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Con motivo de un estudio general sobre la yerba mate que
se estd realizando bajo la direccidn del Profesor Houssay en combina-

00' .o 6‘. ooo . o

oion con la Junta Reguladora de la Ycr'be. ntat".é'i: htzﬂ- una distri‘buoion

de los trabéj?a sobre los diferentes temas a tratar en dicho estudio.
La circunstancia de que en el Instituto Bacterioldgico se ha-

ya estudiado 1a existencia de 1a vitamina C en la yerba mate,determind

que 80 tomara en el presente trabajo algunos de los aspectos quimicos

mids interesantes del estudie inleiado.
Uno de ellos,ya completamente terminado,fus 1a investigacidn

sobre el insaponificable del extracto etéreo o qloroformico de la yerdba
mate.Dio @sta por resul tado el hallazgo de ¢ -amirina y Acido urséiico

en la yerba,

Nos hemos propuesto estudiar,después de elio,el problena del
llamado tanino de la yerba mate,tratando principalments de aislarlo al
estado puro para el mejor estudio de su constitucidn o por lo menos eo-
tudiar su naturaleza de acuerdo a su comportamiento quinioa.

Pambién hemos tratado de estudiar las substancias reductoras
presentes en l1os extractos de yerba mate y su posibla natural eza.,

Otro de los aspectos que nos oocupa e3s la existencia de teo-
bremina acompafiando & la cafeina exintente en e1 citado veygetal .Hermos
abordsdo principalmente el problema (e la curacterizacidn del alcaloi-

de menecionado.

En todo momento hemos empleado la mignma muestra de yerba nate



enviada por la Junta Regmladora de la Yerba liate,con la seguridad de

4

que se tratara de la especle Ilex Paraguariensis sin contaminacidn con
otras especies vegetales,

Dicha yerba procede del yerbal "Santa Inés”,del Sefior Pedro
Nﬁﬁe;,dg} Radio Capital ,en Misiones;de plantas en pleno desa}rollo.cq-
rresponde a la eosesha de 1937,que se roa;ﬁzé_desde el primero de mayo

al 15 de octubre y que ha sido elaborada por el sistema "Barbacud"y me=

lida "para infusiones®,




PURINAS TOTALMS 1IA, MATE,

Desde que fué encontrada la cafeina cn la yerba macn,hun nido
my mumerosos 106s trabajos reallzados para establecer 1a cantidwl de la
misma presente en 1a yerba,’fuchos de estos estudios fueron real izmoos
con la espsranza de que al eantenido cn'oafciﬁa sirviera para esiabl oger
falsifieaciones de la yerba;pero 1a gran variaecion en el contenido en
yerbas que ge pueden considerar legitimasha demostrado que 1o puede utili.
zarse para tal fin,

Hausehild (1935) presenta un guadro de las determinaciones real i
sadas por diversos autores }-cn €1 puede verse cifras desde 0,09 por
Herrero Ducloux(1517) hasta le de 4% de Gay,eitada por ese mimw mitor,

Jis seguro que loa valores miximo y minimo ensontrado: no re=
presentan 1os reales para 1a yerba mate y su diferencin esti msobre todo
en los métodos empleades,mehos de 6llos deficientes,Pero aunqua las die
ferencias son menores,dstas se encuentran lﬁp empleando nm2todos bien con=
trolados que cénsideramos dan pogo error;por siupuesto,menor qua las dife=-
rencias encontradas entre las dietintas miestras de yerbva.,Comn ajermplo
Puede menoclonarse el trabajo de Krauss,Kleucker y Kolluth(l933) donde los
mencionados sutores encuentran miestras de yerba con un contenido an eas
fe{na entre 0.3 y 1.5 % empleando el m&todo de J.eudrich ¥y llottholur 110d 1=
ficado que han estudiado en su part- experimental Grossfeld Y Steinhoff
(1931) y que puede considerarse que da valores my aceptahles,y que a
nuestro juicio tiene el solo imsonveniente de enmplear inicialinenie poca
ea yerba para realizar la determinacidn 1o que hace qu" un paquefio error

se multiplique por 20 al darse la eifra final,



Tn las miestras sstudiada; por nosotros,ocon el ndtodo citado
ae obtuvo valores de 1,40 a 1.953%,ee desir que se crata de un tipo de
yerbva de alto contenido en cafeina.

Con referensia al contenido en cafeina da la yerba jute,ee ha
planteado siempre el problema d: 1a existensia de eafeina libre y eafe=-
{na combinada.Hay en esta diferencia una gran parte de definieidén y se
ha definido asi como esmo eafeina 1ibre,aquella poreidn da) totul que
se puede extraer directanente de la yerba rmte nin necesidud de al onl 1~
nizarla.Xl &lcali tione preoisamente la nisidn de saparar lu onfelna de
1as substancias acidas a las que se supone unida,

fausehild eneontrd, segin 1a muestra,valores de cnfainn combi«
nada que representaban del 0 al 52.9 7 del total.l¥n las rmestras por
nosotres estudiadas 1a poreidn de cafeina comvinada es taibhidn 1y pe-
quefia ¥y los valores engcontrados para la libre representan cifran desde
80 a1 100 % del total,eomo puede varsz en la tadla respectiva de la par-
te experimental,

Resul ta igualmente interesante ver qué proporeidn do esta ca=
feina pasa facilmente al azua.3e prepard una infusidn en lnn sondiciones:
que se detallan en la parte .expormmtalw €011 Puede obamrvarnso,desde
wn 60 al 100 %4 de la cafefna pasa 1 1a nisa.2s evidente qu: an la forma

tipica de prepara® 1a infusidn,pronto debe gquedar 1a yerba wiosada en cafe
{na,

DRETERMINACION D77 A3 PURINASZ I, ATH,

Se empled el wmetodo oriiinalde Leudrich y Notsbhoha (1909) modie-
ficado por irossfeld y Steinhoff (1931) y que ha sido adoptudo por Haue
schild en su trabajo,La severa eritica experimental i1 qu<: lo somotieron

Grossfeld y Steinhoff da seguridad en los resul tadoa que gon 8l e obtie-



nen. Tl método consiste en pesar 10  de yerba finazente pulveriszada,
tratarla con § ml. de amoniaco a1 10 :{ en un vaso de precipitacion y
mezclarla bien de inmediate agitando de vez en cuando durante win hora.
ge mezcla entonces oon 10 g. de arena gruesa y se pusa sin pardidas a
un sparato de extrageidn de 3oxhlet para extraceion en caliente,donde
se extrae durante dos horas eon cloroformo hirviendo fuertements..in ge-
neral basta este tiempo para extraer todos 10s solubles en clorofur10
en esas condiciones;pero puede gcomprobarse por avaporacion de wnn por-
cidn del disolvente y contimuar si &ste diera aiin veatigioode extruato.

Je afiade un gramo de parafina sdlida al extracto y se dentila
el cloroformo.¥l residuo ss sxtrae~ con 50 il . de a;ua hirviendo y se la-
va con arua calignte,pasando los extractos a un matraz aforado de 200 rl
hasta que e3t® lleno aproximadanente am sus trea cuartas partens,Después
de enfriada 1la solucidn acuosa,se aSiade a 1a misma 10 M., de unn nsolucidn
al 5 % de permanganato de potasio,Luego de 15 minuton se agrega % .. de
una solueidn al 20 ¢ de sulfato de cobre y finalmente,para destruir el
permanganato en exceso,5 ml, de una solucidén al 10 ‘ de hiposwl.fito de
sodio.Después de afiadir 5 ml, de hidrato de sodio normal,se enrnii a 200
ml,,se mezcla bien y se filtra por pape} Pl 2gado,

100 ml., del filtrado,que tiens un color azul dabil,se exurnen
en un extractor a 1iquido een cloroformo hasta extraceidn total.)D ax~
tracto cleroformico se filtra,se lava bien el balon de extraceiin y el
papel,uniendo.los liquidos de lavado al filtrado original ;jnse evaporn .. se-
quedad todo 1 1{quido en un cristalizador tarado.

F1 peso del residuo mltiplicado por 20 da la cafefnn ypor 100 g
de yerba,Le ecafefna asf obtenida era com dletan-nte incolora y por su pun-

to de fusidn estabva My ligeranente impurificada con teobromina,



CATII'A [OLAL, =

Determinacidn | Cafeina & ' e | Pe de funidn.

estra I: 1 1,52 220-3°

2 1l.53 223 —

3 1.40 220=2

.S 1,40 220=27

5 1,40 21(9-23?
uestra 1I: 6 _1..3:4 219=0
e 7 1. '73 219"240

CAWIINA TIRX !, ~3¢ qupled el misro &todo son axcepoidn ol tracae

miento con aronfaco.

