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ABSTRACT

Mexican Jalaps, a prehispanic medicinal plant complex (named “morning glories”),
still considered to be a useful laxative, have important medicinal properties to treat several
deseases such as intestinal parasites, pain fever and epilepsy, and can be found as an
ingredient in some over-the-counter products sold by herbalists in contemporary Mexico.
The drug is prepared from the dried roots of several morning glories, all of which have
been identified as members of the genus Ipomoea (Convolvulaceae).

Analysis of several commercial samples was assessed getting the oligosaccharide
constituents of the glycosidic acids obtained through saponification of the resin glycoside
contents. The oligosaccharides chemical composition distinguishes the three Mexican
jalaps currently in frequent use and can serve as analytical tools for the authentication and
quality control of these purgative herbal drugs.

Ipomoea orizabensis identified as “mexican scammony” or “orizaba jalap” is a
purgative root used to eliminate intestinal infections and parasites. The Mexican highlands,
dry root of Ipomoea stans (“tumbavaquero”) with laxative qualities, was used in the
treatment of kidney inflammation, bile disorders, and epileptic attacks, in combination with
other medicinal plants, is employed for nervous disorders. Ipomoea batatas, colloquially
called “camote” or “sweet potato” is a perennial morning-glory vine that has been
cultivated for its edible tubers in Mexico. A decoction made from the leaf is used in folk
remedies as gargles to treat mouth and throat tumors, fever, dysentery, stomach distress,
gastro intestinal infection and parasites.

Previous to this investigation, studies of the resin glycosides of I. orizabensis
describe the isolation and structural characterization of 21 glycolipids (orizabins 1-XXI).
Scammonic acid A, a tetrasaccharide composed of B-D-glucose, 6-deoxi-a-L--manose (.-
L-ramnose), 6-deoxiB-D-glucose (B-D-quinovose) and jalapinolic acid (11S-11-
hidroxihexadecanoic acid), was identified as the glycolipid constituent in the orizabins

structure.



Saponification of the “tumbavaqueros” (Ipomoea stans) crude resin glycoside
mixture yielded a pentasaccharide as the major glycosidic acid component. 3-D-glucose
and a-L-ramnose are the constituents of this glycolipid called operculinic acid B,
previously isolated from the resinous mixture of Ipomoea operculata.

The hexane-soluble extract from the roots of “sweet potato” (Ipomoea batatas),
through preparative-scale recycling HPLC, yielded 10 new lipophilic oligosaccharides of
jalapinolic acid: batatinosides I — IV and batatines 1 — VI. High resolution NMR
spectroscopy, FAB and ESI mass spectrometry and spectral simulation were used to
characterize all new isolated compounds. The results of the structural characterization
suggested that batatins I — VI are polymers. This complex glycolipids composed of 3-D-6-
deoxi-galactose (B-D-fucose) and a-L-ramnose, are ester type dimmers oligosaccharides of
simonic acid B and operculinic acid C, whereas the esterifying residues of this natural
oligosaccharides are composed of five organic acids: trans-cinnamic, 2-methylpropanoic,

2-methylbutiric, n-decanoic and n-dodecanoic acids.



RESUMEN

El complejo medicinal de las “jalapas” estd constituido por un conjunto de plantas
medicinales nativas de México y una de las propiedades que las distingue de otros remedios
medicinales es su actividad laxante, aunque también poseen varias propiedades adicionales,
tales como antiparasitaria, antiinflmatoria y antiepiléptica.

Las raices o tubérculos de estas plantas purgantes son utilizados como ingredientes
primarios para la elaboracion de diversos preparados herbolarios ampliamente
comercializados en expendios y mercados de productos naturistas en la Ciudad de México.
Partiendo de los extractos vegetales de tres especies de “jalapas”, seleccionadas con base en
su importancia como un remedio ampliamente utilizado en la medicina tradicional de
nuestro pais, se aislaron los crudos resinosos respectivos, cuyas diferencias en composicion
fueron los marcadores quimicos para la identificacion inequivoca de cada una de estas
especies.

Ipomoea orizabensis, es conocida como la “escamonea mexicana” y ha sido
difundida ampliamente por poseer los efectos purgante y antiparasitario mas efectivos
dentro de los miembros del género, junto con Ipomoea purga. La “tumbavaqueros” o
Ipomoea stans, cuyas propiedades medicinales mas difundidas son la sedante y
antiepiléptica, e Ipomoea batatas, mejor conocida como “patata dulce” o “camote”, que es
un elemento muy comudn dentro de la dieta popular de los mexicanos, y que ademas
también posee varias propiedades medicinales, tales como antipirética, antiinflmatoria y
analgésica (preparados de hojas y flores).

Diversas publicaciones de la literatura primaria sobre quimica de productos
naturales han descrito la composicion de las glicorresinas de la “escamonea mexicana” (I.
orizabensis), reportandose 21 glicolipidos diferentes aislados de los crudos resinosos de
esta especie (Orizabinas | — XXI), cuyo esqueleto glicolipidico esta constituido por un
glicésido del &cido jalapinolico (11S-11-hidroxihexadecanoico), conocido como el &acido
escamoénico A, compuesto por 6-deoxi-a-L-manosa (o-L-ramnosa), 6-deoxi-p-D-glucosa

(B-D-quinovosa) y B-D-glucosa.



La saponificacion de la mezcla cruda de resinas glicosidicas de la “tumbavaqueros”
(Ipomoea stans) proporcion6 un ndcleo lipopentasacérido del &cido jalapindlico constituido
por B-D-glucosa y a-L-ramnosa, aislado previamente de las glicorresinas de la especie |I.
operculata conocido como el &cido operculinico B.

A partir del extracto soluble hexanico proveniente de los tubérculos del “camote
blanco” (Ipomoea batatas), a través de Cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) a
nivel preparativo mediante técnicas de reciclaje, se aislaron e identificaron 10 nuevos
oligosacaridos lipofilicos del &cido jalapindélico; los batatindsidos | — 1V y las batatinas | —
VI.

La elucidacion estructural de estos glicolipidos indicé la presencia del &cido
siménico B y del &cido operculinico C como sus nucleos oligosacaridos constitutivos
respectivos. La caracterizacion estructural de las batatinas | — VI mediante técnicas mono y
bidimensionales en la RMN junto con la espectrometria de masas FAB y ES, asi como con
el empleo de la simulacion espectral, indicé que estas moléculas poseen estructuras
poliméricas, constituidas por dimeros oligosacaridos acilados de acido siménico B en el
caso de las batatinas I, Il, V' 'y VI y de &cido operculinico C en el de las batatinas Il y 1V,
ambos nacleos constituidos por unidades monoméricas de 6-desoxi-pB-D-galactosa (B-D-
fucosa) y a-L-ramnosa. Por ultimo, se determin6 que los residuos esterificantes de estos
compuestos son los &cidos organicos trans-cinamico, 2-metilbutanoico, 2-metilpropanoico,

n-decanoico y n-dodecanoico.



I.  INTRODUCCION

La poblacion mexicana se ha visto fuertemente influenciada a lo largo de su
historia por la practica de la medicina herbolaria para el tratamiento de sus diversas
enfermedades y trastornos de la salud, y en las Ultimas décadas las sustancias naturales no
solamente han contribuido de manera significativa, sino que también constituyen hasta la
fecha la base de los tratamientos médicos tradicionales en los paises en vias de desarrollo.

Los antiguos curanderos mexicanos, compartian la creencia de que era posible
alcanzar la purificacion del “cuerpo” a través del consumo de sustancias purgantes, ya
que de este modo se eliminaban del organismo las causas de diversos trastornos
digestivos, renales e incluso de tipo nervioso. Los remedios herbolarios purgantes mas
utilizados en las épocas prehispanicas y coloniales incluian a varios miembros de la
familia de las convolvulaceas, conocidos colectivamente con el nombre de “jalapas”,
tales como la “raiz de Michoacan” (Ipomoea purga) y la “escamonea de México”
(Ipomoea orizabensis) por mencionar algunos ejemplos.

Es bién conocido que los compuestos responsables de la actividad purgante de la
familia Convolvulaceae son las resinas glicosidicas, un complejo de glicolipidos de alto
peso molecular, constituidos por un ndcleo oligosacarido hidrofilico y por una poricion
hidrofobica que esta compuesta por un acido graso hidroxilado (acido 11S-
hidroxihexadecanoico). Estos compuestos glicolipidicos, junto con los alcaloides del
ergot, son los principios biodinamicos de las especies de esta familia (Pereda-Miranda,

1995).



2 INTRODUCCION

En la actualidad, continGan preparandose productos herbolarios con estas plantas
medicinales en forma de extractos alcohdlicos, polvos compuestos de raices secas o
simplemente las resinas puras en combinacion con otros ingredientes para modificar o
mejorar su efecto terapéutico, mismos que pueden adquirirse en tiendas comerciales de
productos naturistas. De este modo, el desarrollo de técnicas analiticas para la
purificacion de los constituyentes oligosacaridos individuales de las resinas glicosidicas
de estas plantas, proporcionaria posibles protocolos analiticos para la implementacion de
técnicas instrumentales para el control de calidad de los preparados herbolarios que
contengan el material vegetal de estas especies purgantes.

El presente trabajo describe el andlisis de las principales diferencias quimicas
entre las resinas glicosidicas de la raiz auténtica de Ipomoea stans ampliamente utilizada
en la medicina tradicional mexicana por sus propiedades como sedante, anticonvulsiva y
ansiolitica, y las glicorresinas de otras dos jalapas falsas o adulterantes Ipomoea batatas e
Ipomoea orizabensis que se comercializan en el mercado de hierbas medicinales por sus
propiedades purgantes y antiparasitarias.

El aislamiento de principios activos a partir de fuentes naturales, como los
extractos de plantas, ha generado el surgimiento de medicamentos eficaces para el
tratamiento de diferentes trastornos de la salud y se estima que aproximadamente el 60%
de los agentes antiinfecciosos y antitumorales comerciales y en etapa de desarrollo
clinico son de origen natural (Shu, 1998). Como ejemplo puede mencionarse que los
alcaloides de la vincristina y la vinblastina obtenidos de los miembros vegetales del
género Catharanthus son de los agentes quimioterapéuticos de mayor uso en el
tratamiento del cancer, seguidos del etopdsido, y el teniposido, derivados semisintéticos

de la podofilotoxina, aislada de Podophyllum peltatum (Srivastava et al., 2005).
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Sin embargo, aunque estos métodos analiticos contribuyen a la investigacion de
muchos remedios herbolarios, las sustancias obtenidas de esta manera pueden 0 no
reflejar las propiedades curativas del extracto crudo de una planta especifica, tal como
sucede en el caso de los glicolipidos biosintetizados por la familia Convolvulaceae, cuyas
actividades bioldgicas no coinciden en muchos casos con las propiedades terapéuticas
mas destacadas de algunos de sus miembros, por ejemplo la especie purgante Ipomoea
stans, que es mas conocida por su actividad antiepiléptica. Ademas, también se conoce
que las semillas y partes aéreas de algunas convolvulaceas, conocidas colectivamente con
el nombre nahuatl “ololiuhqui” contienen sustancias psicoactivas entre las que destacan
los alcaloides alucinégenos del &cido lisérgico, por lo que eran empleadas por los
sacerdotes teotihuacanos en rituales religiosos (Chérigo y Pereda-Miranda, 2006).

Por lo tanto, aunque estos estudios fitogquimicos no siempre cumplen con el
propdsito de aislar sustancias con una actividad bioldgica especifica, la obtencion de
compuestos que poseen estructuras novedosas como las de los glicolipidos de las
convolvulaceas, contribuyen no solamente al campo de la quimica farmacéutica, sino
también a otras areas mas especificas del conocimiento de los productos naturales, e.g. la

quimiotaxonomia y la ecologia (Pereda-Miranda y Bah, 2003).



1. ANTECEDENTES

2.1 Lafamilia Convolvulaceae y el género Ipomoea

La familia de las convolvulaceas se encuentra ampliamente distribuida en el mundo,
siendo especialmente abundante en las zonas tropicales de Asia y América, particularmente
en regiones que presentan temporadas de estiaje.

En el mundo se estiman alrededor de 55 géneros y 1650 especies, los géneros mas
representativos son Convolvulus (250 especies), Ipomoea (500 especies) y Cuscuta (170
especies). Dentro de las angiospermas, la familia Convolvulaceae representa una de las mas
grandes y diversas de México, reportandose 15 géneros y aproximadamente 217 especies,
siendo el género Ipomoea uno de los mayoritarios con un grado de endemismo
aproximadamente del 65%, es decir, con 104 especies presentes en México de 160 especies
en el género.

La distribucion de estas especies en el pais muestra que el endemismo de Ipomoea
esta concentrado en las regiones subtropicales de la costa del Pacifico, mientras que en el
Golfo de México solo hay dos especies endémicas, [pomoea eximia, ¢ Ipomoea purga en el
estado de Veracruz, en contraste con un area de la misma dimension de Jalisco a Oaxaca
donde existen por lo menos 20 especies endémicas.

A nivel subgenérico existen complejos de especies que pueden ser caracterizadas
por preferencias de habitat. Por ejemplo, las especies de la serie Tyrinthinae estan mejor

representadas en las praderas y desiertos del Centro y Norte de México.
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La mayoria de las plantas del género Ipomoea no presentan una variedad importante
en su morfologia, siendo que la mayoria de éstas son enredaderas con tallos enroscados que
alcanzan de 1 a 5 metros. Existen unas cuantas especies como l. phillomega ¢ I. santillanii
que se presentan con lianas tropicales y alcanzan alturas de hasta 15 metros. Otras especies
como l.imperata e |. pes-caprae crecen a iguales longitudes pero han perdido su capacidad
de enroscarse creciendo de manera tendida para formar extensas cubiertas sobre arenas
costeras. Otras especies de las zonas aridas (l. stans, |. duranguensis e I. sescossiana)
forman arbustos perennes lefiosos y herbaceos, que crecen hasta 1.0 metro. Las especies
Ipomoea arborescens e Ipomoea murocoides crecen en forma de arboles de madera suave y
alcanzan de 3 a 9 metros de altura.

Las flores del grupo son tipicamente conocidas por su aspecto tubular y sus colores
brillantes, generalmente con duracion efimera, limitindose a las horas matinales. Este

grupo de plantas representa uno de los elementos més conspicuos de la flora mexicana.

2.2 Las resinas glicosidicas de la familia Convolvulaceae

Los glicolipidos del género Ipomoea constituyen una serie de oligosacaridos que
tienen la particularidad de ser moléculas anfipaticas por la presencia simultanea en su
estructura de un oligosacdrido hidrofilico y una porcidon hidrofébica constituida por la
aglicona. Debido a esta caracteristica estructural, se ha postulado que estos glicolipidos
desempefian un papel importante en la quimica de la familia de las convolvulaceas (Babh,
1997), ya que un gran nimero de sus propiedades biologicas pueden explicarse como un
resultado de su posible accion ionoforica, e.g. la citotoxicidad, misma que provocaria

perturbaciones en las membranas celulares (Rencursori et al., 2004).
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Se ha descrito la existencia de actividad alucindgena conocida para los miembros
del género Ipomoea, la cual se debe a la presencia de alcaloides, compuestos caracteristicos
de la familia (Stauffacher et al., 1965; Chao y DerMaderosian 1973; Schimmng et al.,
1998; Botz et al., 1990-1991; Janett-Siems et al., 1993; 1994%; 1994b; Henrici et al., 1994).
Ejemplos de la actividad bioldgica de los alcaloides presentes en las convolvulaceas son la
intoxicacion de ciertos animales con |. parasitica (Amor-Prats y Harnborne, 1993) o la
actividad analgésica de I. intrapilosa (Osuna et al., 1996). Se ha demostrado que esta
familia de plantas también posee una importante actividad alelopatica por ejemplo I.
tricolor (Anaya et al., 1995), donde se ha encontrado que los compuestos responsables de
esta actividad biologica son las resinas glicosidicas presentes en las partes aéreas (Pereda-
Miranda et al., 1993; 1995). En I. stans, estas resinas han demostrado propiedades
anticonvulsivas (Contreras et al., 1996), citotoxicas (Reynolds et al., 1995) y efectos vaso
activos (Perusquia et al., 1995).

Uno de los primeros estudios que mostrd la relacion entre los glicolipidos con cierta
actividad biologica es el efectuado en las partes aéreas de I. leari donde se aislo un
glicésido denominado “Ipoleardsido”. Este glicolipido demostré poseer actividad
anticancerigena (Sarin et al., 1973). Las glicorresinas de Ipomoea bahiensis mostraron
actividad antimicrobiana en Staphylococus aureus, Neurospora crassa y Streptococus
faecalis (Bieber et al., 1986).

La naturaleza quimica y la complejidad estructural de las resinas glicosidicas ha
constituido un obstaculo que ha dificultado durante mucho tiempo el aislamiento de sus

constituyentes individuales y, por lo tanto, la caracterizacion de su estructura molecular.
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Entre los métodos comunes de separacion que se han empleado para tratar de
resolver las mezclas complejas de oliosacaridos que conforman las resinas de las
convolvulaceas se cuenta con los procedimientos de particion liquido-liquido y las técnicas
cromatograficas en capa fina y columna. De las particiones, en principio s6lo se obtuvieron
dos categorias de resinas, la fraccion poco polar y soluble en éter denominada “jalapina” y
la insoluble en ese disolvente o “convolvulina”, de acuerdo a la clasificacion de Mayer
(Ono, 1989b).

