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RESUMEN:  
 
La utilización tradicional de especies vegetales aliada al desarrollo científico viene 
propiciando grandes avances en el empleo terapéutico de plantas medicinales. Ilex 
guayusa Loes. es una planta doméstica con un amplio uso histórico, con distribución 
en el amazonas colombiano, ecuatoriano y peruano. En la medicina tradicional, es 
utilizada para en el tratamiento de infecciones bacterianas y en la preparación de 
lavados bucales. En la literatura, son pocos los estudios químicos y farmacológicos 
para esta especie, destacándose la presencia de cafeína. El objetivo de este trabajo 
fue caracterizar el perfil químico de extractos polares de hojas de Ilex guayusa Loes. 
Para esto, se buscó analizar la composición de diferentes extractos mediante 
técnicas cromatográficas y electroforéticas. En consecuencia, se elaboraron 
diferentes extractos a partir de hojas de I. guayusa, simulando preparaciones de uso 
tradicional: extractos acuosos e hidroalcohólicos. Estos fueron analizados mediante 
diversas técnicas analíticas, como TLC, HPTLC, UPLC-DAD, UPLC-MS-QTOF y 
CE-DAD. Por TLC y HPTLC se pudo determinar los perfiles cromatográficos de 
diferentes clases de metabolitos para los extractos, en donde se observó la 
presencia de cafeína en todos los extractos, además de diversos ácidos fenólicos y 
saponinas. Los análisis por UPLC-DAD y UPLC-MS-QTOF corroboraron la 
presencia de cafeína como compuesto mayoritario, además de permitir la 
identificación de los ácidos cafeico y clorogénico. También se observó la presencia 
de múltiples polifenoles, algunos derivados de ácido quínico (con fragmentos en m/z 
191), además de isómeros del ácido clorogénico (m/z 353). Adicionalmente, se 
detectaron picos cuyas masas son coherentes con saponinas (m/z 809 , 989 y 
1019), de las cuales presencia fue previamente observada por HPTLC. El contenido 
de cafeína en los diferentes extractos fue cuantificado por dos técnicas, UPLC-DAD 
y CE-DAD, desarrollando y validando los métodos, a partir de un estándar externo. 
Se obtuvo que el extracto con mayor concentración de cafeína fue el obtenido por 
maceración con 20% etanol 72 horas, con un contenido de 86,41-89,80 mg/g de 
extracto. El contenido total de cafeína en hojas para la planta fue de 187,86 mg/g 
de extracto. En un análisis comparativo con diferentes bebidas comerciales por 
estas mismas técnicas, el contenido de cafeína en I. guayusa por volumen de bebida 
fue superior a bebidas como el café, mate, chimarrão y té.  Adicionalmente a los 
análisis fitoquímicos, en el presente trabajo también se evaluó la actividad antiviral 
de los extractos frente a Herpes Simplex Virus tipo 1(HSV-1), cepas KOS y 29-R en 
ensayos de reducción de placas.  Los resultados mostraron que el extracto por 
maceración 20% etanol 72 horas fue el más activo para ambas cepas 
(IC50=128,7µg/mL y 91,08µg/mL, respectivamente). Sin embargo, se destaca 
también el extracto obtenido por infusión acuosa (1:10), por ser el que mostró un 
mejor índice de selectividad frente a la cepa 29-R, con un valor de IS=29,9. Los 
resultados obtenidos en este trabajo de grado muestran la compleja composición 
química de I. guayusa, destacando su elevado contenido de cafeína y la presencia 
de saponinas, no descritas hasta el momento en la literatura para la especie, así 
como, los resultados preliminares que indican una interesante actividad antiviral 
frente a HSV-1. 



 
 

ABSTRACT: 
 
The traditional use of vegetal species allied with scientific development has been 
helping to advance on the therapeutical use of medicinal plants. Ilex guayusa Loes. 
is a domestic plant with a wide historical use, with mainly distributions along the 
Colombian, Ecuadorian and Peruvian Amazon. On traditional medicine, it is been 
used for treatment of bacterial infection and mouthwash preparation. On literature, 
there are few chemical and pharmacological studies for this species, highlighted by 
its caffeine presence. The aim of this work was the characterization to the chemical 
profile of polar extracts of Ilex guayusa Loes. leaves. For this, different extracts were 
analyzed by chromatographic and electrophoretic techniques. Therefore, different 
extracts of I. guayusa leaves were made, simulating traditional use preparations: 
aqueous and hydroalcoholic extracts. Those extracts were analyzed through diverse 
analytics technics, such as TLC, HPTLC, UPLC-DAD, UPLC-MS-QTOF and CE-
DAD. The chromatographic profile of different types of metabolites for the extracts 
was determined by TLC y HPTLC, being found that caffeine was present on every 
extract, and also observed phenolic acids and saponins. The UPLC-DAD and UPLC-
MS-QTOF analysis confirmed the presence of caffeine as the main compound, 
helping as well in identification of caffeic and chlorogenic acids. It was also observed 
the presence of multiple polyphenols: some quinic acid derivates (with fragments at 
m/z 191), as well as chlorogenic acid isomers (m/z 353). In addition, were detected 
some peaks whose masses are coherent with saponins (m/z 809, 989 and 1019), 
whose presence was previously observed by HPTLC. The caffein content on the 
different extracts was quantified by two techniques, UPLC-DAD and CE-DAD by 
developed and validated methods, based on an external standard calibration curve. 
The highest concentration of caffein was obtained in the maceration extract, with 
20% ethanol for 72h, with a content of 86,41-89,80 mg/g of extract. The total content 
of caffein on I. guayusa leaves was 187,86 mg/g of extract. In a comparative analysis 
of the caffein content on different commercial beverages by these techniques, the 
content on I. guayusa by beverage volume was higher that beverages like coffee, 
mate, chimarrão or tea. Additionally, the antiviral activity of the extracts against the 
Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1), strains KOS and 29-R on plaques reductions 
assays was also measured. The results showed that the extract by maceration 20% 
ethanol 72 hours was the most active for both strains (IC50=128,7µg/mL and 
91,08µg/mL, respectively). However, it is also highlighted the extract obtained by 
aqueous infusion (1:10), with the best selectivity index against the strain 29-R, with 
a value of SI=29,9. The result obtained herein showed the complex chemical 
composition of I. guayusa, specially its high caffein content and saponin presence, 
non-described on the literature so far, as well as the preliminary results suggest a 
interesting antiviral activity against HSV-1. 
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1. INTRODUCCION 
 

1.1. Alcance y definición del problema: 
 

El conocimiento ancestral ha sido utilizado como punto de partida para investigar 
productos naturales con bioactividades específicas. En países donde se da gran 
valor al conocimiento tradicional como China, Ecuador, Brasil, India, México, Perú y 
Colombia, se conoce la utilización de tanto plantas como animales para el 
tratamiento de diferentes patologías asociadas a bacterias, hongos, protozoos y 
virus o incluso dolencias del mismo cuerpo [1]–[8]. Igualmente se sabe de una gran 
diversidad de familias vegetales empleadas en la medicina tradicional entre las que 
sobresalen las familias Aquifoliaceae, Asteraceae, Fabaceae, y Solanaceae en 
países neotropicales andinos [1], [2]. 
 
La utilización tradicional de especies vegetales aliada al desarrollo científico viene 
propiciando grandes avances en el empleo terapéutico de plantas medicinales, y 
como consecuencia, en el descubrimiento de nuevas sustancias con actividades 
farmacológicas promisorias [9], [10]. Un estudio realizado en 2016 mostró que 
aproximadamente el 40% de los nuevos fármacos desarrollados en los últimos 30 
años son de origen natural o derivados de sustancias provenientes de metabolismo 
vegetal o de organismos marinos [11]. 
 
Por otro lado, la medicina tradicional de los países en desarrollo contiene una 
reserva inmensa de especies que todavía no han sido estudiadas, tanto en el ámbito 
químico como farmacológico [1], [12]. Colombia es el país con la segunda mayor 
biodiversidad de plantas en el mundo, que es acompañada por una larga aceptación 
del uso de plantas medicinales en virtud del conocimiento tradicional por parte de 
indígenas y campesinos [13], [14]. 
 
El conocimiento de la composición química de las plantas ayuda a conocer y 
corroborar las propiedades medicinales con un uso tradicional reportado, siendo 
esto un aporte al conocimiento tradicional, dando más importancia a estos 
conocimientos a través de la ciencia. En ese sentido en la familia Aquifoliaceae se 
ha reportado un vasto número de propiedades, entre las más comunes 
encontramos: hipertensión, pérdida de peso, control de la fertilidad, y estimulantes 
del sistema nervioso [4], [15], [16].   
 
Aquifoliaceae es una familia con amplia distribución mundial e histórico de uso 
popular. El género Ilex, está constituido por alrededor de 600 especies a nivel 
mundial, 300 en el neotrópico y en Colombia se encuentran descritas alrededor de 
40 especies distribuidas en todo el país, algunas con usos tradicionales asociados 
por parte de comunidades indígenas de la amazonia y campesinos en los diferentes 
departamentos donde se distribuye, con destaque para la especie I. guayusa [17], 
[18].  
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Entre las especies de este género que sobresalen en América está Ilex 
paraguariensis A. St. Hil. (Mate), I. vomitoria Sol. ex Aiton. (Yaupon) e I. guayusa 
Loes. (guayusa), especies ampliamente empleadas tradicionalmente como bebida 
caliente similar a un té [19], [20]. Siendo destacada I. paraguariensis, especie 
ampliamente conocida y empleada como bebida tradicional en el sur de Suramérica, 
además de presentar diversos estudios químicos y farmacológicos [21]–[24].  
 
Para el caso de I. guayusa es la especie de consumo menos estudiada, dada su 
tardía exploración científica, esto porque esta planta se consideraba estéril y 
doméstica, siendo poco abundante su representación en herbarios y colecciones 
privadas, considerándose hasta hace unos años una planta con poco interés 
científico [20], [25]–[27].  
 
En este sentido, los estudios sobre las propiedades biológicas y de metabolitos 
secundarios a partir de esta especie son escasos. Específicamente en cuanto a la 
composición química se reportan algunos estudios fitoquímicos preliminares por 
medio de marchas fitoquímicas cualitativas, donde se pudo observar la presencia 
de alcaloides, cardiotónicos, carotenoides, cumarinas, flavonoides, saponinas y 
taninos [28]–[31]. 
 
Algunos de los estudios previos con esta especie fueron realizados en la Facultad 
de Ciencias de la PUJ en donde investigaron la actividad antibacteriana del extracto 
etanólico de las hojas, realizado en etanol al 96% por maceración, el cual fue 
evaluado frente a bacterias relacionadas con la caries dental y la periodontitis. Los 
resultados mostraron que el extracto etanólico de guayusa presentó actividad contra 
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum y Prevotella intermedia [28], 
[29]. 
 
La presente investigación profundiza en el estudio químico de esta especie, 
enfocándose en extractos de uso popular como objeto de estudio y con el uso de 
diferentes técnicas analíticas de manera cualitativa y cuantitativa, hecho aún no 
realizado anteriormente para esta especie. De este modo, este estudio representa 
un aporte al conocimiento químico de I. guayusa en Colombia, donde hasta el 
momento ha revestido un limitado interés comercial y económico, considerando los 
pocos cultivos de esta especie en el país. 
 
En ese contexto la pregunta de investigación a desarrollar fue la siguiente: 
¿Cómo es la composición química de extractos de uso popular a base de hojas de 
Ilex guayusa? 
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2. MARCO TEÓRICO 

 
2.1. Generalidades del género Ilex: 
 
La familia Aquifoliaceae es de distribución cosmopolita con mayor distribución en el 
neotrópico, su mayor diversidad está dada en América del sur (con cerca de 300 
especies) y el este de Asia (250 especies aproximadamente) (Figura 1), en América 
el norte se conocen apenas 30 especies, 4 especies para Europa y unas cuantas 
especies en África subsahariana, islas del pacifico y noreste de Australia [19], [32], 
[33]. En América del sur se puede encontrar en bosque montano bajo hasta los 4000 
metros de elevación en los Andes, usualmente en ambientes húmedos [19]. 
 
 

 
Figura 1: Mapa de distribución de la familia Aquifoliaceae. Obtenido de: [34] 

 
 
Está familia está constituida por dos géneros: Nemopanthus e Ilex. Sin embargo, 
algunos autores reportan basados en estudios filogenéticos a la familia 
Aquifoliaceae como monogenérica, siendo constituida entonces únicamente por el 
género Ilex conteniendo alrededor de 600 especies [33], [35], [36]. 
 
En su mayoría esta familia está constituida por árboles o arbustos, con tronco recto 
sin látex o resina, hojas generalmente perennes, y algunas veces caducas [32], [33]. 
Estos árboles, pueden alcanzar los 30m de altura, las hojas normalmente 
dispuestas en espiral y en algunos casos opuestas, son simples, raramente 
opuestas; orbiculadas, oblanceoladas, elípticas, ovaladas o lanceoladas; coriáceas 
con estipulas, presentan gran variabilidad de hojas intra-especies, dificultando la 
identificación entre diferentes especies [19], [33]. Las hojas tienen un tamaño 
aproximado de 2-15cm; el margen puede ser aserrado, crenado o entero, raramente 
espinoso [33]. Algunas especies de Ilex de Sur de América, presentan colectores 
estipulares en la base de los nudos en diferentes formas [32]. 
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En su mayoría son plantas dioicas. Las flores, suelen ser pequeñas regulares 
unisexuales, pueden ser inflorescencias algunas veces reducidas a una flor; los 
sépalos pequeños, pétalos imbricados, estambres isomerosos alternados con 
pétalos; carpelos generalmente uniovulados. El fruto es una drupa usualmente roja, 
sin embargo, también se han encontrado de otros colores como negra, blanca, 
naranja o morada y las semillas son aceitosas [33].  
 
En cuanto a estudios de filogenia y taxonomía de la familia, se han determinado 
molecularmente 15 grupos en los que se pueden clasificar la mayoría de las 
especies de Ilex: Cassinoides, Mucronata, Prinoides, Repandae, Polifilae, 
Stigmatofora, Glabra, Megalae, Rotunda, Verticillata, Yunnanensis, Micrococca, 
Longecaudatae, Indigo-Malaiceae y Aquifolium [37], [38]. En Sur América, podemos 
encontrar tres de estos clados (grupos): Megalae, Polifilae y Repandae. Siendo este 
último compuesto por aproximadamente 8 especies, algunas de esas son: I. 
paraguariensis, I. vomitoria, I. repanda e I. guayusa [37]. 
 
 

2.1.1 La composición química del género Ilex: 
 

En el género se encuentran ampliamente descritos varios reportes que indican que 
el mayor constituyente del género son las saponinas, seguido de flavonoides, 
aldehídos, triterpenos, pentil/hexil esteres, y compuestos lipofílicos [15], [37], [39]–
[45].  
 
