo positivo fueron las siguientes: el gas
de nebulizacion (GS1) y gas de secado (GS2) a 50 psi (nitrégeno), gas cortina (CUR) a
40 psi, temperatura de fuente (TEMP) 650 ° C, voltaje de electrodo 5500 V. El rango de
masa seleccionado fue desde 100 hasta 1000 m/z (TOF-MS) y de 50 a 600 m/z (TOF-
MS/MS) con un tiempo de acumulado de 0,02 segundos (TOF-MS/MS) , con un potencial
de desagrupacion (DP) de 80 V y con una energia de colision de 35 V £ 15 V. Debido a
la falta de otros estandares se utilizo la biblioteca proporcionada por el equipo SCIEX All
in One HR-MS/MS Library v 2.0 con NIST afio 2017.

9.1.6.2. Polifenoles

La identificacion de otros metabolitos fue llevada a cabo en mediante HPLC-ESI-QTOF
siguiendo el procedimiento de Gomez-Juaristi et al [393] con modificaciones menores.
Brevemente, los analisis se realizaron en un SCIEX QTOF X500r con fuente
electroespray (ESI) en modo negativo. Las condiciones cromatograficas fueron las

mismas utilizadas para la identificacion de los alcaloides.

Las condiciones de adquisicion de Q-TOF fueron las siguientes: el gas de nebulizacion
(GS1) y gas de secado (GS2) a 50 psi (nitrégeno), gas cortina (CUR) a 40 psi, temperatura
de fuente (TEMP) 650 °C, voltaje de electrodo -4500 V. El rango de masa seleccionado
fue desde 100 hasta 1000 m/z (TOF-MS) y de 50 a 600 m/z (TOF-MS/MS) con un tiempo
de acumulado de 0,02 segundos, (TOF-MS/MS) , con un potencial de desagrupacion (DP)
de -50 V y con una energia de colisién de -35 V + 15 V. Solo es posible cuantificar de

algunos metabolitos usando la curva de calibracion de 5-CQA en un rango de 10 a 200
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ug L. Debido a la falta de otros estandares se utilizé la biblioteca proporcionada por el
equipo SCIEX All in One HR-MS/MS Library v 2.0 con NIST afio 2017.

9.1.7. Criterios de aceptacion
Para las identificaciones tentativas, se tomaron en cuenta los siguientes criterios: las
coincidencias espectrales con la biblioteca comercial Sciex All in One v 2.0 deberan

poseer un error de masa < 2 ppm; Score MS > 85 % y Pureza del espectro MS/MS > 70

%. Toda la informacion fue procesada usando el software SCIEX OS v 2.2.
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9.1.8. Resultados y discusion
9.1.8.1. Alcaloides en orina

Actualmente existen escasos estudios sobre la biodisponibilidad de las metilxantinas, y
los que han sido reportados, en su mayoria han sido realizados con dosis farmacologicas
puras, o en café, cuando se trata de alimentos reales [394]. Por este motivo, en el presente
trabajo se llevd a cabo un estudio sobre la biodisponibilidad de las metilxantinas
contenidas en tres tipos de yerba mate comerciales una vez que fueron ingeridas y
excretadas por la orina a diferentes tiempos. Se encontraron sefiales de metilxantinas en
las muestras de estado basal, por lo cual es posible afirmar la existencia de una
contaminacion natural por xantinas (cafeina) en consumidores regulares. Para los tiempos
2 y 4 h fue detectada la presencia de: cafeina, teobromina, ademas del isomero
paraxantina, el cual fue el analito en comun y con mayor intensidad en todas las muestras
(Figura 48).
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Figura 48. Presencia de los tres alcaloides a las 4 h de excrecion en la muestra de orina para yerba mate
verde.
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Por otro lado, se llevd a cabo la cuantificacion de la cafeina en las muestras analizadas.
Como se muestra en la Tabla 26, la excrecion de la cafeina aumenta a las 4 horas. Dicha
excrecion esta en concordancia con lo reportado por Rybak et al [395] donde el 90 % se
excreta luego de 3,5 h. Ademas, la cafeina y sus metabolitos suelen ser detectables en la
orina en la mayoria de las personas, generalmente en concentraciones > 1 umol/L. En la
Figura 49, se encuentra la curva de calibracion externa de cafeina utilizada en la presente

investigacion.

160000
140000
120000
100000

80000
y=706.76x-772.98

60000 R? =0.9969

Area (u.a)

40000

20000

+ 50 100 150 200 250
-20000 )
Concentracién de cafefna (ug/L)

Figura 49. Curva de calibracion externa de cafeina (concentraciones de 25, 50, 100, 150 y 200 ug L) por
HPLC-ESI-QTOF.

YM 18 12 08
Ingesta Cafeina

T2h 1,9 1,8 15
T4h 2,2 2,0 1,7

Tabla 26. Concentraciones de cafeina presentes en la excrecion a diferentes tiempos de las tres yerbas
mates ingeridas (datos expresados en mg L1).

9.1.8.2. Polifenoles en orina

En la Tabla 27 se muestra los polifenoles presentes en la orina, con sus correspondientes
tiempos de retencién (RT), formula molecular, masa exacta del ion molecular [M-H]

(después de la ionizacion negativa), y los fragmentos MS? de los principales compuestos
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identificados en la orina por LC-QTOF. La Figura 50 muestra los cromatogramas de
iones totales (TIC) de los metabolitos de la orina en dos tiempos (0 y 4 h). Se puede
observar que se detectaron para el caso de la ingestion de las tres yerbas, la excrecion de
los &cidos hidroxicinamoilquinicos no metabolizados, como ser los acidos: 3-, 4- y 5-
cafeoilquinicos (Figura 51) y el &cido 3-, 5- y 4-feruloilquinico (Figura 52). Para el caso
de los &cidos dicafeoilquinicos presentes en las yerbas, no se detectd la presencia de ellos

0 conjugados en los distintos tiempos (véase Anexo VII1).
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Figura 50. TIC de las tres yerbas mates obtenidas. A) Estacionada; B) tostada; C) verde.
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I TR | Formula _ R YMO08|YMO08|YM12[YM12]YM18|YM18
Grupos | Compuestos identificados (min) | molecular [M-H] Fragmentos MS t=2h|lt=4hlt=2h t=4h |t=2h | t=4h
3-Acido cafeoilquinico 6,4 Ci16H1809 | 353,0878 191®: 153@) B HH | H O
5-Acido cafeoilquinico 7.9 Ci6H1809 | 353,0878 191 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
4-Acido cafeoilquinico 8,1 Ci6H1809 | 353,0878 191®: 179@; 173G (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Acido cafeico 3-sulfato 8,4 CoHgO7S | 258,9918 179W; 135 G HHH
Acido Acido dihidrocaféico 4- 1) 1270)
eafeico ' sulfato 7,0 | CoH1007S |261,0074 181M: 137 nd. | nd. | nd | () | & |
Actdo dinidrocatéico 31 g1 | Corun0rs | 261,0074 181 nd | nd | nd | & | nd | ®
Sulfato de lactona 10,06 |CisHis0uS 4150330 |  1610;3352;1350) nd. [ nd | &) | ® | nd | nd
cafeoilquinica
Acido 3-feruloilquinico 10,3 | Ci7H2009 |367,1035 191 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Acido 5-feruloilquinico 10,9 | Ci7H2009 |367,1035 191 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
_ Acido 4-feruloilquinico 10,1 | Ci7H2009 |367,1035 191 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Acido ferdlico 4-glucurénido | 8,9 | CisHs010 | 369,0827 | 1781); 134)); 193¢ | H|H | H[®H O
AC'%?J?S‘;EL‘:QSO 3 902 | CisHisOw |369,0827 |  1780:134@):1930 | ) | ) | &) | &) | & | @)
Acido fertlico 4-sulfato 8,3 | C1oH1007S | 273,0074 134W; 1781); 193 A H HHH O
Acido | Acido iso-ferdlico 3-sulfato | 9,2 | CioH1007S |273,0074 |  134®; 178%; 193¢ | H|H | H[®H @
ferdlico Acido dihidroferulico 11,95 | CioH1204 |195,0663 121®; 93@; 136®) nd. | nd. | nd | (+) | (+) | +
Acido dihidroferdlico 4-
’ glucurenido 9,2 | CieH20010 | 371,0984 195 nd. | (+) | nd. | (+) | nd. | nd.
A euromdo 0> | 802 | CioHaOuo | 371,0984 195 nd. | nd | nd | ) | nd | 4
Aotdo dinCrOTerdlico 4= | g 19 | Ciok1,075 | 275,0231 1930):134@ nd. | @) [ nd | & | nd | @
Feruloilglicina 9,8 | Ci2H130sN | 250,0721 134 n.d. (+) n.d. (+) n.d. (+)
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. . TR Formula ] 2 YMO08|YMO08|YM12 | YM12 | YM18|YM18