Las resinas glicosidicas representan un complejo de glicolipidos de alto peso
molecular. Por medio de la reaccion de saponificacion (hidrélisis alcalina) se ha logrado la
separacion de los 4cidos organicos de cadena corta volatiles unidos por un enlace de tipo
¢éster al nucleo oligosacdrido; la subsecuente hidrélisis acida libera 4cidos grasos
hidroxilados y una mezcla de monosacaridos. En el cuadro 1 se enlistan algunos de los
productos que con mayor frecuencia se obtienen de los procesos degradativos de las resinas
glicosidicas de las convolvulaceas. Cabe destacar que al parecer el 4cido jalapindlico (acido
11S-hidrohexadecanoico) representa la aglicona que con mayor frecuencia se presenta en

las resinas glicosidicas del género Ipomoea.
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Cuadro 1. Principales productos de la degradacion de las resinas glicosidicas.

Acidos volatiles Acidos grasos hidroxilados Azlcares
Acido acético 7-0H-Cyy D-Glucosa
Acido propiodnico 11 — OH - Cy4 (Ac. convolvulindlico) L-Ramnosa
Acido isobutirico 11 — OH — Cy4 (Ac. jalapindlico) D-Fucosa
Acido o - metil - B - hidroxibutirico 3, 12 —di — OH — C;¢ (Ac. operculénico) D-Quinovosa
Acido a-metilbutirico 3,11 —di— OH - Cy4 (Ac. ipurdlico)

Acido n-isovalérico Tri— OH-Cy4 (AC brasili(')lico)

Acido tiglico

Acido trans-cinamico

La determinaciéon de la estructura de las resinas glicosidicas se ha realizado
mediante el empleo de técnicas espectroscopicas y espectrométricas para la identificacion
de las dos porciones principales que se obtienen de la saponificacion de los productos
naturales: en primer lugar, la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas
permite la cuantificacion de cada uno de los residuos que esterifican al nticleo a través de
los cromatogramas registrados, en tanto que los espectros generados por impacto
electronico permiten establecer el peso y facilitan la identificacion de los acidos grasos
ligados a la porcidn oligosacéarida (Bah, 1997). La secuencia de unidon de los monosacaridos
se ha determinado por permetilacién e identificacion de los azlcares metilados y de los
acetatos derivados por hidrolisis acida parcial de los polisacaridos (Okabe y Kawasaki,
1970). El empleo de la cromatografia de liquidos para la identificacion de los azlicares
generados mediante hidrolisis 4cida de las resinas s6lo permite establecer la naturaleza de
¢éstos. Por lo tanto, se utiliza la resonancia magnética nuclear de los 4cidos glicosidicos y
sus derivados peracetilados para cofirmar la secuencia de glicosilacion (Bah y Pereda-

Miranda,1996).
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2.3 Diversidad estructural de los glicolipidos de la familia
Convolvulaceae

El aislamiento y la caracterizacion estructural de los glicolipidos en su forma natural
se inici6 a partir de la utilizacion de las técnicas de cromatografia liquida de alta presion
(CLAP), de los métodos espectrométricos (FAB — MS 6 SIMS — MS) (Costello, 1997;
Baldwin, 1995) y espectroscopicos (RMN) (Agrawal, 1992; Agrawal y Pathak, 1996) de
alta resolucion. Asi, los primeros glicolipidos caracterizados integramente fueron las
orizabinas I — IV (figura 1) por el grupo de Noda y colaboradores (1987) y se demostré que
los constituyentes de las resinas glicosidicas son liposacaridos cuyas agliconas son acidos
hidroxilados (C14 o C16) derivados de la hidrdlisis acida. El nucleo oligosacarido se
encuentra acilado en la mayoria de los casos y se combina con el grupo carboxilo de la
aglicona para formar un éster macrociclico. A partir de estas investigaciones, el empleo de
la cromatografia liquida de alta presiéon como método de purificacion se convirtié en una
técnica esencial para el estudio quimico de las resinas glicosidicas de las convolvulaceas.
Durante estos estudios se han generado las definiciones de “jalapina” para describir la
resina soluble en cloroformo o éter y “convolvulina” para describir la porcidon insoluble en
estos disolventes lipofilicos.

El aislamiento y la elucidacion estructural de las resinas de la familia
Convolvulaceae ha constituido un tema de interés para varios grupos de investigacion en la
ultima década (Pereda-Miranda y Bah, 2003; Ledn et al., 2007) no soélo por el potencial en
su actividad bioldgica e.g. agentes antimicrobianos (Pereda-Miranda et al., 2006) y
citotoxicos (Cao et al., 2005), sino también por el interés quimiotaxondémico que permitira
relacionar la estructura quimica de los nucleos oligosacaridos con la clasificacion botanica

de las fuentes naturales.
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Tal como lo describe Bah (1997), el estudio de los constituyentes de las resinas
glicosidicas se ha incrementado y es posible iniciar una correlacion de tipo

quimiotaxonomico entre los nicleos oligosacaridos y la sistematica de la familia.

Qui
HO
Glu o CHs
_ R30H,C
Qui HO o 0
HO
@]
HO H3C Ram @) O \
le H3C O H
O
OH O OR,
@)
Orizabina R, R, R
I H tg nl
1 Ib tg nl
1l nl tg nl
v H tg nl

Figura 1. Orizabinas I — IV aisladas de Ipomoea orizabensis. Abreviaciones: nl: niloilo (3 —
hidroxi — 2 — metilbutanoilo); ib: isobutanoilo (2 — metilpropanoilo); tg: tigloilo (2E-
metilbutenoilo).
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En otros estudios recientes de la especie mexicana lpomoea orizabensis
(Hernandez-Carlos et al., 1999; Pereda-Miranda y Hernandez-Carlos, 2002), se pudo
demostrar que el nucleo tetrasacarido constituyente de estos glicolipidos es el acido
escamonico A (Noda et al., 1990) mediante el empleo de reacciones degradativas
(saponificacion del crudo resinoso) e implementacion de técnicas mono y bidimensionales

en la RMN.

En estas publicaciones se reportd el aislamiento de 17 glicolipidos novedosos
designados colectivamente como las orizabinas V — XXI cuyas estructuras aparecen en la
figura 2. El nucleo tetrasacarido del acido escamodnico A presente en estos glicolipidos se
encuentra esterificado principalmente por los residuos de los &cidos tiglico, nilico,
isobutirico y 2-metilbutanoico. Resulta interesante destacar que el ultimo residuo de acido
nilico se encontraba en forma de una mezcla de ambos enantiémeros. i.e., (2R, 3R) y (2S,
3S) esterificando el nucleo oligosacéarido (figura 2). De tal forma, que cada una de las
orizabinas se encuentra en forma de un par diastereosiomérico cuya separacion fue factible
mediante la aplicacion de la técnica de reciclaje en la cromatografia de liquidos (Pereda-

Miranda y Hernandez-Carlos, 2002).
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Qui

Orizabina R; R, R3 R4
V nla-(-) mba H H
VI H nla-(-) mba H
VII H mba nla-(-) H
IX tga mba H H
X tga nla-(-) iba H
Xl tga nla-(+) iba nla-(-)
X1l tga iba nla-(-) H
X1l tga iba nla-(+) H
X1V tga nla-(-) mba H
XV tga nla-(-) mba H
XVI tga mba mla-(-) H
XVII tga mba nla-(+) H
XVII mba nla-(-) mba H
XIX mba nla-(+) mba H
XX mba mba nla-(-) H
XXI mba mba nla-(+) H
H
Tga= M:>c:c<z|:) mba = Et—-é—-co ba= mZ>CO
Me
HO /co HO /CO
o= H 7ch“‘""Me n]a_(ﬂ:Me """ /CiC\H
Me H H Me

Figura 2. Estructura quimica de las orizabinas V — VII y IX — XXI.
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La orizabina VIII tiene una caracteristica estructural distintiva dentro de los
compuestos que estan constituidos por el ntcleo tetrasacarido del acido escamonico A, que
radica en la posicion de lactonizacion (Pereda-Miranda y Bah, 2003) ya que se establece a
través de un enlace éster formado entre el grupo carboxilato de residuo del &cido
jalapinolico y el radical hidroxilo de la posicion 3 del segundo azicar glucosa de la cadena

oligosacarida del 4cido escamonico A (figura 3).

Figura 3. Estructura de la orizabina VIII (R; = 2-metilbutanoilo y R, = 2(E)-
metilbutenoilo.

En Ia literatura se describen una gran cantidad de nucleos oligosacaridos en diversas
especies de convolvulaceas. En Ipomoea operculata (Ono et al., 1990a; 1991), los acidos
operculinicos A — G fueron generados como productos de hidrdlisis basica de las
operculinas I — XVIII. El acido operculinico A (figura 4) se encuentra como constituyente

oligosacarido de las resinas glicosidicas de las especies Ipomoea stolonifera (Noda et al.,
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1994a), Ipomoea quamoclit (Ono et al., 1992¢), Ipomoea intrapilosa (Bah et al., 2006) e
Ipomoea murucoides (Chérigo y Pereda-Miranda, 2006). De la misma forma el acido
operculinico C también esta presente en los glicolipidos de |. batatas (Noda et al., 1992a) e

I. pes-caprae (Escobedo-Martinez et al., 2007).

R1 R3
R> @) Jla
O
Ram HO o “'H
HsC O
Ram' O
HO OH
Ram'* H3% &
HO
HO  on
O
HO
Rl Rz R3 R4
1 OH H H Glu
2 H OH OH Glu
3 OH H H H

Figura 4. Acidos operculinicos A (1), B (2) y C (3). Abreviaciones: Glu = glucosa, Ram =
ramnosa, Jla = 4cido 11 (S) — 11 - hidroxihexadecanoico.
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Las glicorresinas de las especies Ipomoea pes-caprae (Pereda-Miranda et al., 2005),
I. murucoides (Chérigo y Pereda-Miranda 2006), I. stolonifera (Noda et al., 1994a) e
Ipomoea batatas (Noda et al., 1992a) se encuentran estructuralmente relacionadas ya que
también tienen en comun la presencia de los nucleos pentasacaridos de los acidos
simonicos A y B, constituidos por a-L-6-desoximanosa (ramnosa), 3-D-glucosa y B-D-6-

desoxigalactosa (fucosa).

HO

HOH,C Fuc Hs
HO O Jla O Jla
HO o</, HO 0/,
Ram 'H Ram H

(0] O
HsC O HzC O

Ram' O Ram' e}

HO &y HO  on

Ram" H3% o Ram" H3(O: o
HsC o O OH HsC o O OH
HO HO
HO HO

OH _O OH _O
OH o OH o

 H3C HO - HaC HO
R 3 3
am HO HO Ram o) HO

Figura 5. Acidos simonicos A (izquierda) y B (derecha). Abreviaciones Fuc = fucosa, Glu
= glucosa, Ram = ramnosa, Jla = acido 11 (S) —hidroxihexadecanoico.

La diversidad en las estructuras de los glicolipidos de las diferentes especies de
convolvuldceas hace que no sea posible establecer una correlacion de tipo
quimiosistematico. Sin embargo, al analizar los nucleos oligosacaridos principales
(mayoritarios) en cada planta, se puede deducir lo siguiente: el acido operculinico A
caracteriza a Ipomoea operculata (Ono et al., 1989a; 1989b; 1990a; 1990b) ¢ Ipomoea

intrapilosa (Bah y Pereda-Miranda, 2006), Merremia hungaiensis (Noda et al., 1994b;
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1995) y Merremia mammosa (Kitakawa et al., 1989). Aun cuando Merremia es un género
diferente a Ipomoea, existe una incertidumbre en la clasificacion de las especies incluidas
en estos géneros. Asi por ejemplo, una de las especies estudiadas por el mismo grupo de
investigadores, Merrema tuberosa (L.) Rendle (Ono et al., 1993b), también se ha

clasificado como Ipomoea tuberosa L.

Por lo tanto, es probable que en el caso de Ipomoea operculata existan diversas
sinonimias. Otras especies estudiadas y que se han caracterizado por poseer nucleos
oligosacaridos exclusivos son: Pharbitis nil, la cual probablemente corresponda a Ipomoea
nil (L.) Roth, serie Pharbitis (acido farbitico D) (Ono et al., 1990b); Ipomoea tricolor Cav.,
seccion Tricolor (acido tricoldrico A) (Pereda-Miranda et al., 1993); Ipomoea muricata (L.)
Jacq., seccion Calonyction (acido muricatico A) (Noda et al., 1988a; 1988b; 1988c¢). En el
caso de las especies de Ipomoea stans e Ipomoea orizabensis que se encuentran en la
misma serie Tyrianthinae, existe una diferencia entre sus ntcleos oligosacaridos
principales. Mientras que en la primera planta se describido el acido escamonico A
(Enriquez et al., 1992; Ledn-Rivera, 1998), en la segunda fue el acido orizabico A (Noda et

al., 1990) (fig. 6).

Sin embargo en los estudios recientes de la especie mexicana de Ipomoea
orizabensis (Sosa-Vasquez, 1994; Hernandez-Carlos y Pereda-Miranda, 2000) se demostro
que el nucleo oligosacarido principal es el acido escamdnico A como en el caso de Ipomoea
stans. Lo anterior demuestra la necesidad de establecer de manera precisa la clasificacion

botéanica de las especies sometidas a investigacion quimica.
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Rl R2
Glu HO CH
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Figura 6. Estructura de los acidos escamonico A (R;= OH y R,=H) y orizabico A (R;=H
y R, = OH) obtenidos de Ipomoea orizabensis ¢ Ipomoea stans, respectivamente.

Posterior a la revision hecha por Bah (1997), que describio los glicolipidos aislados
hasta esa fecha, se han caracterizado compuestos adicionales de esta naturaleza y como
parte complementaria al proyecto principal de la presente investigacion, a continuacion se

presentan algunos datos interesantes sobre estos compuestos.
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2.3.1 Resinas pentasacaridas de Merremia mammosa

Se ha reportado la caracterizacion quimica de trece resinas glicosidicas obtenidas a
partir del extracto cloroformico del tubérculo fresco de Merremia mammosa.

Estos estudios se iniciaron desde hace algunos afios por el grupo de Kitagawa
(1988; 1989; 1996a; 1996b) cuando se aislaron los primeros nueve merremosidos. Asi en
las primeras publicaciones se menciona la interesante actividad ionoférica de los
compuestos presentes en estas resinas y mas recientemente la existencia de otras cuatro
resinas de estructura novedosa; los mamosidos A, B, H; y H; (Kitagawa et al., 1997).

Sin embargo, la elucidacion estructural de estos compuestos se efectuod
recientemente (Kitakawa et al., 1997), a partir de lo cual se elucidd un nticleo pentasacarido
novedoso presente en los merremdsidos f, g (fig. 7), h; y hy (fig.8) mientras que los
mamosidos H; y H; (figura 9) poseen el nucleo pentasacarido ya conocido que es el acido
operculinico B (también se elucidd un tetrasacarido nombrado mamosido I). Las técnicas
de andlisis principales que fueron aplicadas para la elucidacion estructural de los
glicolipidos incluyeron la espectrometria de masas FAB, su variante SIMS, el analisis de
los productos y la sintesis de uno de los acidos glicosidicos (mamosido I) a partir del (115)-
jalapinolato de metilo.

La secuencia de glicosidacion en los compuestos se estableci6 a través de la
metilacion del é4cido glicosidico respectivo seguida de la metanoélisis para formar los
monosacaridos metilados en las posiciones hidroxilicas libres. Es importante mencionar
que aun cuando en la actualidad existe metodologia en la RMN para lograr la elucidacion
estructural de estos glicolipidos, esta investigacion se basd exclusivamente en los métodos

degradativos tradicionales y de sintesis.
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R2O

HOH,C
Gu OHOH

Figura 7. Merremosido f (R;= (2S)- metilbutanoilo, R,= isobutanoilo) y Merremosido g
(R;=R,=isobutanoilo).

Ram’
Jla

HOH,C
Glu OHOH

BCM A o
)}( R>0 %OH

Figura 8. Mamosido h;: Ri= (2S)- metilbutanoilo, R,= isobutanoilo y Merremoésido h;
(R;=R,=isobutanoilo).
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Rha'
Rha" HaC
O
HsC o) Q
R,0
R,O OH ©

Glv' HOH,C OH
OH

Figura 9. Mamoésido H;: Ri= (2S)-2- metilbutanoilo, R,= isobutanoilo y Mamoésido H,
(R1= R,=isobutanoilo).

2.3.2 Multifidinas 1y 11

De la jalapina de las hojas de Quamoclit x multifida, planta decorativa que es un
hibrido de Quemoclit pennata (L.) Bojer (Ipomoea (I.) quamoclit L.) y Q. Coccinea
Moench (I. hederifolia), se obtuvieron las multifidinas I y II junto con las quamoclinas I-
IV. A partir de estos oligosacaridos se obtuvieron los productos de degradacion basica,
entre los que se identificé un acido glicosidico conocido como el acido quamoclinico A
(Noda et al., 1994b; Ono et al., 1992b). Los acidos multifidinicos A y B se obtuvieron
como pentasacaridos novedosos con las mismas unidades monosacéridas y secuencia de
glicosidacion (fig. 10), pero diferente aglicona; el acido multifidinico A es un glicosido del

acido convolvulinélico mientras que el acido multifidinico B es un glicésido del acido
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jalapindlico. La elucidacion estructural de estos compuestos se hizo empleando métodos
quimicos, y analisis tanto de RMN bidimensional como de espectrometria de masas

mediante bombardeo con atomos acelerados (Ono et al., 1997).