Complementando lo anterior, en el género Ilex se han reportado saponinas 

triterpénicas constituidas principalmente por ácido ursólico y ácido oleanólico, sin 

embargo, se reportan también otros núcleos triterpénicos como constituyentes de 

estas saponinas, tales como: ácido pomólico, ácido betulínico, ácido hidroxiursólico, 

y ácido rotúndico [37], [41]–[43], [46], [47]. Dentro del género Ilex se han descrito 

innumerables saponinas triterpénicas, siendo las más conocidas las matesaponinas 

de I. paraguariensis y las saponinas pedunculosidas presentes en al menos 5 

especies del género, como se puede observar en la Tabla 1, donde se presenta un 

resumen de las saponinas más conocidas y/o estudiadas para Ilex y en la Figura 2, 

la representación estructural de algunas saponinas representativas.  

 
 

Tabla 1: Algunas saponinas triterpénicas reportadas para el género Ilex según varios 
autores.  

Tipo de Saponina Especies de Ilex Referencias 

Matesaponinas I. paraguariensis [47]–[50] 

Pedunculosidos 
I. rotunda, I. purpurea, I. oldhami I. 

pedunculosa I. chinensis 
[42], [51] 
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Ilexgenina I. pubescens [42] 

Ilexkudinosido I. rotunda, I. kudingcha, I. latifolia [45] 

Cynarasaponin I. kudingcha [45] 

Ilexsaponinas I. pubescens I. hainanensis [42], [51], [52] 

Ilexosido I. chinensis, I. crenata I. kudingcha, I. rotunda [42], [45], [47] 

Dumosaponina I. dumosa [43], [47] 

Kudinosido I. kudingcha [45] 

Latifoliosidos I. latifolia, I. kudingcha [45], [47], [53] 

Hainanensido I. hainanensis [42], [54] 

Rotungenosido I. rotunda [15] 

Aculeosido I. buxifolia [53], [55] 

Afinosido I. affinis [47], [53] 

Buxifoliosido I. buxifolia [47], [53] 

Brevicuspisaponinas I. breviscuspis [56] 

Ilexhainanosido I. hainanensis [57] 

Pubescenosido I. pubescens [58] 

Ácido-28-O-beta-D-
glucopyranosil siaresinolico 

I. pubescens [52], [58] 

Chikusetsusaponina I. pubescens, I. dumosa [47], [58], [59] 

 
 
 
 

 

 

A 

B 
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Figura 2: Saponinas representativas del género Ilex. A. Matesaponina 1. B. Ilexosido II. C. 
Pedunculosido. 

 
Dentro de las especies más estudiadas de Ilex de consumo tradicional en forma de 
té, se han reportado en su composición metilxantinas como cafeína; flavonoides 
como: rutina, quercetina y kaempferol; ácidos fenólicos como: ácido cafeico, ácido 
quínico, ácido feruloquínico y varios isómeros de ácido clorogénico, acido 3,4-
dicafeoilquinico y acido 3,5-dicafeoilquínico (Figura 3) [23], [47], [60]–[63]. 
 
 

 

 

 
 

 

 

 

C 

A 

C 

B 
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Figura 3: Metabolitos representativos reportados para el género Ilex. A. cafeína. B. 
kaempferol. C. ácido clorogénico. D. 3,4-dicafeoilquínico.  

 
2.1.2  Usos populares del género Ilex: 

Por otro lado, dado el gran número de especies que constituyen el género, se 
conocen varios usos tradicionales reportados para: el tratamiento de mareo, 
hipertensión, pérdida de peso, control de la fertilidad, estimulantes del sistema 
nervioso, también se reportan su uso para el tratamiento del dolor de cabeza, dolor 
de garganta, amigdalitis, úlcera estomacal, tratamiento de enfermedades 
vasculares y enfermedades coronarias, diurético, y antiinflamatorio. Otros usos 
también reportados son para el tratamiento de enfermedades como neumonía, 
amigdalitis, enfermedades urinarias, reumatismo y hematomas [4], [15], [16], [37], 
[61]. 
 

2.1.3 Actividad biológica y farmacológica reportada para el género Ilex: 
 
En cuanto a actividad biológica y farmacológica para el género, se han reportado 
múltiples actividades siendo la actividad antioxidante y la actividad antiinflamatoria 
las más estudiadas en especies de este género. Su potencial esta dado por la 
abundante cantidad de polifenoles derivados el ácido cafeoilquínico, como el ácido 
clorogénico y compuestos como las saponinas.  También se han reportado otro tipo 
de actividades tales como: antimicrobiana, anticancerígena y antidiabética. Un 
resumen de las actividades reportados se encuentra en la Tabla 2 
 
Tabla 2: Actividad biológica y farmacológica reportada para el género Ilex.  
Actividad reportada Especies de Ilex Referencias 

Actividad antioxidante I. paraguariensis, I. vomitoria, I. latifolia, I. cornuta, 
I. hainanensis, I. aquifolium,  I. kudingcha e I. 
guayusa 

[4], [61] 

Actividad antimicrobiana  
(antibacteriana, antimicótica o 
antiparasitaria) 

I. paraguariensis, I. cornuta, I. integra, I. 
macrophylla, I. oblonga, I. kudingcha, I. buxifolia, I. 
affinis e I. guayusa 

[4], [53], [61] 

Regulación del microbiota 
intestinal 

I. latifolia, I. kudingcha, I. brevicuspis,  [53], [61] 

Actividad anticancerígena y/o 
actividad antinflamatoria 

I. vomitoria, I. kudingcha, I. paraguariensis, I. 
pubescens, I. purpurea, I. asprella, I. chinensis, I. 
mamillata. I. latifolia, I. centrochinensis, I. ficoide, 
e I. brevicuspis 

[4], [53], [61] 

Protección del sistema 
cardiovascular y actividad 
reductora de lípidos 

I. latifolia, I. kudingcha, I. paraguariensis, I. 
pubescens, I. hainanensis, I. asprella, I. rotunda, I. 
cornuta e I. macropoda 

[4], [15], 
[53], [61] 

Actividad antidiabética y 
antiobesidad 

I. latifolia, I. paraguariensis e I. kudingcha, I. 
asprella, I. hainanensis, I. rotunda, I. doniana, e I. 
litseaefolia 

[4], [53], [61] 

Actividad neuroprotectora I. latifolia [61] 
Tratamiento de fertilidad I. kudingcha, I.cornuta e I. guayusa [53] 
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2.2. Generalidades de Ilex guayusa: 

 

Guayusa se caracteriza por ser arbórea con altura entre 10-15 metros con tronco 

ramificado y aproximadamente un 1m de diámetro. Hojas alternas, dentadas, 

coriáceas, oblongas/elípticas color verde oliva y glabras. Las hojas pueden crecer 

entre 15-21 cm de largo, y poseer el peciolo corto. Las flores con cáliz y los pétalos 

forman una corola obtusa y anteras oblongas [8], [64], [65]. 

Ilex guayusa es una de las especies con un amplio uso tradicional reportado tanto 

en rituales como medicinalmente en forma de infusión en la región andina y 

amazónica, a la que se le atribuyen múltiples propiedades [66]. Sin embargo, de las 

plantas del género Ilex empleadas tradicionalmente en bebidas en el mundo, 

guayusa es una de las que posee menos estudios de sus propiedades medicinales, 

en comparación con especies cercanas filogenéticamente como Ilex paraguariensis. 

Y específicamente dentro del grupos de los acebos o “Holly” domésticos de 

consumo es la menos estudiada del norte amazónico.  

Guayusa se encuentra distribuida principalmente en el amazonas ecuatoriano, 

peruano y colombiano, también dada su domesticación se encuentra en otras 

regiones andinas [67].Históricamente se sabe que es una planta que se domestica 

al menos desde 300 años antes de la conquista española, ya que, relatan algunos 

científicos naturalistas en expediciones antes de 1908 hallazgos de esta planta en 

inmediaciones de comunidades precoloniales de los Andes y la Amazonia [68].  

Adicionalmente, por registros más recientes se sabe que viene siendo domesticada 

desde hace 1500 años (500 d.C.) en comunidades indígenas de la amazonia 

conociéndose esto, por registros arqueológicos e históricos que sugieren la 

aparición de hojas de esta planta en tumbas en los Andes en diferentes 

asentamientos humanos, dado que habita de 200-2600m de elevación, en regiones 

amazónicas y pendientes andinas [26], [27], [69].  

Dentro de los usos reportados, llama la atención algunos usos ritualísticos: la 

emplean junto con la ayahuasca para darle un mejor sabor a la bebida; los Jibaros 

(grupo de indígenas amazónicos también llamados Shuar) preparan una infusión 

fuerte, que se cree tiene propiedades eméticas, dejando hervir toda la noche las 

hojas de guayusa en agua, a la mañana siguiente beben suficiente de esta infusión 

para vomitar y eliminar los alimentos no digeridos del día anterior. Según sus 

creencias, las mujeres solo se encargan de suministrar las bebidas y ayudar a sus 

esposos en el ritual, ya que no deben beberla [64], [65], [68]–[70]. 

Adicional a esto, en la medicina tradicional se emplea como: estimulante del sistema 

nervioso y muscular, como digestivo y diurético [71]. También, la infusión de las 
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hojas es utilizada en el tratamiento de infecciones bacterianas, en la preparación de 

lavados bucales, tratar la gastritis y la infertilidad en la mujer [1], [8], [14], [53].  

En la literatura, son pocos los estudios farmacológicos y químicos reportados para 

I. guayusa, destacándose algunos estudios en actividad antioxidante y algunos 

compuestos fenólicos [30], [31], [72]–[74]. Los estudios previos en actividad 

antioxidante por diferentes técnicas como DPPH y ORAC determinaron la capacidad 

antioxidante de hojas de I. guayusa en diferentes extractos hidroalcohólicos (etanol 

al 20%, 50% y 80%, y metanol al 70%) y un extracto acuoso. Para los ensayos de 

se obtuvo en DPPH entre 19.7-35.4 medidos como mmol Trolox y en ORAC 76.0-

154.0  medidos como mmol Trolox en los ensayos realizados en la referencia [31]. 

Otro ensayo con DPPH obtuvo 12.5-16.2 y por ORAC 61.3-69.9 ambos ensayos 

medidos como mmol de Trolox [74]. Ambas referencias obtuvieron la capacidad 

antioxidante como mmol de Trolox siendo 100g de Trolox en agua.   

En cuanto a la composición química, estudios reportan la presencia de una gran 

variedad de polifenoles en hojas de guayusa [16], [31], [74]. Empleando técnicas 

como UPLC-MS/MS, determinando la presencia de derivados de ácido cafeico 

como ácido clorogénico, ácido neoclorogénico, ácido cafeico glicosilado, ácido 

cumaroilquínico, isómeros de hidroxicinamoilquinico, y ácido ferúlico, entre otros 

[16], [31], [74].   

También en guayusa se reporta un alto contenido en cafeína siendo 8,13mg de 

cafeína por mililitro para un extracto hidroalcohólico 70% (relación 1:2 

planta:solvente) [75], bajas cantidades de teobromina y algunos triterpenos como el 

ácido oleanólico, acido ursólico, carotenoides tipo xantofilas como: luteína, 

violaxantina y neoxantina; y otros carotenoides como α-caroteno y β-caroteno; se 

reportan algunos carbohidratos como fructosa, glucosa, manosa, maltosa entre 

otros. Y también, aminoácido libres como acido aspártico, serina, acido glutámico, 

histidina, arginina, valina, leucina, triptófano entre otros [16], [31], [37], [76], [77]. Por 

otro lado, para I. guayusa no son completos los reportes de saponinas, metabolitos 

ampliamente descritos para otras especies del género, desconociéndose así su 

estructura química y composición en I. guayusa. Tan solo se describe la presencia 

por medio de marcha fitoquímica de un extracto etanólico por [28], [78] y más 

recientemente, una identificación tentativa por medio de LC-MS por [37]. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1. Objetivo general:  
 

Caracterizar el perfil químico de extractos polares de hojas de Ilex guayusa 
Loes y evaluar la actividad antiviral HSV-1. 
 
 
3.2. Objetivos específicos:  

 
• Analizar la composición química de preparaciones de hojas de I. guayusa 

por técnicas analíticas y electroforéticas. 
• Explorar la composición de saponinas en hojas de I. guayusa 
• Evaluar preliminarmente de la actividad antiviral HSV-1 de extractos polares 

de I. guayusa.  
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4. METODOLOGÍA 
 
 
4.1. Reactivos, solventes y materiales: 

 
Los patrones empleados de cafeína, acido clorogénico, ácido cafeico, ácido gálico 
y rutina fueron adquiridos de Sigma-Aldrich®. Las soluciones empleadas como 
reveladores en TLC tales como p-anisaldehído y 2-aminoetil difenilborinato fueron 
adquiridos de Sigma-Aldrich®. Los solventes empleados en los diferentes análisis 
fueron adquiridos de diferentes casas comerciales. De Merck® se obtuvieron 
butanol, ácido acético glacial, metanol grado LC-MS y ácido fórmico grado LC-MS. 
De la casa comercial J.T. Baker® se obtuvieron acetonitrilo grado LC-MS, 
diclorometano, acetato de etilo y metanol grado HPLC. El ácido fórmico empleado 
en los análisis de TLC y HPTLC fue de la casa comercial PanReac®. Los perfiles 
de los extractos se realizaron en placas de Silica-gel F254 SiliCycle® 

 
 
4.2. Material vegetal y preparación de extractos: 

 
 
Las hojas secas y molidas de Ilex guayusa Loes. se adquirieron de la Finca San 
Pablo, en la Vereda Brasil (Viotá, Cundinamarca),  junto a la empresa Mogambo 
Ltda. Sendero Ambiental, Saberes y Sabores de la Naturaleza; NIT: 900.208.036-4. 
Una muestra está depositada en el Herbario de la Pontificia Universidad Javeriana 
(Voucher Cod. HPUJ 28875). Dado que es una planta cultiva, la adquisición del 
material vegetal no requiere permiso de colecta, como lo establece la norma 
colombiana.  
 

Con el fin de analizar la composición química de extractos polares de hojas de Ilex 
guayusa Loes, se prepararon extractos acuosos e hidroalcohólicos, siguiendo 
distintas preparaciones populares. También se preparó un extracto etanólico y otro 
de diclorometano. Adicionalmente, se prepararon dos extractos de I. paraguariensis, 
a partir de material vegetal adquirido en el comercio local en la ciudad de Passo 
Fundo, Brasil. 
 
Estos cuatro extractos adicionales se prepararon con fines de análisis comparativo 
de la composición química, en especial los obtenidos a partir de I. paraguariensis, 
dado que esta planta se encuentra ampliamente estudiada [1], [8], [79], [80]. Siendo 
así se plantearon los procesos extractivos planteados en la Tabla 3.  
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Tabla 3: Condiciones extractivas empleadas para realizar extractos de I. guayusa 
e I. paraguariensis. 