G’rupos Compuestos identificados (min) | molecular [M-H] Fragmentos MS t=2nlt=ah|t=2hlt=4hlt=2h | t=4n
Cuﬁéﬂfco Acido dihidrocumérico | 12,29 | CeH0s | 165,0557 119 nd. | ) [ nd | &) | nd | (#
Metil-quercetina-glucurénido | 13,66 | C22H20013 | 491,0831 315 nd. | n.d. nd. | n.d. n.d. (+)
Flavonoles| Kaempferol-glucurénido 12,56 | C21H18012 | 461,0726 285 nd. | nd | nd | nd. (+) n.d.
Kaempferol-glucuronido 13,4 | CaaHi1s012 | 461,0726 285 nd. | n.d. nd. | n.d. (+) n.d.

o ACidO 3- ). o)

fg\%ﬁg(sjs hidroxifenilpropiénico 12,29 | CoH1003 | 165,0557 119%): 121 nd. | nd | nd. +) n.d. (+)
Acido 3,4-dihidroxibenzoico | 8,9 C7HsO4 | 153,0193 109 nd. | n.d. (+) (+) nd. | n.d.

Tabla 27. Metabolitos derivados de la ingestion de yerba mate identificados en orina. Referencias: n.d. (no detectado), (+) presencia, @ @ &) Orden de abundancia de los
fragmentos MS2.
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Figura 51. Espectro de masa exacta del 5-CQA (m/z 353,0880) a los tres tiempos de excrecion

pertenecientes a la yerba mate estacionada.
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Figura 52. Espectro de masa exacta del 4-FQA (m/z 367,1034) a los tres tiempos de excrecion
pertenecientes a la yerba mate tostada.
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9.1.9, Metabolitos de fase 11

Metabolitos de fase Il como el &cido ferulico 4-sulfato (Figura 53), el acido ferdlico 4-
glucurdnido, y el acido isoferalico 3-glucuronido fueron identificados en las muestras de
orina. La presencia de dichos metabolitos es comun a las tres yerba mate, y han sido

identificados luego de la ingestion, tanto a las 2 como a las 4 h.
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Figura 53. Espectro de masa del metabolito del &cido ferdlico 4-sulfato (m/z 273,0074) identificada al
tiempo de excrecion perteneciente a las tres yerbas.
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Para las muestras correspondientes a los tiempos 2 y 4 h, en las tres yerbas, se observan
6 sefiales entre los tiempos 9 y 11 min con m/z 415,034 (Figura 54).
Para la sefial mas intensa (10,05 min), el espectro de MS es compatible con una formula
quimica CiH1s0uS (Score = 94,6; Error de masa = 0,2 ppm). El espectro de MS/MS
presentd un fragmento de m/z = 335,07. Esta informacion esta en concordancia con lo
reportado en la literatura, que lo identifica como un metabolito relacionado con lactona
cafeoilquinica, en particular el sulfato de lactona cafeoilquinica. Otros metabolitos de fase
Il importantes identificados correspondieron a las formas reducidas de &cidos
hidroxicindmicos. Entre estos metabolitos se encontraron dos isomeros sulfatados

identificados como el &cido dihidrocaféico 4-sulfato y el acido dihidrocaféico 3-sulfato.
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Figura 54. Espectro de masa del metabolito de lactona cafeoilquinica (m/z 415,0330) identificada al
tiempo 2 y 4 h de excrecion pertenecientes a la yerba mate tostada.
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Capitulo 9: Prueba de concepto

Se identificaron &cidos iso- y trans dihidroferulicos glucuronizados y sulfatados, asi como
uno relacionado con el &cido cumarico, el acido dihidrocumarico, el cual fue el Unico
derivado del cumarico identificado. La feruloilglicina se detectd también en la orina, para
los tres tipos de yerba mate, en concordancia con lo previamente informado por Stalmach

et al [396]; en los tiempos de muestra de 2 y 4 h (Figura 55).
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Figura 55. Espectro de masa de la feruloilglicina (m/z 320,0721) identificada en las tres yerbas.
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En cuanto a los flavonoles presentes en la yerba mate, se identificaron dos metabolitos,
uno en las muestras tomadas a las 2 h y otro en el de las 4 h. El primer metabolito
correspondio a la metilquercetina- glucuronido y el segundo a kaempferol-glucuronido.
De éste ultimo analito se identificaron dos sefiales (12,5 y 13,5 min) en las muestras de la
yerba estacionada, mostrando una férmula quimica compatible con este compuesto
(CaH15012). Por Gltimo, los derivados del acido hidroxifenilpropidnico e hidroxibenzoico
también se caracterizaron en las muestras de orina, destacandose solo en la yerba tostada.
Si bien dichos metabolitos microbianos fueron caracterizados, es importante destacar que
se encuentran presentes en las muestras de orina basal y se puede deber a que comparten
otras vias metabdlicas de transformacion. Esto sucede ademas con el &cido iso-ferdlico

3-glucurdnido y el &cido dihidrocumarico sulfato.

La identificacion de los metabolitos de la fase Il se basé en estudios previos realizados
con café (composicion fendlica similar), yerba mate, y cocoa [393,396-398]. Se logro
realizar la cuantificacion bajo forma de 5-CQA para los tres isdbmeros excretados en la
orina (Tabla 28), mediante la construccion de una curva de calibracion externa (Figura
56). Si bien lo que se espera, es una disminucion debido a la transformacion que sufren
dichos metabolitos por la accion de la microbiota intestinal o bien por su pasaje a través
del higado, en el caso de la YM 08, se presenta un comportamiento totalmente diferente.

Aqui las concentraciones se mantienen préacticamente invariables para ambos tiempos.

100000,00
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60000,00

50000,00 y=448.7x-2326.9
R*=0.9938

Area

40000,00
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Concentracion de clorogénico (ug/L)

Figura 56. Curva de calibracion externa de 5-CQA por HPLC-ESI-QTOF.
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YM 18 12 08

Ingesta | 5-CQA 3-CQA 4-CQA |5-CQA 3-CQA 4-CQA|5-CQA 3-CQA 4-CQA
T2h | 47 125 26 | 08 05 05 | 22 51 12
T4h | 16 38 09 | 15 11 08 | 24 51 15

Tabla 28. Concentraciones de los tres isémeros presentes en la excrecién de las tres yerbas mates ingeridas
(datos expresados en mg L1).

9.1.10. Conclusiones parciales

La investigacion llevada a cabo en el presente capitulo permitié el desarrollo y la
evaluacion primaria de un protocolo que permita la identificacion de los metabolitos
excretados en la orina tras la ingesta de yerba mate. Con esta primera aproximacion
podriamos establecer que la cafeina y los polifenoles ingeridos son parcialmente
metabolizados, detectandose en particular el 4&cido dihidrocaféico-3-sulfato, la
feruloilglicina, asi como aquellos derivados de lactonas cafeoilquinicas. En términos
generales, la prueba de concepto del presente protocolo reveld los posibles pasos
estandarizados a seguir. Conceptualmente se ha probado la viabilidad del andlisis de los
metabolitos derivados de la ingesta de infusiones de yerba mate, en este tipo de muestra

bioldgica.
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Capitulo 10: CONCLUSIONES FINALES

Las hojas de yerba mate (llex paraguariensis) se han convertido en un producto con una
amplia difusion, ya sea porque su forma tradicional de consumo en infusiones ha
trascendido la frontera del cono sur, o porque han surgido nuevos productos derivados a
base de yerba mate (ej. nuevos alimentos, cosméticos, extractos). Esto se ve reflejado en
las maltiples publicaciones, citas, patentes y aplicaciones que han surgido en los Gltimos

afios y que tienen a la yerba mate en el foco de atencion.