R3
R1
CH;
R, O o
Ram HO o 'H
H3C @)
Ram O
HO OH
Ram H38 Q
HO
HO OH O OH
O
HOH,C HO
OH
Glu OH

Figura 10. Acidos multifidinicos: A (R;=R3;=H,R, =OH)yB (R;=H, R,=0OH, R3 =
C,Hs). Acido quamoclinico: R; = OH, R, = H, R3; = C;Hs.

2.3.3 Pentasacarido de Convolvulus microphyllus

Hildebert Wagner y Gerald Schwarting reportaron en 1997 la estructura de un nuevo
pentasacarido (figura 11) obtenido a partir de la saponificacion de la jalapina extraida de
Convlovulus microphyllus por medio de la cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas de los azucares derivados de la hidrolisis 4acida del glicésido.
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Figura 11. Estructura del acido microfilico obtenido de la jalapina de Convolvulus
microphyllus.

2.3.4 Pentasacaridos de Ipomoea tuberosa y Pharbitis nil

La hidrolisis alcalina de las resinas obtenidas a partir de la fraccion insoluble en éter
o “convolvulina” gener6 tres acidos orgénicos; (2S)-2-metilbutanoico, (2R, 3R)-nilico, asi
como tiglico, y un nuevo glicdsido nombrado como acido farbitico B, junto con los dos ya
conocidos acidos farbiticos C y D. El 4cido C es un nticleo pentasacarido.

Estos acidos glicosidicos tienen como aglicona al acido ipurdlico que es el (3S,
11S)-3,11-dihidroxihexadecanoico. Su estructura se elucidé mediante el empleo de RMN y

EM (Ono et al., 1990).
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Figura 12. Estructura molecular del acido farbitico C (Convl = acido convolvulinélico).

Dos nuevas resinas glicosidicas llamadas woodrosinas I y II se aislaron de la fase
insoluble en éter (convolvulina) extraida de los tallos de Ipomoea tuberosa. La hidrolisis
alcalina de ambas woodrosinas proporcion6 acido (2S)-2-metilbutanoico y el glicosido

pentasacarido nombrado como 4cido woodrosinico A.

La hidrolisis acida generd en una mezcla de acido jalapindlico y de los azucares
ramnosa y glucosa. Sus estructuras también se determinaron a partir de la espectroscopia de

RMN vy espectrometria de masas.
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Figura 13. Estructura del acido woodrosinico A.

Glu™

Figura 14. Estructura de las woodrosinas I (R =Mba) y II (R = Iba).
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Es importante aclarar, que la diversidad en las estructuras de los glicolipidos en las
diferentes especies hace que no sea posible establecer una correlacion de tipo
quimiosistematico. Asi aun cuando el género Merremia es un género diferente a Ipomoea,
existe una incertidumbre en la clasificacion de las especies incluidas en estos géneros, por
ejemplo, una de las especies estudiadas por el mismo grupo de investigadores, Merremia
tuberosa (L.) Rendle (Ono et al., 1993b), también se ha clasificado como Ipomoea
tuberosa, asi también, Pharbitis nil, probablemente corresponda a Ipomoea nil (L.) Roth,
serie Pharbitis (acido farbitico D) (Ono et al., 1990b). Por lo tanto, es probable que de la

misma forma también exista sinonimia para [pomoea operculata.

2.3.5 Componentes de Cuscuta chinensis y Cuscuta australis

De las hojas de Cuscuta chinensis se describi6 el aislamiento de los glicosidos Cus-
1 y Cus-2 a partir de la jalapina (Miyahara, et al., 1996). Sin embargo, en ¢l estudio de la
convolvulina, sélo se lograron identificar los nucleos oligosacaridos como productos de
degradacion debido a las dificultades en la separacion que presentaron estas mezclas
complejas. Un indicio sobre la composicion de las mismas se obtuvo a partir de los iones
generados del espectro de masas MALDI — TOF (Costello et al., 1997; Baldwin, 1995).
Como productos de hidrolisis basica de la convolvulina de Cuscuta chinensis, se
identificaron los acidos cuscuticos A — D (figura 15) y los acidos acético, (2S) — 2 —
metilbutanoico, (2R, 3R) 3-hidroxi-2-metilbutanoico y el trisacarido O — 6 — desoxi - a - L
— manopiranosil (1-3) — O — 6 — desoxi - o - L — manopiranosil — (1-2) — D —

glucopirandsido.
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A:R=H,R;=CHOH; B: R=R, =H, C: R=H, Ry = CH3 y D: R = C,Hs, R, = CH,OH
Figura 15. Acidos cuscuticos A — D.

Recientemente se discutio la dificultad para lograr la separacion de los
constituyentes individuales presentes en las mezclas de las resinas glicosidicas de la
convolvulina de Ipomoea lonchophylla (MacLeod y Ward, 1997) y de Cuscuta australis
(Du et al., 1999). En la convolvulina de esta tltima planta, los iones pseudomoleculares
obtenidos por MALDI TOF indicaron la presencia de compuestos con un peso molecular de
hasta 5580 Daltons. Dentro de los componentes obtenidos como productos de degradacion,
ademas de los acidos 2 — metilpropanoico, 2(E) — metilbutanoico, (2S) — 2 — metilbutanoico
y (2R, 3R) — 3 — hidroxi — 2 — metilbutanoico, se identificaron los acidos cuscuticos A; —
Ajs, en donde el primero de ellos correspondié al ya descrito en la tricolorina G y H de

Ipomoea tricolor (Du et al., 1999) (fig. 16).
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Figura 16. Estructura del acido cuscutico A; (Cuscuta australis) y de la tricolorina G
(Ipomoea tricolor).

La existencia de estos glicolipidos en forma de oligdmeros fue una propuesta hecha
inicialmente por Mannich y Schumman (1938), al considerar que las resinas glicosidicas de
Exogonium purga (Ipomoea. purga) representaban mezclas complejas de oligomeros de un
acido glicosidico esencial. Los resultados obtenidos en estas especies del género Cuscuta,
ademas de los dimeros merremina I (Noda et al., 1995) (fig. 17) y las tricolorinas H — J
(Bah y Pereda-Miranda, 1997) (fig. 18) representan ejemplos adicionales que permitieron

apoyar esta postulacion.
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OH O
o H

Figura 17. Estructura de la merremina I aislada de Merremia hungaiensis.
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Donde R = 2-metilbutanoilo.

Figura 18. Estructuras diméricas aisladas de Ipomoea tricolor; tricolorina — H (Superior) y
tricolorina I (Inferior).
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2.3.6 Resinas glicosidicas de Ipomoea stolonifera

De la planta rastrera Ipomoea stolonifera, una enredadera que crece en las dunas
costeras, fueron aislados diez pentasacaridos, nombrados como las estoloniferinas I a X
(figuras 19 y 20) cuyo nucleo oligosacarido mayoritario es el acido simonico B. También se
aislaron 2 tetrasacaridos, nombrados como las estoloniferinas XI y XII (figura 21) y la
hidrolisis alcalina de estas resinas proporcioné al acido operculinico C (Noda et al., 1994a.

1998) como su constituyente oligosacarido principal.

Estoloniferina R, R,
Fuc
| Mba Mba
I n-decanoilo Iba Ram o
1l n-decanoilo Mba H3C (0]
Ram' O
O
ra HC70
HsC o O OR;
R,O
HO  on 0
OH

.. HsC
Ram HO OH

Fuc

Ram

chw
Ram'’ o o
Ram' HsC O 1)
Ar?kHaC\;Q; N S e
(¢} o 1 /%OH o)
Glu H

o
OHOH

Figura 19. Estructura de las estoloniferinas I — III y IV. Abreviaciones: Mba = 2(S)-2-
metiobutanoilo, Iba = 2-metilpropranoilo.
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Figura 20. Estructura de las estoloniferinas V — X.
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Fuc

Figura 21. Estructura de las estoloniferinas XI y XI.
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2.3.7 Resinas glicosidicas de Ipomoea batatas

La especie Ipomoea batatas (“camote”) constituye un alimento tradicional de
México y también forma de parte de su medicina herbolaria . El primer estudio sobre las
resinas glicosidicas de esta especie que se conoce fue realizado en Japon en 1992, en el cual
se describe el aislamiento a partir de la fraccion resinosa soluble en éter (jalapina) de cinco
glicolipidos; un tetrasacarido del acido operculinico C y cuatro pentasacaridos del acido
siménico B, son las Simoninas | — V (figuras 22 y 23), representando la simonina I el
primer glicolipido de esta naturaleza, sustituido con un acido aromatico, el acido cinamico

(Noda et al., 1992a).

Ram"'

Figura 22. Estructura de la simonina I.
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Ro
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Ram  HO
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HO oH _°Q oH
HC Y Ho
Ram HO
Simonina R; R, R; Ry
I OH H CH,0OH mba
11 H OH CH; mba
v H OH CH; deca
Vv H OH CH; octa

Figura 23. Estructura de las simoninas Il — V. Abreviaciones: mba = metilbutanoilo, octa =
n-octanoilo, deca = n-decanoilo.
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2.3.8 Resinas glicosidicas de Ipomoea leptophylla

El extracto soluble organico de la hojas de la planta Ipomoea leptophylla nativa de
América del Norte (Canada, Estados Unidos y México) mostré actividad in vitro contra M.
tuberculosis. El fraccionamiento biodirigido del extracto metandlico-cloroférmico resultd
en el aislamiento e identificacion de dos nuevas resinas glicosidicas, llamadas leptofilina A
y B (figura 24). La hidrolisis bésica de estos glicolipidos permitio la generacion del acido
operculinico A como el acido glicosidico, asi como la liberacion de los residuos acilantes
que correspondieron al acido cinamico, propanoico y laurico. La elucidacion de las
estructuras completas se logrd a través de derivatizaciones, espectroscopia unidimensional
y bidimensional (TOCSY, ROESY, HSQC y HMBC) y experimentos de espectrometria de

masas (Barnes et al., 2003).

Ram'*

Figura 24. Estructura de la leptofilina A.
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2.3.9 Resinas glicosidicas de Ipomoea murucoides

Ipomoea murucoides es un arbol de flores blancas que crece en el sureste y centro
de México. Esta especie es conocida en varios estados de México como ‘“‘cazahuate”.
Algunas comunidades usan el humo de los arboles quemados como repelente contra
mosquitos. Las infusiones acuosas de las hojas, corteza y flores son utilizadas como un
atiinflamatorio y contra picaduras de alacranes. Pérez Amador y colaboradores (1992) ya
habian detectado la presencia de resinas glicosidicas en las semillas y hojas. Estudios del
contenido de las resinas glicosidicas presentes en las raices dieron como resultado el
aislamiento y la caracterizaciéon de cinco pentasacaridos del 4cido jalapinolico, llamados

murucinas 1 — 5 (figura 25) (Ledn et al., 2005).

Murucina R
1 Acetilo
2 Propanoilo
3 n-butanoilo Ram HO
4 2-metilbutanoilo ,
Ram H
3
5 3-hidroxi-metilbutanoilo

am'* H3C O
O

R
O
HO
H3C O
RO
HO
Glu 9) o
HO

OH

HOHo

Figura 25. Estructura de las murucinas 1 — 5.
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El estudio del extracto cloroférmico de las flores del cazahuate de Morelos
(Ipomoea murucoides) a través de cromatografia liquida de alta eficacia proporcioné las
murucoidinas | — V (figuras 26 y 27), pentasacaridos del acido jalapindlico. La
saponificacion del extracto proporciond dos acidos glicosidicos ya conocidos, los acidos
siménico B y el 4cido operculinico A, sus residuos de esterificacion estuvieron compuestos
por acidos grasos de cadena corta, como el acido 2-metilpropanoico y el acido 2(S)-
metilbutanoico. Todos los compuestos fueron caracterizados a través de espectroscopia de

resonancia magnética nuclear (Chérigo y Pereda-Miranda, 2006).

Murucoidina R,
| H
1 2-metilpropanoilo

11 2(S)-2-metilbutanoilo

Ram'
Ram HSC
HsC
R,0
HO  OH
ch
Ram""'

Figura 26. Estructura de las murucoidinas I — III.
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Figura 27. Estructura de la murucoidina IV (arriba) y de la murucoidina V (abajo).
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2.3.10 Resinas glicosidicas de Ipomoea arborescens

Ipomoea arborescens es un arbol que florece y fructifica entre noviembre y abril.
Algunas comunidades del sur de México usan infusiones acuosas de la corteza junto con
otras hierbas para prevenir la caida del cabello asi como para el tratamiento del dolor de
estbmago de la misma forma como se utilizan todas las especies de cazahuates, e.g.,
Ipomoea murucoides, Ipomoea intrapilosa ¢ Ipomoea wolcottiana (Bah et al., 2007). En un
estudio reciente se aislaron diez pentasacaridos del dacido jalapindlico, llamados

arborescinas 1 — 6 y murucinas 6 — 9 (figura 28) (Leodn et al., 2006).

Arborescina R, R, R;
| OH H niloilo
1 OH  acetilo niloilo
11 OH  propanoilo niloilo HO

(\V OH n-butanoilo niloilo

o}
. . Ram' HC—7~0
\Y4 OH 2-metilbutanoilo  niloilo O
HO o
Vi OH tigloilo niloilo Ram” HSC 0
HO O

Murucina Ri Ry Rs3
6 H acetilo niloilo
7 H 2-butenilo  niloilo
8 H Tigloilo niloilo
9 H H H

Figura 28. Estructuras de las arborescinas 1 — 6 y de las murucinas 6 — 9.
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2.3.11 Resinas glicosidicas de Ipomoea pes-caprae

Ipomoea pes-caprae, conocida en México como “rifionina”, se prescribe por los
curanderos tradicionales para curar el “calor” en un rifién afectado. Se utiliza en forma de
infusiones para afecciones urinarias, hipertension, parasitosis intestinales e inflamacion. A
partir del extracto soluble hexanico de las partes aéreas de la planta y mediante el empleo
de la CLAE se aislaron e identificaron 11 nuevos oligosacaridos lipofilicos del acido
jalapinodlico: los pescaproésidos A y B y las pescapreinas | — IX (Pereda-Miranda et al.,
2005 y Escobedo-Martinez et al., 2007). La saponificacion de la mezcla cruda de resinas
glicosidicas proporcion6 el acido simoénico B como el acido glicosidico mayoritario (acido
operculinico C en la pescapreina V) mientras que los residuos de esterificacion de los
oligosacaridos naturales estuvieron compuestos por cinco acidos organicos: 2-

metilpropanoico, 2-metilbutanoico, n-hexanoico, n-decanoico y n-dodecanoico.

R, R, R;
Pescaprosido A H n-dodecanoilo  CHj
Fuc HO
PescaprosidoB Mba  n-dodecanoilo  CH; CH3 o Ia
HO o</
Ram o "H
HsC O
Ram' O
Ram™ H?’% &
R0
HO on o
OH 0]
Ram™ HsC R30
am "0 HO 3

Figura 29. Estructura de los pescaprosidos A y B.
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| H H Ram  n-dodecanoilo
1 iba H Ram  n-dodecanoilo
1l mba H Ram  n-dodecanoilo
v n-hexanoilo H Ram  n-dodecanoilo
\ mba H H n-dodecanoilo
Vi H n-dodecanoilo  mba H
Vil H H Ram  n-decanoilo
VIl n-dodecanoilo  H Ram  iba
IX n-hexanoilo H Ram  n-decanoilo

Figura 30. Estructura de los pescapreinas I - IX. Abreviaciones: mba = 2(S)-
metilbutanoilo, iba = 2-metilpropanoilo y Ram = a-L-ramnosa.
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2.4  Jalapas Mexicanas con actividad purgante

Desde la época colonial se ha reconocido que existe un conjunto numeroso de
plantas medicinales mexicanas de la familia de las convolvulaceas, cuya efectividad ha
hecho posible que estos remedios herbolarios sean ampliamente utilizados en la medicina
alternativa de otros paises. Su descripcion etnobotdnica se atribuye generalmente, a las
observaciones efectuadas por los médicos galénicos y los sacerdotes evangelizadores que
llegaron a México con los colonizadores espafioles del siglo XVI, quienes se sintieron
interesados por la fuerte actividad purgante, catartica y antiinflamatoria que estas plantas
gjercian en quienes de diferentes maneras las consumian. Pronto sus propiedades
medicinales fueron difundidas y relacionadas con las virtudes terapéuticas de la especie
mediterranea Convolvulus scammonia, cuya actividad purgante y antiparasitaria ya habia
sido descrita en la literatura europea antigua (i.c. De Materia Medica 50-78 A.C.), misma
que reune informacién de otras especies de convolvulaceas nativas de Europa, tales como
C. arvensis, C. sepium y Callistegia soldanella, cada una de las cuales también posee
propiedades semejantes a las de las especies de México, lo cual favorecid rapidamente la
introduccion y el comercio de las convolvuldceas mexicanas en el viejo continente.