Determinaqeidn | Cafefna g < g. | P. de funidn.
Muestra I: p 1.26 21Y=202°
2 1,42 =
luestra II: 3 1,94 21 0=20)
4 1.57 219Y=20°
5 1.47 215=°

CAVEINA FN 1.A INWMISIO: DE MATH.~La infusidn fud preparain sisuiende
la técnica estandardizada de calentar 5 g. de yerbdba nmate gon .00 ml, de
agua y hervir durante 5 mimutos,gonmenzando a1 sontar desde al priner here
vor.Se filtré la solucidn,se 11evS a 100 ml. gon ama y se oxtrajo con
cioroformo para exiraer dos preparacilones,o sea en total 10 e de® yerba,

Luego ss evapord el oloroformo siguiendo la marcha como en e, n8todo ane
terior,

Determinacion | cafeina g 4 g, | 2. de funidn, |
"mestra It 1) .53 21.5=219°
2 1,48 A3
| Thaestra II: 3 1.12 28
5 1045 @8"& ° ]
L 1.15 ”""
7 1.26 2.9=2°

Conglusioneg,=~l.as mestras de yerba mate empleiuias en eston egiu=

dios contienen una cantidad de carefna de alrededor de 1,50 %4,cifru que

estd dentro de las que sefiala 1a literatura,aunque ne acerca n los datos



al tés sobre su contenido.lLa llamada cafeina lihre en de aproxiruuiien=~
te de 85% en una de las muestras hasta llegar prn.’cticmente . .00 % en
otras,La porcidén de eafeina que pasa en solucidn al prepurar la infusién
de mate es algo variable.En unos casos se ha encontrado ser przictiomnente

el 100 %, en etros entre 60 y 70 % aproximadaments,

sanesancse()) remasconne



CARACTERIZACION DE CAFEINA Y TEQEROMIMNA, -

-------ooo--n----

En 1836 Tromador? estalleeid la presencis de un alcaloide
o= o1 mate,y mas Sarde Stenhouss (1843) goqyté que se trataba de
teins,la @0 luego wesults similar a la ca.f_oinn.lnoo trabajos han
sido citades por otros autores que 86 han emipado del prohlema,no ha~
1lsndose los originales en ol pa.h‘.

En hase a experiencias de subl imacion de los sxtractos brutos
csnteniendo oafeina Oenrii sugiridé em 1927 ls casi seguridad de que
aqn‘nn. ae hallaba ascompafiada de toohronina. heche que segpin Rauschild,
fu‘ sugerido tandién por Schledimann (1928).!:9 tarde Rauschild pudo eas-
tatlecer la presencis de teebromina en 1a yerda mt-.

Hemos pensads conveuiente repetir ol ailslamients y la carac-
terisscién de dicha substaneia para comprobar una ver mas la existenoia
de la nisma y confirmar asi ¢l trabajo de Hamuschild,Aprovechamos al mis-
mo tiempo la epertunidsd pars realizar une earacterisacion de ls cafeina
én los extreaoton o'btenidotl.

En primer lugsr degidimes repetir exastamente tal ocudl lo rea~
1izars dicho imvestigador,el método de aislamiento de la teohremina.Pero
me pudimss llegar a ninguna separasién neta de cafeina y teohronua.,-
pesar de haber aislade una cantidad relativamsante grando“la primera,

Partimos entonces de un extractoe etérec-clerofirmico que con-
tenis 1as pur:l.nu'.l.o somstimos a un proeese de purifiocacién que se des~-
eribe en la parte sxperimental y que es similar al empleade en el matodo
de do.njo‘.x.u purinas totales obtenidas fueron separadas por bensol y en



la fraceidén insdluble pudo caracteriszarse la teobromina,

PARTE Em.‘

Se repitid el procedimiento llevado a oa-
bo per Mohnd,n la signionte forma:

Be prepm una infusiin con 1 5 h. de yerba ﬁ.nwmnto mol ida
o 5 1. de agis ligeramente mmm (2 m, de d&cido clorhidrioo con~
sentrade por 100 de agua) en 'baﬂo de vapor durante une Inra.r:l_ltrndo
6 extracto a través de una tela y yrensade en 1a misma el residuo,vol-
vid a repesirse 1a operacidn dos veces mis en las miemn condiciones oon
le misms yog'bn,duntq'do 1_09 OI‘FI_‘QO"QOI;'

Luego de precipitar oon una solucidn al 20X de acetatoe neutro
de plomo,se gepard el procipituin por centrifugacidn y se pasé dfeide
m:huruo sebre ol 1iqamo sobramadaute hasta total climinnolon del
plome ,Filtrado mobre )qnl el mm: de ploms formado,se hizo paur por
el fildrsdo una cerriense do nnhilridn mhénho durante euatre horas
pora el iminar el exceso de acido m:l.fhidrioo.

X 1fquido fuéd evaporade a m(c_: en tafio de vapor hasta 2 1'.
qu.lupuﬁq_ de llevar & pX é on mhu.po sigaid eveporando & bafio
maria sgregando previamente arens y magnesia caleinsds,hasta edtener un
pelvo muy higronl‘p.lu'.m oxtraje éote durente tres dias con alsroformo
en un qu-a.to do Bomot,y luego de ﬂmm el disolvente se o‘btuvo un
residue de 2,5 g. que fué disuelto en 124 ml.de agus a emua:.on.no--
pués de dejar enfriar la solusién acuesa,se pudo separar por sentrifuga~-
¢i6n un residuo 1 de uwn 1iquide 2 ‘.

La soluciin acuces 2 se llevé a ssquedad a vaclo y el polve

®lance obtenido fué recristalizado deos veees de agundando las agujas



carasteristicas de 1a cafeina.Se tomé el punto de fusidn ,dando 232°¢.
Heoha una meszela con cafeina pura,fundia & 235°C.Todo ello deruestra
su identidad con la osfeina,

Kl residuo 1l,en el oual Hauachild establecid la existencia
de teobromins,se traté de gristalizar de agua pero no se pudo obtcnor
substancis alguna c-gue indi'nu_'_a_ Xa _pr'eaencia die dicho aloalolde,

Atribuyende el fracaso de dicha experimnocia & la cxtraceidén
hecha con un sparatc que extrae en fric y a 1a insolubilidad de 1u teow
bromina en cloreformo frio,se bused otro camino para su aislzuniunto'.Se
aproveghd asi un extracto etéreo-~cloroférmico de yerba obtenido pars
etres fines y se siguid wma marcha similar a la empleada on ¢l dosaje
de las purinss Sotales chﬁn el método de Leudrich y Hottbonna,descrip=-
te en la partc :iue trata del donajc Jde los eitadous alcaloldden,

Este procedimiento tiene la ventaja de quﬂ pe obilanc una
substancia mis pura y de ﬁo hay seguridad de obtcner el alcaloide en
s tetalided pues la extraceidn se realiza eon un aparate :iue cxtrae
con cloroforme en cal iente,

3¢ tomd 80 ml. de un extracto etéreo=clorofirnico(ocorrespon~
diente a una freceidn de 250 g. de yerba extraid:_x).m.ovndo a seduodad,
se traté e) residue con agua & ehzllipién,dostnxtendo la materia orgé=
!}1_0: por agregado de plermanganato dq potgpio a_la solucion acuona fil-
trada;.mi.m.nac_lo sl exeeso ¢e permanganato,se evapord el liciuidp acuose
has$e 100 ml,,extrayendo luego con cloroformo en un aparato de ex‘m-
cién en caliente durante 20 horas.Evaporado el disolvente,se obtuvo un :
residuo euyo punto de fusidn fué de 209°.