En el Capitulo 3 de la presente obra, se obtuvieron perfiles quimicos de diferentes marcas
comerciales de yerba mate provenientes de la region. Siendo, este trabajo el primero que
ha abarcado una cantidad tan grande de muestras comerciales comprendida por Brasil,
Argentina y Uruguay. Se utilizé para la preparacién de las infusiones una maquina de
café expreso doméstica, método inédito y nunca antes reportado, que mostro ser una
forma reproducible, simple, y de bajo costo. En estas mismas se cuantifico: teobromina,
cafeina y acidos cafeoilquinicos y dicafeoilquinicos mediante UPLC-DAD, logrando la
validacién analitica del método global. Los resultados obtenidos para los perfiles se
encuentran en concordancia con los reportados en la literatura, contribuyendo a expandir

la base de datos experimental de polifenoles y xantinas alimentarias.

En el Capitulo 4, mediante HPAEC-PAD se caracterizd el perfil de monosacaridos de
diferentes productos comerciales de yerba mate. Al igual que para el Capitulo 3, este
trabajo fue comprensivo de un importante niamero de presentaciones comerciales de yerba
mate de la regién. Permitiendo asi profundizar el conocimiento respecto al contenido de
monosacaridos en yerba mate, dado que la mayoria de las publicaciones estan orientadas
a muestras de té o café. En téerminos generales, la glucosa seguida de fructosa son los
monosacaridos predominantes (a excepcion para la yerba mate verde y para la tostada).
La arabinosa, también presente en las muestras, podria considerarse un posible marcador
para evitar fraudes relacionados con la adulteracion de la yerba mate con otras especies

de Ilex.
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En el Capitulo 5, se desarrollé una sonda de carbono fotoluminiscente de puntos
cuénticos de grafeno funcionalizado con el aminoécido glutationa (GQDs/GSH). La
caracterizacion usando técnicas espectroscopicas, ultravioleta (UV), Raman, AFM y HR-
TEM, permitié confirmar el tamafio asi como su naturaleza quimica de las
nanoestructuras; mientras que el infrarrojo (IR), corrobor6 la funcionalizacion con grupos
aminos. Se ajustaron las condiciones para utilizar la sonda en la determinacién de la
concentracion de acido clorogénico total en infusiones de yerba mate. Debido a la falta
de selectividad, se desarroll¢ a partir de la sonda un método alternativo indirecto (sencillo,
simple y de bajo costo), mediado por Fe*, y utilizando el mecanismo de switch on/off,
permitiendo asi la determinacion de acido clorogénico total en infusiones de yerba mate.
Adicionalmente este método fue orientado en su implementacion con los principios de la

quimica verde.

El Capitulo 6 estd centrado en la identificacion y cuantificacion de contaminantes
presentes en la hoja de yerba mate y sus respectivas infusiones. Contaminantes que se
gestan en las etapas industriales de produccién que utilizan temperaturas elevadas (ej.
“sapecado”). La SFS fue usada para estimar los niveles de PAHSs en las hojas, probando
ser un método simple y sensible que permite la deteccion primaria. Mientras que el
contenido de los PAHSs en las infusiones fue determinado con precision por HPLC con
deteccion por fluorescencia. Los perfiles de PAHs de las muestras sugieren que existe
contaminacion de esta familia de compuestos en las presentaciones comerciales de yerba
mate. Tres analitos: fenantreno, fluoranteno, y pireno, fueron encontrados como los méas
abundantes, mientras que el BaP fue encontrado pero en cantidades que no excedian el

limite establecido por las normas de la EU.

El abordaje de la composicion elemental, junto con la determinacién de especies
mercuriales tanto en la hoja seca, como en la infusion de yerba mate se encuentra
descripto en el Capitulo 7. Se estudia la presencia y cuantificacion en varias muestras de
yerba mate de elementos como el hierro, manganeso, magnesio, potasio, y zinc, los cuales
son de particular interés debido a su importancia en el metabolismo y el desarrollo
humano. Estudiando el contenido de estos importantes elementos no solo en hoja de yerba
mate, sino también su proceso de lixiviacion a la infusion acuosa. A su vez, por primera
vez se lleva a cabo la optimizacion (extraccion y destilacion) del mercurio (HgP), y sus

correspondientes especies. Usando técnicas analiticas sensibles y desarrolladas para dicho
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fin, cuatro muestras de yerba mate arrojaron resultados positivos para la presencia de
mercurio total, y una de ellas para la presencia de mercurio organico. Los valores para

esta Ultima no superan los limites establecidos por la WHO.

En el Capitulo 8, se presentan los resultados del estudio preliminar de la exposicion de
extractos de yerba mate a lineas tumorales. Probandose que las infusiones acuosas de
algunas muestras de yerba mate son citotoxica para las células HepG2, sin embargo las
infusiones de las yerbas tostadas no generan efecto alguno. Se determind que los
compuestos bioactivos mayoritarios de la yerba mate, en estado puro, no presentan
citotoxicidad alguna contra células HepG2, ni efecto anti-inflamatorio.

Finalmente, en el Capitulo 9, se realiz6 un estudio exploratorio sobre la ingesta de yerba
mate en un sujeto humano. Bajo condiciones controladas, y utilizando tres diferentes tipos
de infusiones de yerba mate (tostada, verde y estacionada), se desarroll6 un protocolo
reproducible de recoleccién de la orina para ser analizada por HPLC-ESI-QTOF. El
estudio de excrecion de metabolitos en orina detectd en las muestras cafeina y otros
compuestos bioactivos presentes en el mate, en concordancia con lo ya reportado por

otros autores.
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Capitulo 11: PERSPECTIVAS A FUTURO

v" Aumentar el nUmero de muestras de yerba mate provenientes de Argentina, e
incluir por primera vez muestras de Paraguay, para realizar estudios del perfil
quimico y elemental.

v' Estudiar el perfil quimico y de monosacaridos para la deteccién de especies
adulterantes de llex paraguariensis Saint Hill (ej.: Ilex Brasiliensis e llex
Dumosa).

v"Utilizar otros compuestos bioactivos presentes en la yerba mate para determinar
su accion citotoxica y anti-proliferativa, asi como extender los ensayos a otras
lineas celulares.

v' Sintetizar otros tipos de sondas nanométricas organicas e inorganicas con el fin
de cuantificar analitos de interés, e incluir un pre-tratamiento de la muestras de
yerba mate previo a su analisis.

v’ Establecer un protocolo estandarizado para la determinacién de los metabolitos
excretados por via urinaria luego de la ingesta de infusiones de yerba mate. El
mismo deberia incluir un nimero estadisticamente representativo de sujetos de
estudio, al igual que la incorporacion de un mayor numero de estandares y de

muestras de yerba mate.
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Anexos |

Espectro de absorcion molecular de los tres analitos de interes solapados (trazo rosado)
con un estandar conocido (trazo negro). A) Cafeina, B) Teobromina y C) 5-CQA.
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Anexos |11

Gréficos de Efecto Matriz (EM) realizado para los tres analitos de interés. Ecuacion de la
recta en color celeste indica curva en solvente.
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Anexos 111

Cuantificacion de xantinas y polifenoles en infusiones de yerba mate (llex paraguariensis) reportados en la literatura

Tipo de extraccion, método

Analitos (Rango, mg g™!)