Los remedios purgantes utilizados por los aztecas en México, consistian
principalmente en extractos vegetales obtenidos de los tubérculos o raices de estas plantas
que fueron nombradas colectivamente como “cacamétic tlanoquiloni”, término que
significa “raices purgantes” segun lo describe el médico espanol Dr. Francisco Herndndez
enviado por Felipe II a la Nueva Espafia para registrar su historia natural (Hernandez,
1959). En la literatura, los miembros de este complejo medicinal se han asignado

taxonémicamente como pertenecientes al género Ipomoea de la familia Convolvulaceae, y
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esta constituido por las especies Ipomoea purga (Wender) Hayne, Ipomoea orizabensis
(Pelletan), Ipomoea stans Cav., Ipomoea jalapa (L.) Pursh, Ipomoea batatas (L.) Lam, e
Ipomoea simulans Hanbury, entre otras (Pereda-Miranda et al., 2006).

Asimismo, el término “jalapa” fue utilizado por los colonizadores espafioles para
designar a las plantas con propiedades purgantes o laxantes que utilizaban los nativos de
Meéxico para “purificar sus cuerpos” (Martinez, 1969). La identificacion precisa de la raiz
de jalapa auténtica, es decir, la especie dominante dentro de este complejo de plantas
medicinales es un tema de discusion entre los etnobotdnicos y los antropdlogos
contemporaneos. Sin embargo, se acepta que correspondio6 a la especie [pomoea purga que
crece en las regiones cercanas a la poblacion de Xalapa, Veracruz. Una ilustracion del
Codice de la Cruz-Badiano (1552) representa una enredadera prescrita por los curanderos
aztecas como purificador del cuerpo por sus propiedades purgantes y su descripcion
terapéutica es similar a la proporcionada por Herndndez para el “cacamétic tlanoquiloni” lo
que sugiere su identificacion como la raiz de jalapa (Emmart, 1940; Miranda y Valdés,
1964).

El manuscrito De la Cruz-Badiano de 1552 también conocido como “El libro de las
hierbas medicinales indias™ (Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis), es el registro mas
antiguo sobre practicas médicas de Mesoamérica que se conoce y representa un tratado de
los remedios herbolarios aztecas, en el que se estima la descripcion de 500 plantas
medicinales mexicanas junto con sus propiedades terapéuticas respectivas, entre las que
estan incluidas las de 7 especies de convolvulaceas, ampliamente recomendadas en este
tratado por sus propiedades catarticas, antipiréticas y antiepilépticas, para el tratamiento de

los trastornos renales y cardiacos asi como también para curar ciertos padecimientos tales
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como la meningitis, la hidrocefalia, las infecciones gastrointestinales y parasitarias (Pereda-

Miranda y Bah, 2003).
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Figura 31. Ilustracion del manuscrito badiano (1552) para la raiz de jalapa (Ipomoea
purga), el principal remedio purgante de la medicina pehispanica (Libellus de
Medicinalibus Indorum Herbis, 1552).

En el pasado, se distinguieron debido a su potencia y su localidad de origen
numerosas especies de jalapa, pero sélo una de ellas, la “raiz de michoacan”, represent6 el
sucedaneo americano mas importante de la escamonea (Convolvulus scammonia) cuyo uso

tradicional se encuentra documentado desde la época romana (ca 512 D. C.) en el

manuscrito griego de Dioscorides (Pereda-Miranda y Bah, 2003).
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Por esta razon, el ruibarbo de Indias, cuyos efectos purgantes son mas moderados
que los de la escamonea, fue facilmente incorporado y aceptado en la materia medica
europea del siglo XVI como una panacea (Monardes, 1990). Esta raiz se ha identificado
como Ipomoea jalapa, aunque su distribucion no corresponda a la costa del Golfo. Las
otras especies, aunque también usadas con frecuencia como sustitutos de la original, han
sido llamadas “falsas jalapas” (De Jaregni, 1871; Velasco, 1887).

A continuacion se mencionan las mas usadas en la actualidad: jalapa de Tampico o
jalapa hembra (Ipomoea simulans), jalapa macho, jalapa de Orizaba o escamonea mexicana
(Ipomoea tyrianrhina, sinobnimo de Convolvulus orizabensis y de Ipomoea orizabensis)
(Martinez 1978) y la raiz de tumbavaqueros (Ipomoea stans) (Pereda-Miranda, 2006). La
especie purgante Ipomoea stans, conocida con el nombre popular de “tumbavaqueros” y
oriunda de las regiones de la meseta central, es muy utilizada también para el tratamiento
de las inflamaciones renales, los colicos biliares y los ataques epilépticos (Noriega, 1902;
Herrera, 1921) aunque actualmente se prescribe en la medicina herbolaria para el
tratamiento de padecimientos relacionados con el estrés y la ansiedad (Linares y Bye,
1999).

A principios del siglo XX, el complejo medicinal de las “jalapas” incluia a las
especies conocidas como “jalapa hembra” I. purga, “jalapa macho”, |. orizabensis y “jalapa
de tampico” (l. simulans) junto con otras especies. La droga cruda consistia en un
preparado compuesto de la mezcla de las raices de estas plantas, que era rico en
glicorresinas (10 — 18%) y provocaba un aumento en los movimientos peristalticos del
intestino delgado. Los remedios caseros se preparaban en forma de decoccion de los

tubérculos o raices (~ 2 cm) para un litro de agua.
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Actualmente, se preparan productos farmacéuticos con estas plantas medicinales en
forma de extractos alcoholicos, polvos compuestos de raices o simplemente las resinas
puras en combinaciéon con otros ingredientes para modificar o mejorar su efecto
terapéutico, mismos que pueden adquirirse en tiendas comerciales de productos naturistas
en México y Estados Unidos, aunque la demanda de productos herbolarios hechos a base de
estos remedios purgantes ha disminuido, debido al surgimiento de nuevos productos
laxantes derivados del Plantago ssp. y de las hojas de cassia (Senna ssp.), asi como por la
introduccion en el mercado de “jalapas” cultivadas en Brasil (Operculina tuberosa)

presentes en productos herbolarios manufacturados en Italia y Alemania.

2.5 Informacién general de tres miembros del complejo medicinal de
las “jalapas mexicanas”

El presente trabajo se enfoca directamente a la descripcion de la composicion
quimica de las resinas glicosidicas de tres remedios herbolarios del complejo de la jalapas
mexicanas ampliamente utilizados en la medicina tradicional para el tratamiento de
diversos padecimientos, estos son las especies Ipomoea orizabensis, Ipomoea stans e
Ipomoea batatas y en los siguientes apartados se da una breve descripcion de sus
caracteristicas morfoldgicas mas importantes, su héabitat, modo de vida y algunas de sus

mas destacadas propiedades medicinales.
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2.5.1 Laespecie Ipomoea orizabensis

Se conoce como manto de la virgen, quiebra plato, escamonea de México, purga
macho y jalapa fusiforme (Martinez, 1979). Se encuentra distribuida en los estados de
Chiapas, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
San Luis Potosi, Sinaloa, Tamaulipas, Tlaxcala y Veracruz.

Ipomoea orizabensis es una planta perenne, extendida sobre ¢l suelo, o trepadora de
varios metros de altura. Posee hojas alternas, acorazonadas o bien ovadas, casi circulares o
raramente de 3 l6bulos de 4 a 13 cm de largo, con el apice puntiagudo y la base
profundamente cordada, con 6 6 7 pares de venas muy evidentes, pelos rigidos erectos de
color blanco-amarillento y los peciolos tan largos como la lamina de la hoja.

En las axilas de las hojas se ubican las flores solitarias o a veces en grupos,
sostenidos por péndulos de 10 a 30 cm. de largo y cubiertos de pelos rigidos y erectos, cada
flor sobre pedicelos de hasta 5 cm de largo, con el mismo tipo de pelos. El caliz es de cinco
sépalos, los exteriores con pelos rigidos y los interiores sin pelos y con el margen
membranoso, seco y algo translucido; la corola de color rosado-purpura, en forma de
embudo con el tubo blanco y posee 5 estambres insertos en su parte inferior ademas de
filamentos con pelillos en la base. El estilo es mas largo que los estambres y terminado en 2
estigmas globosos.

El fruto es seco y consiste en una capsula globosa de hasta 7 mm de diametro, que
se abre a través de 4 valvas para liberar sus 4 semillas, éstas con dos caras planas y una

convexa, de color café¢ oscuro y cubiertas con abundantes pelillos.
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La raiz es un tallo subterraneo (rizoma) muy engrosado de hasta 10 cm. de didmetro y
se usa en la medicina tradicional mexicana como un purgante violento (induce diarrea acuosa
fuerte) y su uso es de cuidado por lo que no debe de usarse sin el consejo de un médico
tradicional o aldpata competente. Por su fuerte actividad laxante puede eliminar parasitos

intestinales.

Figura 32. Ipomoea orizabensis como planta trepadora.
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El nombre de escamonea en México se debe a que contiene escamonina o jalapina,
igual que la planta mediterranea de uso tradicional en la medicina europea, Convolvulus
scammonia (apartado 2.4), que también se utiliza como purgante. Por la variabilidad en el
contenido de substancias efectivas, generalmente se utiliza la resina extraida de la raiz en la

fitoterapia occidental y se exporta para productos farmacéuticos.

Figura 33. Raiz de escamonea (Ipomoea orizabensis).

2.5.2 Laespecie Ipomoea stans

Se conoce principalmente como tumbavaqueros, tripa de buey 6 tab-kanil (Linares
etal., 1999) y en idioma indigena como “cacamotic” nombre con el que se describen varias
del género Ipomoea. Se encuentra distribuida en los estados de Chiapas, Coahuila, Distrito
Federal, Durango, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos,
Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala y Veracruz (Villasefior

y Espinosa, 1998).
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Ipomoea stans es una planta herbicea perenne, erguida, con frecuencia muy
ramificada y robusta (Rzedowski y Rzedowski, 2001). Sus hojas son alternas, oblongas a
lanceoladas, de hasta 6 cm. de largo, con el dpice obtuso a truncado, con dientes irregulares
en el margen y la base muy variable, con 4 o 6 pares de venas muy evidentes, con pelos
rigidos y erectos de color blanco sobre las venas en la cara inferior, los peciolos muy
pequetios, de 5 mm de largo y poseen pelos blancos.

En las axilas de las hojas se ubican las flores solitarias o en pares sostenidos por
pedunculos de 4 a 10 cm de largo con el mismo tipo de pelos; las bracteas son delgadas y

tienen consistencia del papel.

Figura 34. Ipomoea stans en los terrenos de cultivo de la comunidad de Tepeaculco, estado
de Hidalgo.
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El caliz es de cinco sépalos, los exteriores presentan pelos rigidos y erectos, los
inferiores ligeramente mas largos, sin pelos y con el margen membranoso, seco y algo
translicido, corola de color purpura, en forma de embudo con el tubo blanco, con pelillos
en la parte superior, y cinco estambres insertos en la parte inferior de la corola, con las

anteras flechadas. El estilo mas largo que los estambres y terminado en dos estigmas

globosos.

Figura 35. Flores de la tumbavaqueros (Ipomoea stans).

El fruto es seco con una cépsula ovoide de hasta 16 mm. de didmetro, oculta por los
sépalos, se abre a través de cuatro valvas para librar sus 4 semillas, éstas con dos caras

planas y una convexa, de color café oscuro y cubiertas con abundantes pelillos.
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La raiz es un tallo subterrdneo (rizoma) muy desarrollado, de hasta 60 cm de largo y
2 cm de ancho. Normalmente la planta crece en vegetacién primaria o en terrenos de
cultivo en el Valle de México hasta altitudes 2600 m sobre el nivel del mar.

El cocimiento del rizoma se usa contra enfermedades renales y biliares (Rzedowski
y Rzedowski, 2001), también se utiliza contra el mal de San Vito y para el tratamiento de
los ataques epilépticos, ademas de tener propiedades purgantes. Su empleo es peligroso en
grandes dosis (Linares et al.,1999). Su uso mas generalizado es para aliviar los nervios,
junto de la flor de azahar, flor de manira, salvia de bolita, palo de Brasil y tila (Linares, et

al., 1999).

Figura 36. Raiz de la tumbavaqueros (Ipomoea stans).
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2.5.3 Laespecie Ipomoea batatas

Se conoce bajo los nombres de camote en espafiol, camotl en nahuatl, iz en maya, y
manta en totonaca. Se encuentra distribuida principalmente en los estados de Campeche,
Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Estado de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Veracruz y Yucatan.

Es una enredadera de tallo algo suculento, algunas veces delgado y herbaceo, glabro
o pubescente, con hojas cordadas a ovadas enteras, dentadas o profundamente lobadas, de 5
a 10 cm de largo, glabras o raramente pubescentes. Posee una cima de pocas flores con
sépalos oblongos, los extremos acuminados y cuspidados de 10 a 15 mm de largo,

pubescentes o ciliados.

Figura 37. Enredadera de camote (Ipomoea batatas) sobre vegetacion silvestre en la
comunidad de Emiliano Zapata en el estado de Michoacan.
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Esta planta trepa sobre vegetacion natural y secundaria, frecuentemente en orillas de
caminos de la region de la cuenca del rio Balsas (también como arvense), es una planta
perenne que florece en el mes de Octubre.

La corola posee limbo color lavanda a purpura-lavanda y garganta mdas oscura,
blancura en algunas variedades de 4 a 7 cm de largo y el fruto es ovoide, glabro, con

semillas grandes glabras (Woodson et al., 1975).

Figura 38. Flores de Ipomoea batatas.
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La forma domesticada es una planta comestible importante en los trdpicos, también
se cultiva como cobertura y ornamental. Existen tres variedades domésticas que son
consumidas como alimento, los camotes blancos, camotes amarillos y camotes rojos, estos
dos ultimos son una buena fuente de carotenos (pro-vitamina A).

Mientras que los tubérculos del camote se consumen como alimento, la decoccion
de las partes aéreas de esta planta, lo mismo que las de otras especies del género Ipomoea,
han sido empleadas para el tratamiento de diversos padecimientos, tales como tumores de
garganta y ulceras bucales, fiebre, flatulencias, disenteria e infecciones gastrointestinales y

parasitarias.



I1l.  JUSTIFICACION

Las resinas glicosidicas biosintetizadas por los miembros vegetales de la familia
Convolvulaceae, uno de sus principales marcadores quimiotaxondémicos, constituyen un
conjunto de metabolitos secundarios de posible interes para el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos por sus propiedades citotoxica (Cao et al., 2005), antimicrobiana (Pereda-
Miranda et al., 2006a) y purgante (Pereda-Miranda y Bah, 2003).

Por lo tanto, las especies mexicanas del género Ipomoea orizabensis, I[pomoea stans e
Ipomoea batatas designadas colectivamente junto con otras especies purgantes del genero
Ipomoea como “jalapas”, fueron seleccionadas para dar continuidad a la investigacion
quimica de este género vegetal y ampliar el conocimiento sobre la diversidad estructural de
las resinas glicosidicas de las convolvulaceas (Pereda-Miranda y Bah, 2003; Pereda-
Miranda, 1995). Asimismo, las metodologias analiticas e instrumentales empleadas para el
analisis de la composicion quimica de estos metabolitos secundarios constituirdn una
herramienta analitica que podra aplicarse para el control de calidad de los preparados
herbolarios que se comercializan con estas drogas crudas en expendios de productos

naturistas y mercados de plantas medicinales.
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IV. OBJETIVOS

A partir del conocimiento de la composicion quimica de las glicorresinas de
Ipomoea orizabensis (Noda et al., 1987; Hernandez-Carlos, et al., 1999), el objetivo
general del presente proyecto es el establecimiento de las principales diferencias existentes
en la composicion quimica de las resinas glicosidicas de tres miembros del conjunto de las
Jalapas mexicanas, las especies Ipomoea orizabensis, Ipomoea stans, e Ipomoea batatas.

Asimismo, el hallazgo de las diferencias quimicas entre los constituyentes de
naturaleza oligosacarida, permitira la identificacion inequivoca de cada una de estas drogas
crudas, asi como el desarrollo de metodologias analiticas (CLAE), de posible aplicacién en
el control de calidad de estas materias primas vegetales, las cuales son incluidas en una
gran variedad de preparados herbolarios de uso medicinal.

El objetivo general del presente proyecto se llevard a cabo con el cumplimiento de los

siguientes objetivos particulares:

4.1 Caracterizacion estructural del nucleo oligosacarido principal de
las resinas glicosidicas de la especie Ipomoea stans.

e Realizar la extraccion de las resinas glicosidicas del material vegetal de Ipomoea
stans.

e Llevar a cabo el fraccionamiento del extracto resinoso obtenido via cromatografia
en columna abierta.

e Realizar reacciones degradativas para determinar la composicion quimica del crudo

resinoso.
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4.2

OBJETIVOS

Llevar a cabo la purificacion del acido glicosidico constitutivo del material resinoso
aislado, utilizando métodos cromatogréaficos de alta resolucion (CLAE).
Caracterizar la estructura del nucleo oligosacarido de las resinas glicosidicas de

Ipomoea stans mediante analisis espectroscdpico.