Planta 
Tipo de 
extracto 

Planta: 
solvente 

Tiempo de 
preparación 

Nombre 
del 

extracto 

Ilex guayusa Decocción 1:10 10 min D 1:10 

    1:150 10 min D1:150 
  Infusión  1:10 10 min I 1:10 
    1:150 10 min I 1:150 
  Maceración  1:10 72h  M4072 
    1:10 9 días* M409 

    1:10 9 días* M209 

    1:10 72h  M2072 

    1:10 48h EtOH 
 Soxhlet  1:10 24h DCM 

I. paraguariensis Infusión  1:10 10 min PI1:10 
  Maceración 1:10 72h PM2072 

*se realizaron cambios de solvente cada 72 horas, por 3 veces, manteniendo la proporción 
1:10.  

 

Una vez concluidos los tiempos de extracción, los extractos fueron filtrados. 
Posteriormente los extractos hidroalcohólicos y etanólico se les eliminó el etanol en 
un equipo rotaevaporador a 40°C. El agua restante de los extractos 
hidroalcohólicos, así como los extractos crudos acuosos, se congelaron y 
liofilizaron.  

 
4.3. Fraccionamiento liquido-liquido: 

 
2,5g del extracto M2072 fueron disueltos en 500 ml de agua destilada. En un 
embudo de separación se agregó la solución del extracto y 200 ml de acetato de 
etilo, se agitó y dejo reposar hasta formar dos fases definidas. Las fases fueron 
separadas, y el procedimiento se repitió un total de 3 veces. Los 600ml de acetato 
de etilo obtenidos de la separación se rotaevaporaron y llevaron a sequedad para 
obtener la fracción de acetato de etilo. Se realizó el mismo procedimiento con 
butanol obteniéndose así la fracción butanólica, la cual, se llevó a sequedad en 
rotaevaporador. La fracción acuosa se rotaevaporó para eliminar los residuos de 
solvente orgánico, siendo posteriormente liofilizada.   
 
 

4.4. Análisis por Cromatografía en Capa Delgada (TLC): 
 
Para determinar los perfiles cromatográficos de los diferentes tipos de metabolitos 
en los extractos se realizaron Cromatografías en Capa Delgada en placas de Silica-
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gel SiliCycle® con soporte de aluminio e indicador de fluorescencia F-254. Se 
hicieron teniendo en cuenta la polaridad de los extractos y la revisión previa en la 
literatura, por lo que se decidió evaluar principalmente, los siguientes metabolitos 
con sus respectivas fases móviles: [81], [82]: 
 

• Metilxantinas: acetato de etilo:metanol:agua (5:0,55:0,4) 

• Saponinas y Polifenoles: Acetato de etilo:ácido acético:ácido 
fórmico:agua (10:1,6:0,6:2,6), Butanol:ácido acético:agua (6:1:2), y 
acetato de etilo:acetona:ácido acético:agua (6:2:1:1) 

 
Para la detección de saponinas se empleó anisaldehído-sulfúrico como revelador, 
llevando la placa a calentamiento a 100°C y posteriormente visualización bajo luz 
visible [81]. Para polifenoles se empleó Reactivo Natural (2-aminoetil difenilborinato) 
con visualización bajo luz UV a 360nm [81]. 

 
 

4.5. Análisis por HPTLC:  

 
Se empleo un HPTLC Camag® acoplado a los módulos de: aplicador de muestra 
automático TLC sampler4, cámara de desarrollo ADC2, cámara de derivatización y 
visualizador de placas TLC visualizar 2, empleando el software VisionCats. Los 
análisis de los perfiles de los diferentes extractos se elaboraron teniendo en cuenta 
los ensayos realizados previamente por TLC. Por lo cual, se decidió realizar tres 
placas para la determinación de las mismas clases de metabolitos descritos 
previamente, con sus respectivas fases móviles. Para metilxantinas, se utilizó un 
estándar comercial de cafeína y para polifenoles (específicamente ácidos fenólicos, 
se emplearon tres patrones comerciales: ácido clorogénico, ácido cafeico y ácido 
gálico) [23], [81], [82].  Para la detección y visualización, se utilizaron los mismos 
reactivos y condiciones descritas en el ítem anterior. Las muestras analizadas 
fueron solubilizadas en metanol HPLC:agua tipo I (1:1, v/v) a una concentración de 
5 mg/mL, sonicadas por 10 min y filtradas en membrana PTFE de 0.22 µm El 
volumen de aplicación fue de 25 μL, en modo banda/spray. [81].  

 
4.6. Análisis por UPLC-DAD:  

 
Los análisis se realizaron en un equipo UPLC Acquity H-Class Waters®, en el cual 
se empleó una columna de fase reversa (C18) Phenomenex® Kinetex 2.6µm de 
100x2.1mm. Los análisis se realizaron a 25°C a un flujo de 0,4 mL/min empleando 
un gradiente de fase móvil compuesto por acetonitrilo y acido fórmico 0,1% en agua 
(Tabla 4) ajustando a I. guayusa la metodología propuesta por la referencia [83] 
para Ilex paraguariensis. El cromatograma se obtuvo a las longitudes de onda 270 
nm para metilxantinas y 320 nm para polifenoles. Los espectros DAD fueron 
obtenidos en el rango de 200 a 400 nm. Las muestras analizadas fueron 
solubilizadas en metanol HPLC:agua tipo I (1:1, v/v) a una concentración de 3 



 26  
 

mg/mL, sonicadas por 10 min y filtradas en membrana PTFE de 0.22 µm. El volumen 
de inyección fue de 3 µL. Los picos fueron caracterizados por comparación de sus 
tiempos de retención y espectro UV-Vis con estándares, y adicionalmente, por co-
inyección de las muestras con los estándares. Los cromatogramas fueron obtenidos 
y analizados en el programa Empower Waters®. 
 

 
Tabla 4: Gradiente de fase móvil para los análisis por UPLC-DAD. 

Tiempo (min) % Acetonitrilo % Ác. Fórmico (0,1%) 

Inicial 5 95 
10 17 83 
13 20 80 
15 70 30 
16 5 95 
18 5 95 

 
 

4.7. Análisis cromatográficos en UPLC-MS-QTOF: 
 
Los análisis se realizaron en un equipo Nexera UHPLC con detector con arreglo de 
diodo (DAD), acoplado a un espectrómetro de masas Q-TOF LCMS 9030 Shimadzu 
Scientific instruments® (Maryland, EE. UU.). Se empleó la misma columna de fase 
reversa (C18) Phenomenex® Kinetex 2.6µm de 100x2.1mm descrita previamente. 
Los análisis se realizaron empleando las condiciones previamente descritas y 
también un gradiente de fase móvil establecido para separación y visualización de 
saponinas y polifenoles, compuesto por acetonitrilo grado LC-MS y ácido fórmico 
0,1% en agua (Tabla 5) ajustando la metodología previamente descrita y las 
propuestas por las referencias [37], [83]. 3 µL de extracto fueron inyectados para 
los análisis a 30°C y a un flujo de 0,4 mL/min. Las muestras analizadas fueron 
solubilizadas en metanol LC-MS:agua tipo I (1:1, v/v), a una concentración de 3 
mg/mL, sonicadas por 10 min y filtradas en membrana PTFE de 0.22 µm. La 
obtención de los cromatogramas por UV se realizó a 210 nm para saponinas y 320 
nm para polifenoles.  El espectrómetro de masas se operó en modo negativo y 
positivo, con ionización por eletrospray (ESI) y los datos fueron adquiridos entre 
100-2000 de masa atómica. Las condiciones del capilar fueron: voltaje del capilar 
+3kV, voltaje del cono de muestra 33kV, temperatura de secado 250°C, el gas de 
nebulización fue nitrógeno con 350 L/h, el gas colisión fue argón a 50L/h, la energía 
de colisión correspondió a 2,5eV. Los datos fueron procesaron con el software Lab 
Solutions Shimadzu Scientific instruments®.  
 
 
Tabla 5: Condiciones cromatográficas para UPLC-MS-QTOF para la separación de 
saponinas y polifenoles en extractos de Ilex guayusa.  

Tiempo (min) % Acetonitrilo % Ác. fórmico 0,1%  

Inicial 30 70 

10 60 40 
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15 80 20 

19 90 10 

20 80 20 

22 30 70 

24 30 70 

 
 

4.8. Análisis por Electroforesis Capilar (CE-DAD):  
 
Los análisis se realizaron en un equipo Agilent® CE 7100 con detector por arreglo 
de diodo (DAD). Se utilizó un capilar de sílica fundida revestido con poliamida con 
dimensiones de 48,5 cm de longitud total, 50 μm de diámetro interno, con distancia 
efectiva de separación de 40 cm. Se empleó una metodología de tipo Cromatografía 
Electrocinética Micelar (MEKC por sus siglas en inglés) para la separación de 
cafeína, teobromina y teofilina con base en la metodología previamente descrita por 
en la referencia [84], con modificaciones: como electrolito de corrida (BGE) se 
empleó una solución de tetraborato de sodio 10 mM, dodecilsulfato de sodio 50 mM 
y 5% de acetonitrilo, en agua tipo I para obtener un pH=9,0. Se empleó un voltaje 
de -20kV, con temperatura de 25°C, y un tiempo de análisis de dos minutos. Para 
la inyección hidrodinámica se aplicó -50 mbar de vacio por 9 segundos, inyectando 
la muestra por la extremidad Outlet [85], [86]. Los extractos se prepararon en agua 
tipo I a una concentración de 1mg/mL. Todas las muestras se sonicaron 10 min y 
se filtraron en membrana PTFE de 0,45 µm. La detección se realizó a 275 nm 
obteniendo los espectros DAD en el rango de 200 a 400 nm. Al igual que en los 
análisis por UPLC-DAD, los picos fueron caracterizados por comparación de sus 
tiempos de migración y espectro UV-Vis con el estándar de cafeína, y 
adicionalmente, por co-inyección de las muestras con el estándar. 

 
 

4.9. Análisis cuantitativos y validación de las metodologías analíticas por 
UPLC-DAD y CE-DAD:  

 
Los contenidos de cafeína en los diferentes extractos fueron cuantificados por el 
método del estándar externo, utilizando cafeína como patrón. La cuantificación de 
cafeína fue realizada con base en una curva de calibración de 13 puntos en el rango 
de 300 - 0.097 µg/mL en UPLC y de 11 puntos en el rango de 300 - 0.39 µg/mL en 
CE. Las condiciones cromatográficas y electroforéticas fueron las mismas descritas 
anteriormente en los ítems 4.6 y 4.8, respectivamente. 
 
Todas las concentraciones del estándar fueron analizadas en triplicado. La 
validación de los procedimientos analíticos fue realizada de acuerdo a la guía ICH 
[87]. Los parámetros validados fueron la linealidad, precisión (repetibilidad y 
precisión intermediaria), exactitud, límites de cuantificación y detección. Las 
pruebas estadísticas se realizaron en el programa RWizard [88].  

 



 28  
 

 
4.10. Análisis cuantitativos de cafeína en bebidas comerciales:  

 
Siguiendo las metodologías descritas anteriormente y los parámetros de validación 
para UPLC-DAD y CE-DAD, se analizaron bebidas comerciales conocidas por su 
posible contenido de cafeína. Para esto se adquirieron del mercado local diferentes 
tipos de té (té blanco, té verde y té negro), una bebida energizante, dos tipos de 
café, tres bebidas de cola, chimarrão (infusión de hojas típica de Brasil, preparada 
a partir de Ilex paraguariensis adquirida comercialmente – producto Brasileño), mate 
(infusión típica de Argentina, preparada a partir de hojas de I. paraguariensis 
adquirida comercialmente – producto Argentino) y guayusa (infusión típica de 
comunidades indígenas del amazonas y región andina de Ecuador, Perú y 
Colombia, preparada a partir de hojas de I. guayusa). La preparación de las 
muestras consistió únicamente en filtrar las muestras en membrana PTFE de 0,45 
µm, haciendo ajustes de dilución en agua cuando fuera necesario, debido a la 
naturaleza de la muestra. Las diluciones realizadas fueron consideradas en los 
cálculos posteriores de concentración.  
 

 
4.11. Actividad antiviral:  

Los ensayos de actividad antiviral se llevaron a cabo en la Universidade Federal de 

Santa Catarina (UFSC), Brasil, en el Laboratorio de Virología Aplicada (LVA), 

durante la realización de una pasantía corta de dos meses, bajo la supervisión de 

Izabella Thaís da Silva, profesora del Departamento de Ciências Farmacêuticas de 

la misma Universidad y con el apoyo de la dirección de Posgrados de la Ciencias 

Biológicas de la Pontificia Universidad Javeriana.  

 
4.11.1. Citotoxicidad: 

Para los ensayos de citotoxicidad se emplearon células VERO (ATCC: CCL81), 
mantenidas en medio mínimo esencial de Eagle (MEM) suplementado con suero 
fetal bovino al 10% a 37°C y 5% de CO2. Estas se cultivaron en placas de 96 pozos 
disponiendo de 2x104 células/pozo, se incubaron durante 24 horas para permitir la 
adhesión celular. Pasado este período, se procedió a agregar los tratamientos y 
dejar en incubación por 48 horas. Los tratamientos seleccionados son los mismos 
descritos en el ítem siguiente. Los extractos y fracciones fueron solubilizados en 
MEM, sonicados y posteriormente filtrados en membrana de 0,22 µm estéril. Se 
realizaron tres ensayos independientes en placas de 96 pozos, con diluciones 
seriadas 1:2 en variadas concentraciones de 2500-9,56 µg/ml. Finalmente, para 
determinar la CC50 se realizó una tinción son sulforodamina B y lectura de las placas 
en un equipo de UV, a la longitud de onda de 510 nm teniendo en cuenta la 
metodología planteada por Vichai y colaboradores en 2006 [89].  
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4.11.2. Ensayo de reducción de placas: 
 

Para evaluar la inhibición del Herpes Simplex-1, se emplearon las mismas células 
VERO (ATCC: CCL81) que el ítem anterior mantenidas MEM a 37°C y 5% de CO2. 
Teniendo en cuenta la metodología propuesta por Silva y colaboradores en 2010 
[5]. Se dispusieron en placas de 24 pozos en concentración de 2x105 células/pozo, 
las cuales se dejaron incubar durante 24 horas para su adherencia. Pasado este 
tiempo de cultivo celular, se preparó el inoculo con aproximadamente 100 Unidades 
Formadoras de Placas (UFP) de virus Herpes Simplex-1 cepa KOS (sensible a 
aciclovir) o Herpes Simplex-1 cepa 29R (resistente a aciclovir) en medio MEM, 
seguida de una incubación de una hora a 37°C. Posteriormente, se retiró la solución 
con el inoculo viral, se agregaron los tratamientos y se dejó incubar nuevamente 
durante 48 horas a 37°C. Los tratamientos utilizados fueron los extractos por 
infusión I1:10 y por maceración M2072, y las fracciones obtenidas del extracto 
M2072 (F. acuosa, F. BuOH y F. AcOEt), los cuales fueron preparados en 
MEM2X:carboximetilcelulosa (CMC) al 1,5% (1:1) en concentraciones de 250-15,6 
µg/ml. Pasadas las 48 horas de incubación, las placas se revelaron con azul-negro 
de naftol agregando a cada pozo 300 µL y dejando en agitación a 100 rpm durante 
20 min. Finalmente se eliminó el azul-negro de naftol y se dejó secar para realizar 
el conteo de placas. Como control positivo para los ensayos se utilizó aciclovir y 
como control negativo MEM [5].  