o ' Muestra Ref.
y relacion masa : agua . .
Cafeina | Teobromina 3-CQA 5-CQA 4-CQA 3,56 DCQ 3,4 DCQ 4,5DCQ
Dos extracciones seriadas:
1,5gcon 30 rr°1L deaguaa | verba mate No
85°C verde de 11,9-32,7 | No reportado | No reportado No reportado | No reportado | No reportado | No reportado [399]
HPLC-UV Brasil reportado
Relacion: 1:20
Extraccion acuosa: 5 g con )
70 mL agua hirviendo por Hojas
20 min recolectadas 19,22 4,84 No reportado | 29,0 | No reportado 30,4 8,5 28,9 [304,400]
HPLC-DAD en su habita
A .
Relacion: 1:14 de Argentina
Extraccion acuosa: 10 g con
100 mL de aguaa 75 °C Yerba mate
Electroforesis capilar — estacionada i ) No
DAD molida de 7,8-17,2 1,1-6,7 No reportado reportado No reportado | No reportado | No reportado | No reportado [401]
Relacion: 1:10 Argentina
Dos extracciones seriadas:
Chimarrao 1,5 g con 30 mL | Chimarrdo de
de agua caliente. Tereré fue | Brasil (Marca | 8,1-13,2 | No reportado | No reportado | 13,2-18,5 | No reportado | No reportado | No reportado | No reportado
preparada de igual forma, la3) [402]
en agua friaa 10 °C
HPLC-DAD Tereré de
. Brasil (Marca | 4,5-8,2 | No reportado | No reportado | 10,6-14,8 | No reportado | No reportado | No reportado | No reportado
Relacién: 1:20 1a3)
( ]
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Dos extracciones seriadas:

Yerba mate
15gcon Sgsr?cL: de agua a nativa de 6,3-10,5 | No reportado | No reportado | 9,8-12,8 | No reportado | No reportado | No reportado | No reportado
HPLC-DAD Brasil [403]
Yerba mate
Relacion: 1:20 cultivada de | 5,8-11,8 | No reportado | No reportado | 14,3-17,9 | No reportado | No reportado | No reportado | No reportado
Brasil
i -1
Tipo de extracciéon, método Analitos (Rango, mg g~')
y relacién masa : agua Muestra . . Ref.
Cafeina | Teobromina 3-CQA 5-CQA 4-CQA 3,56 DCQ 3,4 DCQ 4,5DCQ
Plantas de
Extraccion acuosa: 10 g con BT;;? gg n
100 mL de agua hirviendo baja 14,3 3,5
por 20 min intensidad de
luz solar (5%)
Plantas de
mate de
Brasil con
HPLC-DAD intermedia 4,0 44 No
intensidad de No reportado reportado No reportado | No reportado | No reportado | No reportado [404]
luz solar
(41%)
Plantas de
mate de
Brasil con
Relacion: 1:100 alta 2,9 4,2
intensidad de
luz solar
(93%)
Extraccion acuosa: 10 g con Yerba
200 mL de agua hirviendo | estacionada
por 20 min comercial de 7,0 No reportado | No reportado 19,8 No reportado | No reportado | No reportado | No reportado [405]
HPLC-DAD Argentina
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Relacion: 1:20
Extraccion acuosa: 15 g con
500 mL deaguaa80°C Yerba mate
HPLC-DAD comercial de 4,3 34 22,2 22,3 22,4 No reportado | No reportado | No reportado [406]
Urugua
Relacion: 1:33 i
. . ) Analitos (Rango, mg g7!)
Tib e Xcain 1000 | s
y -ag Cafeina | Teobromina| 3-CQA 5-CQA 4-CQA 3,5DCQ 3,4DCQ 4,5DCQ
Extraccion acuosa: 2.7 g Nativa-
con 250 mL de agua Cultivada-
caliente 2 98°C Plantacion,
HPLC-DAD secadad | 59967 | 1573 4,8-249 | 6,9-330 | 4,6-41,3 |No reportado | No reportado | No reportado |  [60]
madera o aire
S de Argentina,
Relacion: 1:93 Brasil y
Paraguay
Extraccion acuosa: 1,0 Yerba mate No
= % verde de No reportado | 21,0-24,7 |14,3-150| 9,5-10,7 18,5-29,2 3,6-5,4 10,2-15,2
con 190 mL de agua a 95 °C Brasil reportado
7
HPLC-DAD/MS Yerba mate No [78]
., tostada de No reportado 1,9-4,3 3,8-7,5 2,4-5,6 0,6-2,1 0,4-15 0,9-3,3
Relacion: 1:190 Brasil reportado
Extraccion acuosa: agua Yerba mate
caliente con hojas molidas verde de 31 0,9 16,0 4,3
HPLC-DAD Brasil
Proporcion de 50 y 20 mg Yerba mate No reportado No reportado | No reportado | No reportado [374]
mL-1 tostada de 55 14 85 23
Relacion: 1:20y 1:50 Brasil
Treinta extracciones Chimarréo
seriadas: Chimarréo 85 g (nativa, ) i No
con 110 mL de aguaa 75 °C | tradicional, 6,1-8,3 1,6-2,0 No reportado reportado No reportado | No reportado | No reportado | No reportado [407]
y Tereré, 50 g de yerba suave y
( ]
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mate con 100 mL de agua a molida
11°C gruesa) de
Electroforesis capilar Brasil
Yerba mate
Relacion: 1:40y 1:61 tipo Tereré de 10,2 2,12
Brasil
Tipo de extraccion, método |\ o Analitos (Rango, mg g™') mef
y relacion masa : agua Cafeina | Teobromina| 3-CQA 5-CQA 4-CQA 3,5DCQ 3,4DCQ 4,5DCQ
Extraccion acuosa: 100 g Hr%]?: SJ;d\;esn(els
con 500 mL (x3) de agua P mes) de 9,5-11,1 2,6-3,4 8,4-12,3 9,3-11,4 | 11,6-125
caliente Brasil
UPLC-QqQ Hojas No reportado | No reportado | No reportado [66]
maduras
Relacién 1:15 procesadas (6 | 12,4-13,9 3,2-4,6 10,6-144 |11,8-150| 13,8-17,0
elacion 1: meses) de
Brasil
Extraccion acuosa: 10 g con | Yerba mate
200 ml de agua hirviendo verde de 9,1 18,4
por 20 Argentina
Yerba mate
HPLC-DAD sapecada de 14,9 20,4
Argentina
Yerba mate No reportado | No reportado No reportado | No reportado | No reportado | No reportado [408]
seca de 13,6 20,6
Argentina
Relacion: 1:20 Yerba mate
estacionada 13.9 203
acelerada de
Argentina
Extraccion acuosa: 5 g con Yerba mate
100 mL de;glrﬁ: 95 °C por comercial de reptl)\lrst)ado No reportado | No reportado | 36,0 | No reportado | No reportado | No reportado | No reportado [409]
HPLC-DAD Argentina
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. (tradicional y
Relacion: 1:20 molida)
Tipo de extraccion, método |\ Analitos (Rango, mg g™') Ref
y relacion masa : agua Cafeina | Teobromina 3-CQA 5-CQA 4-CQA 3,5 DCQ 3,4DCQ 4,5DCQ '
Extraccion acuosa: 5gcon | Yerba mate
100 mL de agua a 70 °C por verde de 10,77 2,3 24,0
30 min Brasil
HPLC-DAD Yerba mate No reportado No reportado | No reportado | No reportado | No reportado [410]
S tostada de 5,0 0,99 6,1
Relacion: 1:20 Brasil
Extraccion acuosa: 10 g con | Yerba mate
200 ml de agua hirviendo verde de 9,1 18,4
por 20 min Argentina
HPLC-DAD. Yerba mate No reportado | No reportado No reportado | No reportado | No reportado | No reportado [411]
o comercial de 13,5 20,7
Relacién: 1:20 Argentina
Extraccién acuosa:
Chimarréo 5 g con 250 mL Chimarrio de
de agua a 70 °C. Tereré Brasil 6,2-13,4 3,2-6,3 7,6-12,1 9,2-13,2 6,2-9,4 5,6-8,4 No reportado | 7,2-14,5
preparado igual solo que [205]
conagua friaa5°C
HPLC-DAD Yerba mate
., tipo Tereré de | 5,7-12,3 2,7-5,7 6,1-10,9 8,2-10,5 51-8,5 5,2-7,3 No reportado 6,9-12,8
Relacion: 1:50 ;
Brasil
Hojas de
. . yerba mate
(I:ES(rt]rSag ?,:10[] c?gl;oiaa{ :%Os Tcg procesadas- 20,8 27,3 15,4
g Planta A de
Argentina No
HPLC-DAD Hojas de reportado No reportado No reportado | No reportado | No reportado [80]
yerba rréate
. procesadas- 16,9 21,8 12,6
Relacion: 1:100 Planta B de
Argentina
( |
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Treinta extracciones
seriadas: Chimarréo 85 g
con 110 mL de aguaa 75 °C