Purificacion 'y caracterizacion estructural de glicolipidos
individuales del crudo resinoso de Ipomoea batatas

Realizar la extraccion de las resinas glicosidicas solubles en hexano (la jalapina) a
partir del material vegetal.

Llevar a cabo el fraccionamiento de la jalapina via cromatografia en columna
abierta.

Establecer las condiciones instrumentales a nivel analitico y preparativo en la
cromatografia liquida de alta presion para aislar los constituyentes mayoritarios
presentes en dos de las fracciones hexanicas.

Establecer la estructura molecular de los constituyentes aislados mediante técnicas

espectroscopicas (RMN) y espectrométricas (FAB y ES — EM).



V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Procedimientos generales
5.1.1 Métodos cromatograficos

Los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) se efectuaron de la manera
convencional, empleando placas de aluminio, recubiertas con gel de silice (silica gel Fsa,
Merck) y diferentes sistemas de elucion. Se utilizo la mezcla de H,SO,4-sulfato cérico como
agente cromégeno mediante calentamiento sobre una parrilla a 80 'C. Para las separaciones
cromatograficas en columna abierta se emple6 gel de silice 60 Merck (0.063-200 um) como
fase estacionaria. La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAP) se realiz6 en un
cromatdgrafo marca Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford,
MA, USA) equipado con un sistema de entrega de disolventes 600E, un refractdmetro 410
y una computadora Optiplex GX 280. El control del equipo, asi como la adquisicion y el
procesamiento de la informacion se realizaron utilizando el programa Empower 2002

software (Waters).

5.1.2 Determinacién de las constantes fisicas

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) *H y *3C se obtuvieron en un
aparato Varian XL-500 y en una unidad Brucker DMX-500, los cuales operaron a una
frecuencia de 500 MHz para el registro de los espectros de RMN-H y a 125 MHz para los
de **C. El registro de los espectros de masas se realizé utilizando la técnica de ionizacién
de bombardeo de atomos acelerados (FAB), empleando un espectrometro de masas modelo

JEOL SX -102 A.
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En algunos casos, cuando se traté de muestras con un peso molecular superior a los
2000 daltons, se utilizd la técnica de ionizacion electro spray (ESI), empleando un
espectrometro de masas de transformada de Fourier modelo Bruker-Daltonics APEX-II.

Las rotaciones oOpticas se determinaron en un polarimetro Perkin Elmer 241
utilizando metanol como disolvente. Los puntos de fusion no estan corregidos y fueron

determinados en un aparato Fisher-Johns.

5.2 Material vegetal de Ipomoea stans
Para la obtencidn de las resinas glicosidicas de la “tumbavaqueros” se emplearon las
raices de Ipomoea stans que se recolectaron en el municipio de Tepeaculco, Estado de

Hidalgo en el afio 2003.

5.2.1 Preparacion del extracto del material vegetal de Ipomoea stans

El material vegetal seco y pulverizado (3.5 kg) fue sometido a una maceracion
exhaustiva preliminar con hexano para obtener los constituyentes de baja polaridad. Se
prepararon subsecuentemente los extractos cloroformico y metanolico. Al téermino de cada
una de las extracciones, se filtr6 y concentro a sequedad a presion reducida. De esta
manera, se obtuvo el extracto hexanico con un peso de 15.6 g, el extracto cloroférmico con

un peso de 27.3 g y el extracto metandlico de un peso de 114.7g.
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5.2.2 Fraccionamiento primario del extracto cloroférmico

El fraccionamiento de los 27.3 g del extracto cloroférmico se llevo a cabo mediante
cromatografia en columna abierta, la cual se empacd con 650 g de gel silice. En primer
lugar, se inicio la elucidon con un sistema constituido por hexano y CHCI; en la misma
proporcidn obteniéndose 14 fracciones de 100 mL cada una. Posteriormente, se incremento
gradualmente la polaridad con mezclas constituidas por hexano-CHCI; y CHCI3-MeOH.

Se colectaron 126 fracciones de 100 ml cada una. Cada fraccion se analiz6 mediante
cromatografia en capa fina y se reunieron todas aquellas que resultaron similares. De esta
forma se generaron nueve fracciones numeradas como fraccion IC a fraccion 1XC, de las
cuales, sélo VIIC y VIIIC contienen las mezclas de glicolipidos. En el cuadro 2 se resume
el fraccionamiento realizado mediante cromatografia en columna abierta del extracto

cloroférmico.

Cuadro 2. Resumen del fraccionamiento preliminar mediante cromatografia en columna
abierta del extracto cloroformico.

Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones reunidas Clave Peso(g)
hexano-CHCl, 11 1-13 31-38 IC 0.140
hexano-CHCl, 25:75 14-23 39-48 1C 0.140
CHCl, 100% 24-38 49-52 I"nc 1.350
CHCIl;-MeOH 9:1 39-90 53-57 IvVC 6.65
MeOH 100% 105-126 58-63 VC 0.610
64-73 VIC 0.260
74-80 VIIC 0.210
81-90 VIIIC
105-114 VIIIC 0.610
115-126 IXC 1.6

Las fracciones VIIC y VIIIC contienen la mezcla de glicolipidos.
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5.2.3 Fraccionamiento del extracto metanolico

El fraccionamiento de los 114.8 g del extracto metandlico se llevé a cabo mediante
cromatografia en columna abierta, la cual se empacd con 450 g de gel de silice. Se inici6 la
elucion con CHCI3 al 100% obteniéndose veinte fracciones de 100 mL cada una. Siguiendo
la misma tendencia del fraccionamiento del extracto cloroférmico, se aumento la polaridad
con sistemas de elucién constituidos por CHCI3-MeOH. Se colectaron 105 fracciones de
100 mL cada una. Cada fraccion se analizO mediante cromatografia en capa fina y se
reunieron todas aquellas que resultaron similares.

De esta forma se generaron doce fracciones (IM — XI11M) y solo las fracciones VIM
y VIIM contienen las mezclas de glicolipidos. EI resumen del fraccionamiento mediante
cromatografia en columna abierta del extracto metanolico aparece en el cuadro 3.

Cuadro 3. Resumen del fraccionamiento preliminar mediante cromatografia en columna
abierta del extracto metanolico.

Eluyente Proporcién  Fracciones Fracciones reunidas  Clave Peso(g)
CHClI, 100% 1-20 1-25 IM 0.360
CHCI3-MeOH 95:5 21-25 26-37 1Y 0.630
CHCI5;-MeOH 9:1 26-60 38-39 M 2.90
CHCI;-MeOH 11 61-80 40 IVM 0.320
MeOH 100% 81-105 41-47 VM 0.520
48-60 VIM 1.03
61-68 VIIM 0.060
69-71 VIIM 5.49
72-80 IXM 41.23
81-90 XM 33.77
91-100 XIM 9.42
101-105 XI1IM 3.24

Las fracciones VIM y VIIM contienen la mezcla de glicolipidos.
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5.2.4 Aislamiento de la fraccion resinosa N6M7C

El analisis en cromatografia en capa fina permiti6 observar una similitud
significativa entre las fracciones primarias VIIC (210 mg) y VIM (1.03 g), que
aparentemente contenian la misma mezcla de glicolipidos y otros constituyentes. Por
consiguiente, se procedid a reunirlas para obtener una nueva fraccion que se designo con la
clave 6M7C, la que fue sometida a un fraccionamiento ulterior por cromatografia en
columna abierta empleando 30 g de gel de silice como adsorbente con el fin de liberar el

crudo de glicolipidos del resto de los constituyentes presentes en la mezcla (figura 39).

y & 0
a1 1 F
— — 9 AL
s
MoOH CHCL, Hex “::'g"tz 44 45 48 50 52 54 56 58 60 Viki 292 200 286 238 300 SM:302. 304 e 360
Extractos de raiz Obtencion de la Fraccionamiento secundario de 6M7C
fraccion resinosa 6M7C para la obtencién de la fraccion resinosa

N6M7C (derecha) y un compuesto
desconocido (izquierda)

Figura 39. Cromatogramas en capa fina para el monitoreo del aislamiento del crudo
resinoso de Ipomoea stans mediante cromatografia en columna (CH3;CI-MeOH 75:25).
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Se inicid la elucién con CHCI3 al 100% obteniéndose diez fracciones de 5 mL cada
una. Posteriormente, se incrementé gradualmente la polaridad con sistemas de elucién
constituidos por CHCl3-Me,CO, CHCI3-Me,CO-MeOH y CHCI3-MeOH.

Se colectaron 410 eluatos de 5 mL cada uno y por criterio cromatografico se detect6
la presencia de glicorresinas desde la fraccion 344 hasta la fraccion 390 (el proceso de
fraccionamiento se resume en el cuadro 4) cuya reunién resultdé en una nueva fraccion que
se design6 como N6M7C. Al final del proceso se obtuvieron 417 mg de N6M7C (crudo

total de glicolipidos).

Cuadro 4. Resumen del fraccionamiento mediante cromatografia en columna abierta de la
fraccion 6M7C.

Eluyente Porporcion  Fracciones Fracciones reunidas Claves
CHCl; 100% 1-10 1-27 A6BM7C
CHCI;-Me,CO 95:5 11-70 28-31 B6M7C
CHCI;-Me,CO 9:1 71-100 32-70 C6M7C
CHCI;-Me,CO 85:15 101-130 71-100 D6M7C
CHCI;-Me,CO-MeOH 80:20:1 131-150 101-110 E6M7C
CHClI3-Me,CO-MeOH 80:20:2 151-170 111-130 F6M7C
CHClI3-Me,CO-MeOH 80:20:3 171-210 131-150 G6M7C
CHCI;-MeOH 98:2 211-230 151-170 H6M7C
CHCI;-MeOH 96:4 231-330 171-210 1I6M7C
CHCI;-MeOH 9:1 331-370 211-230 J6M7C
CHCI;-MeOH 7:3 371-390 231-250 K6M7C
MeOH 100% 391-410 251-310 L6M7C

311-342 M6M7C

343-390 N6M7C

391-410 Oo6M7C

La fraccion N6M7C (417 mg) contiene el grupo de resinas glicosidicas.
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5.2.5 Hidrdlisis alcalina del crudo resinoso de Ipomoea stans

La fraccion resinosa N6M7C (417 mg) purificada se sometié a una hidrdlisis
alcalina. A 200 mg de la muestra problema se adicionaron 10 mL de KOH al 5 %, la
mezcla de reaccion se mantuvo a reflujo (95 °C) con agitacion durante dos horas. Al
término de este tiempo, se ajusto el pH a 4 con HCL 4N vy, posteriormente, se extrajo con
Et,O (3%x10 mL).

La fase acuosa se extrajo de nuevo con n-butanol (3x10 mL) y se concentro a
presion reducida. Posteriormente el producto saponificado de la fraccion N6M7C fue

analizado mediante CLAE.

5.2.6 Andlisis del contenido oligosacarido en las resinas glicosidicas de la
“tumbavaqueros”. Registro de perfiles cromatograficos y espectroscopicos

Con el proposito de identificar la estructura principal del nucleo oligosoacarido de
las resinas glicosidicas de Ipomoea stans, se efectud un proceso de purificacion del acido
glicosidico mayoritario resultante del producto de saponificacion de la fraccion N6M7C
(apartado 5.2.3.). Este proceso dio inicio con el registro del perfil cromatografico en la
cromatografia de liquidos (CLAE) en nivel analitico y posteriormente se hizo un
escalamiento al nivel preparativo para lograr la purificacion del derivado de hidrolisis
alcalina. La estructura del &cido glicosidico puro fue identificada mediante la comparacion
de su perfil espectroscépico registrado en la RMN **C, con el generado por uno de los
derivados de hidrolisis alcalina de las resinas glicosidicas de Ipomoea operculata (Ono et

al., 1989).
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mL/min.

Figura 40. Analisis cromatografico para el aislamiento del producto de hidrolisis alcalina
de la fraccion resinosa N6M7C de Ipomoea stans.

5.2.7 Condiciones instrumentales para el analisis por CLAE de N6M7C

columna: Symetry C18, tamafio de particula 5 um; 4.6 mm de diametro interno

x 250 mm de longitud (Waters)

Fase movil: Acetonitrilo - H,0O (88:12)

Flujo: 0.7 mL/min

Detector: indice de refraccion (sensibilidad = 128 RIU)
VVolumen de inyeccion: 20 puL

Concentracion de la muestra de prueba: 15 mg/100uL
Tipo de elucion: Isocréatica

Objetivo: Analisis de las fraccién resinosa N6M7C
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5.2.8 Condiciones instrumentales en CLAE para la purificacion del producto de
hidrolisis de N6M7C

columna: Symetry NH,, tamafio de particula 5 um; 4.6 mm de diametro

interno x 250 mm de longitud (Waters)

Fase movil: Acetonitrilo — H,0 (7:3)

Flujo: 0.7 mL/min

Detector: indice de refraccion (sensibilidad = 128 RIU)
Volumen de inyeccion: 20 puL

Concentracion de la muestra de prueba: 15 mg/100uL
Tipo de elucion: Isocréatica

Objetivo: Analisis del artefacto de la hidrdlisis alcalina de la fraccion N6M7C
y aislamiento del acido glicosidico mayoritario de la tumbavaqueros
(Ipomoea stans).
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5.3 Material vegetal de Ipomoea batatas

Para la obtencion de las resinas glicosidicas se emplearon los tubérculos del camote
blanco (Ipomoea batatas) que se recolectaron en el municipio de Salvatierra, estado de

Guanajuato en 1999.

5.3.1 Preparacion del extracto del material vegetal de Ipomoea batatas

El material vegetal seco y pulverizado (2.6 Kg) fue sometido a una maceracion
exhaustiva con hexano. Al término de cada una de las extracciones, se filtrd y concentré a
sequedad a presion reducida. De esta manera se obtuvo el extracto hexanico con un peso de

13.1g.

5.3.2 Fraccionamiento primario del extracto hexanico

El fraccionamiento de los 13.1g del extracto hexanico se llevo a cabo mediante
cromatografia en columna abierta, la cual se empacé con 150 g de gel de silice. Se inicié la
elucién de la columna con hexano obteniéndose 9 eluatos de 150 mL. cada uno,
posteriormente, se incrementd gradualmente la polaridad con los sistemas constituidos por
hexano - CH,Cl,, CH,CI, - Me,CO, y CH,Cl, - Me,CO - MeOH.

Se colectaron 95 eluatos de 200 mL. cada uno (con excepcion de los 9 primeros),
cada uno de ellos se analizé mediante cromatografia en capa fina y se reunieron todos
aquellos que resultaron similares. De esta forma se generaron 10 fracciones diferentes,
conteniendo 5 de éstas, las mezclas de glicolipidos y que fueron designadas con las letras

del alfabeto griego a., B, v, 8 y € respectivamente (cuadro 5).
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Cuadro 5. Resumen del fraccionamiento preliminar mediante cromatografia en columna
abierta del extracto hexanico.

Eluato Solvente Proporcion Reunion Fraccion Peso (g)
1-3 hexano 100% 1-2 |
3-9 hexano 100% 3-9 |
10-14 hexano-CH,CI, 9:1
15-19 hexano-CH,CI, 73
20-34 hexano-CH,CI, 1:1
35-44 CH,Cl, 100% 10-44 ]|
45-49 CH,Cl,- Me,CO 9:1
50-54 CH,CI,- Me,CO 7:3 45-54 v
55-58 CH,CI, - Me,CO 7:3 55-58
59-64 CH,CI,- Me,CO 7:3 59-64 o 1.21
65-68 CH,ClI,- Me,CO - MeOH 70:30:5 65-68 off 1.18
69-74 CH,CI, - Me,CO - MeOH 70:30:5 69-74 B 1.46
75-81 CH,ClI,- Me,CO - MeOH 70:30:10 75-81 ¥ 112
82-84 CH,ClI,- Me,CO - MeOH 70:30:10 82-84 ) 0.180
85-87 CH,CI, - Me,CO - MeOH 70:30:20 85-87 Se 0.590
88-94 CH,ClI, - Me,CO - MeOH 70:30:20 88-94 € 1.18
95 CH,CI,- MeOH 1:1

5.3.3 Aislamiento y purificacion de glicolipidos de la fraccion primaria alfa de
Ipomoea batatas

Las pruebas preliminares para lograr la separacion de los glicolipidos individuales
se efectuaron en columnas analiticas de fase inversa (Cig) con sistemas de deteccion en el
UV (A = 254 nm) e indice de refraccion y flujos de elucion de 0.7 ml, empleando una fase
movil de CH3CN-MeOH (9:1). Por medio de CLAE en nivel preparativo aplicando las
técnicas de sobrecarga de columna y corte del ndcleo (Bidlingmeyer, 1992; Hostettman,
1986), se agotd la fraccion o primaria para reunir cantidades suficientes de las

subfracciones:
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A (tr = 8.1 min.), B (tr = 9 a 12.2 min.), C (tg = 12.2 2 14.8 min.), D (tg = 14.9
al6.8 min.), E (tg =16.8 a19.5 min.), F1 (tg = 19.5 min.), G (tg = 20.7 min.), H (tr = 21.7
min.), | (tg = 22.7 min.), J (tg = 23 a 28.6 min.), K (tg = 28.9 min.), L (tg = 31.0 min.), M
(tr =32.8 2 38.7 min.), N (tg = 39.0 min.), O (tr =40.4 2 46.9 min.), P (tc =47.3 min.)y Q

(tr = 50 a 55 min.).