Se aprovechd agmi el hecho de que 1a cafeine es completamente

soluble en benceno,en el cual es8 insoluble la teo'bromina.Asi,ue extrajo



tres veces el residuo obtenido con bendceno en frio,disponiéndolo en un
agitader por varias horas.8e odtuvo de emta forma 169 nmg, de una subs=
tancis que,recristalizada de agua,dio un punto de fusidn de 335°,

Dicha substancia se adieions de 9 m, de aguu,haciendo hervir
durante varios mimitos y luego se ri1trd 1 yesiduo que quedé sobre el
papel se adiciond muovamcnte de ogua(rlrededor de 6 ml.)f4ltrando nAs
tarde otra veé;La_fr.cciﬁn soluble precipité uwna mibstaneia algo amari-
llenta éne se separd por filtracidn y se tomd su punto de fusidn resuls
tando 5er.338°,eon emegmecimiento a 316°(A);El segundo extracto acuose
dio un presipitado blanco cuyo punto ds fusidn fué de 338°,0on ecnnegre-
cimiente a 329°(B),

Las fercciones A y B se racristalizaron de una ocantidnd mfnima
de mgun a ebulliciin.Despuds de ello fundieron ambas fraaccionen n 338 °,
son ennegrecimiento a 322-325°La teobromina pdra funde a P41° con enne=-
grecimiento miy ligere.Ambas fracoiones juntas (Ay B) se volvieron a re-
eristal isar de arua con cgrhén sctivo.Se obtuvo esta vez cristnles cuae
drengul ares que rupdlan a 340° sin ennegrsoimiento.

Sublimeds digha substancia a vaelo,se obtuvo finalmente un pro-
ducto miy pure de punto de fusidn 340-342°,en la mimm: temperature quc
una mMmaestra de toqbromina pura.L.a mezala con teobromina pura no dio de-
Presién en el punto de fuaién.La reaceidn de Beoup reclizadn con una se-~
lucidin de dieromato de potasio a1 5 % en Aqido ﬂulfﬁricc econansntredo,dio
el migmo viraje de tones &ue la teobromina pura,sompletamente diptinte de
la coloracidn que en las mismas condiciones suele dar la oafoiun;El ana-

lisis del produgto aislado dio 101 sigulentes resul tados:



Pesada: 3.150 mg.

volurien de nitrégeno: 0.350 a 20 y 760 rm.

N % : 31.4)
Calculado ; 31,11

CONCLUSIONTES,= Se ha comprobado qu~ ~n el nate, junto con la

cafeina,desde hace Mmicho tiempo encontrada en dicho vesetal,se halla una

pecuetia porcisn de teobromina,

--—-----—-ooo - ga om =9 SR OB 6P =n B9



SUBSTANCIAZ WINCLORAS DT LA da A ( J0WMCTIVO DE

BERTRAND )

Con este nombre se comprende todas aquellas subhseaiiclas que
presentan poder reductor frente a un reactivo determinado,de los emplea-
dos en dosificacidn de gliieidos,l rmuestro caso se ha emlcemio el reac-
tivo de Bertrand,

71 autor de este reactivo,conjuntamente con Devuynt(1910) ene
contrd un contenido de 6,08 % de productos raductores en l.a yorba.Hau=-
sohild (1935) determind un contenido entre 7.4 y 11,34 ¢,de )a oual un
24.4 a1 39.9 7 era directanente reductora,mientras que el resto sdlc apa-
reoc{a por hidrdlisis,.

In nusstro c¢aso he10s operado twibién dosificwuio el poder re=
ductor entre 4 y 4,6 3., de 3lucosa por 100 g. de yerbaclor hidréligis
este poder reductor aumenta a1 7,2-7,6 <. Lans cifras se acercan pues a los
datos mas bajos obtenidos por los antores antes mencionado:s,

01 del extracto inicial se eliminan las subscancing que preclsi-
pitan por la adicidn de acetato de »lomo, el poder reductor disminuye a
2=2,8 y después de hidrilisis 1lega a equivaler a 5e8=6.5 5,de glucosa p
por 100 g, de yerba,Es deeir,que si bien el primero ha dimimiido,el pro

ducto que hidrolizado deiermina que la reduceidn aunmentia 3¢ nuntiene

constante,



ws evidente pues,que una paete de las substancias que doeter-=
minan el poder reductor inicial deben perténecer a la categoria de los
polifenoles,lo que estar{a de acuerdo con los resultados odtenidos en al
estudio de la “raccion considerada tanino.

T,as substanclas restantes,que no precipitan por el plomw,son
poco solubles en alcohol,lo que indicar{ia que en buena paxrte son hidratos
de carbono.Sin embarzo del residuo no se logra separar ninguna osizonun
caracteristéca ni ain después de nhidrdlisis,

Sobre 1a naturaleza de las substancias reductoraa,aélo podria-
mos afirmar que si se confirmara la presencia de sacarosa en la yorha nae
te,que fué aislada por Hauschild y que seqin este autor se encuentra en
una proporcidén entre 3.6-6.9 %,8&sta seria la principal responsabl: de la
mayor reduceién después de hidrdlisis,

Tn el capitulo dedicado al tanino ,se sefiala el aislamiento de
una osazona muy similar a la glucosazona,pero de identificacion no Jegu-

ra por dificultades en a purificaci’n,

PARTT EXPIRI UDITAL,

Para la dosificacidn de las substancias reductoras se apled
el método ée Bertrand,

5e investizd el poder reductor no sdlo del extracto orijinnl de
yerba,sino también del que corresponde a diversas fracciones del extracto,

Para 1la extraceidn se tratd 1a yerba con afua hirviendo,repie
tiendo la operacidn cuatro veces,La determinacidn rzalizada sohre eate

1{quido correaponde a la denominada extracto in:ieial.

Fate extracto inicial se llevd a pil 4 con deido acatico ¥y luego



se tratd con acetato de plomo, 0L precipitado ansi obtenido ue nepard
por centrifugacién,se 1avé con arua,reuniendo los 1iquidoa,.e wrate
con &cido sulfwidrico para eliminar el exceso de plow,elininando el
exceso de sulfhidrico por turbujeo de anmfdrido carbonico.l.as segun-
das determinaciones efectuadas corresponden a este 1liquido.

Esta solucidn es elevada a pH 6=6,5 con hidrato de nodio di-
luido,concentrando a vacio a temperatura inferior a 50 gradonJ 1{-
quido siruposo de color caramelo asi obtenido ne extrae 4=5 veces con
al cohol hirviendo y los extractos alcohdlicos se reinen.,l.a torcera de-
terminacidn se realizd sobre el extracto alcohdlico.

Tn todos 103 casos 1la hidrdlisis s~ realizd por trataniento

con acido clorhidrico al 2 7/ calentando una hora al bafionaria hirviendo,

POD'R REDUCTOR DHJ, BXTiRACLTO ACUOSO 14 WiRBA MAW Y AL@NDIAS DY

SUS FPRACCIONTS,(En gz, de gluensa por 100 z, de yerha)

1 11 IXX

Deter’ﬂinacién A, D, noHo Dol hA.H, D.H.
1 4,60 7.26 2.19 6410 0493 -
2 3.3 7 44 2,83 64,57 0.94 2,603
3 4,47 7«45 2460 592 - -
2 4,40 _ 7.27 | 2.2 %.83 0,09 -
5 4,50 7« 58 2,04 o ) 0,79 -

I:Extracto inicial.

I1I:Solucidn después de elininar el Acido alfhidrico.

III:”xtracto alcond0lico.

A H, :Antes de hidrdlisis;d.ll. :Después de hidrdlisin,



T.a determinaciéndel poder reductor del extracto ml.cohdlico
después de la hidrdlisis se vio dificultada en casi todos log casos por
1a formacidn de un precipitado odacuro que ipedfa La valoracidn del &=
xido ocuproso.

De los residuos insolubles en alcohol no pudo hallaxrse,ni
antes ni después de hidr51isie,gluco;mzona 0 p=bronofenil;ucosazona

siguiendo las técnicas cdasicas,

ABSUMIN Y COHCLUSION:S .-

J.a muestra de yerha nate estudilivla con-
tiene de 4 a 4.6 g. por 100 3. de substancia reductora calculadn como
glucosa.Por hidrdlisis previa,este poder reductor aumenta i un equiva-
lente de 7,2-7.6 g. de glucosa.,Una parte de las substancias que contri-
buyen al poder reductorininicial precipitan con acetato de plorw,en con-

dieciones qu~ hace pensar se trata de polifenoles,

No se ha podido aislar de estos extractos osazona il runa.



ENSAYO0S Dt AISLAMIFNTO D SACAROSA DE LA YLRBA JATE,=

En la yerba mate el poder reductor aumenta en forma acentuae
de por hidrélisis ligeramente dcida de sus extractos,Entre las subntan=
cias que pueden colaborar en este aumento del poder reductor despuén
de hidrélisis,Hauschild ha descripto a la sacarosa que consiguid aislar
en pequefia cantidad.Fl aumento del poder reductor ha sido yu considere=
do en un capitulo aparte.