Chimarréo de

y Tereré, 50 g de yerba Brasil 9,7-11,0 8,6-15,1 1,7-2,5 2,8-7,3
mate con 100 mL de agua a No
11°C reportado No reportado | No reportado No reportado [186]
Electroforesis capilar Yerba mate
S i tipo Tereré de 2,5 2,8 0,5 0,7
Relacion: 1:40y 1:61 Brasil
Tipo de extraccion, método |\ o Analitos (Rango, mg g™') mef
y relacion masa : agua Cafeina | Teobromina| 3-CQA | 5-CQA | 4-CQA 3,5DCQ 34DCQ | 45DCQ
Extraccion acuosa con 70 g
con 1000 mL a 80 °C
agitando a 400 rpm Yerba mate
comercial de 12 1.7 No reportado 8.5 No reportado No reportado [190]
HPLC-DAD. . .
Parané- Brasil
Ratio yerba mate: agua
1:14.
Extraccion acuosa: 2.5 g
con 240 mL de agua
hirviendo Mate C de NO  INoreportado| 22,1 172 10,9 73 17 3,9 [191]
HPLC-DAD/MS Espafia reportado
Relacion: 1:96
Extraccion acuosa: 2 g con Parar?;é erba
100 mL de agua a 80 °C por . 27,2 6,4 14,2 23,2 9,5
. comercial de
8 min .
Brasil
Sar;traz);:artrgtlga No reportado | No reportado | No reportado [412]
HPLC-DAD yerbar 27,3 7,2 13,5 22,0 8,7
comercial de
Brasil
S Rio Grande
Relacion: 1:50 yerba mate 29,9 7,2 13,6 25,3 7,1
( ]
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comercial de
Brasil
Yerba mate
L . comercial de | 9,8-10,6 1,9-2,3 32,2-345 |19,9-225 25.1-29.4
Extraccion exhaustiva U
; ruguay
acuosa: 1 g con 200 mL de
2qua a 100 °C Yerba mate
g comercial de |10,6-11,1 1,5-19 30,9-32,1 |19,9-22,1 26.6-28.5
Argentina
Yerba mate
comercial de
Brasil | 74115 | 1624 | 262329 |17,2217 24.7-27.8
(tradicional y | ' ' e ' ' ' " | No reportado ' ' No reportado | No reportado [236]
molienda
HPTLC-MS oruesa)
Yerba mate
com;::;ﬁl 0 | 56139 | 1324 | 254-367 |14,9-194 19.8-24.6
(procesada)
Yerba mate
Relacion: 1:200 tostada de 58 1,1 6,9 6,7 4,6
Brasil
H -1
Tipo de extraccion, método Analitos (Rango, mg g™)
relaciéon masa : agua Muestra : Ref.
y -ag Cafeina | Teobromina| 3-CQA | 5-CQA | 4-CQA 35DCQ | 34DCQ | 45DCQ
Extraccion acuosa: 1g de
granos molidos u hojas con
100 mL de agua a_94 °C YMA 11,4 2,3 No reportado No No reportado | No reportado | No reportado | No reportado
durante 10 min reportado [413]
HPLC-MS
Relacion: 1:100 YM B 9,8 1,2 No reportado repoNrct)ado No reportado | No reportado | No reportado | No reportado
Treinta extracciones Chimarréo de
seriadas: Chimarrdo 85 g | Brasil Lote 1- 21,6 6,0 No reportado | 38,6 No reportado [189]
con 70 mL de agua a 80 °C Tomelero
( ]
196
0 )



Anexos: | al IX

y Tereré con 100 mL de
agua a 10°Cy té de mate 5
g con 100 mL de agua
hirviendo por 5 min

HPLC/DAD-MS

Relacion yerba mate: agua

Chimarréo de
Brasil Lote 2-
Tomelero

23,7

6,5

Chimarréo de
Brasil Lote 1-
Bardo de
Cotegipe

22,7

2,2

Chimarréo de
Brasil Lote 2-
Bardo de
Cotegipe

28,0

4,9

Tereré de
Brasil Lote 1-
Tomelero

13,1

4,9

Tereré de
Brasil Lote 2-
Tomelero

12,8

4,8

Tereré de
Brasil Lote 1-
Baréo de
Cotegipe

21,1

2,8

Tereré de
Brasil Lote 2-
Bardo de
Cotegipe

23.0

4,3

Mate tea Lot
1-Organico

19,5

2,4

Mate tea Lot
2-Orgénico

20,2

3,4

42,3

39,5

55,1

42,6

40,8

30,3

35,4

27,8

33,0

Extraccion liquida
pasteurizada acoplada con
una fase de extraccion
solida
UHPLC-PDA

Yerba mate
comercial de
Brasil

13,1-14,5

19-2.1

21,6-24,9

22,4-29,1

0.23-0.82

11.1-14.8

0.8-2.4

1.5-2.8

[181]

——

197

—



Anexos: | al IX

No reportado
Extraccion exhaustiva
acuosa: 1 g con 200 mL de | Z 3 muestras
agua a 100 °C de yerba mate
(molienda 8,4 1,6 18,9 27,2 | No reportado 23,9 No reportado 13,4 [188]
HPTLC-MS fina, media y
Relacién: 1:200 gruesa)
Yerba mate
L estacionada | 75 135 | 1025 | 181258 |140-170| 11,0144 | 17,0210 | 3,060 | 12,0-150
Extraccion seriada: 3 g con | de Argentina
6 extracciones de 80 mL y Uruguay
cada unacon agua a 95-97 | Yerba mate
c estacionada | 76150 | 1026 | 17,9227 |130-160| 105153 | 140220 | 4060 | 12,0-155
compuesta
Uruguay
yerba mate
estacionada | g ¢ g 7 1,0 157199 [144-148| 105-122 | 140180 | 3,040 | 110-120 | Capitulo3
con palo de [235]
Argentina
Yerba mate
UPLC-DAD tipo Tereré de | 8,8-9,5 1,4-1,8 15,1-19,1 | 9,0-13,0 | 8,0-11,0 17,0-19,0 3,0-5,0 9,0-13,0
Brasil
Yerba mate
verde de 7,4-14,0 2,0-2,2 18,8-24,9 |13,0-15,0| 10,1-13,2 19,0-24,0 5,0-7,0 13,0-16,0
Brasil
Yerba mate
Relacion: 1:170 tostada de 5,6 0,9 2,6 4,0 2,9 0,9 0,6 15
Brasil
( ]
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Anexos 1V

Figuras de mérito en la determinacion de PAHs en yerba mate.

LOD LOQ RSD* Recuperacion

PAHSs Curva analiticay =ax+b R?
(ngLY) (ngL?) (%) Nivel alto n=3

(%)
Antraceno y=(0,0686 + 0,001)x — (0,00465 + 0,005) 0,999 62 207 30 68,3
Benzo[a]pireno y= (0,0594 + 0,0008)x — (0,00455 + 0,009) 0,999 6 20 25 58,7
Criseno y=(0,0156 + 0,0003)x + (0,0065 % 0,006) 0,998 7 25 39 50,0
Fluoranteno y=(0,0040 + 0,0006)x — (0,00465 + 0,005) 0,999 50 166 20 74,5
Fenantreno y= (0,0030 + 1,089)x + (0,0015 + 0,006) 0,994 62 207 25 69,7
Pireno y=(0,0062 + 0,0001)x — (0,0003 + 0,009) 0,998 50 166 19 107,2

Referencias: Limites de ecuacion de * Horwitz: Antraceno - RSD = 2(+051°9%) < 40%; BaP - RSD = 2(*051°9C) < 43%; Criseno - RSD = 2(*051°6€) < 40%; Fluoranteno - RSD =
2(05109C) < 29%; Fenantreno -RSD = 2(-0.5109C) < 2504; Pireno - RSD = 2(1-05109C) < 2704,
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Anexos V

Macro y microelementos cuantificados en yerba mate (llex paraguariensis) reportados en la literatura.