Las subfracciones F1, G y H se reinyectaron en una columna Cyg preparativa con
un sistema de elucidn binario constituido por CH;CN-MeOH (9:1) y las subfracciones K y
L con otro sistema constituido por CH3CN-MeOH (7:3) empleando la misma columna. Se
aplico la técnica de reciclaje de muestra (Kubo y Nakatsu, 1990), utilizdndose de 10 a 20
ciclos para obtener la maxima separacion de los constituyentes de estas subfracciones. Se
obtuvieron 10.1 mg de la batatina | a partir de la subfraccion F, 8.4 mg del batatindsido |
a partir de la subfraccion G, 6.7 mg de la batatina Il a partir de la subfraccion H, 4.5 mg
de la batatina Il a partir de la subfraccion K y 12.1 mg de la batatina IV a partir de la
subfraccion L. Se realiz6 el analisis espectroscopico y espectrométrico de estos compuestos

y se determinaron sus constantes fisicas (punto de fusion y dispersion dptica rotatoria).

Batatina | (5): s6lido amorfo blanco; p.f. 117 — 120 'C; [a]p -38 (c. 1.0 MeOH); RMN *H
y °C (cuadros 8 y 9); ESI — MS (modo negativo) m/z: 2760.57 [M — H]’, 1379.79 [M/2 -
HI', 1249 [M/2 — H — CHeOT',1197 [M/2 — H — C1,H2,0]" , 1067 [1249 — C1,H»0[, 545,
417. HRESI — MS m/z 2760.5654 [M - H] ; calculado para CisqH231050 requiere

2760.5533.
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Batatinésido | (1): sélido amorfo blanco; p.f. 126 — 130 'C; [a]p -24 (c. 1.0 MeOH); RMN
'H y 3C (cuadros 6 y 7); FAB — MS (modo negativo) m/z: 1379 [M — H], 1249 [M - H —
CyHs0],1033 [M — H — CgH1904 — C12H2402] ,545, 417. HRESI — MS m/z 1381.7878 [M +

H]" ; calculado para C7,H117055 requiere 1381.7884.

Batatina 11 (6): sélido amorfo blanco; p.f. 124 — 130 'C; [a]p -33 (c. 0.1 MeOH); RMN *H
y *C (cuadros 8 y 9); ESI — MS (modo negativo) m/z: 2760.56 [M — H]', 1379.79 [M/2 —
HI', 1249 [M/2 = H = CoHgOJ',1197 [M/2 — H — C12H»O] , 1067 [1249 — C12HO[, 545,
417. HRESI - MS m/z 2760.5602 [M — H] ; calculado para Cis4H23:0s50 requiere

2760.5533.

Batatina I11 (7): s6lido amorfo blanco; p.f. 94 "C; [a]o -33 (c. 0.1 MeOH); RMN *Hy **C
(cuadros 10 y 11); ESI — MS (modo negativo) m/z: 2349.63 [M — HJ], 1173.78 [M - H —
Cs2Hg2019 — C10H180]7, 1019.63 [1174 — C10H150] , 991.63 [1174 — C12H2,0 — Cy1oH150],
527, 417. HRESI — MS m/z 2348.5378 [M — HJ] ; calculado para CizsH223039 requiere

2348.5467.

Batatina IV (8): s6lido amorfo blanco; p.f. 95 C; [a]p -33 (c. 0.1 MeOH); RMN 'H y *C
(cuadros 10 y 11); ESI — MS (modo negativo) m/z: 2349.63 [M — H], 1173.78 [M - H —
Cs2Hg2019 — C1oH180], 1019.63 [1174 — Cy19H150] , 991.63 [1174 — C12H22,0 — C1oH150],
527, 417. HRESI — MS m/z 2348.5427 [M — HJ] ; calculado para Ci2sH223039 requiere

2348.5467.
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5.3.4 Aislamiento y purificacion de glicolipidos de la fraccion primaria beta de
Ipomoea batatas

En modo semejante a la fraccion o se efecutaron pruebas preliminares para lograr la
separacion de principios oligosacaridos individuales en columnas analiticas de fase inversa
(C1s) con un sistema de deteccidn inicial en el UV (A = 240 nm) y flujo de elucion de 0.7
mL. El modo de deteccion se cambio al indice de refraccion cuando se encontrd un sistema
cromatografico adecuado que se constituyd de una columna Cig y una fase movil de
CH3CN-MeOH (9:1). Aplicando nuevamente las técnicas de sobrecarga de columna y corte
de nacleo (Bidlingmeyer, 1992; Hostettmann, 1986), se agotd la fraccion B para reunir
cantidades suficientes de las subfracciones:

A (tg = 6.1 min.), B (tc = 8.4 min.), C (tg = 9.6 min.), D (tr = 11.7min.), E (tr
=13.4 min.), F2 (tg = 15.5 min.), G (tr = 20.7 a 28.2 min.), H (tt = 29.7 min.), y I (tr =
31.6 min.).

Las subfracciones B, C, D y F2 se reinyectaron en una columna Cjg preparativa con
un sistema de elucién binario constituido por CH3;CN-MeOH (9:1) y se aplico la técnica de
reciclaje de muestra (Kubo y Nakatsu, 1990). Se obtuvieron 4.0 mg del batatinosido Il a
partir de la subfraccion B, 2.5 mg del batatinosido 111 de la subfraccion C, 13 mg de la
batatina V y 5.2 mg de la batatina VI, ambas de la subfraccion D y 10 mg de la
batatinosido 1V a partir de la subfraccion F2. Se realizo el analisis espectroscopico y
espectromeétrico de estos compuestos y se determinaron sus constantes fisicas (punto de

fusion y dispersion dptica rotatoria).
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Batatinésido 11 (2): sélido amorfo blanco; p.f. 107 — 110 'C; [a]o -89.2 (c. 1.3 MeOH);
RMN *H y **C (cuadros 6 y 7); FAB — MS (modo negativo) m/z: 991 [M — H], 837 [M —H
— CioH10], 691, 545, 417. HRFAB — MS m/z 991.5826 [M - H] ; calculado para

CsoHg7019 requiere 991.5842 .

Batatinésido 111 (3): sélido amorfo blanco; p.f. 88 — 90 'C; [a]p -23 (c. 1.0 MeOH); RMN
'H y C (cuadros 6 y 7); FAB — MS (modo negativo) m/z: 1019 [M — H], 837 [M = H -
C12H2,0] ,691, 545, 417. HRFAB — MS m/z 1019.6178 [M + HJ] ; calculado para

Cs2Hg1019 requiere 1019.6155.

Batatina V (9): sélido amorfo blanco; p.f. 115 — 120 'C; [a]p -19.1 (c. 1.1 MeOH); RMN
'H y 3C (cuadros 12, 13 y 14); FAB — MS (modo negativo) m/z: 1389 [M - H — CH, —
Ce9H109025]", 1355 [M — H — C73H126025 + H,0], 1235 [1389 — CyoH150], 1067 [M - H -
Ce9H109025 — C12H220 — C10H150]7, 1053 [1355 — H,0 — C1oH150 — CoHsO] ™, 907 [1053 —
CeH1004]", 837 [907 — C4HeO], 691, 545, 417. HRESI — MS m/z 2741.6053 [M - H] ;

calculado para Ci42H23605 requiere 2741.5924.

Batatina VI (10): sélido amorfo blanco; p.f. 108 — 112 C; [a]p -40.6 (c. 1.6 MeOH);
RMN 'H y °C (cuadros 12, 13 y 14); FAB — MS (modo negativo) m/z: 1403 [M — H —
CroH111025]", 1369 [M — H — Cr3H126025 + H,0]", 1249 [1403 — C1oH1g0], 1197 [M - H —
Cr3H126025 — C1oH180]", 1067 [1249 — C1oH,,0] , 1019 [1249 — CsHgO — CeH1004], 921
[1067 — CeH1004]", 837 [921 — CsHgOJ, 691, 545, 417. HRESI — MS m/z 2755.6190

[M —H] ; calculado para C143H233050 requiere 2755.6081.
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Batatinésido 1V (4): sélido amorfo blanco; p.f. 123 — 125 'C; [a]p -51.8 (c. 1.1 MeOH);
RMN *H y **C (cuadros 6 y 7); FAB — MS (modo negativo) m/z: 1249 [M — H]’, 1067 [M —
H — C12H20], 921 [1067 — CgH1004]", 545, 417. HRFAB — MS m/z 1249.7282 [M - HJ;

calculado para Cs3H110024 requiere 1249.7309.

5.4 Condiciones cromatograficas
5.4.1 Preparacién de la fase movil

Cada fase movil se liber6 de impurezas solidas a través de su paso por un filtro
Millipore conectado al vacio, empleando una membrana de polipropileno hidrofilico de
0.45 um. Posteriormente, la fase movil fue degasificada por desplazamiento del aire

mediante un sistema de helio a una velocidad de 10 mL/min durante 15 minutos.

5.4.2 Preparacion de las muestras

Todas las muestras de prueba se disolvieron en MeOH para su posterior inyeccion
en el equipo de cromatografia liquida de alta eficacia. En algunas ocasiones fue necesario
filtrar la muestra mediante un filtro propio para jeringa llamado Acrodisco GHP, provisto

de una membrana de polipropileno hidrofilico de 0.2 um (PALL Gelman Laboratory).
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5.4.3 Condiciones instrumentales: nivel analitico

Columna: Symetry Cig, tamafio de particula 5 um; 4.6 mm de diametro interno

x 250 mm de longitud (Waters)

Fase movil: Acetonitrilo-MeOH (9:1)

Flujo: 0.7 mL/min

Detector: Dual; UV (A = 254 nm) — Indice de refraccion (sensibilidad = 128
RIV)

Volumen de inyeccion: 20 puL

Concentracion de la muestra de prueba: 15 mg/100uL
Tipo de elucion: Isocréatica

Objetivo: Anélisis de las fracciones primarias a y

5.4.4 Condiciones instrumentales: nivel preparativo

Columna: SymetryPrep Cig, tamafio de particula 7 um, 19 mm de diametro

interno x 300 mm de longitud (Waters)

Fase movil: Acetonitrilo-MeOH (9:1) y Acetonitrilo-MeOH (7:3) para el reciclaje

de las subfracciones Ky L
Flujo: 9 mL/min

7 mL/min para el reciclaje de las subfracciones By C
Detector: indice de refraccion (sensibilidad 128 RIU)

Detector UV (A = 254 nm)
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Volumen de inyeccion: 500 pl
Sensibilidad: 256 RIU
Concentracion de la muestra de prueba: 60 mg/mL

Tipo de elucion: Isocréatica

Objetivos: Fraccionamiento secundario de las fracciones a. y 8
Detector UV; reciclaje de las subfracciones F1, Gy H

indice de refraccion; reciclaje de las subfracciones K, L, B, C,
Dy F2.



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Identificacion quimica de las resinas glicosidicas de tres miembros
purgantes del género Ipomoea (Convolvulaceae)

Las resinas glicosidicas constituyen un conjunto de moléculas dificiles de aislar
debido a que poseen caracteristicas quimicas diversas que complican su purificacion, tales
como isomeria estructural, ésteres diferentes que varian por la longitud de sus cadenas
hidrocarbonadas (y que establecen enlaces en diferentes sitios con los grupos hidroxilo de
las unidades sacéridas de la molécula), y diferencias en la secuencia de glicosilacion y
composicion de sus cadenas oligosacaridas. Ademas los altos pesos moleculares y las
propiedades amfipaticas de estas moléculas también dificultan el aislamiento de
compuestos puros mediante CLAE, necesarios como estandares cromatograficos para
verificar la calidad de los productos comerciales (Pereda-Miranda et al., 2006).

Una caracteristica comun de las resinas glicosidicas solubles en CHCl; (fraccion de
la “jalapina”) y en MeOH (fraccién de la “convolvulina”), es la liberacion de un acido
glicosidico mayoritario comtn, como un producto de su degradacion hidrolitica.

La estructura quimica del producto de hidrdlisis (4cido glicosidico) fue lo
suficientemente diferente para lograr la identificacion contundente por métodos
cromatograficos y espectroscopicos de las mezclas resinosas de la “escamonea mexicana”
(Ipomoea orizabensis) y la “tumbavaqueros” (Ipomoea stans).

Por consiguiente, se compararon los perfiles cromatograficos generados en CLAE
por los productos saponificados de las especies autentificadas Ipomoea orizabensis e
Ipomoea stans (Pereda-Miranda et al., 2006) (fraccion resinosa N6M7C, ver apartados

5.2.4y 5.2.5), con los perfiles generados del saponificado obtenido de la prepararacion de

-77-
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los extractos metandlico y cloroférmico de muestras de origen comercial adquiridas con el
nombre de “tumbavaqueros” en el establecimiento, Las Plantas Medicinales de América

S.A. de C.V., en la Ciudad de México (figura 41).
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Figura 41. Perfiles cromatograficos de los acidos glicosidicos obtenidos por saponificacion
de los extractos resinosos aislados de muestras auténticas de Ipomoea orizabensis (2) y de
Ipomoea stans (1) y de muestras comercialmente adquiridas bajo el nombre de
“tumbavaqueros” (3 y 4). Condiciones: columna con soporte de aminopropilsilano (3.9 x
300 mm, 10 um; Waters), fase movil: CH3CN-H,O (3 : 2), flujo: 0.5 mL/min, inyeccion de
la muestra: 10 pL (concentracion: 10 mg/mL); detector: IR.
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Con los cromatogramas 3 y 4 de la figura 41, pudo demostrarse que los remedios
herbolarios adquiridos comercialmente como “tumbavaqueros” estdn constituidos por una
mezcla de dos &cidos glicosidicos, mientras que los residuos saponificados de las muestras
autentificadas (cromatogramas 1 y 2) estan constituidos por un 4cido glicosidico principal.

De este modo, la cromatografia de liquidos de alta eficiencia, permitio alcanzar una
diferenciacion contundente de los remedios herbolarios comerciales con respecto a las
muestras autentificadas como resultado de los diferentes tiempos de retencion de los
nucleos glicolipidicos mayoritarios presentes en cada una de las muestras analizadas.

Asi, los residuos secos obtenidos de la fase acuosa de hidrélisis y purificados
mediante CLAE se analizaron directamente por RMN'C con la finalidad de obtener datos
espectroscopicos que permitieron generar patrones de reconocimiento para cada remedio
herbolario analizado. De este modo, los perfiles cromatograficos de los productos puros de
hidrolisis de las muestras autentificadas permitieron establecer (figura 41), que la mezcla
de acidos glicosidicos de los remedios herbolarios comerciales estuvieron constituidos por
dos nucleos oligosacaridos diferentes.

La figura 42 ilustra las sefiales de la RMN °C localizadas entre 95 y 110 ppm, que
corresponden a los 4tomos de carbono anoméricos de las unidades de azicar y que
permitieron estimar inmediatamente el nimero de residuos monosacaridos que componen
cada 4cido glicosidico mayoritario, lo cual constituyd una herramienta espectroscopica
diagnodstica para establecer una diferencia quimica contundente que permitidé la
identificacion inequivoca de estas especies debido a que cada una de estas plantas

biosintetiza un acido glicosidico especifico mayoritario.
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Figura 42. Perfiles espectroscopicos en la RMN *C generados por los acidos glicosidicos
de Ipomoea orizabensis (Acido escamoénico A) ¢ Ipomea stans (Acido operculinico B).

La gran similitud existente entre los desplazamientos quimicos de las sefales
espectroscopicas generadas en la RMN °C por el acido glicosidico mayoritario liberado de
los remedios herbolarios adquiridos comercialmente con el nombre de “tumbavaqueros”, y
las constantes de las resinas glicosidicas reportadas en la literatura de la especie purgante

Ipomoea orizabensis (Ono et al., 1987; Hernandez-Carlos y Pereda-Miranda, 1999) junto
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con las de las resinas de Ipomoea stans (Enriquez, et al., 1992), indica que el acido
glicosidico mayoritario de estos productos naturistas es el tetrasacarido del &cido
jalapindlico conocido como acido escamonico A, constituido por B-D-glucosa, a-L-
ramnosa y 6-desoxi-B-D-glucosa (Véase apartado 2.3, figura 6).

Del mismo modo, los datos espectroscopicos en la RMN "*C del 4cido glicosidico
generado por la hidrélisis del crudo resinoso de la auténtica “tumbavaqueros” (Ipomoea
stans) lo identifican como un pentasacéarido del acido jalapinolico, constituido por B-D-
glucosa y a-L-ramnosa, conocido como &cido operculinico B aislado de las especies
Ipomoea operculata y Merremia mammosa (Véase apartado 2.3, figura 4).

Asi, la cromatografia liquida de alta eficacia hizo posible lograr una diferenciacion
para cada acido glicosidico con los siguientes tiempos de retencion (tr): 5.6 minutos para el
acido glicosidico mayoritario de la especie Ipomoea orizabensis, el acido escamonico A y
11.8 minutos para el acido operculinico B de la especie Ipomoea operculata.