 
 

Por otro lado, el índice de selectividad IS se calculó teniendo en cuenta la siguiente 
formula: 

 

IS =  
𝐶𝐶50
𝐼𝐶50

 

 

donde la CC50 corresponde a la concentración citotóxica capaz de matar el 50% de 
las células y la IC50 corresponde a la concentración inhibitoria para disminuir en un 
50% las Unidades Formadoras de Placa (UFP). Empleando el programa GraphPad 
Prism [90] se calculó la CC50 y la IC50 realizando una regresión no lineal siendo: el 
logaritmo de la concentración versus la respuesta normalizada con pendiente 
variable, donde también se calculó el intervalo de confianza del 95% para los 
experimentos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
5.1. Obtención de extractos:  

 
Se obtuvieron en total 12 extractos, los cuales se agruparon en tres grupos dado su 
modo de preparación: Grupo 1. Maceraciones hidroalcohólicas: compuesto por 
M2072, M4072, M209, M409, Grupo 2. Preparaciones acuosas: I1:10, I1:150, 
D1:10, D1:150 y Grupo 3. Preparaciones para fines comparativos: EtOH, DCM, 
PM4072, PI1:10. El extracto etanólico fue empleado para comparar los análisis de 
este estudio con los resultados obtenido previamente en el grupo de investigación; 
el extracto de DCM fue elaborado para conocer el contenido de cafeína total en 
hojas de guayusa; la maceración 40% etanol y la infusión 1:10 de I. paraguariensis 
se elaboró para comparar con la especie cuya composición química es la más 
ampliamente estudiada. Adicionalmente se calcularon los rendimientos para los 
extractos a analizar presentados en la Tabla 6.  
 
Tabla 6: Rendimientos calculados para los extractos elaborados a partir de hojas de Ilex 
guayusa. 

Nombre del 
extracto 

Rendimiento 
(%) 

D 1:10 8,1 
D1:150 13,1 
I 1:10 27,5 
I 1:150 9,9 
M4072 5,9 
M409 19,0 
M209 26,3 
M2072 14,5 

 
 

5.2. Fraccionamiento líquido-líquido: 
 
Se realizó un fraccionamiento a uno de los extractos para obtener tres fracciones 
en solventes de polaridad creciente, los solventes que se emplearon fueron acetato 
de etilo, butanol y agua. El acetato de etilo fue el menos polar de los solventes 
orgánicos, permitiendo que las moléculas de más baja polaridad presentes en el 
extracto migraran a este solvente. El segundo solvente empleado, fue butanol, tiene 
una mayor polaridad respecto al acetato de etilo, y se empleó para separar del 
extracto moléculas de mediana-alta. Por último, el que también se considera como 
un “residuo” acuoso, donde todas las moléculas de alta y muy-alta polaridad 
quedaron separadas del resto. Se empleo el extracto M2072 dado que, al momento 
del realizar el fraccionamiento fue el extracto con mayor masa disponible en el 
momento.  
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Siendo así, las fracciones obtenidas en polaridad creciente reparten los metabolitos 
del extracto M2072 en tres bloques. La primera fracción obtenida fue la de acetato 
de etilo (F. AcOEt) (Figura 4), seguido de la fracción butanólica (F. BuOH), y la 
tercera fracción corresponde a la fracción acuosa (F. acuosa). Estas fracciones se 
analizaron por TLC para visualizar la distribución de los metabolitos.  
 

 
Figura 4: Fraccionamiento líquido-líquido del extracto M2072, con acetato de etilo (fase 

superior) y agua (fase inferior) 

 
5.3 Análisis por TLC y HPTLC:  

 
Inicialmente, los extractos fueron analizados por TLC, en diferentes fases móviles, 
buscando obtener una buena separación de los compuestos de interés presentes. 
La decisión por analizar polifenoles, metilxantinas y saponinas se tomó con base en 
la revisión de la literatura para los compuestos ya descritos para I. guayusa y para 
otras especies del género (p.e. I. paraguariensis) [30], [31], [74], [81], [82].  
 
 

5.3.1 Polifenoles: 
Una vez determinada las fases móviles para los extractos en relación polifenoles, 
se pudo observar una gran complejidad de los extractos obtenidos y también una 
cierta constancia en relación con los perfiles cualitativos de los diferentes extractos 
de I. guayusa, a excepción del extracto etanólico (Figura 5). 
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Figura 5: Cromatografía por TLC para la visualización de polifenoles. FE: Sílica-gel. 1. FM: 
Acetato de etilo:ácido acético:ácido fórmico:agua (10:1,6:0,6:2,6). 2. FM: butanol: ácido 
acético: agua (6:1:2). Detección: Reactivo NaturaL/UV-360nm. En todas las placas: Ca: 
Patrón de cafeína. 1:M409 2:M209 3:M4072 4:M2072 5:I1:10 6:D1:10 7:I1:150 8:D1:150 
9:EtOH 10:PM2072 11:PI1:10.    
 
 
Teniendo en cuenta la determinación de las fases móviles y las observaciones 
realizadas en TLC, se escogieron los sistemas que mejor resolución tuvieron en 
cuanto a la observación de perfiles cromatográficos y también se realizaron los 
análisis de extractos y estándares por HPTLC (Figura 6). 
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Figura 6: Cromatografía por HPTLC para la visualización de polifenoles. FE: Sílica-gel. FM: 
Acetato de etilo:A.acético:agua (6:2:1:1). Detección: Reactivo Natural/UV-360nm. 1. ácido 
gálico, 2. Acido cafeico 3. ácido clorogénico. 4. M2072 5. M4072 6. I1:10 7. D1:10 8. EtOH 
9. PM2072 10. PI1:10. 

 
Por HPTLC se puede obtener una mejor resolución de las bandas ya que estas 
aparecen bien definidas al ser la aplicación automática y con parámetros de 
aplicación ajustables y repetibles, como son la longitud, largo y ancho de la banda 
aplicada, permitiendo la disminución del error al momento de aplicar la muestra. 
Cabe resaltar que los análisis se realizaron con placas comunes de TLC en fase 
normal, y no en placas propias de HPTLC, lo que posiblemente llevaría a un 
resultado aún mejor. Además, es importante resaltar que por HPTLC todas las 
muestras se aplicaron a la misma concentración (3 mg/mL) y volumen (25 μL), 
diferente de los análisis por TLC. 
 
El reactivo natural es un revelador específico para polifenoles, en el que se ve una 
variedad de colores (fluorescencia) indicando diferentes tipos de metabolitos o 
núcleos. En I. guayusa se pudo observar al menos dos grupos de metabolitos 
diferentes de polifenoles con ayuda de este revelador: azul claro indica derivados 
de ácido cafeoilquínicos, mientras que tonos que varían entre verde claro, amarillo 
y naranja indican la presencia de distintos tipos de flavonoides [81], [82]. Estos dan 
coloraciones diferentes por las sustituciones de los anillos aromáticos, las cuales 
varían de acuerdo con la presencia y cantidades de sus grupos hidroxilo (-OH) en 
la molécula. 
 
Además de las diferentes clases de metabolitos diferenciables, es notable la riqueza 
de bandas observables por cualquier de las técnicas (sin importar el tipo de núcleo), 
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lo cual indica una alta complejidad de este tipo de compuestos, siento esta de al 
menos 12 polifenoles diferentes (Figuras 5– TLC y 6-HPTLC) 
 
A partir del uso del revelador adecuado y con el auxilio de estándares comerciales, 
fue posible identificar entre los principales polifenoles presentes en los extractos de 
I. guayusa, ácidos fenólicos, entre ellos: ácido clorogénico y acido cafeico. El ácido 
clorogénico presentó un Rf = 0,3 con la fase móvil FM:  Acetato de 
etilo:A.acético:agua (6:2:1:1) Figura 6. En TLC (Figura 5) correspondería a las 
manchas de Rf=0,7 con la fase móvil: Acetato de etilo:ácido acético:ácido 
fórmico:agua (10:1,6:0,6:2,6). y Rf: 0,5 con la fase móvil butanol: ácido acético: agua 
(6:1:2).  
 
Es de resaltar que el perfil del extracto etanólico, en el cual también se observa la 
presencia de ácido clorogénico y se evidencia la presencia de clorofilas, observable 
por su coloración rojo fluorescente en un Rf 1, y en contrapartida, una menor 
presencia de compuestos de mayor polaridad. Lo que es de esperarse debido a 
polaridad del solvente de extracción. 
 
Comparativamente a los extractos de I. paraguariensis, se puede observar que 
comparten algunos compuestos, como los ya mencionados ácidos fenólicos. Sin 
embargo, hay diferencias evidentes entre los perfiles de las dos especies, como 
algunos polifenoles observables en color naranja con Reactivo Natural en I. 
paraguariensis (Rf= 0,6 FM: Acetato de etilo:ácido acético:ácido fórmico:agua 
(10:1,6:0,6:2,6). y Rf=0,5 FM: butanol:agua: ácido Acético (6:1:2) Figura 5.    
 

5.3.2 Saponinas: 
A su vez, el revelador anisaldehído-sulfúrico se caracteriza por ser un revelador 
“universal”, permitiendo observar moléculas variadas.  En caso de este trabajo se 
destacan moléculas de núcleo flavonoide (de color amarillo) o terpénico y esteroidal 
(colores rosados, morados o de tonos verdosos oscuros) [81], [82], [91]. Lo 
observable a partir de estos análisis (Figuras 7– TLC y Figura 8 – HPTLC) 
concuerda con la literatura dado que para el género se han determinado varias 
saponinas triterpénicas como matesaponinas (I. paraguariensis), Ilexsaponinas (I. 
pubescens I. hainanensis) e ilekudinosidos (I. rotunda y I. kudingcha) entre otros 
[40], [52], [53], [82], [91]. 
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Figura 7: Cromatografía por TLC para la visualización de saponinas. FE: Sílica-gel. A. FM: 
butanol: ácido acético: agua (6:1:2). B. FM: Acetato de etilo:ácido acético:ácido 
fórmico:agua (10:1,6:0,6:2,6). Detección: Anisaldehído-sulfúrico/visible. En todas las 
placas: Ca: Patrón de cafeína. 1:M409 2:M209 3:M4072 4:M2072 5:I1:10 6:D1:10 7:I1:150 
8:D1:150 9:Etanolico 10:I.p. M40 11:I.p. I1:10.    

 
 

Con estos sistemas cromatográficos se pudo observar manchas que indican tratarse 
de saponinas, por su color morado y verde, observables con el revelador de 
anisaldehído-sulfúrico y por sus valores de Rf, en sistemas de solventes polares 
(manchas moradas: Rf=0,11, manchas verdes: Rf=0,33 FM: butanol:agua: ácido 
acético.  manchas moradas: Rf=0,21 y manchas verdes Rf=0,1 en FM: acetato de 
etilo: ácido acético: ácido fórmico: agua) (Figura 7). 
 
La presencia de estos compuestos se pudo corroborar, incluso con mejor 
resolución, por los análisis de HPTLC (Figura 8), en donde se pudo determinar al 
menos 5 manchas indicativas de saponinas, distribuidas principalmente en los 
extractos más polares analizados. También se observó una mayor presencia de 
saponinas en extractos de I. paraguariensis compartiendo algunos núcleos con I. 
guayusa, dado que, algunas de estas saponinas poseen el mismo Rf.  
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Figura 8: Cromatografía HPTLC para la visualización de saponinas. FE: Sílica-gel FM: 
Butanol: ácido acético: agua (6:2:1) Detección: Anisaldehído-sulfúrico/visible. 1.  M2072 2. 
M4072 3. I1:10 4. D1:10 5. PM2072 6. PI1:10 7. F. acuosa. 

 
En los extractos que mejor se pudieron observar saponinas, incluso un mayor 
número de bandas, tenemos la infusión (I1:10) y la decocción (D1:10). Por tratarse 
de extractos en agua, estos serían más afines con este tipo de moléculas, y a 
diferencia de los otros, tienen en mayor concentración una de las saponinas más 
polares presentes, de color verde observable muy cerca del punto de aplicación en 
las muestras acuosas.  
 
Teniendo en cuenta la polaridad de las saponinas, se decidió incluir la fracción 
acuosa en la placa de HPTLC para determinar la presencia de estas moléculas en 
dicha fracción, ya que es la fracción más polar y este método permite observar con 
mayor claridad los compuestos presentes. 
 
Por otro lado, es notable la diferencia en cuanto al contenido de saponinas entre I. 
guayusa e I. paraguariensis, siendo ampliamente descrito la abundante presencia 
de saponinas en esta última, llamadas en su mayoría matesaponinas (por su 
nombre común, mate). Por otro lado, también es bastante interesante la observación 
de estos compuestos en I. guayusa, visto que hasta el momento no son conocidas 
este tipo de moléculas para esta especie. En la Figura 8 se puede observar una 
saponina con Rf=0,3 similar en I. guayusa e I. paraguariensis,  sin embargo, esto 
solo se puede interpretar como una saponina de similaridad estructural y no 
necesariamente como la misma molécula.    
 
El hecho de que por TLC haya sido posible observar saponinas, pero no se logró 
identificar con claridad cuantas manchas habían presentes en los extractos dado 
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que los Rf eran muy similares entre sí (Figura 7), se decidió realizar TLC 
bidimensionales para estos compuestos.  

 
Las TLC bidimensionales permiten la observación de metabolitos mediante el uso 
de dos fases móviles empleadas consecutivamente para la separación, en sentidos 
distintos de migración. Esta técnica se empleó para la observación de saponinas en 
uno de los extractos que se mostró abundante en saponinas (I1:10) y la fracción 
más polar obtenida (F. acuosa). Dado que, en la cromatografía realizada en HPTLC, 
se mostraron algunas manchas que podrían estar sobrepuestas por lo que el 
análisis por TLC bidimensional mostro un número todavía mayor de manchas 
mostrando ser posibles saponinas, permitiendo la observación con mayor claridad 
siendo estas entre 7 y 12 saponinas diferentes (Figura 9).   

 
 

 
Figura 9: Cromatografías por TLC bidimensionales para la visualización de saponinas. 
FE: Sílica gel. FM sentido 1: butanol: ácido acético: agua (6:1:2); FM sentido 2: acetato 
de etilo: ácido acético: ácido fórmico: agua (10:1,6:0,6:2,6). Detección: Anisaldehído-
sulfúrico/visible. A. I1:10; B. F. Acuosa.  
 