Hemos realizado dos tentativas de aislaniento de sacarosa por
el método de Schulze y Franxfurt (1895) que se considera una de los mis
seguros para real izar esa separacién,pero no hemos l.o:zrado obtener dicho
disacarido.La poca substancia semicristalina obtenida es un producto que
funde mal aproximadamente a 220° ,que no reducc el licor de Yehling, ha-
ciéndolo 88lo después de hidrolizade oon acidos.Una solucion de la mig=
ma substancia en concentracidon semejante a otra de sacarosa 10 da la
reaccidén de Seliwanoff, sientras que la segunda la da en form intensa.

Esta substancia no puede pues tomarse como sacarosa y sdlo
puede considerarse comuv un indic;o de la conmplejidad de los extractos
de yerba mate,que contien=n numerosos productos entre los cuales exis=
tirfa una substancia mis,posiblemente un glucdsido cuyo poder reductor

apareciera sdlc después de hidrdlisis.

PARTE EXP RIMENTAL,.~Se realizaron seguidamente don ensayos de

aiglamiento de sacarosa sezin el método de Schulze y Frankfurt,en la

forma descripta a continuacion,



Dos kilo;ramos de yerba se hirvieron con 10 litros de alcohol
de 92°durante 20 minutos,con un poco de o0xido de 'nagnesio para corregir
la acidez que en un extracto al condlico directo de_yerba mate estd re-
presentado por un pH de 5.3.La solucidn alcohdlica,después de filtrada,
fud calentada airezando eontonces una solucion hirviente saturada de hi-
drdxido ée estroncio,continuando la ebullicidn por media hora.ll preci-
pitado se £i1tr6,se 1avd con solucion saturada de hidroxido de estroncio
y se secd entre papeles de filtro.XEn una capsula se cubrié luego dicho
precipitado con una solucidn caliente de hidroxido de estroncio,hacien=

do mervir media hora,

La parte insoluble,qu~ es dondd debe hallarne la sacarosa,
se £11trdé en caliente.Después de suspender dicha substancia en aiua, e
hizo pasar una corriente de anhidrido carbonico hasta que la reaccién
alcal ina casi hubo desaparecido.Luego de aeparar yor filtrucién la sal
de estroncio,se evapors el filtrado hasta consiastencia siruponi, cuidando
de mantenerlo a un pH alrededor de 7.35e extrajo lue;;o varias veces con
al cohol ,reuniendo los extractos,realizando las extracciones en caliante,
Dicho extracto alcohdlico se evapord nuevamense a jarabe,el que fud ex=
traido otra vez con alcohol.

Este oxtracto alcohdlico depositd,dejado cuatro o cinco dias
en 1a heladera,un producto semicristal ino,ligeramente obscuro,quec fué
filtrado.Presentd un punto de fusidn de aproximadamente 218°,liste pro-
ducto se extrajo nuevamente coi1 alcohol de 90°;

El nuevo extracto alcohdlico depositd por estacionarmiento en
frio una subotancia semicristal ina incolora que fundia con ablaidmmiento

aproximadamente a 220°,s0luble en agua.Una solucidn al 3 % de la nisma



o de 1a poroidn insoluble en alcohol,no dan una reaccion de Seliwa-
noff que pueda considerarse positiva,sino una débil coloracion roja.

Unua solucion de sacarosa de la misma concentracidén da un
color rojo intenso y un abundante precipitado al dia siguiente,
De 1o considerado anteriormente deducimos que dicha substan=-

¢ia no puede contener sacarose,

- ------.ooo-—--- - o o



JHSAYC D AISLACION D" INOSIYA.~

-—---0('0-01.---

L.a inosita es un producto qie se halla muy distribuida en e)
reino vegetal.De ahi que fuera 'my posible la existencia de la misna
el la yerba mate.Hauschild describid por prirmera vez la inosita ,ha=-
biéndola aislado y caracterizado como tal en la yerba,

F1 ensayo del metodo empleado por el citado autor para la
aislacién de 1a inosita de la yerba mate no dio los resultnados por 6l
descriptos.Entonces se procedid a emplear otro metodo citado por Klein,
Este método,basado en el uso de acldo nitrico para destruir los pro=
ductos extrafios fué abandonado pues al aiiadir el acido nitrico se ob-
tuvo un extracto muy impuro.Por ello se prefirid la separaciin de ino-
sita por descompoaicién de los otros azilcares reductores con nymesia
calcinada,segin 1o indican Fleury y Joly (1932)

A pesar de todos estos ensayos no se logrd aislar en ningﬁn

momento ningin producto que Wiciera pensar en la existencin de inosita.

PARTE EXPXRIMENTAL, =

Se procedid prieranmonte i repetir la mare
cha segulda por Hauschild para e) aislamiento de la inosita.Se la reali-
z0 como detallamos a continuacidn.

Se extrajo 300 g. de yerbn con alcohol en un aparnto de ex=
traccién continua en caliente.Xl extracto alcohélico,do aspecto pastoso,
se dejd reposar 30 dias,produciéndose un sedimento verde obscuroen el cual
no se pudo reconocer substancié cristalina al,una,como sefiala Hauschild,

Luego de decantar el alcohol,se disolvid el residuo en poea aua haclene



do hervir l1a solucidn con carbdn activo durante 20 minuton,aip Jograr
decoloracidn.Se dejé nuevamente reposar dicha solucién acuosa,pero no
produjo ninmin precipitado.Por 3lo fué abandonadas

Se precedié mAs tarde a emplear el nmétodo descripto en Klein
(Handbuch der Pflanzen Analyse)

Se hirvid dos kilogramos de yerba con 12 1. de ajua durante
una hora y media.Luego de fil trar el extracto,sobre el Tiltrado cuya
renccidn era acida ( pH 5.1) se agregd en caliente lechada de cal,Se
£iXtrd y sobre el filtrado se hizo pasar una corriente de anhidrido car-
bénico ;después de hervir diez minutos para que todo €l bicarbonato for=
mado pasase a carbonato y precipitarn,se filtrd y se vrecivitd el 1i-
quido con acetato neutro de plomo,Pueron necesarios parn una precipi-
tacidén com.,leta 7 ml. de una solucidn al 10 & de acetato de plormo por
cada 100 ml, de extracto.,Luego de separar el precipitado formado por
£1iltraeidn,se tratd el 11quido con acetato basico de nlomo ajregando
amon{aco.Fl precipitado obtenido con estos Wltimos reactivon,se sus-
pendid en agua eliminando el plomo con acido aulfhidrico,huciendo pasar
una corrienie dé anhidrido carbbénico después de separar por filtracidn
el sulfuro de plomo fornado.Se concentro el extracto hasta consistencia
siruposa y al jarabe callente se agregd 8 ¢ de su volumen de Acido nf-
trieo congentrado,Por unz ulterior adieidn de acido nitrico no se pre-
dujo mis desprendimiento e anhidrido carbénico.Se afiadid entonces 5
volimenes de al cohol,y después de en®riar 1 volumen de &ter,

in estas condiciones,normalmente la inositia presente precipi-
ta del extracto alcondlico-etéreo.Bn nuestro caso no se obtuvo crista-
les de inosita.C’reemos que la dificul tad provenia del tratamicento con

acido niirico,que no pudo ser regulado.Por ello ne siguid la separacidén



por el método de Fleury y Joly sobre otra parte del extracto congentrado que
no habia sido tratada con acide nitrice.

Primeramente se realizo una determinacion aproxinada del) residuo
seco del extracto,que resul t6 de 13.23 geSe colocd dicha substanecin en un
balén con 30 1. de a;jua por cada gramo de residuo scco,se agregd 'umynesia
recién calecinada y se 1levd a baliomurla hirviendo durante mediu hora.Pasado
este tiempo se £41trd y luego éue el 1i1qiido se hubo enfriado,se afiadid 20ml.
de agua por cadn gramo de substancia seca,azitando unos mimitos y dejuando raw
posar durante 24 horaa.Después de ello se filtrd por un Buchner,lavando a
fondo con 300 mli. de amua destilada.Se evaporo el liquido a sequedad a pre-
8idn reducida y luego sobre acido sulfiirico en un desecador.ll residuoc se ex=
trajo tres veces con pequefias porciones de al cohol de 80°,Normalmente la i-
nosita presente precipita de dicho extracto 2lcohdlico.In ninguna de las dos
yportunidades en que se 11evd a cabo dicho método pudimos obtener wi preci-

pltado cristalino,ni de otra naturaleza,dd inosita.