En consecuencia, los perfiles cromatograficos de la cromatografia de liquidos de
alta eficiencia fueron las evidencias analiticas que demostraron claramente que la muestra
adquirida en el establecimiento Las Plantas Medicinales de América S.A. de C.V. con el
nombre de “tumbavaqueros” se encontraba adulterada en gran medida con la raiz de la
“escamonea mexicana” (Ipomoea orizabensis), cuya propiedad purgante es empleada para
eliminar parasitos intestinales, mientras que la “tumbavaqueros” (Ipomoea stans) se
prescribe en medicina herbolaria para aliviar trastornos del sistema nervioso (apartado 2.5).

Como se describira en apartados posteriores, el analisis de la composicion quimica
de las resinas glicosidicas de la planta purgante Ipomoea batatas, se logr6 a partir de la

elucidacion estructural de diez compuestos oligosacéaridos inalterados quimicamente
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(compuestos 1 — 10) y aislados de las mezclas resinosas solubles en hexano obtenidas de

los tubérculos de la planta.

6.2 Aislamiento y purificacion de los glicolipidos 1 — 10 a partir de las
fracciones hexdanicas alfa (a) y beta (B) de Ipomoea batatas

6.2.1 Extracciony fraccionamiento

El procedimiento de extraccion realizado al material vegetal (tubérculos) de
Ipomoea batatas permitio obtener 13.5 g de extracto hexanico. El extracto hexanico se
fracciond de manera preliminar mediante cromatografia en columna abierta sobre gel de
silice iniciando el sistema de eluciéon con hexano-CH,Cl,, CH,Cl,-Me,CO y CH,Cl,-
Me,CO-MeOH lo que permiti6 la obtencion de cinco fracciones resinosas que fueron
designadas con las letras del alfabeto griego alfa (a), beta (B), gamma (y), delta (3) y
epsilon (g) respectivamente (Véase apartado 5.3.2). En la figura 43 se ilustra el

cromatograma generado mediante CCF de las fracciones primarias.
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Figura 43. Cromatograma en capa fina de las fracciones resinosas alfa (a) a epsilon (g) del
extracto hexanico (sistema de elucion CHCI;-MeOH, 86:14).

Las fraccion alfa se sometid a una purificacion inicial para la eliminacion de
pigmentos mediante cromatografia en columna abierta usando un soporte de fase normal,
obteniéndose 985 mg de fraccidon resinosa parcialmente despigmentada, mientras que la
fraccion beta se sometid a un tratamiento de decoloracién con carbon activado para la

eliminacion de sus pigmentos, obteniéndose 845 mg de fraccion resinosa incolora.
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6.2.2 Anélisis por CLAE de las fracciones alfa (o) y beta (B)

Una vez efectuado el fraccionamiento primario y obtenidas las fracciones resinosas,
se iniciaron las pruebas de purificacién en cromatografia liquida de alta presion en fase
inversa (C;g) con la fraccion alfa.

La cromatografia en capa fina de esta fraccion demostrd la presencia de
componentes visibles al UV y por esta razon, las primeras pruebas de separacion en HPLC
en nivel analitico se efectuaron con un detector UV-VIS. Estos andlisis se realizaron hasta
encontrar las condiciones de elucion més adecuadas para conseguir la mejor resolucion de
esta compleja mezcla resinosa en sus componentes.

Las mejores condiciones consistieron en una fase movil constituida por una mezcla
de 9 partes de CH3CN por una de MeOH. En la figura 44 se ilustra el cromatograma de
liquidos generado por la fraccion o empleando un detector con arreglo de fotodiodos y una
longitud de onda de 254 nm bajo condiciones cromatograficas en nivel analitico, en donde
puede claramente observarse la presencia de tres picos mayoritarios designados
arbitrariamente como subfracciones F1 (tg = 11.2 min), G (tg = 12.6 min) y H (tg = 14.7

min).
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Figura 44. Cromatograma de liquidos en nivel analitico generado por la fraccion alfa.
Condiciones instrumentales: columna C;g (4.6 x 250 mm, 5 um); fase moévil: CH;CN —
MeOH (9:1); flujo de elucion: 0.7 mL/min; volumen de inyeccion de la muestra 20 pL (3
mg/ml); detector: UV.

En la CLAE en nivel preparativo se registrd6 en forma simultanea al registro del
cromatograma UV de la fraccion alfa, un nuevo cromatograma de separacion utilizando un
detector de indice de refraccion (figura 45). En este ultimo cromatograma se observo una
importante coincidencia entre los picos mayoritarios F1, G y H observados previamente en
el cromatograma UV y adicionalmente, se logro el hallazgo de otros dos picos mayoritarios
designados como subfracciones K (tg = 28.9 min) y L (tg = 31.0 min), mismos que no

fueron detectados por el equipo con arreglo de fotodiodos.
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Figura 45. Cromatograma de liquidos a nivel preparativo generado por la fraccion alfa.
Condiciones instrumentales: columna C;g (19 x 300 mm, 7 um); fase movil: CH3;CN —
MeOH (9:1); flujo de elucidon: 9 mL/min; volumen de inyeccion de 1 muestra 500 puL (40
mg/ml); detector: IR.

El andlisis cromatografico de la fraccion beta fue desarrollado utilizando la misma
metodologia empleada para el andlisis de la fraccion alfa, iniciando con el desarrollo de las
condiciones en nivel analitico necesarias para la resolucion de esta mezcla resinosa en sus
componentes mayoritarios.

En este caso no se observd una correspondencia considerable entre el patron del

cromatograma registrado con el detector UV y el registrado con el detector IR. Al haber

una escasa correlacion entre los dos cromatogramas, se presentd el problema de elegir el
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método mas confiable y por tanto se realizaron pruebas de colecta de subfracciones con
ambos detectores.

En el método que utilizé luz UV (254 nm) hubo una relacion muy pobre entre la
intensidad de los picos y la cantidad de la subfraccion colectada. Asi, se descarté el uso de
este ultimo y se eligié el método cromatografico con el detector de indice de refraccion. En
la figura 46 se ilustra el perfil cromatografico a nivel preparativo empleando un detector de

indice de refraccion y la fase movil compuesta por CH3;CN — MeOH (9:1).
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Figura 46. Cromatograma de liquidos a nivel preparativo generado por la fraccion .
Condiciones instrumentales: columna C;g (19 x 300 mm, 7 um); fase movil: CH;CN —
MeOH (9:1); flujo de elucion: 9 mL/min; volumen de inyeccion de 1 muestra 500 uL (40
mg/ml); detector: IR.
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El fraccionamiento por CLAE de los picos alfa y beta se realizd en una columna
preparativa de fase inversa rellena con un soporte adsorbente lipofilico funcionalizado con
dimetiloctadecilsilano (C;g) empleando la técnica de sobrecarga de columna y corte de
nucleo hasta agotar ambas fracciones y reunir cantidades suficientes de las subfracciones
F1, G, H, Ky L de alfa, asi como B (tg = 8.4 min), C (tg = 9.6 min), D (tg = 13.4 min), E
(tr = 13.4 min) y F2 (tg = 15.5 min) de beta, mismas que fueron inyectadas de manera
independiente para utilizar la técnica de reciclaje de muestra para poder separar y purificar

sus constituyentes (Bah y Pereda-Miranda 1996; Kubo y Nakatsu, 1990).

6.2.3 Aislamiento y purificacion de los glicolipidos individuales

Tomando en cuenta que se obtuvo una buena resolucion en la separacion de las
subfracciones, se considerd que las condiciones anteriormente utilizadas para el nuevo
fraccionamiento de alfa eran adecuadas para la separacion de los glicolipidos presentes en
cualquiera de estas subfracciones. El reciclaje de las muestras F1, G, H, K y L permitié la
purificacion de los compuestos 5, 1, 2, 3 y 4 (figura 45).

Es importante mencionar que aunque las condiciones mencionadas eran adecuadas
para la purificacion de las subfracciones, se intentd disminuir el tiempo de retencion de Ky
L con la finalidad de acortar el tiempo de reciclaje para cada muestra, adicionando mas
metanol a la fase movil empleada en el reciclaje de ambas. La composicion resultante de la
fase fue de CH3CN — MeOH (7:3), con lo cual se logr6 disminuir el tiempo de retencion de
la subfraccion K de 28.9 a 26.7 min. mientras que no se observd una disminucion

significativa del tiempo de retencion para L empleando las mismas condiciones de elucion.
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Figura 47. Cromatograma de liquidos de la subfraccion F1. Aplicacion del reciclaje de la
muestra para la purificacion de la batatina I (6). Condiciones instrumentales: columna: Cg
(19 x 300 mm, 7 pum); fase movil: CH3;CN — MeOH (9:1); flujo de elucion: 9 ml/min;
volumen de inyeccion de la muestra; 500 pL (54 mg/mL).

Las subfracciones B, C, D, y F2, de la fraccion primaria P también fueron
reinyectadas de forma independiente para obtener sus constituyentes oligosacéaridos
mayoritarios, que en el caso de la subfraccion D, por medio de la técnica de reciclaje se
logro el aislamiento simultdneo de dos principios oligosacaridos distintos, las batatinas V' y

VI (compuestos 9 y 10).
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En el caso de las subfracciones Ky L se intentd reducir el tiempo de retencion de
ambos analitos agregando mds metanol a la fase movil durante el reciclaje de ambas
muestras. Por el contrario, para efectuar el reciclaje de la subfracciones B y C, se intento
prolongar su tiempo de retencion disminuyendo la velocidad de flujo cromatografico de 9 a
7 mL/min, logrando alargar el periodo de salida de las muestras de la columna de 8.4 a 12.6

minutos para la subfraccion B y de 9.6 a 16.5 minutos para la subfraccion C.

6.2.4 Separacion de los glicolipidos 1 — 10

Como resultado de los reciclajes efectuados para cada una de las subfracciones
mencionadas se logro el aislamiento de 10 compuestos distintos, designados como la serie
de los batatinésidos (compuestos 1 — 4) aislados de las subfracciones B, C, F2 y G y la serie
de las batatinas, los compuestos 5 a 10, constituidos por un conjunto de compuestos
oligosacaridos de estructura dimérica, aislados de las subfracciones F1, H, Ky L, junto con
otras estructuras aisladas simultdneamente en el reciclaje de la subfraccion D de la fraccion

resinosa .
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6.3 Elucidacion estructural de los batatinosidos | — IV

El registro de los espectros unidimensionales de RMN 'H y "*C (figuras 48 y 49) de
los compuestos puros fue el primer paso para obtener informaciéon general acerca de su
estructura. La primera observacion importante fue el nimero de sefiales anoméricas
observadas en la RMN "*C de 95 a 103 ppm que indican directamente el nimero de
unidades sacaridas constituyentes del nucleo estructural de estas moléculas
lipooligosacaridas.

Otro punto importante para obtener informacion estructural es la busqueda de
seflales diagnosticas o caracteristicas determinadas por los patrones de acoplamiento
generados por los protones de las moléculas de azlcar, tales como los tipicos singuletes
anchos generados por los protones anoméricos de las unidades de la 6-desoxi-a-L-manosa
conocida como L-ramnosa o las sefales generadas por los protones en la posiciéon 4 6 5 de
la fucosa, cuyo patron de acoplamiento es reconocible facilmente en la RMN 'H, por

mencionar algunos ejemplos (Pereda-Miranda y Bah, 2003).
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Figura 48. Espectros de RMN 'H (500 MHz CsDsN) de los batatindsidos I (1) — IV(4).
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Figura 49. Espectros de RMN "*C (125 MHz CsDsN)de los batatinosidos I (1) — IV(4).
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6.3.1 Identificacion de monosacaridos y asignacion de desplazamientos quimicos en
la RMN 'H

El primer paso para la identificacion de carbohidratos en la RMN es la localizacion
e identificacion de las distintas sefiales diagndsticas generadas por los protones de las
unidades de aziicar. En particular, en la RMN'H del batatinésido I (1) se observaron las
siguientes sefiales caracteristicas: cuatro sefiales generadas por protones anoméricos de
unidades de ramnosa, la sefial para una fucosa, de acuerdo con los valores de las constantes
de acoplamiento observados para esta unidad sacéarida (Pereda-Miranda y Bah, 2003), y
cinco dobletes localizados entre 1.4 y 1.6 ppm, que indican la presencia de un ntimero
correspondiente de unidades metilpentosa en la estrucura de este compuesto.

Con el auxilio de las técnicas bidimensionales en la RMN (COSY y TOCSY) y al
considerar que el nucleo estd compuesto de cinco metilpentosas, ademas de que éstas son
en su mayoria ramnosa, se pudo resolver la asignacion de las sefiales para los protones
metinos centrados entre 4.0 — 6.4 ppm.

El procedimiento de asignacion se inicid localizando las sefiales mejor resueltas y
diagnésticas; e.g. H, para la fucosa, asi como las cinco senales anoméricas y Hy para una de
las unidades de ramnosa. Como segundo paso, se establecieron los cuadros de

conectividades para estas sefiales en el experimento COSY, como se ilustra en la figura 50.
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Figura 50. Seccion del espectro COSY para la porcion oligosacarida del batatindsido I (1).
Correlaciones (3JH_H): A; Fuc H, — H,, B; Fuc H, — Hs, C; Fuc H; — H4, D; Fuc Hs — Hs, E;

9
Ram’ Hs — Hy, F; Ram’” H4 — Hs, G; Ram””” H, — H3, H; Ram’’” H; — Hy, |; Ram’”” Hy —
Hs. Abreviaciones: Fuc = fucosa, Ram’ = ramnosa interna inferior, Ram’’’ = ramnosa
externa inferior.

Las correlaciones vecinales hidrogeno-hidrogeno también se establecieron
directamente en las expansiones de los experimentos bidimensionales COSY sin necesidad
de marcar antes los cuadros de conectividad, como se ilustra en la figura 51 para la RMN

'H del batatinésido IV (4).
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Figura 51. Seccion del espectro COSY para la porcion oligosacarida del batatindsido IV
(4). Correlaciones (3JH_H): A; Ram’” H; — H,, B; Ram”” H; — H4, C; Ram’’ H4— Hs, D;
Ram’ H; — H3, E; Ram H; — H3, F; Ram H; — Hy, G; Ram’’” H; — H,. Abreviaciones: Ram
= ramnosa interna superior, Ram’ = ramnosa interna inferior, Ram’’ = ramnosa externa
superior, Ram’’’ = ramnosa externa inferior.

Siguiendo la misma tendencia se dio seguimiento a la asignacion y secuencia de las
sefiales vecinales oligosacaridas de los batatinésidos II (2) y III (3) en la RMN 'H, cuya
elucidacion estructural justificada en apartados posteriores, indican que sus moléculas estan

constituidas por un nucleo oligosacarido de cuatro azlicares, tres ramnosas y una fucosa.
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Aunque el seguimiento de los cuadros de conectividad en el experimento COSY
puede ser una herramienta espectroscopica que por si misma resulta eficaz para lograr la
localizacién y la asignacion completa de las sefiales oligosacaridas en la RMN 'H, en la
elucidacion estructural de las resinas glicosidicas se recurre también a otra técnica
bidiminensional homonuclear, el experimento TOCSY (Pereda-Miranda y Bah, 2003).

Este experimento permite localizar las interacciones vecinales, también pueden
hallarse las correlaciones a larga distancia 'H-'H entre los protones de una unidad
monomérica completa, lo cual es de gran utilidad cuando existe sobreposicion, como
sucede en la mayor parte de los glicolipidos de las convolvuldceas, cuyas estructuras
lipooligosacaridas generan espectros de RMN sumamente complejos, en especial para
aquellos polimeros superiores a cuatro unidades sacaridas y para aquellos que se
encuentran con un nimero bajo de grupos esterificantes.

La busqueda de correlaciones a larga distancia 'H-"H en el experimento TOCSY se
inicia buscando nuevamente una sefial oligosacarida diagndstica y resuelta o no
sobrepuesta en el espectro bidimensional, siguiendo en linea recta las sefiales o “manchas”
transversales que indican las interacciones con los demas protones de la unidad sacérida
completa en una tendencia vertical u horizontal. Complementando estas pistas
espectroscopicas con las correlaciones vecinales del espectro COSY se puede lograr la
localizaciéon inequivoca de las sefiales de una unidad sacarida especifica en un espectro
complejo. Este proceso se ilustra en la figura 52 para la localizacion de las senales de la

fucosa del batatinosido II (2).
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Figura 52. Seccion del espectro TOCSY para la porcion oligosacarida del glicolipido 2.
Abreviaciones: Fuc = fucosa.

En muchos casos, las sefales de protones anoméricos suelen ser las mejores para
dar seguimiento a las correlaciones del experimento TOCSY, aunque como repetidamente
se ha mencionado, cualquier sefial que se encuentre bién resuelta puede servir como punto
de partida para localizar el resto de sus sefiales vecinas. La figura 53, ilustra la porcién
oligosacarida donde se observan las sefiales generadas por tres unidades de ramnosa
distintas cuyos desplazamientos quimicos estan perfectamente diferenciados del resto del

espectro, facilitando la asignaciéon de cada una de las unidades sacaridas.
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En este caso, aparte de utilizar dos sefiales anoméricas distintas como puntos de
referencia, se puede hacer uso del doble de dobles generado por el protén Hs de la unidad
de ramnosa en la que se establece el enlace éster de la macrolactona caracteristica de estos

compuestos (Véase apartado 6.3.3).
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Figura 53. Seccion del espectro TOCSY para la porcion oligosacarida del batatindsido 11
(2). Abreviaciones: Ram = ramnosa interna superior, Ram’ = ramnosa interna inferior,
Ram” = ramnosa externa.