 
5.3.3 Metilxantinas 

En los análisis por TLC realizados para metilxantinas, se pudo observar que todos 
los extractos de guayusa poseen cafeína y no se visualizó la presencia de teofilina 
o teobromina comparando con patrones comerciales. Se realizaron diferentes fases 
móviles para observar la presencia de las tres metilxantinas, sin embargo, todas las 
observaciones evidenciaron la presencia de cafeína únicamente (Rf = 0,6). En la 
Figura 10 se muestra una de las placas elaboradas a modo de ejemplo soportando 
lo descrito anteriormente. 
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Figura 10: Cromatografía por TLC para la visualización de metilxantinas. FE: Sílica-gel 
F-254. FM: acetato de etilo:metanol:agua 5:0,55:0,4. Ca: estándar de cafeína Tb: 
estándar de teobromina Tf: estándar de teofilina 1. M4072. 2. M2072 3.I1:10 4.D1:10 5. 
EtOH 6. DCM 7. PM2072 8. PI1:10 

 
 
Por HPTLC (Figura 11) se corroboró lo observado por TLC: la presencia de cafeína 
como la metilxantina predominante en los extractos de I. guayusa e I. 
paraguariensis. En cuanto a el extracto PM2072 y PI1:10 de I. paraguariensis se 
pueden observar otras bandas. Estas no corresponden a las metilxantinas 
evaluadas, dado que no presentan un Rf similar a cafeína como se vio previamente 
en la Figura 10, dado que las tres metilxantinas estándar tienen Rf cercano.  
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Figura 11: Cromatografía por HPTLC para la visualización de metilxantinas. Silica-gel FM: 
AceOet:MetOH:agua (5:0,55:0,4). Ca: estándar de cafeína 1. M2072. 2. M4072 3. I1:10 
4.D1:10 5. EtOH 6. DCM 7. PM2072 8. PI1:10 
 

Adicionalmente para este análisis, se pueden hacer algunas inferencias en cuanto 
a la concentración de cafeína, visto que todas las muestras fueron aplicadas en una 
misma concentración y volumen: las manchas correspondientes a cafeína se ven 
más intensas en los extractos de I. guayusa que las manchas de cafeína observadas 
en I. paraguariensis. Esto podría indicar una mayor concentración de este 
metabolito en la especie de presencia en Colombia; también, que el extracto de 
diclorometano está compuesto en su mayoría por cafeína (al menos en este rango 
de polaridad), puesto que se puede observar que la banda es más oscura respecto 
a los otros extractos.  
 
Razón por la cual se planteó realizar análisis cuantitativos de este compuesto, 
presentados más adelante en este trabajo. 
 

 
5.4  Análisis por UPLC-DAD:  

  
Este análisis se realizó con el propósito de comprender la composición y 
complejidad de los extractos y fracciones obtenidas de I. guayusa. A partir del 
desarrollo de su perfil cromatográfico empleando estándares comerciales y teniendo 
en cuenta estudios previos realizados en I. paraguariensis, dada la similitud en la 
composición química de ambas plantas. Sin embargo, las metodologías 
consultadas no fueron del todo acertadas para observar un buen perfil por lo cual 
se desarrolló un método teniendo en cuenta lo propuesto en la literatura para I. 
guayusa e I. paraguariensis [83], [92]–[94].  
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El método empleando por UPLC permitió observar los perfiles cromatográficos de 
los diferentes extractos en un corto tiempo de análisis (18 min). Adicionalmente, las 
condiciones cromatográficas empleadas permitieron que en una misma inyección 
se pudiera analizar simultáneamente metilxantinas y polifenoles, cambiando apenas 
la longitud de onda, entre 270 y 320 nm. 
 
Cualitativamente, se observó una gran similitud entre los perfiles cromatográficos 
obtenidos para los diferentes extractos a una longitud de 320 nm, en los cuales se 
observa 4 picos predominantes en la porción inicial del cromatograma, en tiempos 
de retención entre 2,6 y 6,0 minutos, seguido de un segundo bloque de compuestos, 
en un mayor tiempo de retención (entre 11 y 16 min), indicándose tratar de 
compuestos de menor polaridad (Figura 12). 
 

  
Figura 12: Cromatograma por UPLC-DAD obtenido a 320nm para el extracto M209. 1-4. 
Picos más representativos de I. guayusa.  

 
El análisis de los espectros obtenidos por el detector DAD para los picos 
mayoritarios de los diferentes extractos indican tratarse de compuestos tipo ácidos 
fenólicos, como ácido clorogénico y ácido cafeico, debido a su espectro 
característico, el cual está compuesto por un pico de absorción máxima a 320 nm y 
dos picos minoritarios a 230 y 220 nm (Figura 13). Además, su rápida migración, 
dada la alta polaridad es otro indicativo de este tipo de moléculas. [95], y en menor 
proporción, tenemos la presencia de algunos flavonoides, corroborando lo 
evidenciado previamente por TLC y HPTLC.  
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Figura 13: Espectro DAD de ácido clorogénico. A. espectro obtenido para M209 (pico 2. 
RT:4,8min). B. Espectro de absorción UV/vis de ácido clorogénico, tomado y modificado 
de: [95] 

 
Adicionalmente, por esta técnica también se hizo la comparación con estándares de 
referencia, siendo posible observar la presencia de ácido cafeico en los extractos, 
lo que no había sido claro por TLC, en virtud de la diferencia de Rf entre este 
compuesto y los demás observados hasta entonces. Esto se dio por la coinyección 
del extracto con el estándar de ácido cafeico, lo cual se puede observar en el 
siguiente cromatograma (Figura 14): 

 
 

 
Figura 14: Cromatograma por UPLC-DAD representativo para I. guayusa. A. extracto 
M4072 a 320nm B. Coinyección extracto M4072+ ácido cafeico a 320nm. Demás 
condiciones cromatográficas, ver ítem 4.6. 

 
Siguiendo con los análisis de metabolitos, las coinyecciones con estándares 
también permitieron confirmar la presencia de cafeína (observada a 270 nm como 

A B 
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uno de los compuestos mayoritarios de los extractos), ácido clorogénico y como se 
mencionó anteriormente, ácido cafeico (Figura 15). 
 
 

 
Figura 15: Cromatograma por UPLC-DAD representativo para I. guayusa. Obtenido para 
el extracto M4072. Visualización a 270nm y 320nm. En verde cafeína (270nm). En azul 
Ácido clorogénico y en morado ácido cafeico (320nm). 
 

 
Teniendo en cuenta los reportes en la literatura para el género Ilex, se encuentra un 
amplio estudio para polifenoles donde se destaca UPLC-DAD como técnica para su 
determinación. Por esta técnica se reportan ácidos fenólicos como: ácido 
clorogénico, ácido neoclorogénico, ácido criptoclorogénico, y en general otros varios 
ácidos derivados de ácido quínico como isómeros de ácido cafeoilquínico, ácido 
feruloilquínico, y también, ácido cafeico, ácido coumarico y ácidos cafeicos 
glicosilados. Siendo todo este grupo de compuestos reportado tanto en I. guayusa 
como en I. paraguariensis, I. vomitoria, I. cassine, I. rotunda, I. aquifolium, I. 
kudingcha, I. latifolia, I. pubescens entre otras especies [31], [37], [60], [73], [94], 
[96]. Algunos de estos compuestos también son comunes en otras plantas, 
especialmente el ácido clorogénico, por lo que existe una literatura amplia 
mencionando su presencia. Algunas de las especies que también presentan este 
tipo de metabolitos entre las más conocidas tenemos: Coffea arabica y Coffea 
robusta (diferentes especies de café), Camellia sinensis (té), Hibiscus sabdariffa 
(flor de Jamaica), Sorbus domestica (serbal), Cecropia adenopus (ambay), por 
nombrar solo algunos ejemplos [97]–[100].  
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5.5 Análisis cromatográficos en UPLC-MS-QTOF: 
 
Se decidió analizar un extracto hidroalcohólico, un extracto acuoso y la fracción 
acuosa teniendo en cuenta la similitud cromatográfica de las muestras, optimizando 
tiempo y recursos. Teniendo en cuenta la metodología desarrollada en UPLC-DAD 
se encontró un gran cumulo de picos antes del minuto 7 del análisis (Figura 16). 
Con la información adquirida por la metodología de UPLC-DAD aplicada a UPLC-
MS-QTOF se pudieron observar los mismo picos de cafeína, ácido clorogénico y 
ácido cafeico, pudiéndose observar su tiempo de retención y sus respectivas masas 
en la Tabla 7. Debido al tipo de metodología desarrollada den UPLC-DAD, no fue 
posible observar por UPLC-MS-QTOF las saponinas observadas por técnicas 
previamente descritas como TLC y HPTLC, ya que esta metodología se estableció 
para la observación de polifenoles y metilxantinas. 
 

 

   
Figura 16: Cromatogramas por UPLC-MS-QTOF representativo para I. guayusa, extracto 
M2072 A. Cromatograma UV. Obtenido a 254nm (línea azul) y 320nm (línea negra).FM: ver 
ítem 4.6. Demás condiciones cromatográficas y espectroscópicas, ver ítem 4.7 B. 
Cromatograma TIC(+) (MS) obtenido entre 100-2000m/z. Demás condiciones 
cromatográficas y espectroscópicas, ver ítem 4.7 

 
 
 

A. 

B. 
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Tabla 7: Metabolitos observados por análisis en UPLC-QTOF-MS para extractos de I. 
guayusa siguiendo la metodología de UPLC-DAD.  

No. Rt (min) m/z Compuesto 

1 4,71 195,08 Cafeína 

2 5,06 353,08 Ácido clorogénico 

3 5,21 179,03 Ácido cafeico 

 
 
Adicionalmente, se decidió desarrollar una metodología modificando la establecida 
anteriormente en los análisis de UPLC-DAD para lograr analizar saponinas y 
polifenoles en una misma inyección, dado que, las saponinas son pobremente 
observables en UV. Obteniendo los cromatogramas de la Figura 17 Con el 
desarrollo de esta metodología para esta técnica se encontraron grupos de 
metabolitos agrupados según su polaridad: alta polaridad (RT:1-4) mediana 
polaridad (RT: 4-9) y baja polaridad (10-22), siendo los dos primeros grupos de 
metabolitos los de interés en este trabajo.  
 

 
Figura 17: Cromatograma TIC(-) por UPLC-MS-QTOF representativo para I. guayusa. 
Extracto I1:10. FM y demás condiciones cromatográficas y espectroscópicas, ver ítem 4.7. 
Obtenido entre 100-2000 m/z.  

 
En los resultados sobre la composición química, haciendo un acercamiento por 
medio de los iones moleculares y fragmentos observados, se identificaron 
moléculas como cafeína y múltiples isómeros de ácido clorogénico y ácidos 
dicafeoilquínicos (Tabla 8).  
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Tabla 8: Metabolitos observados por análisis en UPLC-QTOF-MS para extractos y 
fracciones de I. guayusa. a Posible formula molecular establecida según la literatura. b 
Posible identificación establecida según la literatura consultada. FA: aducto de formiato.  
ACAF: ácido cafeico AQ: ácido quínico. HEX: Hexosa PEN: pentosa AGlu: ácido 
glucurónico. AcPE: Acetil pentosa. ARO: ácido rotúndico. APO: Acido pomólico. Des.: 
Desconocida N/A: No aplica.  

 
 
Con los análisis de los fragmentos obtenidos para estas moléculas se pudo 
determinar la posible la presencia de hexosas (m/z: 162), pentosas (m/z: 146), acetil 
pentosas (m/z:174) y ácido glucurónico (m/z: 176), como los azucares más comunes 
que acompañan flavonoides y saponinas, siendo en este último grupo mezclas de 
los diferentes azucares mencionados (Tabla 8). 
       
En cuanto a los polifenoles observados, se obtuvo ácido clorogénico, otros 
derivados de ácido cafeoilquínico (siendo algunos del tipo dicafeoilquínico) 

No. 
Rt 

(min) 
Muestra m/z Ion 

Fragmentos 
observados 

Formula 
moleculara Compuestob Ref. 

1 0,6 M2072 353,0864 [M-H]- 
705,1661[2M-H]; 

191,0191[M-H-ACAF-
OH = AQ] 

C16H18O9 
Ácido 

clorogénico 
[37] 

2 1,2 
M2072; 
I1:10 

515,1183 [M-H]- 

353,086 [M-H- ACAF-
OH] ;191,0193 

[ACAF-ACAF-2OH= 
AQ] 

C25H24O12 
Ácido 

dicafeoilquínic
o 

[37] 

3 1,7 I1:10 507,2409 [M-H]- 353,086; 191,019 Des. 
Ácido 

dicafeoilquínic
o 

N/A 

4 1,8 M2072 385,0912 [M-H]- 353,086;191,0167 Des. 
Ácido 

cafeoilquínico 
N/A 

5 2,1 I1:10 989,4932 [M-H]- 

943,488[M-H+FA]; 
825,420 [M-H-HEX-
2H]; 661,320 [M-H-
HEX-PEN-H2O-2H]; 
473,234 [M-H-HEX-
HEX-AcPE-H2O = 

APO] 

Des. Saponina N/A 

6 2,3 I1:10 1019,5041 [M-H]- 

839,4028 [M-H-HEX-
H2O]; 661,3204 [M-H-
HEX-AcGlu-H2O-2H= 

ARO+AcPE]; 

Des. Saponina N/A 

7 3,2 M2072 285,0393 [M-H]- 227,1268; C15H10O6. Kaempferol [101] 

8 4,8 
M2072; 
I1:10; 

F. Acuosa 
195,0863 [M+H]+ 138,0662; 111,1159 C8H10N4O2 Cafeína [37] 

9 5,1 
M2072; 
I1:10 

809,4291 [M-H]- 
307,1966[M-H-APO-

acetil-H]; 190,9257[M-
H-APO-PEN] 

C42H66O15 Saponina [37] 
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mostrándose el ácido quínico como fragmento típico en todas las moléculas 
derivadas de este tipo de compuesto como lo son 1-4 (Tabla 8).  
 
En el caso de flavonoides se logró identificar un compuesto con núcleo flavonoide 
kaempferol (7), también la presencia de otros compuestos tipo flavonoide en menor 
concentración los cuales se dedujeron por su fragmentación típica perteneciente a 
este tipo de moléculas, sin embargo, no fue posible la identificación del núcleo 
flavonoide porque lo que no se incluyeron en la tabla anterior.  
 
Respecto a metilxantinas, la única detectada fue cafeína con m/z 195,0863 (8) 
corroborando lo obtenido en TLC. HPTLC y UPLC-DAD. Esta se identificó por 
UPLC-MS-QTOF en los extractos teniendo en cuenta las fragmentaciones 
reportadas en la literatura y el modo de ionización, que en el caso de esta molécula 
se debe observar en modo positivo [102], [103]. Por otro lado, se identificó un 
fragmento característico para cafeína que corresponde a la pérdida de un -C2H3NO 
dando como resultado un fragmento de m/z 138, como se puede observar en la 
Figura 18. 
 