Digestion Analitos (promedio, mg kg™)
. Tipo de acida o
Metodologia . . Ref.
muestra Infusion Ba Ca Co | Cu Fe K Mg | Mn | Na Ni P Sr V | 2Zn
acuosa
Plantas de 5067 18 | 121 | 16600 | 4050 | 1729 967 25
Mandirituba
Plantas de 5550 13 | 63 | 12700 | 7300 | 763 1225 10
Colombo
Plantas de
Piraquara 4900 19 139 15800 | 4300 733 2600 21
Plantas de Unido No No No No No No
da Vitoria Digestion reporta 4967 reporta 12 98 15833 | 5833 | 1527 reporta | reporta 1233 reporta | reporta 3 [91]
Plantas de Sdo do 3300 do 11 60 | 19600 | 4550 | 1067 | 90 | 9 | g5o | GO | GO | g
Mateus do Sul
Plantas de Sdo 2900 nd. | 25 |25800| 3300 | 500 2800 62
Jodo do Triunfo
Plantas de
FAAS General 4100 13 80 | 19700 | 4100 | 2147 500 21
Carneiro
3 marcas Digestion No 6300 | <001 | 89 | 185 | 13000 | 4900 | 880 | 39 2 900 | nd. | No | 40
comerciales de reporta reporta [90]
yerba mate Infusion do 629 n.d. 4 4.7 9757 27 486 46 3 585 7 do 32
Plantas con sol 4646 10 54 | 14763 | 7618 | 1827 | 319 47
por 6 meses
Plantas a sombra No 7551 No 15 88 | 17469 | 7430 | 1865 | 487 | No | No | No | No | 65
por 6 meses L
Plantas con sol Digestion reporta reporta reporta | reporta | reporta | reporta [414]
do 3453 do 9 64 10729 | 7888 1285 211 do do do do 36
por 12 meses
Plantas a sombra 4809 147 | 116 | 11362 | 7775 | 1726 | 501 68
por 12 meses
( |
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Plantas con sol 415 7 79 | 6162 | 7485 | 1168 | 372 42
por 18 meses
Plantas a sombra 6481 11 82 | 6496 | 7576 | 1498 | 565 57
por 18 meses
Plantas con sol 4145 8 8 | 5450 | 7268 | 1221 | 306 33
por 24 meses
Plantas a sombra 5141 9 78 | 5904 | 7538 | 1481 | 22 49
por 24 meses
Z(fr:]kﬁcl\.g?ti 1,9 17 1730 | 641 1440 92
Yerba Mate No No No No No No No No
. Infusién reporta reporta| 1,8 6 reporta | 1710 820 |reporta | reporta| 1120 |reporta |reporta| 78 |[183]
comercial 2 reportado
Yerba Mate do do do do do do do
. 1,9 15 1750 | 1017 1060 75
comercial 3
Sobre de te No No | 94 | 391 |14070| No | 1324 | 98 | No | No | No | No | 73
comercial . ., No
Hoias para (6 Digestién reporta reportado reporta reporta reporta | reporta | reporta | reporta [332]
Jas par do P do | 84 | 123 |13590 | do | 1657 | 145 | do do do do | 50
comercial
) ng_estién Analitos (promedio, mg kg™)
p Tipo de acidao
Metodologia - Ref.
muestra Infusion .
acuosa Ba Ca Co Cu Fe K Mg Mn Na Ni P Sr Vv Zn
20 diferentes
marcas
comerciales/ 6785 14 254 | 15599 | 5025 | 1315 1404 72
a?;izs?gr:a No No No No No No
50 diferentes Infusion reporta reporta reporta | reporta reporta | reporta [344]
PIXE do do do do do do
marcas
comerciales/ 6770 11 203 1185 | 2342 932 770 59
después de la
infusion
Paso A-Hojas Analisis 3942 4 96 | 3468 | 3042 | 343 403 15 | [345]
cosechadas directo
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Pastgs?é;?as No | 5645 | No | 5 | 150 |11132| 3420 | 1534 | No | No | 506 | No | No | 19
Paso C-Hoias reporta reporta reporta | reporta reporta | reporta
.J do 8759 do 10 145 16136 | 4403 867 do do 1014 do do 80
secas y molidas
Tino d D]ggjtlén Analitos (promedio, mg kg™)
Metodologia m:Jpec;tr: Iii‘lusailéon Ref.
acuosa Ba Ca Co Cu Fe K Mg Mn Na Ni P Sr \Y Zn
Yerba mate
comercial de 26369 9.3 | 2914 | 14332 | 33039 251 4 274 | 36 | 44
Rio Grande do
Sul No No No
Yerba mate Digestion reporta <LOD reporta reporta [325]
comercial de do 25373 84 | 1789 | 14303 | 28203 | do | 1712 4 do 405 36 | 49
Santa Catarina
Yerba mate
ICP OES and comercial de 29369 12,7 4850 | 12342 | 36430 398 5 274 37 47
ICP-MS en . nga”at -
combinacion €rba mate o 8,4- | 1800 - 3,9 - ° 44-
con coRn;erggle;Rde Digestion No o <0,3 127 4850 No No No No 45 No (rjeoporta 36 49
FAES/FAAS/ b reporta reporta | reporta | reporta | reporta reporta [326]
GFAAS/AAS Yerba mate 4o reportado No 4o do 4o 4o do
comerciales de Infusién <LOD | reporta | <LOD 1,9 <LOD | <LOD | 33
RS, SC, PR do
54 yerbas mates
comerciales de No
Argentina, Digestién 62 6825 0,2 12 205 12317 | 4591 1078 |reporta| 2,7 3409 35 0,4 64 | [327]
Brasil, Paraguay do
and Uruguay
14 Yerba mate No
comerciales de Digestién 82 7223 0,2 13 196 | 10873 | 4838 | 1368 |reporta| 2,7 3422 36 0,3 79 | [93]
Argentina do
( |
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19 Yerba mate
comerciales de 54 6135 0,1 11 154 | 12009 | 4041 987 2,4 3633 32 0,3 44
Brasil
14 Yerba mate
comerciales de 59 7659 0,2 13 318 | 13381 | 5574 | 1445 3,2 3657 38 0,5 57
Paraguay
7 Yerba mate
comerciales de 52 6947 0,1 11 226 | 13647 | 4597 730 2.8 2965 35 0,5 77
Uruguay
Hojas de Bardo 55 5770 0,25 8 54 7890 | 2710 233 224 2 1640 57
Hojas de 28 6560 | 025 | 7 48 | 9180 | 2710 | 160 | 310 1 | 1980 | No 28
Cascavel . .,
- - Digestion reporta| 0,2 [95]
Hojas de Ivai 43 6800 0,26 8 49 7440 | 2720 129 423 1 1530 do 25
Hollgja‘i%Q’ 28 6510 | 023 | 8 56 | 8210 | 2730 | 158 | 372 1 | 2120 33
Yerba mate . .,
comercial- I_Dlgestlon—
sistema por 6340 257 3517 1750 55
muestra A hasta -
E reflujo No No No
Yerba mate reporta reporta reporta
comercial- Digestion- do do do
muestra A hasta | Microondas 6484 276 3476 | 1768 55
No No No No No No
E reporta reporta reporta | reporta | reporta | reporta [415]
\c(grrr?;(r:?:}-e do do do do do do
Digestién 20324 12 370 | 13552 | 7330 158 84
muestra F hasta No
J
Yerba mate re%%rta
comercial- Infusion 624 4 | <LoD | 7260 | 2068 74 27
muestra F hasta
J
Muestras de té- . .,
A hasta E Digestion 2,4 No No 0,23 No No No 51 No 12 No No 001 |44
Muestras de 16 reportado reporta reporta | reporta | reporta reporta reporta | reporta [331]
Infusion | 0,004 | P do | nd | do | do | do | 19 | do |000L| do | do | nd. [008
A hasta E
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9 Yerba mate Digestion o No regloorta = 29 relr:loorta regloorta 1% regloorta & regloorta regloorta regloorta i [334]
comerciales Infusion 11 |reportado | 02 | 22 | g do | 308 | 4o | 15 | 4o do do | @
Hojas no o 65 7750 | 012 | 98 | 98 | 16771 | 6506 | 3122 | 19 | 3834 | 1062 | 45 | 019 | 67
lavadas Digestion [94]
Hojas lavadas 64 7538 0,11 9,7 66 | 16251 | 6275 | 3089 28 3598 | 1027 44 0,11 | 65
Holasm‘leteyerba Digestion 85 7688 0,6 9 124 | 11352 | 6988 | 685 | 372 | No | 1371 | 46 | 08 | 38
Bebida a base de reporta [92]
Infusién 0,2 26 <LOD 0,3 3 354 136 24 6 do 20 0,2 0,3 n.d.
yerba mate
Hojas no Digestion | 1- 199 No [2a26| 277 | No | No | 222 | No | No | No | No | No |%;
tratadas No 414 786 13
. . reportado reporta reporta | reporta 5a reporta | reporta | reporta | reporta | reporta 6 [193]
Infusion herbal Infusién 3-44 do <12 | 5-89 do do 235 do do do do do 131
Primera
infusion-Br 546 4.9 3421
_Segunda 379 23 1848
infusion-Br
_ Tercera 180 1,1 1027
infusion-Br
_ Primera 413 41 3154
infusion-Ar
Segunda
infusion-Ar S No 248 No No 2.2 No 1733 No No No No No No No
Digestion- rep
Tercera Microondas | "éPO"ta 114 reporta | reporta 0.9 reporta 885 reporta | reporta | reporta | reporta | reporta | reporta | oo [341]
infusion-Ar do do do ’ do do do do do do do do
_ Primera 495 5,7 3369
infusion-Py
_Segunda 244 18 1569
infusion-Py
Tercera
infusion-Py
104 0,8 808
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_ Digestion Analitos (promedio, mg kg™)
Metodologia Tipo de aC|da_1,0 . Ref.
muestra Infusion Ba Ca Co Cu Fe K Mg | Mn Na Ni P Sr V | 2zn
acuosa
Santo Antonio No No 0,1 0,5 No No 10 No No No No No 2
AAS Tereré Infusién reporta replc:lr(t)a do reporta| 0,2 0,8 |reporta|reporta| 13 |reporta | reporta | reporta | reporta | reporta | 4 |[333]
Chimarrao do do 03 1 do do 29 do do do do do 3
No No No No No No No No No 20
ETA-AAS Yerba Mate Digestion reporta reporta| 11 119 |reporta | reporta| 2223 |reporta| 4,6 |reporta|reporta | reporta P [343]
do reportado do do do do do do do orta
do
4 Yerba mate Digestion No 7326 No No No | 18508 | 5780 | 1895 <60 No No No No rl\elo
CIE tostadas reporta reporta | reporta | reporta reporta | reporta | reporta | reporta ort% [330]
comerciales Infusién do 4467 do do do 11712 | 4054 | 1166 <60 do do do do do
( ]
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Anexos VI