----- --—q-ooo - b en ob ab aB @ = e e



SUBSTANNCIAS TANICAS XM LA Y. 'R\ T1AYNE,

-—-----—0()0- - ab w o @ a8

Como con el nombre de taninos se desijma una seric de suba-
tancias quimicamente diferentes pero sinmilares en a.lmmab propiedades,
com» el ser astringentes, transformar la piel en ocu~ro,precipitar deter=
minados alcaloides,etc.,no es de extraiiur que aparte de las di?iocul ta=~
des que de por si encierra la quinica de esos productos,exista a mem-
do diverzencias en su aceptacién como taninos pues au enl i7icncion debe
basarse en la importancia que cada antor desea dar a las distintan reac-
ciones de caracterizacidn.@sta aclaracidn se hace necesaria mites de cone
glderar el tanino de la yerba mate,por tratarse precisamenie de wn caso
1{imite de una substancia que da algunas reacciones de tanino pero en came
bio no da otras.,

Conviene ademis sefialar que la immortancia que dehe darse n cae
da una de estas reacciones para determinar una clasificacion,varia tam-
bién segin 10s autores y por 1o tanto es otra fuente de datos concradice
torios,

1,os primeros autores que estudiaron on <l mate la presencila de
una substancia que calificaron de tanino fueron Rochleder y ID.asiwetz
(1848;1350) citados por Arata(18/7),siendo dicha subscancin winitida co=
mo idéntica a la que contiene el cafd.BEsta conclusidn,segin arata,parece
haber sido acejtada por Stenhouse{)343) aunque unz-=traune(L894) dice
textualmente que 108 resul tados de .lochleder fueron combatidon nas tarde
por Jraham-Stenhouse y Campbell y afirma en ese trabajo que para dilucie

dar esa divergencia ha vuelto a estudiar €)1 tanino del mate y confiema la



opinidn de Rochl~der,Xl tanino del -mate-el dcido matetiinico- en idén-
tico al tanino del café -el Acido cafetanico-.Para detalles del traba-
jo envia al Arch.der Pharmac.,231,613(1893),y funda su afiriucion en la
circunstancia de que 10s dos acidos ,el del café y el del nate,dan por
hidrdlisis dcido cafeico que admite unido a un azicar con sein carbonos
Yy que seria reductor.En otro lujzar dice que el mate gontiene un azicar
que reduce el Tehling y es inactivo 2 la luz polarizixa,siendo el produce
to de un desdoblamiento del tanino., uchos aflos awtes de estan publicacio=-
nes de Kunz-Krause,Arata(lB??) habia ya sostenido que el tanino del ca=
fé y del mate eran diferentes,baséndose principalmence en su comporta-
miento quimico,y 1o consideraba un gluedsido o una substancia :nAloga.

En 1919,Guglialmelll y Crivelli volvieron i comparir el llamae
do tanino de la yerba mate ¢on el del café.Aunque las diferaencius que se=
fialan entre ambos son my peqieilas y 8010 se basan en el cormorsaniento
diferencial frente a reactivos de precipitacion y coloracion,scofinlan el he-
cho importante de que no se comporta como un verdadero tanino,Cuando se do-
san 10s taninos en el mate por el mdtodo de Carpeni-sisley qu: erpled Sane
chez,los resul tados son 'my bajo3;cosa que este dltio autor umplia al co=-
mentar el trabajo de Guglialmelli y Jrivelli,diciendo que ha ohtenido la
cifra de O,S(debe ser jramos por cien gramoas)eoro cantidad de :anino pre-
sente en el mate cuando se utiliza el método mencionado,

YXn 1322,Peacock y Peacock volvieron a considerar o). problena del
princinio astringente del mate y aunque sus datos experimen:ales gon eg-
casos afirman que se trata de un flobAfeno.

¥n todos estos trabajos 1o se ha llezado e a wn aimaniento
del tanino al estado puro,sino jque se ha trabajado con extra:tos conteniens
do casi con seguredad otras substancias,

Hausc1ild(1935),en el ~swudio qie realizd sobre el )ate,considerd

[ 4 I 4
tambien su tanino y despues de resunir lo conocido 1anti la facha,en 1la par



te experimental descrive varias “racciones obtenidns nl tratar de purie
ficarlo .Por las propiedadeg de lon extractos que obtiene opina que en
el mate né hay Paninos del rupo del deido gilico ni del de laas catequi-
nas.,De una de estas fracciones losra aislar un producto crisializwdo cuyas
cifras de andlisis sc acercan,aminque no concue¥dan,a las del flcido cloro-
génico.Tampoco son iguales los puntos de fusidn y los poderes rozato=
rios son de siznos contrarios;eonoluye expreaando que la subsimicla aise
lada,a pesar de dar muchas reacclones de precioitacion v da sol.oracidn
similares a lan del dcido clorogénico,no es idéntica con @&sta,

En el mismo afio en que flauschild publiecabu su tesis,Voodard y
Cowland(1935) daban a conocer un extenso trabajo sobre e problema del
tanino del mate,.a primera observacidn interesmnte de VWoodard y Cowland
es una confirmacién,oon mayor apomte docuruental ,de lo dicho Lor tugliale
melli,Crivelli y Sanchez de que el -sate no contiene un verdikioro tanino;
y ésto principalmente resulta de la augencia de reaceiones posisivan con
intestino de buey,con elatina,con antionirina,y con eitrato de hierro y
anonio(reacecion de Wade)

Comparado el llawmnado tanino del "mate con extractos sninilares
de te o café,concluyen qu~ éstos contienen una requefia cantidiul de ver=
dadero tanino,

1,08 autores decidieron entonces hacer ensayos par:a separar al
estado puro los componentes fendlicos del rate ¥y encontraron indicuacio-
nes de la existencia de dos tipos bilen diferenciados:uno que seria un
pseudo n falso tanino y el otro una substancin colorante wiwrilla.bos
extractos que contenfan el pssudo tanino daban pirocatequina por fusidn
con dlcalis y quinona por oxidacidn de los productos de hido)inin;de

donde se concluye de la presecncia d- acldo cafeico y mwinico,eu deecir



los componentes del d&cido clorozénico.l.a fraceidn coloramiie daba por
fusién pirocatequina,idcido protocatdquico y floroglucinaide ello de-
ducen la existencia del derivado de una flavona,

cuando se dogifica el tanino d2 un extracto de yerha rute
por el nétodo del polvo de piel en cunlquiera de sus variantes,que con=
siste en determninar la porcion del extriacto seco del mnismo que ne fie
ja sobre ese polvo,se encuentra en la vieja literatura cifras que vae
rian entre 4.22 y 9:%,aunque la mayor parte lo son entre 7 y 124,

Jauschild,aplicando el método internacional de) polvo de piel,
halld para extractos que tenfan entre el 19 y el 28 4 de residuo se-
co,cantidades de tanino entre 7.55 y el 11 %(calculados sobre yerba nee
ca),.S1 ese extracto primitivo se lleva a sequedad y 3e disuelve mueva-
mente el residuo en ajjua,las c¢ifras de tanino varian entre 4,4 N I3
es decir que ha bastado el proceso de secado par:a modificar una parte
del 1llamado tanino e impedir que 1la piel 1o fige,

Woodard y Cowland encontraron 127 de tanino en J.os exiruactos
de yerba mate cuando se emplea el metodo internacional Yy setadlan que
ante la ausencia de reacciones cualitativas de tanino dehe intorpretar-
se ese valor ad~iltiendo qu~ el polvo de piel fija en anvs extructos o=
tras substancias que no son verdaderos taninog,

En nuestras muestras nosotros hemos encontriado que dan ex=
tractos que poseen una porcién de substancia fijada por el polvo de piel
cuando se utiliza el método internacional de dosiaje de taninos,que re-

presenta un 107 del peso de la yerba,

UXPTRIENCIAS PUWRSQIALNS :Dosificacidn de) tanino por ¢ metodo

internacional,



TL.a determinaci6n qe hizo en la Torma deitallula o contima=

¢ion y con las soluciones que se describen,

o I 4
Preparacién de la solucién analitica.Se prepara wnn infusion

con 10 g. de yerba naciendo hervir durante 10 minutos.])eapuéﬂ de centrie
fugar se 1leva el 1{quido a 500 ml . (dilucidn de La yerba:2 ¢)

Preparacidn de 1a piel eromad.,=Se pesa alrededor de 7 g, de
polvo de piel libre de hmedad,3e trata con diez vecen su peno de agua
y se azita,Luejo,por cada gramo de piel seca se aireja un M., de solu=
cidn de alumbre erdmico al 3 7,aritando diez mimitos y dejando reposar
hasta el dfa siruiente.Después de este tiempo se tranafier: a un lienzo
por el cual se fil tra,estrujando fierteente el residuo,l.a piol hineda
cromada resul tante se usa directamente para detanizar el liqui(lo.z)ebe
obtenerase el dato de humedad de dichii piel eromada para ver en cumanto
diluye a la solucion a ensayar.