 

 
Figura 18: Espectro de masas por UPLC-MS-QTOF para cafeína, (m/z 195.0863) del 
extracto M2072 de I. guayusa. FM y demás condiciones cromatográficas y 
espectroscópicas, ver ítem 4.7 

 

-C2H3NO 
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En cuanto a saponinas, se lograron asignar tres posibles saponinas en el extracto 
I1:10, con m/z 1019,50 (6) 989,48 (5) y 809,42 (9) esta última también presente en 
el extracto M2072 también (Tabla 8). De acuerdo con las pérdidas y fragmentos 
observados para las moléculas, se puede inferir que la aglicona (núcleo triterpénico) 
corresponde a ácido pomólico (m/z: 473), en el caso de la molécula 9, y ácido 
rotúndico (m/z: 487) para la molécula 6, en el caso de la molécula 5 no se pudo 
determinar la aglicona pero observando los fragmentos se dedujo que se aproxima 
a cualquiera de los dos triterpenos mencionados anteriormente. En el caso de los 
azucares la molécula 5 está conformada por dos hexosas y una pentosa; en la 
molécula 6 está conformada posiblemente por dos ácidos glucurónicos, una acetil-
pentosa; y la molécula 9 está conformada por una hexosa, una pentosa y un acetil. 
Por otro lado, la observación de las saponinas mencionadas anteriormente en el 
marco de este trabajo, es un resultado novedoso para I. guayusa, ya que, según 
estudios previos para esta especie tienen una baja concentración de saponinas [37].  
 
 

5.6 Análisis cuantitativos UPLC-DAD y CE-DAD 
 

En los análisis previos cualitativos, en especial por HPTLC, se pudo observar que 
la cafeína era uno de los metabolitos predominantes en los extractos de I. guayusa. 
Con base en estos resultados, los análisis cuantitativos de cafeína se realizaron con 
el interés de verificar la concentración de este metabolito en los diferentes extractos 
y, adicionalmente, comparar estos contenidos de modo experimental con el 
contenido de cafeína en otros tipos de bebidas comerciales (té, café, gaseosas, 
energéticos, etc.).  
 
Por tanto, se empleó primeramente la metodología previamente desarrollada para 
el análisis de cafeína por UPLC-DAD. Se estableció una curva de calibración por 
triplicado para el estándar de cafeína, entre los rangos de 300,000–0,194 µg/mL 
(Figura 19). 
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Figura 19: Curva de calibración de cafeína realizada con 12 puntos por UPLC. 

 
Con la realización de la curva de calibración de cafeína se obtuvo un R2= 0,9999, lo 
cual indica una excelente linealidad entre los datos obtenidos, en este caso el 
estándar de cafeína a diferentes concentraciones y sus absorbancias. Por otro lado, 
la ecuación de la recta obtenida y=22532x+2195,5 permitió encontrar la relación 
entre el área del pico y la concentración de cafeína, así que, esa ecuación fue 
empleada para establecer el contenido de cafeína en los extractos haciendo la 
extrapolación desarrollando dicha ecuación.  
 
La validación del método mostró resultados dentro de los parámetros establecidos 
en las guías internacionales, indicando que el método es preciso (Desviación 
Estándar Relativa (%RSD) < 5%) y exacto (recuperación 100%±5%) (Tabla 9).  
 

Tabla 9: Parámetros y valores obtenidos en la validación del método por UPLC-DAD. 

Rango linear 300,0 - 0,194 µg/mL 

Repetibilidad 
Concentración 

(µg/mL) 
RSD (%) a 

 100 2,34 

 25 1,57 

 6,25 1,58 

Precisión intermedia 
Concentración 

(µg/mL) 
RSD (%) a 

 25 0,46 

Recuperación Variación (%) RSD (%) a 

 98,22 - 101,60 1,12 

Límite de cuantificación (LOQ) 0,097 µg/mL 

Límite de detección (LOD) 0,048 µg/mL 

y = 22532x + 2195,5
R² = 0,9999
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a: Limites: < 5% [87] 
b: Determinada por análisis de “contaminación” de los extractos (1000 µg/mL) con cafeína 

(25 µg/mL). 

 
Adicionalmente, se encontró que el LOQ por este método corresponde 0,0975 
µg/mL y el LOD corresponde a 0,0487 µg/mL, por lo que, teniendo en cuenta la 
literatura, Pinto y colaboradores reportan en 2018 para cafeína el LOQ en 0,5 µg/mL 
y el LOD  en 0,03 µg/mL en I. paraguariensis [104]. En el caso de Blum-Silva y 
colaboradores en 2015 ellos obtuvieron el LOQ en 0,625 µg/mL y el LOQ en 0,10 
µg/mL para cafeína en I. paraguariensis [105], lo cual teniendo en cuenta los 
resultados obtenidos en este estudio indica que nuestro método es bastante 
eficiente y se acerca a los valores obtenidos para cafeína por otros autores, siendo 
este método más sensible.  
 
Una vez validado el método, y con base en la curva de calibración construida, los 
resultados muestran que los extractos de I. guayusa con mayor cantidad de cafeína 
son lo de menor polaridad, es decir, DCM, EtOH y las maceraciones (Tabla 10). 
 
Tabla 10: Cuantificación de cafeína por UPLC en extractos de I. guayusa e I. 
paraguariensis. 

Extracto Contenido de cafeína (mg/g de extracto ± SD) 

M2072 78,26 ± 2.2 

M209 82,30 ± 2.2 

M4072 87,27 ± 2.2 

M409 79,63 ± 2.2 

D1:10 69,65 ± 0.4 

D1:150 74,52 ± 2.2 

I 1:10 74,62 ± 0.4 

I 1:150 73,31 ± 0.4 

Etanólico 111,36 ± 2.2 

PM2072 40,09 ± 0.4 

PI1:10 33,69 ± 0.3 

DCM 187,86 ± 3.5 

 
En el extracto DCM, hay una notoria cantidad de cafeína respecto a los demás 
extractos de I. guayusa. Esto se debe al modo de preparación de dicho extracto, ya 
que, el extracto DCM se realizó exhaustivamente por soxhlet, con el propósito de 
extraer toda la cafeína presente en hojas de I. guayusa obteniendo un total de 187,8 

mg de cafeína por g de extracto. La extracción exhaustiva se corroboró por TLC al 
momento de preparar el extracto. Con este extracto se pudo determinar que el 
consumo de cafeína en bebidas tradicionales es bastante inferior respecto al 
extracto de DCM.  
 
En cuanto al contenido de cafeína obtenido en I. guayusa (69,65 - 111,36 mg/g de 
extracto), las cifras son más elevadas que las obtenidas para I. paraguariensis 
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(33.69-40,09 mg/g de extracto), una especie conocida por su contenido de cafeína, 
y empleada popularmente como bebida estimulante. En una comparación directa 
de los contenidos de cafeína en los mismos procesos extractivos, I. guayusa 
presentó aproximadamente el doble o más de esta metilxantina que I. 
paraguariensis.   
 
Según lo reportado para I. paraguariensis, Blum-Silva y colaboradores reportan un 
máximo de 133.98 mg de cafeína por g de extracto en una infusión acuosa de hojas, 
colectadas en un población nativa de I. paraguariensis [105]. Y Pinto y 
colaboradores obtuvieron valores en su cuantificación de cafeína entre 51,16-92,70 
mg/100g de planta seca en una infusión acuosa y para las maceraciones 
hidroalcohólicas (etanol 80%) obtuvieron entre 211-349 mg/100g de planta seca, 
donde los extractos fueron elaborados a partir de hojas de una planta de producción 
industrial [104]. Comparando estos resultados con los nuestros, en cuanto al 
extracto PI1:10 y PM2072 de I. paraguariensis, los valores obtenidos en este estudio 
fueron muy inferiores, esto debido al modo de preparación del extracto en este caso, 
el extracto PI1:10 se dejó solo 10 min en contacto la planta con el agua caliente, a 
diferencia de los autores antes mencionados quienes dejaron entre 20-30 min la 
planta en contacto con el líquido extractor. Otro factor diferente fue la relación 
planta:solvente, la cual en nuestro estudio fue menor a la reportada por los autores, 
ya que, sus extractos se realizaron empleando en relación 1:20 planta:solvente a 
partir de hojas de I. paraguariensis [104], [105]; en este estudio se empleó una 
relación 1:10 planta solvente. Igualmente la cantidad de etanol empleada al realizar 
el extracto PM2072 (20% etanol) fue muy inferior a la reportada por Pinto y 
colaboradores [104].  
 
Por otro lado, CE-DAD es una técnica analítica automatizada, emplea menor 
cantidad de reactivos y por lo mismo, produce menor cantidad de reactivos para 
descarte, y también permite el desarrollo de metodologías más rápidas [106]. 
Teniendo en cuenta lo anterior se desarrolló en el marco de este trabajo una 
metodología ultrarrápida para determinación de cafeína en menos de un minuto.  
 
En los análisis de cafeína por CE-DAD, se estableció la metodología electroforética 
siguiendo lo reportado por Meinhart y colaboradores, con ajustes [84]. Esta 
metodología tiene como característica el empleo de un tensioactivo aniónico (SDS) 
en el electrolito de corrida, en una concentración superior a la concentración micelar 
crítica, lo que lleva a formación de micelas que acaban por englobar los analitos, 
esta tipo de metodología se le denomina Cromatografía Electrocinética Micelar 
(MEKC por sus siglas en inglés) [84], [106].  
 
Para esto, se planteó analizar la separación de cafeína, teobromina y teofilina. Una 
vez identificado que el único compuesto observable en estos extractos a 275nm era 
cafeína, se optó por trabajar con un método de análisis ultrarrápido, conocido como 
submin, en el cual se hace la inyección de la muestra por la extremidad Outlet. Esto 
es posible debido al voltaje que se aplicara a la muestra para su análisis, en este 
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método se empleó un voltaje de -20kV, lo cual quiere decir una inversión en la 
posición de los cátodos y ánodos en el equipo. Teniendo en cuenta que la ventana 
de detección se encuentra a 8,5cm de donde se inyectó la muestra (Outlet) y el 
desplazamiento de la muestra se hará de manera más rápida para su detección, 
haciendo que las moléculas migren del Outlet al Inlet. Con estas condiciones 
electroforéticas, se obtuvo la migración de cafeína en un tiempo de 0,7 minutos, 
observable en todos los extractos (Figura 20).  
 
Tabla 10: Cuantificación de cafeína por UPLC en extractos de I. guayusa e I. 
paraguariensis. 

 
Figura 20: Electroferograma representativo para I. guayusa. Extracto M4072 obtenido a 
275nm. Condiciones electroforéticas ver ítem 4.8.  

 
En relación a los reportes en literatura, los datos obtenido en este estudio en cuanto 
al tiempo de migración de la cafeína son muy inferiores a los previamente 
reportados, teniendo en cuenta que los reportes existentes emplean condiciones 
electroforéticas diferentes se encontró que solo un estudio tiene un tiempo de 
retención es cercano (0,9 min) al obtenido en esta metodología (0,7 min) [107]. 
Otros estudios reportan en sus análisis de cafeína el Rt corresponde a 2,4 min [108] 
4,6 min [84], y 15.0 min [109]. Por cual, el método empleado en esta metodología 
es mucho más eficiente que los reportados en la literatura para la cuantificación de 
cafeína. 
 
Siendo así, en esta metodología se estableció una curva de calibración para cafeína 
de 11 puntos, con un rango entre 300-0,39 µg/mL (Figura 21). Con la realización de 
la curva de calibración de cafeína se obtuvo un R2= 0,9998 y la ecuación de la recta 
obtenida y= 0,543x+0,2439. Permitiendo seguir los parámetros de linealidad, y 
encontrar la relación entre área del pico y concentración como se realizó en UPLC 
anteriormente.   
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Figura 21: Curva de calibración de cafeína realizada con 11 puntos en CE-DAD.  
 
Siguiendo los parámetros de validación, se obtuvo un método exacto y reproducible, 

con una recuperación entre 94-104% y desviación estándar relativa menor a 5% 

(Tabla 11). En cuanto a los límites de cuantificación y detección, los valores 

observados por esta técnica en cuanto a LOQ fue de 0,39 µg/mL y el LOD de 0,195 

µg/mL, valores bastante inferiores a los reportados por Meinhart y colaboradores en 

2010 y Zhao y colaboradores en 1997. Donde el estudio de 2010 reportaron el LOQ 

para cafeína en 0,34 mg/mL y el LOD en 0,10mg/mL en muestras que contenían 

cafeína [80]. Y el estudio de 1997 reportaron el LOD para cafeína en 1,50 µg/mL  

[107]. En otros estudio realizado por Bonoli y colaboradores en 2003 el LOD se 

determinó en 0,0019 µg/mL, bastante inferior a esta metodología sin embargo el 

tiempo de retención fue de 2,4 min para cafeína muy superior a la de este estudio 

[108]. Y en 2015 Rang y colaboradores, obtuvieron el LOD en 0,00038 µg/mL en 

una metodología donde la cafeína tenía un Rt superior a 15 min [109]. Entonces 

teniendo en cuenta todo lo anterior, la metodología desarrollada en este estudio no 

es la más sensible en la literatura, sin embargo, tiene un tiempo de análisis muy 

corto, permitiendo optimizar recursos respecto a otro tipo de técnicas. 

 
Tabla 11: Parámetros validados por CE-DAD según la guía ICH [87]. 

Rango linear 300,0 - 0,39 µg/mL 

Repetibilidad Concentración(µg/mL)  RSD (%) a 

 100 4,47 

 25 2,80 

y = 0,543x + 0,2439
R² = 0,9998
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 6,25 1,05 

Precisión intermedia Concentración(µg/mL)  RSD (%) a 

 25 0,304 

Recuperación  Variación (%)  

 94,94 - 104,40 

Límite de cuantificación 
LOQ 

0,39 µg/mL 

Límite de detección LOD 0,195 µg/mL 
a: Limites: < 5% [87] b: Determinada por análisis de “contaminación” de los extractos 
(1000 µg/mL) con cafeína (25 µg/mL). R2= 0.9998. 
 

 

Otra ventaja adicional a las anteriormente mencionadas es la solubilidad de las 
muestras. Teniendo en cuenta que para esta metodología se empleó agua como 
disolvente de las muestras para los análisis de cafeína, ya que esta es bastante 
soluble en medio acuoso [110]. En ese sentido esta es una de las ventajas más 
significativas de esta metodología, ya que, permite el análisis de múltiples tipos de 
muestras, como   bebidas, fármacos y otros tipos de preparaciones. 
 
Por otro lado, siendo el agua un solvente que no necesita una disposición especial, 
versus solventes orgánicos como, por ejemplo: el metanol y la acetona, permite un 
fácil descarte de la muestra y menor costo. Además, la cantidad de muestra 
necesaria para el análisis es de unos cuantos nanolitros por inyección, permitiendo 
el análisis de muestras con las que se cuente en muy poco volumen y consumiendo 
poca muestra y reactivos [85], [107].  
 
En la literatura, se reportan diversos trabajos con técnicas para el análisis de cafeína 
en diferentes presentaciones (bebidas como infusiones y bebidas carbonatas, 
además de chocolates, fármacos y sangre) sin embargo la metodología aquí 
descrita  se muestra más eficiente a las comúnmente descritas en la literatura por 
las razones mencionadas anteriormente con las muestras analizadas [107], [111]–
[113].  

 
Por otro lado, en los extractos elaborados de I. guayusa simulando bebidas 
tradicionales, se obtuvo que las maceraciones hidroalcohólicas de 72h son las que 
poseen mayor cantidad de cafeína siendo su contenido superior a 80 µg/mL de 
cafeína (Tabla 12).  