Elementos toxicos cuantificados en yerba mate (llex paraguariensis) reportados en la literatura.

. . o . Analitos (promedio, mg kg™)
Metodologia Tipo de muestra Digestion acida o Infusion acuosa Ref.
Al As Cd Pb
Plantas de Mandirituba 884
Plantas de Colombo 292
Plantas de Piraquara 425
Plantas de Unido da Vitéria Digestion 324 No reportado | No reportado | No reportado | [91]
Plantas de Sdo Mateus do Sul 217
Plantas de S&o Jodo do Triunfo 347
FAAS Plantas de General Carneiro 167
i Digestion 8 <0,01 <0,03
3 marcas comrs;(t:éales de yerba g No reportado [90]
Infusion 49 n.d. n.d.
Yerba mate tostada 1 a 3 Digestion 426
Yerba mate tostada 1 a 3 Infusion 36
—— No reportado | No reportado | No reportado | [336]
Yerba mate verde 1 a 3 Digestion 449
Yerba mate verde 1 a 3 Infusion 70
20 diferentes marcas comerciales/
SR 413
antes de la infusion ..
- - Infusion No reportado | No reportado | No reportado | [344]
PIXE 20 diferentes marcas comerciales/
. A 445
después de la infusién
Paso A-Hojas cosechadas Andlisis directo 731 No reportado | No reportado | No reportado | [345]
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Paso B-Hojas tostadas 890
Paso C-Hojas secas y molidas 387
Yerba mate verde sin procesar Digestion 0,1 0,02
Yerba mate verde sin procesar Infusion 0,07 0,07
GFAAS —— No reportado | No reportado [335]
Yerba mate verde procesada Digestion 0,15 0,04
Yerba mate verde procesada Infusion 0,07 0,16
Analitos (promedio, mg kg™)
Metodologia Tipo de muestra Digestién acida o Infusion acuosa Ref.
Al As Cd Pb
Yerba mate comercial de Rio
Grande do Sul 4607 0,43
Digestion No reportado <LOD [325]
Yerba mate comgrmal de Santa 3249 121
Catarina
Yerba mate comercial de Parana 5233 0,35
54 yerbas mates comerciales de
ICP OES and ICP-MS en Argentina, Brasil, Paraguay and Digestion 361 0,05 0,4 0,3 [327]
combinacién de Uruguay
FAES/FAAS/GFAAS/IAAS 14 Yerba mate comerciales de 347 0.04 0.4 0.2
Argentina
19 Yerba magiacsci)lmeruales de 291 0,05 05 0.4
- Digestion [93]
14 Yerba mate comerciales de 384 0,06 0.3 0.3
Paraguay
7 Yerba mate comerciales de 537 0,06 0.4 0.3
Uruguay
Hojas de Baréo . .. 357 0,34 0,12 0,56
- Digestion [95]
Hojas de Cascavel 303 0,22 0,13 0,49
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Hojas de lvai 267 0,48 0,12 0,45
Hojas de Q, lguazu 351 0,39 0,14 0,61
Yerba mate ct?;zchlal-muestra A Digestion- sistema por reflujo 210
- No reportado | No reportado
Yerba mate comercial-muestra A . ., .
hasta E Digestion-Microondas 264
- No reportado [415]
Yerba mate comercial-muestra F . .,
Digestion No reportado 0,41 1,2
hasta J
Yerba mate comercial-muestra F Infusion No reportado 58 <LOD
hasta J
Muestras de té-A hasta E Digestion n.d. 0,05
- — No reportado n.d. [331]
Muestras de té-A hasta E Infusion 0,22 n.d.
Hojas de yerba mate Digestion 643 2,9
- — No reportado | No reportado [92]
Bebida a base de yerba mate Infusién 0,27 n.d.
4 Yerba mate co_meruales de 0,27 0,58
Brasil
1 Yerba mate comercial de . .,
Argentina Digestion No reportado | No reportado 0,13 0,9 [102]
1 Yerba mate comercial de 0,38 0,72
Paraguay
49 Yerba mate comerciales de Rio
Grande do Sul 0,029 0.6 0.4
8 Yerba mate comerciales de Digestion No reportado| 0,06 0,49 034 |[340]
Santa Catarina
16 Yerba mate comeruales de 0,056 0,45 0,38
Parana
. Digestion 542 0,062 0,57 0,39
9 Yerba mate comerciales —
Infusion 22 0,06 0,04 0,03
Yerba mate comerciales de Santa [334]
Catarina
Yerba mate comerciales de Parana
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Hojas no lavadas L 522 0,03 0,29 0,26
- Digestion [102]
Hojas lavadas 475 0,02 0,27 0,21
Hojas no tratadas Digestion <1 <12
— — No reportado | No reportado [193]
Infusion herbal Infusion <3 <22
Analitos (promedio, mg kg™)
Metodologia Tipo de muestra Digestién acida o Infusion acuosa Ref.
Al As Cd Pb
Santo Antonio 1,3
AAS Tereré Infusion 15 No reportado <0,04 <0,04 [333]
Chimarréo 7,1
Chimarréo 1 hasta 4 8170
ACV-FAAS Ché-mate 1y 2 Infusion 5850 No reportado <0,05 <0,05 [337]
Tereré 1y 2 305
Hojas: L1 hasta L5 0,9
GFAAS 13 Yerba mate comerciales: YM1 Infusion No reportado | No reportado 0.6 No reportado | [339]
hasta YM13 ,
. Digestion 450 0,3 0,39
FAAS y GFAAS 4 Yerba mate tostadas comerciales No reportado [328]
Infusién 44 0,04 n.d.
ETA-AAS Yerba Mate Digestion 369 No reportado | No reportado | No reportado | [343]
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Anexos VI

Porcentajes de los elementos extraidos por infusion acuosa calculados en relacion a la

digestion acida.