[ 4
Detanizacidn de la solucidn.-3e eoloca la piel cromuula en un

frasco,asretando 100 ml, de la infuaidn de yerba,a:itaido lueiso durante
diez minutos,Se filtra por placa fil trante y luepo,airecando previamente
1 g. de caolin,se vuelve a filtrar por papel.Je evapora 50 1. del 1i-
quido 1{mpido a bafiomaria,secando luego durante dos horas en entufa.)l
peso del residuo equivale a la correspondiente cantidad de muhaztanela
no absorbida,que restadi de 1a de s0lidos totales(obtenida por evaporacid
de 1a solucidn analitica)da la cantidad de substanein absorbida(tmninos)
Caleulos, = 301, analitiea:2 4
lumedad de la piel:73.5%7 %
Se usd 23 3. de piel,’stos representan 16,92 Lo

de ana,

No absorbido(por evaporacidn):I) 0,2278 ;11)0.2286 ;

>



corresponde a: I) 26,36 7 ; II) 26,72 %
olubles totales: I) 36,72 4 3 II) 37.28 % .
Taninos: I) 36,72 = 26.63 10,09 ¢

11)37.,28 = 26,72 10,56 %.

Resumiendo: 1. 11,

Absorbido |} 10,09 10,56

‘Solubles totales | 36,72 |37.28

No absorbido | 26,63 26,72

el o181 LT

TNSAYOS DE PURIFICACIONT )3, TAHIIO,

1'n el estudio de 1o0s cormonentes fendlicos del :mte,pouémx ace
tividad curtiente o no,lo interesante seria llegar a1 identificarlos co=
mo especile qui:nica pura,isto,aparte de pernitir caracterizarlosn exuncta=
mente,per'n:lt:lrla egstablecer clara y definitivamente su comportamiento
frente a 1as llamadas reacciones de los taninns.,Des;raciadmicnsze no se
tuvo 8xito en estas tentativas,

Partiendo del anuncio de Tauschild de haber ainlado un pro-
ducto oristalizado de la fraceidn curtiente del tanino,sec real. izd varios
ensayos siguiendo su método o ligeras modificaciones del ni:v1wo,

~PARTT. EXPERI'TNTAL,=La yerbi se extrae con clorofor en un as
parato de Soxhlet hasta que el li-quido de extraceidn pase incol.oro.:ile
evapora luego el cloroformo que la moja ¥y se obtiecne un producto ex¢ento
de cafeina,clorr?fila., terpenns,etc.3e extriae e:1toices 1la yerha con ana

callente,repitiendo 1a operacion dos o tces vaces,renniendo los exiractos



acuosos,Se aiade acetato neutro de ploo y se lleva la solucion a pH 7
por adicidon de hidrato de sodio diluido,ll precipitado obtenido se con-
trifuga,se lava con afua,lue;o se 10 suspende en 6lla y se hace pasnr
una corriente de dcido sulfhidrico.0e filtra el sulfuro de plemo formne
do y ala solucion amarilla clara se le hace burbujenr anhidrido carnwd-
nico para eliminar el exceso de s1lthidrico,

Se concentra a vacio a 1/4 = 1/5 de su volwaen y luego se ax:rae
gon dter durante 50 horas en un aparato de Kutscher-sSteudel.,Al cabo de
ese tiempo se cambia el &tor por acetato de 2tilo y se comtinfia la ex-
traccidén por 120 horas mis,

Se afiade entonces @ter al acetato de etilo coi la substiicio
oxtralda,lo que determina 1a formacidn de un precipitido amorfo.Bste Pré=
6ipitado,muy soluble en agua,se denorinard producto 2.1 1{quido mezaia
‘tor-acetato de etilo,dejado reposar en heladera varias 3e111NA8 , No dio/
nunca en varias experiencias un nuevo precipitado wiwarillo coro encone
tré Hauschild y al cual & desisna producto _‘lé.

3e evapord entonces la solucidn a baﬁoznar:[a,obtenir'mdone en don
oportunidades productos eristal ino3 en my oequefia proporeicn Y con @) a-
gregado de que no se pudo volvar a repetir su obtencidn,

En el primer caso los cristales fundf{an a 213-215° eran innolu=~
bles en agua,soludbles en a:lcohol,piridina,acgtona,écido acético,benznl,
scetato de etilo y éter;insolubles en clorhfdrico diluido w1 10 % ,en hie
drato de sodio al 10 % y en &ter de petroleo,

Fn el otro caso se obtuvo un residuo totalmente amorfo que dio
cristales por disolueidn en dcido acdtigo afiadido de ama,undian a 205°,
eéran solubles en agua caliente Y en cloriidrieo Yy en hidrato de sodio n)
10 por clento,aparte de 108 cristales el vroducto anrfo Q12 1o acormniin

€8 muy soluble en ajzua Y 2 la solucidn obtenida la 1lanarews B,
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COIENTARIOS. =Aunque lav reaccionan de la substahola 3 de Hausehild y

de la solucidn B preparad.: pur nosotros son sensiblepents iunles,no se
pudo obtmner lo: oristales (escriptos »or ose autor;nor ello ne apeld a
otros mitodon.Er la priver variante que g8 wnsayé,ol extriicto acuuso de
la yerba se tratd eon acetato de plomo en 1edio acétigo,.n. precipitadp ob-
tenldo,de color vewde suclo,se aliminab: y 21 exeeso de ploiwo de 1a solue
cion se aepard eon sulf*tidrioo;una vesz filirado el sulfuro e plomo se hi-
g0 pasar anhidrido carbénico.)l 1liquido se evapurd a vacio ¥ a baja vem
peratura hasta consistencia sirupusa y se extrajo con alovhol hirviente,
La partr que no sc disuelve,bion secad:, e’ un polvo de e:dlor anarillo ver-
doso quc ovoeurcce por exposicidon al alre,

Ee miy soluble en agui. ¥ la solucion acucsa en eontacto con 61 ai-
re ge colorea de verde iniv-nso rapidmmnue,acelerzindoue ¢l proaeso por a=
zltacidn.Da raaceidn de :foligeh positivr.,rcduse €l ligor de Yehling en ca-
liente y da eon cloruro de hierro un eolor vardie intenso,

Se intenid la obtencidn de un derivudo acctilado orintalizado por
acetilacidn con annidrido acético y piridina,per. cl producto amorfo,obge
curo,soluble en alvohol & insoluble en agua,no pudo orisindizarse.iampoco
pe obtuvo por benzoilaciin con cloruro de benzoiln y piridina. X

1l producto no acilsdo reduce,como ya se ha mencionwdo,el 1icor
de Fehling,reduceidn que aument:a por hidrdlisis con Acido oclorhidrico al
2 % durante 2 horas.kl hidrolizado,tratado econ fenilhidragina,da uns oses
zona que ge prescnta como unos oristales de color anarillo obsouro que
funden a 207-203° con dessumposicidn.Yor Fscrintalizaciin,sus propiedades
risicas no se modifican.Con p=bromofenilhidracina se obtionec eristales de

punto de fusidn 205-2077,pero que¢ no pueden sor reoristalizadon ulteriore

nmente,



J,a solucidon alcondlica obtanida priteramente se avaporo a se=
quedad y el residuo se extrajo con varias porciones de acetato de etilo,
Por evaporacidn lenta del miswo,no se pudo obtener conotanterente frac-
ciones cristalizadas.Bn un caso ge logrd una pequeiia cantidivl do oristas

les que fundfan a 274°,

La extracciin de 1a yerba con alcohol hirviente direcinrente
fué también empleada,Xl extracto alcohdiico se redujo a un pequelio vo=
lumen,evaporandolo a vacio y baja temperatura y afiadiéndole tren volﬁ_-_-
menes de &ter.3e obtuvo un precipitado blanco amorfo iy soluble on BEus.