 
 
 
 
 
 



 54  
 

Tabla 12: Cuantificación de cafeína por CE-DAD en extractos de I. guayusa e I. 
paraguariensis.  

Extracto Cafeína mg/g de extracto 

M2072 86,976 ± 0.3 

M209 76,927 ± 2.3 

M4072 89,899 ± 1.7 

M409 81,907 ± 3.5 

D1:10 74,733 ± 1.4 

D1:150 73,030 ± 4.6 

I1:10 75,266 ± 3.2 

I1:150 80,014 ± 5.6 

EtOH 98,874 ±4.6 

PM4072 45,644 ±3.1 

PI1:10 35,293 ± 2.0 

DCM 152,070 ± 1.2 

 

En cuanto al extracto total de cafeína (DCM), se obtuvo que las hojas de I. guayusa 
poseen 152,07 µg de cafeína por mg de extracto, lo cual, comparando con las 
bebidas tradicionales de I. guayusa el contenido de cafeína en el extracto total es 
casi más de la mitad de lo obtenido en bebidas tradicionales. 
 
Cuando comparados los resultados obtenidos por ambas técnicas, hay similitudes 
en cuanto al contenido de cafeína, siendo la diferencia entre ambas técnicas menor 
a 11 µg/mg. Para conocer si habían diferencias significativas entre las metodologías 
empleadas, se empleó la prueba de U de Mann-Whitney-Wilcoxon, obteniendo 
U=93 p=0,83 (Anexo 1), lo cual quiere decir que no existen diferencias significativas 
entre los métodos.  
 
Por otro lado, la mayor ventaja que se observó entre ambos métodos fue el corto 
tiempo de análisis por CE, dando resultados muy similares entre ambas 
metodologías, por lo que la metodología por CE es novedosa y altamente eficiente 
para cuantificación de metilxantinas, sin embargo, hay que tener en cuenta que la 
metodología establecida para UPLC fue más sensible pudiendo detectar menores 
concentraciones de cafeína (Figura 22).   
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Figura 22: Cantidad de cafeína cuantificada en por UPLC-DAD y CE-DAD en 
extractos de I. guayusa e I. paraguariensis. Datos en µg/mg de extracto. 

 
 

5.6.1 Análisis cuantitativos de cafeína en bebidas comerciales:  
 

Como es de conocerse las bebidas ricas en metilxantinas, en particular cafeína, 
tienen un amplio uso por ser estimulantes del sistema nervioso central. El consumo 
de cafeína en bebidas como café, tés e incluso en bebidas carbonatadas tiene 
efectos sobre la salud [114], por lo que conocer el contenido de este compuesto en 
bebidas de consumo diario es necesario.  
 
Según la FDA [114], el consumo de cafeína diario no debería superar los 400mg de 
cafeína al día, entendiéndose esto entre 4-5 tazas de café por día, siendo esta 
cantidad aceptable, dado que, no genera efectos peligrosos sobre la salud de los 
consumidores. Sin embargo, hay que tener en cuenta la sensibilidad de las 
personas en cuanto al consumo diario, ya que, no todas reaccionan igual en cuanto 
a cantidad de cafeína ingerida. Lo anterior sumado al hecho de que, al haber 
ingerido diferentes tipos de productos a lo largo del día, el consumidor puede no 
tener claridad de que tanta de cafeína está ingresando a su sistema, llegando a 
consumir fácilmente dosis diarias más altas de las recomendadas. Es por esto que 
es importante conocer la cantidad de cafeína consumida en bebidas comunes, como 
los tés, bebidas carbonatas y, nuestro interés principal, en preparaciones a base de 
otras plantas como lo son I. guayusa e I. paraguariensis, por lo cual se realizó una 
cuantificación de este metabolito en bebidas de consumo diario.  
 
La cuantificación de cafeína en diferentes bebidas se realizó siguiendo las técnicas 
y metodologías previamente desarrolladas, validadas y aplicados para la 
cuantificación de cafeína en extractos de I. guayusa, tanto por UPLC-DAD como 
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CE-DAD. También cabe aclarar que las bebidas chimarrão y mate fueron 
preparadas a partir de material vegetal importado, considerando el constituyente 
principal I. paraguariensis. Las bebidas se prepararon realizando una infusión 1:10 
relación planta:solvente, manteniendo durante 10 min el material vegetal en 
contacto con el agua caliente.  
 
En el caso del chimarrão (infusión típica de Brasil), el material es empacado para la 
comercialización casi de inmediato postcosecha, pasando por un proceso de 
secado llamado “sapeco”, siendo posteriormente el material finamente picado y con 
bajas cantidades de ramas, visualmente es de color verde vivo y textura suave. En 
Brasil la normativa nacional considera como adulterantes mezclar hojas de I. 
paraguariensis con otras especies de Ilex, razón por la cual los empaques deben 
estar rotulados con yerba mate llex paraguariensis [115].  
 
En contra parte, en el caso del mate (infusión típica de argentina) la planta es 
tostada y secada antes de su comercialización, adicionalmente, posee presencia de 
hojas, ramas secas jóvenes, peciolos y/o pedúnculos florales, y el material no es tan 
finamente picado como la yerba mate brasileña. Visualmente el tamaño de partícula 
es mayor respecto al material vegetal brasileño, de color verde oscuro y olor amargo 
[116].  
 
Por otro lado, la muestra de té negro 2 y té verde 1 corresponden a tisanas (bolsitas) 
comerciales de té y fueron preparadas en 200ml de agua caliente durante 3min, 
según las indicaciones del empaque. Las otras muestras de té (blanco, verde y 
negro) son bebidas industrializadas listas para consumo en presentación de botella. 
En cuanto a las bebidas de café, el café 1 corresponde a café instantáneo 
preparando una cucharadita (5g) en 200ml de agua caliente mezclando hasta 
disolver. El café 2 corresponde a un café preparado al momento conocido como 
café americano, el cual suele ser bastante concentrado similar a un café expreso. 
Las bebidas carbonatadas, a su vez, solo se desgasificaron previo a su análisis. 
 
Diferentemente de las cuantificaciones realizadas previamente con los extractos, de 
los cuales se utilizaban alícuotas sólidas para la preparación de las soluciones de 
trabajo, en esta cuantificación, se utilizó directamente alícuotas líquidas con 
volúmenes exactos de cada bebida. Motivo por lo cual, las concentraciones aquí 
expresadas están en la unidad de µg/mL de bebida. Siendo así, comparando el 
contenido de cafeína en las bebidas se obtuvo que las bebidas con menor contenido 
de cafeína corresponden a las bebidas de cola 1 y 2, tés blancos, seguido de té 
negro y chimarrão, y por su vez, las de mayor contenido de cafeína fueron la bebida 
de guayusa, con más de 2000 µg/mL de bebida, seguido del café y mate (Figura 
23). Adicionalmente se aplicó la prueba de U de Mann-Whitney-Wilcoxon, 
obteniendo U=61 p=0,55 (Anexo 2), lo cual indica que no existen diferencias 
significativas entre los métodos UPLC-DAD y CE-DAD, al igual que lo observado en 
los extractos.  
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Figura 23: cantidad de cafeína cuantificada por UPLC y EC de bebidas comerciales con 
cafeína.  

 
En cuanto a las bebidas a base de cola, teniendo en cuenta la literatura no 
necesariamente deben contener cafeína como saborizante se corroboró en este 
análisis, dado que dos de las tres bebidas a base de cola no se les detecto cafeína 
[117]–[119]. Por otro lado, y teniendo en cuenta lo anterior, la FDA plantea el valor 
aproximado de cafeína por presentación de bebida según la Tabla 13. Al comparar 
los datos descrito en la literatura con los obtenidos en este trabajo, se observa que 
algunos de los valores son coherentes y otros difieren respecto a los reportados 
[112]–[114].  
 
Tabla 13: valor de cafeína presente en bebidas de consumo diario según la FDA [114][120]. 
Los valores de UPLC y EC son los obtenidos en este trabajo.  

Bebida Presentacióna mg Cafeína µg/mLb UPLCc CEc 

Refresco  lata 12 onzas 30-40 112,6 378,9 336,83 

Té verde/negro taza 8 onzas 30-50 210,9 225,3-245,4 224,4-253,5 

Café taza 8 onzas  80-100 421,9 640,2 626,0 

Café espresso shot 1,5 onzas 77 1750 1537,7 237,4 

b. energizantes 8 onzas 40-250 1075,9 726,9 717,9 

a Lata de 12 onzas equivale a 355mL; taza de 8 onzas equivale a 237mL; shot de 1,5 onzas equivale 
a 44 mL. b Contenido de cafeína en µg de cafeína/mL de bebida, calculado teniendo en cuenta el 
valor máximo reportado de mg de cafeína.  cContenido de cafeína en µg de cafeína/mL de bebida.  
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Con referencia a otros autores consultados, Shrivas y colaboradores [113], reportan 
que bebidas de cola, en promedio presentan 100,6 µg/mL de cafeína, otras bebidas 
que evaluaron fue el café con un promedio de 249,1 µg/mL de cafeína y una bebidas 
de té con 100.0 µg/mL de cafeína. Difiriendo de los datos dados por la FDA y los 
obtenidos en este trabajo. Igualmente, Walker y colaboradores [112], encontraron 
por C para la cuantificación de cafeína que bebidas de cola tiene en promedio 43 
mg de cafeína por lata (355 ml), resultado que también difiere de los obtenidos hasta 
el momento.  La diferencia en los datos obtenidos en este trabajo, y los datos 
reportados en la literatura, puede deberse a las técnicas empleadas para cuantificar, 
especialmente por CE, dado que como se vio con los extractos de I. guayusa no es 
tan sensible y condiciones como el buffer, el voltaje y temperatura en el análisis 
pueden alterar los resultados. Igualmente por UPLC, factores como la preparación 
de la muestra, los solventes empleados en el análisis y la metodología pueden hacer 
variar los resultados, Sin embargo, eso no quiere decir que los análisis acá 
presentados no sea válidos, dado que se cumplieron con los parámetros de 
validación internacionales planteados por el ICH [87]. 
 
   

5.7 Actividad antiviral: 
 
Se tuvo la oportunidad de la realización de ensayos antivirales para algunas de las 
muestras obtenidas. Esta posibilidad se planteó teniendo en cuenta los 
antecedentes de actividad antiviral para otras especies del género Ilex.  
 
Siendo así, se realizó una pasantía corta de 2 meses en el Laboratorio de Virología 
Aplicada, de la Universidade Federal de Santa Catarina – Brasil, en la cual se pudo 
evaluar la actividad antiviral frente al virus del herpes labial con diferentes extractos 
y fracciones. Se seleccionaron: un extracto acuoso, un extracto hidroetanólico y sus 
fracciones de polaridad creciente, teniendo en cuenta las agrupaciones que se 
realizaron para el análisis cromatográfico previo.  
 
Se realizaron ensayos con dos tipos de herpes labial: HSV-1 cepa KOS y HSV-1 
cepa 29-R. La primera corresponde a una cepa de menor agresividad, y susceptible 
el tratamiento típico para herpes, el aciclovir, también fue usado como control 
positivo en los ensayos. La segunda cepa, 29-R, corresponde a una cepa resistente 
a aciclovir, siendo más agresiva dado que su tratamiento es más complejo.  
 
Se evaluaron dos extractos (I1:10 y M2072) y las tres fracciones (F. AcOEt, F. BuOH 
y F. acuosa). En cuanto a la evaluación de la toxicidad de los extractos en esta línea 
celular encontramos que a la máxima concentración evaluada (2500 µg/mL), la 
mayoría de las muestras presentaron baja toxicidad para las células VERO (Tabla 
14).  
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Tabla 14: Actividad citotóxica de extractos y fracciones de I. guayusa.  
  

Células VERO 

Tratamiento CC50
a Rango CC50

b 

I 1:10 >2500 N/A 

M2072 2329 1890 a >2500 

F.Acuosa >2500 N/A 

F.BuOH 1196 970,1 a 1474 

F.AcOet 799,4 551,7 a 1158 

a:Concentración citotóxica al 50% (µg/mL). b: Intervalo de confianza del 95%. N/A: no aplica 

 
En comparación con algunos extractos vegetales reportados en la literatura 
encontramos que los resultados presentados en este ensayo presentan baja 
toxicidad. Un reporte previo de toxicidad para hojas de I. guayusa indica que los 
extractos presentan toxicidad >10000 µg/mL en el caso de una infusión y en el caso 
de extracto etanólico a 300 µg/mL, para esto se realizó la evaluación de la letalidad 
de camarones en salmuera siendo este el único ensayo previo de toxicidad 
realizado para I. guayusa [121].  
 
En otras especies de Ilex, los extractos presentaron toxicidad variada en células 
VERO, con CC50=2000 µg/mL para I. theezans; 10mg/mL (10000 µg/mL) para I. 
brevicuspis; 7500 µg/mL para I. microdonta. Mientras que I. dumosa si presentó una 
mayor toxicidad con CC50 correspondiente a 125 µg/mL [122]. En otro estudio, I. 
asprella presentó una toxicidad  >1000 µg/mL [123].  
 
Para I. paraguariensis se reporta que en células VERO se obtiene una CC50 de 1260 
µg/mL para un extracto acuoso de hojas [124], y en un extracto hidroalcohólico de 
hojas CC50 de 1530 µg/mL. En el caso de las fracciones obtenidas en ese estudio, 
se obtuvo para la fracción butanólica una CC50 de 152 µg/mL y para la fracción 
acetato de etilo CC50 de 1245 µg/mL [125].  
 
Teniendo en cuenta los reportes mostrados anteriormente, podemos ver que los 
extractos acuosos en Ilex son en general menos tóxicos. Comparativamente entre 
extractos acuoso o hidroetanólico, se observa que los resultados obtenidos son 
similares al comportamiento descrito en la literatura, en donde los extractos 
obtenidos por maceraciones etanólicas o hidroetanólicas suelen tener una CC50 
menor al reportado para los extractos acuosos. 
 
En los ensayos antivirales realizados, se obtuvo que tanto los extractos como F. 
acuosa tuvieron un mayor porcentaje de reducción de placas en HSV-1(KOS). Por 
su vez, en los ensayos con HSV-1 (29R), encontramos que los dos extractos fueron 
los que se destacaron en cuanto a sus valores de la IC50, ya que cuentan con mejor 
actividad antiherpética respecto a las fracciones (Tabla 15). Adicionalmente, cabe 
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aclarar que en las fracciones F. BuOH y F. AcOEt se realizó un solo experimento, 
por lo cual, los datos presentados son preliminares para estas dos fracciones.  
 
Tabla 15: Actividad antiherpética de extractos y fracciones de I. guayusa. 
  