ICP-MS (%)

Elemento YM15 YM16 YM17 YMI18 YMI19 YMI12 YM20 YM2l YM22 YMOL
Co 70 69 92 86 70 33 60 78 71 72
Cu 67 67 63 76 57 3 45 67 65 63
Ni 120 107 99 98 90 45 92 99 93 80
Mn 57 64 63 65 52 29 49 58 54 47
Zn 43 41 43 45 37 11 36 45 42 48

ICP OES (%)

Elemento YM15 YM16 YM17 YMI18 YMI19 YMI12 YM20 YM2l YM22 YMOL
Ba 5 3 4 7 5 5 4 2 4 4
Ca 7 6 5 9 3 3 5 5 4 3
Fe 3 2 2 2 2 2 2 2 1 4
K 79 65 43 69 46 58 61 60 43 42
Mg 49 42 31 50 30 32 41 42 28 30
Sr 8 6 6 9 5 5 7 5 5 3
P 51 37 25 41 28 37 39 34 25 30

Referencia: V, Pb y Cd no fueron detectadas en todas las muestras.
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Anexos VIII

Busqueda del espectro a tiempo 0 (basal) y 4 h para la familia de los dicafeoilquinicos
en las tres muestras de yerba mate.
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Anexos I X

Publicaciones, congresos y premios.

PUBLICACIONES:

1.

Maria Victoria Panzl, Joseany M. S. Almeida, Marlin Pedrozo-Pefiafiel, David Menchaca, Ricardo
Q. Aucélio & Alejandra Rodriguez-Haralambides (2022): Evaluation of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons in Dried Leaves of Yerba Mate (llex paraguariensis) and Their Extraction into
Infusions, Polycyclic Aromatic Compounds, DOI: 10.1080/10406638.2022.2030770

Maria Victoria Panzl, David Menchaca, Alejandra Rodriguez-Haralambides. Analysis of
polyphenols and xanthines in yerba mate (llex paraguariensis) infusions by high-pressure
extraction and ultra-high performance liquid chromatography, Applied Food Research,
https://doi.org/10.1016/j.afres.2022.100192

PARTICIPACIONES EN CONGRESOS:

2" Latin American Metabolic Profiling Symposium (LAMPS), Rosario-Argentina del 10 al 12 de
octubre del 2016. Poster: “Metabolomic Strategies for the Analyzing the Effect of Polyphenols in
the Uruguayan Diet”.

4to Congreso Uruguayo de Quimica Analitica (CUQA) Torre de Antel, Montevideo-Uruguay del
25 al 28 de setiembre del 2016. Modalidad Oral: “Perfil quimico de hierbas medicinales presentes
en la yerba mate compuesta”

VIl Congresso SULAMERICANO E ERVA MATE, Ill Simpésio Internacional de Erva-Mate e
Saude, | Feria de Tecnologia na Inddstria Ervateira. 16 al 18 de mayo del 2017, Erechim, Brasil.
Poster: “PERFILES QUfMICOS Y CONTENIDO TOTAL DE POLIFENOLES EN
INFUSIONES DE YERBA MATE Y TE DE MATE”.

132nd AOAC INTERNATIONAL, Annual Meeting and Exposition, Toronto-Canada del 26-29
de Agosto del 2018, Poster: “Chemical profiles of aqueous extracts of Yerba Mate (llex
paraguariensis) products by UFLC-MS/MS.”

7mo Encuentro Nacional de Quimica (ENAQUI), Montevideo-Uruguay, del 3 al 5 de noviembre
2021, e-Poster: “Nuevo método de extraccion acuosa de compuestos bioactivos en yerba mate
(Ilex paraguariensis)”.

7mo Congreso Uruguayo de Quimica Analitica (CUQA) Torre de Antel, Montevideo-Uruguay del
26 al 28 de octubre del 2022. Modalidad Poster: “Desarrollo de un método de medida directo,
rapido y simple para la cuantificacién de &cidos clorogénicos en infusiones de yerba mate
utilizando fluorescencia de sondas a base de grafeno”.

Poster “Graphene quantum dots (prepared from citric acid and glutathione) as selective
luminescent probe for chlorogenic acid in yerba mate (Ilex paraguariensis)”, presentado en la

Green Chemistry Postgraduate Summer School”.
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8. SETAC Latin America 15th Biennial Meeting, del 17 al 20 de setiembre, LATU, Montevideo-
Uruguay. Aceptacion del poster a presentar: “Mercury speciation study content in yerba mate (llex
paraguariensis)”.

MEDIOS DE COMUNICACION:

1. “Toéxico en el mate”. Entrevista impresa en el diario nacional “La Diaria”, Montevideo-Uruguay.

Publicado el 10/03/2022. https://ladiaria.com.uy/ciencia/articulo/2022/3/toxicos-en-el-mate-

investigacion-encuentra-bajos-niveles-de-exposicion-a-pah-pero-no-descarta-posibles-riesgos/

2. "Los secretos del mate". Entrevista impresa en el diario “El Telégrafo”, Paysandu-Uruguay.
Publicado el 06/02/2022

3. “Clinica estadounidense recomienda tomar mate; que dice la ciencia y que particularidades tiene
la yerba uruguaya”. Cientificos uruguayos explican los mitos y verdades sobre la yerba mate.
Entrevista impresa en el diario “El Pais”, Montevideo-Uruguay. Publicado el 28/05/2023:

https://www.elpais.com.uy/domingo/clinica-estadounidense-recomienda-tomar-mate-que-dice-

la-ciencia-y-que-particularidades-tiene-la-yerba-uruguaya

PREMIQOS:

1. International Mass Spectrometry Foundation: Nico Nibbering Travel Award.

2. Congreso Uruguayo de Quimica Analitica (CUQA): Mencion especial (tercer puesto) en la sesién
de poster: “Desarrollo de un método de medida directo, rapido y simple para la cuantificacion de
acidos clorogénicos en infusiones de yerba mate utilizando fluorescencia de sondas a base de
grafeno”.

3. Beca obtenida para la participacion presencial en la Green Chemistry Postgraduate Summer
School, del 2 al 7 de julio del 2023, Venecia-ltalia. P&gina  web:
https://www.greenchemistry.school
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Glosario

GLOSARIO A: Identificacion y codificacion de muestras de yerba mate en cada capitulo.

. Pais de . Perfil quimico Monosacaridos GQDs/GSH PAHs Elementaly Hg Invitro  Invivo
Ciudad 2 Tipo N° de YM
produccion Cap. 3 Cap. 4 Cap.5 Cap. 6 Cap.7 Cap.8 Cap.9
116polis-RS Brasil Verde 01 X X X X X X
Aurea-RS Brasil Verde 02 X X
Misiones-AR Argentina Estacionada con palo 03 X X
Arvorezinha-RS Brasil Estacionada 04 X
Erechim-RS Brasil Verde 05 X X
Arvorezinha-RS Brasil Tereré 06 X X
Erechim-RS Brasil Tereré 07 X X
l1épolis-RS Brasil Verde molida gruesa 08 X X X
Arvorezinha-RS Brasil Verde 09 X
Erechim-RS Uruguay Estacionada 10 X
Encantado-RS Uruguay Estacionada 11 X
Rio Grande Brasil Tostada 12 X X X X X X
Misiones-AR Argentina Estacionada con palo 13 X
Buenos Aires-AR Argentina Estacionada 14 X
Barao de Cotegipe-RS Uruguay Estacionada 15 X X X X
Bardo de Cotegipe-RS Uruguay Estacionada compuesta 16 X X X X
Encantado-RS Uruguay Estacionada 17 X X X X
Encantado-RS Uruguay Estacionada 18 X X X X X X X
Tuparendi-RS Uruguay Estacionada 19 X X X X
Nova Prata-RS Uruguay Estacionada compuesta 20 X X X X
Encantado-RS Uruguay Estacionada compuesta 21 X X X X
Arvorezinha-RS Uruguay Estacionada compuesta 22 X X X X
Bardo de Cotegipe-RS Frontera Estacionada 23 X
Bardo de Cotegipe-RS Frontera Estacionada compuesta 24 X
Arvorezinha-RS Frontera Estacionada 25 X X
Arvorezinha-RS Frontera Estacionada compuesta 26 X
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