La solucidn alcohdlico-etdrea fué evaporada y el residuo di-
suel to en a,zua,

J.as dos fracciones dai las siruientes reacecionen:

Clor.de
ITidrato| Cloruro He=lli= |scetato |Rencc-
Amoni- de_so- de hie= drato de plo- |de lop-
aco dio rro de 3nd. | 1o Maer
Insol. en al=-(Verde |Anaran-|Verde in=- |:lojo PPe anu=| Ananriane~
cohol-cter esne-| jado tenaoo caoba rillo Jado
rald..
Soluble'en alqAmari-|Anarie |[Verde dé- tojo PPe =] Aviri-
cohol=eter llo 1lo bil claro rillo ll.o.

INSAYO POR :I, TMODO DX HAUSCIIT.D,

I 4
Ademas de los métodos antericrmente geiialadon, se ensayo el mée
todo de Mausechild siguiendo exactarente sus indicaciones,

Se prepard una infusidn de 1,5 1z, de yerba finaente 1olida



con 5 litros de arua ligeranenbe acidulada( 2 ml, de Acido clorhidrico
concentrado por 10C de azua) en bafio de vapor durante una hora,?il trade
el extracto a traves de una tela Y prensado en la misma el residuo,vols
vid a repetirge la'OperaciGn dos veces mas en las mismas condiciones so=
bre la misma yerba, juntando los extractos;

Luego de ailadir una solucidén al 20 % de acetato neutro de plomo
se separd el precipitado por centrifugacién y se 1o suspendid en 15 1i-
tros de agua.Sobre esta suspension se hizo pasar una corriente de acido
sul thidrico para separar el plomo.Lueso de filtrar el sulfuro de plomo
y de hacer pasar anhidrido carbdnico por el filtrado,se concentrd &ste
a ®afiomaria a vacfo hasta dos 1itros,sin dejar entrar aire al baldn de
&estilaciﬁn.Sobro 10 m. de este extracto concentrado se hizo una deter=
minacion del extracto seco,que resultd szer de 7.3 3. & ,io que correa=-
ponde a 133,.,3 g. para 21 total

La solucidn acuosa concentrada se e¢olocd en un aparato de Kue
tseher-Steudel ,siendo extraida con éter durante 90 horas.Fl extracto eté=
reo obtenido,dejado en la camara fria(5°) durant- dos dfas,depositd una
substancia pastosa obscura(l) que fué separada del liquido (2).

La substaneia 1l,v0co coluble en ajua pero Muy soluble en al-
cohol ,dio los siguientes resul tados con las reacciones asefialadas como ca-

racteristicas para el tanino de la yerba mate y utilizadas hasta nhora

en el ailslamiento del mismo:

- con hidroxido de sodio__ _ __irojo

- con aronfaco_ _ __ _ _ _ _ __ irojo,que no vira 3l verde por a-
gitacion

- cun cloruro férrico. _ _ _ _ _ iverdie

- Teace., de Hspfner_,____ tdebilenin poaitiva,




T.a investigacidn ulterior de esa asa pastosa no permitid ob-
tener ningﬁn producto cristalizado;y,como 1las reaceiones del llanmado ta=-
nino no eran muy intensas en esa fraccidn,fué Zinalmente abmndonada,

¥l 1{quido etéreo sobrenadante(2) se secd con sulfato de sodio
anhidro y luego se evaporé,dejando un residuo pastosc que por estaciona=
miento prolonzado en desecador dio una subsbuncia cristnlina.Xista substan=-
cla cristal ina,presente en my peé;eﬁa cantidad,fué separiada por filtra=-
cidn de 1a pasta y resul to ser poco soluble en a7ua en frio y en alcohol
frio,mas soluble en caliente,Difficil de cristalizar,se encontré que era
conveniente hacerlo de acetona.Deapués de dos recristul izaciones se pre-
sentd como agujas largas que fundian a 185-186°.Esta substancia no daba
ninguna reaccion de fenoles y dejaba un residuc al ser quenada,eviden-
ciando que entraba en su composicidn una poreidn mineral.La porcién pura
obtenida,que no pasaba de 5 ing,,no pudo vor l@ tanto ser ulteriormente
investigada,

T.a solucidén acuoza agotadn por éter,fué lueizo extraida con ace-
tato de etilo durante 120 horas.La solucidn de acetaio de etilo fud se-
parada por decantacion de una lige;a fraccion que habia precivitado,y se
adiciond de tres voldmenes de éter,produciéndone un vrecipisado de color
amarillo pAalido que fué fil trado y lavado con @étor.istaba representado
POT un polvo amor<o,higroscipico,que tomaba una ecloracidn obscura en
contacto con el aire.Corresponderfa a 1a substaneia A de Hauschild,

Esta substancia fae ensayada con na sefie de recacciones de ta~-

ninos.El estudio de las mismas,que se detalla en los cuadrds que van al

final de este capi}ulo,indica qu? esia substancia gse aleja de lo que se ha

considerado siempre el tanino de 1la yerba mate,que debe dar una reaceidn



de Hopfner positiva.No da tampoco la reaceldn de precipitasion con ge=
latina y antipirina,pero €so no debe extrafiar porque ya se 1o nenciona=
do que la substancia qur en el mat- se sefiala ecomo tanino no da precipl-
tado alguno con esos reactivos,en forma contraria a como ocurre con los
verdaderos taninos.

La solucifn de acetato de etilo-&ter precipita semin Hauschild
después de un tiempo largo,dando 1a substancia por &l llamada B que se=~
ria el verdadero tanino.Nuestra solicidn,a pesar de haber permanecido en
cémara fria durante ocho semanas,nodio ningin preci itado;por 1a mismo,
se decidid evaporar una porcion de la solucién y efectuar ciertas reac-
ciones de taninng sobre el residuo qu~ 3¢ obtuviera.,3e puede ver en el
cuadro que esa suostancia da las misnas rencciones de coloracidn,incluso
una intensa reaccion de Hopfner,qu~ la fraccidn denominada B por Hau-
schild.Peroida una escasa opalescencia con gelatina y una prucha negati-~
va con antiﬁirina,evidenciando el poeo curacter tanico qu~ posae,

1.a soluecion acuosa restante da reacciones debilen Yy uchas ve=
ces poco caracteristicas,pero que en cl fonde son similares a las que da

la substancia que fué extralda por acetato de atilo,

Interpretamos este hecho en el sentido de que lan mubstancias
responsables de las mismas no fueron totalmence extraldas,a pesar del

largo tratamliento de 120 horas con acetato de etilo,

CONSIDERACION Dk LAS REACCIONES Ut 57 OBZIIMNEN COMN 1Y, LLAIA-

DO TANINO DE LA YERBA MATE.-

Hemos realizadp con la fraccion denominada A,0 sea la insolu=

ble en éter -acetato de etilojcon la fraceion B,0 sca la soluble en di-



cho disolvente;y la soluecion acuosa que originariamente contenia todo el
tanino,una serie de reacciones para tratar de aclarar la existencia de
un tanino en la yerba mate y su posible composicidpn,

Para ello hemos realizado los siguientes ensayos, comparandolo
con un tanino gélico adéuirido en el comercio(posiblemente tanino de
nuez de agalla),un tanino catéquico utilizando como tal un extracto de
quebracho,y un tanino cafeico de un extracto de ca’® verde obtenido en
las mismas condiciones que se hace para la yerba nate,

Fueron realizados los siguientes ensayoas:

1.~ Solucidém de alumbre férrico al 1 ‘4.Se obtiene una colora=-
cidn caracteristica de~ los grupcs fendlicos.Los taninos catéquicos(or-
todifenoles)dan una eoloracidn verde y los gdlicos (nucleo del piroga=-
101) dan una coloraeidn azul.

2,- Prueba de Sanio,citad: por Nierenstein(1934),quc consiste
en el tratamiento de una solucidn de tanino con 3olucion saturada de di-
cromato de potasio.Tanto con los taninos izdlicos como con lon cntﬁquicos
se produce con este reactivo un precipitado obascuro.

J.=Pruedba del bromo.Se afiade gota a gota a dos o tres ml,. de
la infusidén nasta éue la solucidn “uela Puertemente a bromo.En estas con-
diciones los tininos catéquicos dan un precipitado amarillo que no en
dado por logs taninos zalicos.

4,-Acido nitrico concentrado.Sobre 2 ml. del Acido ne colocd
una capa del 1iquido a ensayar.En estas condiciones los taninos galicos
dan una coloracidén rojiza debida al Acido elagico.