 KOS  29R 

Tratamiento  IC50
a Rango IC50

b  IC50
a Rango IC50

b 

I 1:10  106,6 79,9 a 142,1  83,5 62,72 a 111,3 

M2072  128,7 83,6 a 197,9  91,0 72,47 a 114,5 

F.Acuosa  127,0 45,2 a 156,8  >250,0 N/A 

F.BuOH  85,6 72,5 a 523,5  34,8c 26,2 a 46,4 

F.AcOet  80,5 57,5 a 112,8  26,9c 13,3 a 54,6 

a: Concentración inhibitoria HSV-1 al 50% (µg/ml). b: Intervalo de confianza del 95%. c: Un solo 
experimento. N/A: No aplica.  

 

Para algunas especies de Ilex ya se han realizado ensayos de actividad 
antiherpética, llevados a cabo con  I. asprella, I. breviscuspis, I. dumosa, I. 
microdonta, I. theezans e I. paraguariensis [122], [126]. En el caso para Ilex asprella, 
Kuo y colaboradores en 2006 reportan actividad antiherpética para I. asprella  frente 
a HSV-1 (KOS) con un porcentaje de inhibición del 3,7% a 100 µg/ml [127]. Por otro 
lado, en un estudio más reciente se evaluaron 10 saponinas triterpénicas de las 
cuales algunas contienen azufre, obtenidas a partir de raíces de esta especie, de la 
cuales solo dos presentaron actividad, a una concentración total inhibitoria para la 
HSV-1 (cepa F) de 0,14 mM para el asprellanosido A (Figura 24 A) y 0,18 mM para 
el oblonganosido H (Figura 24 B) [126]. 
 
 

 
Figura 24: Saponinas aisladas de Ilex asprella con actividad antiherpética. A. 
Asprellanosido A (saponinas triterpénica azufrada). B. Oblonganosido H.  

 
Montanha y colaboradores en 2004, evaluaron 5 especies de Ilex en dos tipos de 
extractos por cada especie: un extracto acuoso (infusión 1:2 planta:solvente) y un 
extracto hidroalcohólico 50% etanol, obtuvieron que de los 10 extractos ninguno 
presentó actividad frente a HSV-1 (29R) y únicamente los extractos acuosos de I. 

A B 
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brevicuspis e I. theezans tuvieron actividad frente a HSV-1 (KOS), con 
concentración citopática viral activa a 5 mg/mL y 0,25 mg/mL respectivamente. Los 
otros 8 extractos no presentaron actividad frente HSV-1(KOS) [122].  
 
En el caso de Ilex paraguariensis, hay dos estudios realizados. Müller y 
colaboradores en 2007 [124] evaluaron extractos de I. paraguariensis frente a HSV-
1 (KOS) y HSV-1 (29-R) obteniendo una IC50 para un extracto acuoso en 80,0 µg/mL 
y 100.0 µg/mL respectivamente. En comparación con los resultados de este estudio, 
se obtuvo que la IC50 para el extracto acuoso I1:10 de I. guayusa fue de 106,6 µg/mL 
(KOS) y 83,5 µg/mL (29-R) siendo similares a los reportados en la literatura [124].  
 
Lückemeyer y colaboradores en 2012 [125], reportan actividad de un extracto 
hidroalcohólico al 40% de I. paraguariensis frente al HSV-1(KOS) con una IC50=22,2 
µg/mL; para la fracción butanólica una IC50=19,9 µg/mL y para la fracción acetato 
de etilo una IC50=6,6 µg/mL [125]. La IC50 del extracto hidroalcohólico crudo de I. 
guayusa evaluado en este trabajo fue mayor al obteniendo por Lückemeyer y 
colaboradores para esa misma cepa, con una IC50=128,7 µg/mL para el extracto 
M2072 en HSV-1 (KOS). En cuanto a la fracción butanólica se obtuvo una IC50=85,6 
µg/mL, y por último, en la fracción acetato de etilo se obtuvo una IC50=80,5 µg/mL 
[125]. Es decir, los datos obtenidos en este trabajo en cuanto a las fracciones F. 
BuOH y F. AcOEt, son menos efectivos en cuanto a inhibir la replicación viral, dado 
que necesitan concentraciones más alta para lograr inhibir el 50% de la replicación 
en comparación a los datos obtenidos por Lückemeyer y colaboradores para HSV-
1(KOS) [125]. 
 
Adicionalmente, en la literatura se reportan varios estudios de actividad 
antiherpética empleando otros extractos vegetales. Entre los cuales se encuentran 
plantas de las familias: Urticaceae, Cupressaceae, Fabaceae, Rosaceae y 
Rubiaceae, entre otras (Tabla 16) [5], [123], [127], [128].  
 
Tabla 16: Algunas especies de plantas reportadas con actividad antiherpética (HSV-1).  

Especie 
Extracto/ 

compuesto 

Parte de 

la planta 

VERO 

CC50
a Cepa HSV-1 

IC50 

µg/ml 
REF 

Cecropia glaziovii 

(Urticaceae) 

Infusión 

acuosa Hojas 
>5000 KOS 89,1 

[5] 

F. BuOH >4000 KOS 62,5 

Passiflora edulis 

(Passifloraceae) 
Acuoso Raíces 1600 

KOS 290,9 
[124] 

29Rb 89,9 

Duchesnea indica [p. 

Indica (Posaceae)] 
Metanólico Hierba -d KOS 42,2 [127] 
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Chamaecyparis 

obtusa 

(Cupressaceae) 

Aislamiento 

de Yateina 
Hojas -d KOS 23,1 

Psychotria serpens 

(Rubiaceae) 
Etanólico -c -d KOS 58,3e [128] 

Agrimonia pilosa 

(Rosaceae) 

Decocción 

acuosa 

Toda la 

planta 
500 

17755(standard) 125 

[123] 

DM2.1b 100 

Pithecellobium 

clypearia (Fabaceae) 

Decocción 

acuosa 
Hojas 250 

17755(standard) 62,5 

DM2.1b 125 

Punica granatum 

(Punicaceae) 

Decocción 

acuosa 

Cascara 

del fruto 
1000 

17755(standard) 83,3 

DM2.1b 62,5 

a:Citotoxicidad reportada para células VERO en µg/ml. b: Cepa resistente a aciclovir. c: No reportado. 
d: No reportado. e:Dato en mg/ml. 

 
Una de las especies previamente presentada es Cecropia glaziovii (Urticaceae) [5], 
donde se reporta en el extracto crudo (infusión acuosa) tiene una IC50 de 89,1 µg/mL 
para HSV-1(KOS), y la fracción butanólica una IC50 de 62,5 µg/mL. En comparación 
con los resultados obtenidos para I. guayusa, el extracto I1:10 y la fracción 
butanólica de I. guayusa necesitaron concentraciones más altas para obtener el 
50% de inhibición de la replicación viral correspondiendo a 106,6 µg/mL (I1:10) y 
85,6 µg/mL (F. BuOH). Sin embargo, respecto a otras especies, como en el caso de 
Passiflora edulis, Agrimonia pilosa, Pithecellobium clypearia y Punica granatum 
mostraron valores de IC50 similares a los obtenidos en este trabajo para extractos 
preparados en forma de decocciones, tanto para HSV-1 (KOS) como la cepa 
resistente a aciclovir (29R o DM2.1 según el caso) [123], [124].  
 
Por otro lado, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se estableció el índice 
de selectividad (IS) como la relación entre la IC50 y la CC50. Encontramos que la 
fracción acuosa fue la que presentó mejor valor de IS, por ser menos tóxica y más 
efectiva para eliminar HSV-1(KOS), seguida del extracto I1:10. En cuanto a el índice 
de selectividad para la cepa HSV-1(29-R), se encontró que los extractos I1:10 y 
M2072 fueron los más selectivos. Por otro lado, las fracciones F. BuOH y F. AcOEt 
presentaron una selectividad mayor a los extractos, sin embargo, se deben realizar 
más pruebas para tener certeza en cuando al índice de selectividad dado que el IS 
fue calculado teniendo en un cuenta un solo experimento (Tabla 17).  
 
Tabla 17: Índices de selectividad de extractos y fracciones de I. guayusa. 
  

 KOS  29R 

Tratamiento  ISa  ISa 

I 1:10  25,3  29,9 
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M2072  18,1  25,5 

F.Acuosa  48,4  1,7 

F.BuOH  13,9  34,3b 

F.AcOet  9,9  29,7b 

a:Índice de selectividad (IS= CC50/IC50).b: Un solo experimento. 

 

Comparativamente a la especie I. paraguariensis, se describe en la literatura para 
un extracto hidroetanólico crudo una IS=68.9 para HSV-1(KOS) [125] y para una 
infusión una IS=15,8 HSV-1(KOS) y una IS=12.6 HSV-1(29R) [124]. En 
comparación con lo obtenido en este trabajo los índices de selectividad fueron 
similares siendo así para HSV-1(KOS) la infusión un poco más selectivo y para el 
caso de la maceración un poco menos selectivo en ambos casos respecto a I. 
paraguariensis. Para HSV-1(29-R) en I. guayusa ambos extractos fueron más 
selectivos respecto a I. paraguariensis, lo cual muestra ser resultados que requieren 
profundización, dado que, pueden funcionar como un futuro tratamiento alternativo 
para las cepas resistentes a aciclovir como lo es la cepa 29R.    
 
Por otro lado, el índice de selectividad más alto obtenido fue el de la fracción acuosa 
para HSV-1 (KOS), con un IS=48,4. Estos resultados indican que la inhibición en la 
infección del virus está ligada a la composición de los extractos y fracciones 
evaluados. Pudiéndose observar cómo varia la actividad antiherpética según la 
composición de la fracción, teniendo en cuenta el perfil químico determinado por 
técnicas cromatográficas previamente en este trabajo. 
 
En la literatura previamente presentada en esta sección, se encontró que en 
especies de Ilex,  como es el caso de I. asprella, existen saponinas triterpénicas 
encargadas de la actividad antiviral a muy bajas concentraciones [126]. Además, 
teniendo en cuenta los análisis cromatográficos previos realizados hasta el 
momento, se obtuvo una posible composición de hasta 12 saponinas en los 
extractos y fracción acuosa analizados por HPTLC y UPLC-QTOF-MS previamente 
en este trabajo.  
 
Por otro lado, también existen reportes de actividad antiviral asociada a polifenoles 
en Plantago major (Plantaginaceae) [129]. Donde se evaluaron moléculas como el 
ácido clorogénico, ácido cafeico, ácido ferúlico y ácido coumarico. Con destaque 
para el ácido clorogénico y el ácido cafeico, ya que presentaron un IS de 83,9 y 671 
respectivamente frente a HSV-1 (KOS), igualmente fueron selectivos frente a otros 
virus evaluados en ese estudio como HSV-2, ADV-3 ADV-8 y ADV-11 [129]. En ese 
sentido, en I. guayusa estas moléculas también podrían estar involucradas en la 
actividad antiviral, ya que en este trabajo fueron identificadas por UPLC-DAD y 
UPLC-QTOF-MS tanto para los extractos evaluados como para la fracción acuosa.  
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6. CONCLUSIÓN 

 
En los análisis realizados a los extractos de I. guayusa se encontró una composición 

química variada entre polifenoles, metilxantinas y saponinas. 

En cuanto la composición de los polifenoles que constituyen los extractos, se 

identificaron especialmente derivados de ácido quínico y ácido cafeico como el 

ácido clorogénico y ácidos dicafeoilquínicos. En cuanto a flavonoides se encontró la 

presencia de kaempferol. 

Con relación a metilxantinas, se observó que independientemente del extracto la 

presencia de cafeína es característica de esta especie. Obteniendo para extractos 

que simulan bebidas tradicionales un máximo de 86,9-87,27 mg/g de extracto en las 

maceraciones hidroalcohólicas. Por otro lado, en la cuantificación de bebidas 

comerciales, se encontró que la infusión acuosa de I. guayusa posee la mayor 

cantidad de cafeína en comparación con otras bebidas como café, mate y la bebida 

energizante.  

Respecto a la composición de saponinas, se encontró entre 7 y 12 tipos de 

saponinas por TLC bidimensional mientras que por UPLC-MS-QTOF solo se indicó 

la presencia de tres saponinas con m/z de 809, 989 y 1019, interpretando que 

posiblemente la aglicona de estas moléculas corresponda al ácido pomólico o ácido 

rotúndico. Este resultado es muy importante ya que en la literatura los reportes de 

saponinas en I. guayusa son escasos y estos resultados difieren de los previamente 

reportados para la especie.  

Adicionalmente, en los ensayos de actividad antiviral frente al virus HSV-1, se 

encontró que los extractos de I. guayusa tienen actividad antiherpética frente a 

ambas cepas (KOS y 29R) y la F. Acuosa frente a la cepa KOS, siendo de mayor 

interés la inhibición en la replicación viral en la cepa resistente aciclovir (29R), 

pudiendo ser a futuro, una opción terapéutica si se desarrollan más estudios en el 

área. Por otro lado, los extractos y F. acuosa presentaron una baja toxicidad en 

células VERO a 2500 µg/ml en comparación con otras especies de Ilex dumosa y 

otras especies de plantas.  

 

 



 65  
 

7. PERSPECTIVAS Y APLICACIONES: 

Debido al corto tiempo de desarrollo experimental con el que se cuenta en un trabajo 

de maestría,  hay varias preguntas por responder derivadas de los resultados de 

este trabajo, por eso lo más pertinente es continuar en trabajos futuros de este tipo 

con la misma especie, así como con el fraccionamiento y purificación para obtener 

moléculas puras o fracciones en menor grado de complejidad y poder realizar la 

elucidación estructural de las saponinas por técnicas como RMN, IR y 

espectrometría de masas de alta resolución.  

Así mismo, continuar con los ensayos de actividad antiviral, ya que, los resultados 

preliminares han presentado una interesante actividad antiherpética frente al virus 

HSV-1 y baja toxicidad en células VERO. Pudiéndose evaluar como actividad 

póstuma, la disminución del área de infección postratamiento con extractos y 

fracciones de I. guayusa. Y adicionalmente, teniendo en cuenta que los extractos 

de I. guayusa tienen baja toxicidad respecto a otras plantas evaluadas en la 

literatura, se podría tener en cuenta los usos tradicionales, para complementar la 

actividad biológica de I. guayusa teniendo en cuenta otros tipos de actividad como 

antinflamatoria y anticancerígena en futuros trabajos.  
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8. ANEXOS 

Anexo 1 
 
Prueba estadística U de Mann-Whitney-Wilcoxon para analizar UPLC y EC como 
metodologías de cuantificación de cafeína respecto a los extractos de I. guayusa e 
I. paraguarensis. Datos obtenidos en el marco de este trabajo de grado.  
 
 

 
Figura 1: Prueba U de Mann-Whitney-Wilcoxon para determinar diferencias significativas 
entre UPLC y CE en extractos de I. guayusa e I. paraguariensis. U=93 p=0,8388 n=11. 
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Anexo 2 
 

Prueba estadística U de Mann-Whitney-Wilcoxon, para analizar UPLC y EC como 
metodologías de cuantificación de cafeína respecto a las bebidas comerciales. 
Datos obtenidos en el marco de este trabajo de grado.  

 
Figura 1: Prueba U de Mann-Whitney-Wilcoxon para determinar diferencias significativas 

entre UPLC y CE en bebidas comerciales. U=61 p=0,5512 n=14. 
 