5,=-Acido sulfurico concentrado.Se colocd encima del acido
una capa de la solucién a ensayar.Los taninos catéquicos dan un anille

rojo en estas condiclones,mientras los taninos galicos dan un preocipi-



tado blanco.

6.=Reaccion del acido nitroso.Se agrega a 2 ml, de una solu-
cion de tanino,un exceso de una solucidn recién preparada de nitrito
de sodio y luego 3-5 gotas de acido silfiirico N/10.-La reaaocidn es po=
gsitiva(serie de cambios de colores pasando por el rojo y virando al
pirpura)con aquellos taninos que dan acido elégico pero no por otroa'.-

7'.-Su1fa.to de cobre y mniaco‘.-se cmpled una solucidn de
sulfato de cobre al 1%,seguida de adicidn de amonfaco en ligero oxooso'.
Con tanino galico se suele obtener un precipitado de color pardo,mien-
tras con un tanino eatéquico una coloracidn violeta,-

8'.-Agua. de ca.lv. -8 agrega 2 m].'. de agua de cal a la solucidn
de ensayo.Habiendo un tanino galico se obticne un precipitado palide
que vira al azul;con un tanino catdquico un eocaso precipitado,soluble

en exceso de agua de cal,.~

9.=S0lucién de hidroxido de sodion.al 10%.-8e suele obtener
una coloracidén amarilla con los taninos gllicos,cosa que no oourre oon

los taninos catéquicos.

10,-Reaccion de Hopfner,caracteristica del aocido clorogénico.
A una solucién del mismo se agrega unas gotas de acido acético y luego
unas gotas de solucidn saturada de nitrito de sodio.Despuds de destruir
el exceso de nitrito con urea,se alcaliniza con solucidn de hidroxide
de sodio y se observa el ce].or‘..'ﬂn estas condiciones el acido clorogé-

nico da una coloracion rojo sangre muy intensa,

11,-Prueba de la gelatina.-S8e usd una solucidén de gelatina
preparada disolviendo a 70 grados C.,1 g. de substancia en 120 ml, de

agus.Segin Nierenstein(1934),esta prueba de precipitacién no es espe-



cifica de los taninos.

12,-Prusba de la antipirina,propuesta por Ware y Smith(1933).
Consiste en tratar 5 ml, de un extracto acuoso de tanino con 0;5 8. de
fosfato dieddico,filtrar y volear ei £il trado sobre5 mn; de una solu-
cidn al 2% de antlpirina;Los taninos precipitan en tales condiciones y

loe citados autores sostienen que esta prueba es especifica.

Las soluciones de taninos fusron preparadas en las siguientes

formas:
a) Taninc galico.Se usd una solucidén al 5%

b) Tanino eatéquico.Se empled una solucion al 10% de extraute

de quebracho.

¢) Tanino cafeico.Se preparc una infusion con 10 g, de granos
verdes de café previamente molidos,en 40 ml, de agua,llevando a ebulli-

cidn durente 15 minutos.Se usd el filtrado de dicha infusion para obte-

ner las reacciones del acido eafeico.

Los resultados totales de estas reacciones estan ordenados en

la tabla adjunta:



1 2 3 4 5 6
colorac,| ppdo.| col. | anillo | ppdo, colorac,
I

azul roja | rojo blanco | roja

colorac, ppdo. aﬁillo colorac,
11 ppdo,{ ppdo,

verde claro rojo roja

colorac,| col. col, |anillo | anillo | colorac.

I1IX ’
verde roja | roja |rojo rojo roja
verde cul. ai)lo | &nillo | colorac,
IV , neJ.
debil roja amari- | verdoso| anac:uij,
_110
colorac. | col. col, |anille | anillo | colorac,
v

verde roja roja |[xrojo pardo roja

colorac. |col, anillo | anillo | colorac,
V1 neg. o

vexrdie roja rojo amari- roja

| llo

I : ranino salieo ; II : Yanino catéquico;IIIl : Tanino eafeico; IV :

Substuneia insoluble en éier=acetato de etilo; V : Subastanecia soluble

en éter-acetato de etilo; v :Solucidm zecvosa de:pué:.Jb exlralds



7 3 g 10 11 3.2

ppdo, | ppdo.| colorac.
1 ne,, opdo, opdo,
verde | zzul |amarilla

II | rojo ppdo.| negz.
nei, ppdo. | ppdo.
vinoso| pardo

color,| col, coloerac.,|rojo
Il neg. negz,
verde |amar,| amarillu|ocanzre

verde | col, colorac,
v , ne’, neg. ne .
debil |amar.| amarilla

verde | col, colorac, |[rojo ovalec-
Vv neyg.
pard, (roja amarilla|intenso| cencia
(a)
col. col., colorac. |Trojo
vl ne s, 11@(Le

verde |roja amarilla|saagre

a) Opalescencia menor qu~ la que da una solucion de extracto

de quebracho al 1 %o en ajua,



La observacion de las reacciones que se sefialan en las ta-
plas anteriores indica que las reacciones cromatiecas de la substancia
extralda con acetato de etilo (V) coinciden practimamente en forma total
con las reacclones del tanino cafeico obtenido de grano de café verde'.

Ambas dan una intensa reaccidn de Hopfner y la substancia del
mate da una ligera opalescencia con la solucion de gelatina,la que no
es dada por la infusidn del café,lo cual ha sido ya sefialado por Freuden-
verg (19203,

Es bien neta la diferencia de reacciones entre estas substan-
cias y los taninos gdlicos;estos dan colorgcién azul con el alumbre de
hierro como principal reaccion diferencial ;y ademas,reaccionan netamen-
te con golatina y antipirina y dan reaccidn de Hopfner negativ;.

Son también distintas las reaccilones del tanino eatéqpico;

La pre;ipitacién Por bromo y la reaceion de Hopfner son netamente nega=-
tlva;.

Fn cuanto a las distintas substancias del mate,es 1a V que
antes hemos comentado la que mas se aseneja a los extractos de oafé.

Sue reacciones son mus limpias que las dadas por la solucidn acuosa
bruta (VI) que posiblemente contiene todavia una porcidn del producto V;
¥n cuanto a la substancia IV (inseluble en é&ter) su coloracidn
verde débil con alumbre de hiecrro y su reaccidn de Hipfner negativa in-
diean que se aleja notablemente de la substanelia V y del llamsdo tanino

oafeico.

CONCLUSIONES FINALES, -

Si se agepta como reaccidn de taninos

el que sus soluciones den un precipitado con etras de gelatina,antipiri-~



na,etc.,el mate no contiene un verdadero tanino.Conviene sefialar que
segin Woodard y Cowland (1935),sus extractos acuosos tampoco dan las
reacciones de fijacion sobre epitelic intestinal de buey que consideran
de 1as mfs especificas que dan los taninog.

El fraccionamiento con disolventes de un extracto de yerba ha
permitide aislar una fraccidn cuyas reacclones oromatioas son pructioca=
mente idénticas e 1as que de un extracto de café verdggnaa mismas indi-
can la presencia de un ortodifenol que tendria su origen en la existen-
cia de acido cafeico o alguno de sus derivados que algunos autores ufir-
man haber aislado al estado puro (Hsuschild-1935).

Se ha confirmado la afirmacidon realizada por distintos inves-
tigadores de que en los extractos de yerba mate existe una gran canti-
dad de sudbstancias que son fijadas por polvo de piel cuando se emplea
éste en las condiciones que establece el método internacional paru €l

desaje de tanines,

Nosotros,en nuestras miestras hemos obtenido 10-10.5 % de yer-

ba.

- o am W - ----000---------



SONCUSIONSS ¢ =

l.-T1 dosaje e 1ans purinas totnles on da yerba mstc dio gie
fras de alrededor de 1.50 en gramos por 100 grums de yerba.
3¢ ha logrado garasterizar teohromina en la yerb,
2+=La muestra du y.oba estuciada contiene de 4 a 4,6 g4, ) de
substanecia reductora galoulidi cowmo ;Plucoiagaumentiviino el podesr redugtor
por hidrsdlisin,en forea que haria penanr se tratara de un glucénidn;
o pe ha podido oaragt~rizar nascarusa en 1la Mmestra invess
tizadn.Tampooo 82 ha lo irado de la misma,aislar inosita.
Je=La yerba mate no contiene un verdadero taninoe.8c ha aislado
oon disolventee una fraccion cuyas reacciones son idénticae o las de un
extracto de oaf2,Ademéds las reaceiones imdiocan la presencia de un ortoe

d{fenol,que provendria de 1a presencia de dcido cafeioco.

e
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