La asignacioén del desplazamiento quimico para cada una de las sefales dobletes

correspondientes a los protones Hg de metilpentosa también podria complicarse empleando
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unicamente el experimento COSY, debido a que sus sefiales vecinas Hs son en muchas
ocasiones dificiles de identificar por la sobreposicion observada.

Por consiguiente, el analisis de las correlaciones TOCSY entre los dobletes de 1.4 a
1.6 ppm con las sefiales de los protones anoméricos es de gran utilidad para la asignacion
de las resonancias correspondientes a los grupos metilo de las 6-desoxihexosas, como se

ilustra en la figura 54.
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Figura 54. Seccion del espectro TOCSY mostrando las correlaciones de los grupos metilo
de 6-desoxihexosas con protones anoméricos del batatindsido I (1). Correlaciones: A; Ram
H, - Hg, B; Ram’” H; — Hq, C; Ram’”” H; — Hg, D; Ram’ H; — Hg.
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Los desplazamientos quimicos en la RMN 'H para todas las sefiales oligosacaridas

de los batatinosidos I (1) a IV(4) se incluyen en el cuadro 6 (Véase apartado 6.4).

6.3.2 Asignacion de los desplazamientos quimicos en la RMN **C

Después de identificar y diferenciar las sefiales aportadas por todos los protones de
las unidades sacaridas por medio de los experimentos COSY y TOCSY, se procedid con la
asignacion de sus desplazamientos quimicos en la RMN "°C. Con frecuencia se inicia con
la identificacion de las sefiales generadas por a&tomos de carbono anoméricos ubicadas entre
95 y 105 ppm aproximadamente, mediante el empleo del experimento bidimensional
heteronuclear HMQC, en el cual se observan las correlaciones entre en un atomo de
carbono determinado y los protones directamente enlazados al mismo. Asi, se ilustra en la
figura 55 la identificacion de los cuatro carbonos anoméricos del nucleo tetrasacarido del

batatindsido III (3).
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Figura 55. Seccion del espectro HMQC del batatinosido IIT (3). Asignacion de las
resonancias de °C para la identificacion de los carbonos anoméricos. Asignaciones: A;
CiRam, B; C{Ram’’, C; C;Ram’, D; C,Fuc.

Para sustentar lo mencionado anteriormente es necesario sefalar que como un
complemento al conteo de las sefiales anoméricas en el espectro unidimensional de RMN
13 . . . .

C, se identifican las correlaciones entre protones y carbonos anoméricos en el
experimento bidimensional HSQC que indicaran inequivocamente el nimero de unidades
monoméricas de azicar que contienen los nucleos oligosacaridos. Posteriormente, se
localizan y asignan del mismo modo los desplazamientos quimicos correspondientes en la

RMN "*C para el resto de las sefiales como se ejemplifica en la figura 56, en la asignacién

de las sefiales oligosacéridas del batatindsido I (1).
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Asimismo, el espectro HMQC permite relacionar directamente, cada una de estas

sefiales de carbono anomérico a una unidad de azlcar especifica en la estructura que se esta

elucidando, lo cual serd necesario para abordar el establecimiento de la secuencia de

glicosilacion a través de la correlaciones a larga distancia observadas en los espectros

bidimensionales HMBC, para determinar la posicion en la que se establecen los enlaces

glicosidicos caracteristicos de las moléculas oligosacéridas (Pereda-Miranda y Bah, 2003).
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Figura 56. Seccion del espectro HMQC para la region oligosacarida del batatindsido I (1).
Asignacion de las resonancias de 13C; A; C,Fuc, B; CsFuc, C; CsFuc, D; C4Fuc, E; CsFuc,
F; C4Ram, G; C;Ram’, H; C4,Ram’, I; CsRam’, J; C;Ram”’, K; CsRam’’, L; C;Ram’’’, M;

Cs;Ram’”’, N; C4Ram’”’, O; CsRam’”’.



104 RESULTADOS Y DISCUSION

De un modo muy semejante a la interpretacion del experimento homonuclear
TOCSY, mediante el experimento heteronuclear TOCSY-HSQC se puede dar seguimiento
a todas las sefiales generadas por los atomos de hidrogeno de una unidad monomérica,
localizando solamente una de sus sefiales en el espectro de RMN '°C y observando
posteriormente todas las correlaciones con sus atomos de hidrégeno en el bidimensional
TOCSY-HSQC. También, es posible realizar el procedimiento inverso, localizando
previamente una sefal resuelta y diagnostica en la RMN 'H unidimensional y siguiendo
después las correlaciones con los 4&tomos de carbono en el espectro bidimensional.

En la figura 57 se ejemplifica la interpretacion del espectro bidimensional HSQC-
TOCSY, para el batatindsido IV (4). Se utilizaron las sefales generadas por los atomos de
carbono anoméricos con los que se pueden localizar facilmente las sefales de los atomos de

hidrogeno de sus respectivas unidades monomeéricas.
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Figura 57. Seccion del espectro TOCSY-HSQC para la porcion oligosacarida del
batatindsido IV (4). Abreviaciones: Fuc = fucosa, Ram = ramnosa interna superior, Ram’ =
ramnosa interna inferior, Ram’> = ramnosa externa superior, Ram’’> = ramnosa externa
inferior.

En el proceso inverso de identificacion de las correlaciones entre una sefial
diagnostica seleccionada de la RMN 'H y los respectivos dtomos de carbono de la unidad
sacarida a la que pertenece, las sefales dobletes correspondientes a Hg generadas por los
sustituyentes metilo de fucosa y ramnosa constituyen un excelente punto de partida para la
localizaciéon de estas correlaciones en el espectro TOCSY-HSQC, como se ilustra en la

figura 58 para el compuesto 4.



106 RESULTADOS Y DISCUSION

Ram-6
Ram"

e
——
P—
e
e

IS M-./‘ NN : - .
ppm

Ram-5
Ram"-5

Ram'-5

Ram"-3

Ram™-5

(X r" E70

Ram"-2 22

Ram"-2 - —
Ram'-2

Ram"-3
74

o0

£ 76

}

Ram"-

Ram-4
=~ 77

o9
79

D -
o — p
Ram'-3 F———— - # F 80

Ram'-4 1.75 1.70 1.65 1.60 1.55 1.50 1.45 ppm

Ram-3

Figura 58. Seccion del espectro TOCSY-HSQC para el batatinosido IV (4). Correlaciones
H-C para Hg de las metilpentosas.

6.3.3 Determinacion de las secuencias de glicosilacion y posiciones de esterificacion:
Establecimiento de las propuestas estructurales

En el apartado 6.3.2 se mencion6 la importancia que tiene la localizacion de las
senales que constituyen cada una de las unidades sacaridas especificas en los espectros
unidimensionales para determinar en qué posiciones se establecen los enlaces glicosidicos a
través de las correlaciones C-H a tres enlaces de distancia (*Jc.) mediante los espectros

bidimensionales HMBC. De esta forma, se obtendra la propuesta estructural del nucleo

oligosacarido constitutivo.
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Sin embargo, para culminar la elucidacion estructural también es necesario
identificar la posicion en la que se establece el enlace tipo éster para la formacion de la
macrolactona caracteristica de este grupo de compuestos. También es necesario el
reconocimiento de los diferentes residuos acidos que forman enlaces tipo éster con algunos
de los grupos oxidrilo de los monémeros sacaridos del nucleo oligosacarido y su posicion

de esterificacion y, por ultimo, mediante la espectrometria de masas, su peso molecular.

6.3.3.1  Identificacion de los &cidos glicosidicos y establecimiento de la secuencia
oligosacéarida

El establecimiento de la secuencia oligosacarida de las resinas glicosidicas consiste
esencialmente en determinar en qué orden se encuentran enlazadas sus unidades de azlcar
y esto se logra identificando las conectividades C-H a tres enlaces (*Jc.i) entre los atomos
de carbono anoméricos y los protones enlazados directamente a la posicion donde se
establece el enlace glicosidico entre dos moléculas de azicar.

En particular, los batatinosidos I (1) y IV (4) poseen una estructura pentasacarida
compuesta por una unidad de B-D-fucosa y cuatro de a-L-ramnosa, enlazadas en el orden
en que se ilustra en la figura 59, en donde se ejemplifica el empleo del espectro HMBC
para la identificacion de los enlaces glicosidicos y se confirma la union glicosidica entre la

-D-fucosa y la posicion 11 del acido jalapinélico que forma la aglicona.
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Figura 59. Seccion del espectro HMBC del batatinésido 1 (1). Conectividades; A; C;Fuc-
H;Jla, B; C;Ran-H,Fuc, C; C;Ram’-H4Ram, D; C;Ram’’-H4sRam’, E; C;Ram’”’-H;Ram’.
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El constituyente pentasacarido del acido simonico B, reportado previamente como
constituyente de las resinas de Ipomoea batatas (Noda, et al., 1992), Ipomoea pes-caprae
(Pereda-Miranda , et al., 2005), Ipomoea murucoides (Chérigo, et al., 2006) e Ipomoea
stolonifera (Noda et al., 1994), también constituye el esqueleto molecular glicosidico de los
batatindsidos I (1) y IV (4).

Las correlaciones glicosidicas entre dos azlcares pueden encontrarse en sentido
inverso, es decir localizando las conectividades H-C entre las sefales anoméricas de los
atomos de hidrogeno y los respectivos atomos de carbono en los que se establece
directamente un enlace glicosidico, la figura 60 ejemplifica la aplicacion de esta

metodologia en la determinacion de la secuencia oligosacarida del batatindsido IV (4).
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Figura 60. Seccion del espectro HMBC para la determinacion de la secuencia oligosacarida del batatinsido
IV (4). Conectividades (3JH_C); A; HRam-C,Fuc, B; HRam’-C,Ram, C; HRam’’-C,Ram’, D; H;Ram’’’-
C;Ram’.



110 RESULTADOS Y DISCUSION

Con respecto a la estructura base de los batatindsidos II (2) y III (3) fue posible
deducir en un principio por el analisis de los espectros COSY, TOCSY, HMQC que esta
constituida por un nucleo tetrasacarido compuesto por una unidad de B-D-fucosa y tres de
o-L-ramnosa. Después de determinar la secuencia oligosacarida mediante el experimento
HMBC (figura 61) se llego6 a la conclusion de que se trata del acido operculinico C y que
también estd presente como constituyente de las resinas glicosidicas de |. operculata

(Noda et al., 1992), I. batatas (Ono et al., 1992) e I. murucoides (Chérigo, et al., 2006).
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Figura 61. Seccion del espectro HMBC del batatinoésido 11 (2) para la determinacion de su
secuencia glicosidica. Conectividades; A; C;{Ram-H,Fuc, B; C;Ram’-H4Ram, C; C;Ram’’-
HsRam’ (ver estructura en la pagina siguiente).
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6.3.3.2  Reconocimiento de las sefiales diagnoésticas para los residuos de acilacion

Las resinas glicosidicas del género Ipomoea son compuestos lipooligosacéridos, y
en su nombre esta implicito que son estructuras esterificadas por residuos acidos de cadena
larga y corta, teniendo también en consideracion que existe otra porcion lipofilica aportada
por la aglicona constituida en la mayoria de los casos por el 4cido jalapindlico. En
particular, los batatindsidos y las batatinas poseen residuos de 4cido n-dodecanoico, n-
decanoico, 2(S)-2-metilbutanoico, isobutirico y trans-cinamico, cuyas sefiales diagnosticas
son directamente reconocibles en los espectros unidimensionales de RMN 'H.

Los metinos alfa a los grupos carbonilo de los acidos 2-(S)-2-metilbutanoico e
isobutanoico generan patrones de acoplamiento invariables y muy caracteristicos en sus
sefiales de RMN'H, un triple de cuartetos de ~6 y 7 Hz para el primero y un septuplete
simétrico de ~ 7 Hz el ultimo.

Los protones del grupo metileno alfa un grupo carbonilo de acidos n-decanoico y n-

dodecanoico generan una sola sefial (2H) que aparece en la mayoria de los compuestos
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como un triplete con una constante de acoplamiento cercana a los 7 Hz. En algunos casos
donde evidentemente hay alguna restriccion en la libertad conformacional para este residuo
estas sefales aparecen como sefiales no equivalentes magnéticamente, semejantes a un
doble de doble de dobles cada una, dificiles de interpretar en muchos casos por una
sobreposicion debido a la similitud en su desplazamiento quimico, cuyas constantes estan
comprendidas entre los 14, 10 y 7 Hz (Chérigo y Pereda-Miranda, 2006).

Para localizar las posiciones de esterificacion en los oligosacaridos es de suma
importancia realizar una asignacion correcta de los ntcleos de carbono correspondientes a
cada uno de los grupos carbonilo. El grupo aportado por la aglicona que forma la
macrolactona caracteristica de estos compuestos, cuyos protones del grupo metileno alfa al
carbonilo generan dos sefiales caracteristicas localizadas respectivamente a ~2.5 y 2.3 ppm,
presentan un patron de acoplamiento reconocido como doble de doble de dobles de 15, 7'y
3 Hz aproximadamente. Para esta asignacion, se realiz6 un andlisis de las interacciones que
se presentan entre el nucleo del carbono de los grupos carbonilo y los protones H, de los
correspondientes acidos y de la aglicona (interacciones C-H a dos enlaces o “Jc.i) mediante
el espectro HMBC (Pereda-Miranda y Bah, 2003). El espectro de la figura 62 ilustra esta

asignacion para los residuos que esterifican la porcion oligosacarida de la batatina V (9).
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Figura 62. Seccion del espectro HMBC de la batatina V (9). Asignacion de sefiales de °C
de grupos carbonilos para la aglicona y residuos acidos. Conectividades ({Jcp); A; Ci-
H,lba, B; C;-H,Mba, C; C;-H,Ddl, D; C;-HyaJla, E; C;-Hyg Jla. Abreviaciones: Mba = 2-
(S)-2-metilbutanoilo, Iba = isobutanoilo, Ddl = dodecanoilo, Jla = 11-hidroxi-
hexadecanoilo (éster del acido jalapinolico).
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Figura 63. Seccion del espectro HMBC del batatindsido I (1). Asignacion de sefiales de
C de grupos carbonilos para la aglicona y residuos acidos. Conectividades ((Jc.n); A; Ci-
H,;Mba, B; C;-H; Jla, C; C-H,Ddl, y (3JC_H); D; Ci-Have Mba. Abreviaciones: Mba = 2-
(S)-2-metilbutanoilo, Ddl = dodecanoilo, Jla = 11-hidroxi-hexadecanoilo (éster del 4acido

jalapinolico).

Otras senales diagndsticas para la identificacion del residuo del acido 2(S)-2-

metilbutanoico en la RMN 'H son el doblete localizado a 1.2 ppm generado por los

protones del grupo metilo de la posicion 2 (2-Me) y un triplete correspondiente a la sefial

del grupo metilo terminal (3-Me), asimismo el carbono 2 del éster metilbutirico genera una

sefial a ~ 40 ppm en la RMN °C (figura 49).
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El éster isobutirico también puede reconocerse por los dos dobletes localizados
entre 1.1 y 1.2 ppm (3-Me y 3’-Me), tal como se ilustra en el espectro TOCSY de la figura
64 en donde se correlacionan directamente todas las sefiales de los grupos metilo y los

protones Hj de los ésteres metilbutirico e isobutirico de la batatina V (9).

-2.60

Figura 64. Seccion del espectro TOCSY de la batatina V (9). Correlaciones de H, y grupos
metilo para los ésteres metilbutirico e isobutirico. Abreviaciones: Mb = 2-metilbutanoilo,
Ib = isobutanoilo.
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El 4cido trans-cindmico se reconoce por sus sefiales aromaticas localizadas
alrededor de 7.3 ppm asi como por los dos dobletes generados por sus protones vinilicos
localizados a 6.5 y 7.5 ppm (figura 48, espectro 1). También, son diagndsticas sus sefales
en la RMN °C (las aromaticas localizadas entre 128 y 145 ppm, y dos olefinicas en 118 y

162 ppm aproximadamente; Véase figura 49, espectro 1).

6.3.3.3 Las resinas glicosidicas y su estructura macrociclica: Determinacion de
las posiciones de esterificacion
El 4cido jalapindlico, la aglicona de los acidos simonico B y operculinco C de las
resinas del género Ipomoea, establece casi invariablemente un enlace éster intramolecular
(macrolactona) con el grupo oxidrilo de la segunda o tercera posicion de una de las
unidades de ramnosa de la cadena oligosacarida de estos compuestos, especificamente con
la que estd glicosilada con fucosa. Sin embargo, ya se han reportado en la literatura
compuestos glicolipidicos (no degradados quimicamente), con una estructura no
macrociclica tales como lo pescaprésidos A y B aislados de la especie Ipomoea pes-caprae
(Pereda-Miranda et al., 2005, apartado 2.3.11).

La existencia de la macrolactona o éster intramolecular de los lipooligosacaridos se
confirma directamente por las sefiales H, de los protones diasterotopicos alfa al carbonilo y
por el andlisis de las correlaciones C-H entre el carbonilo del &cido jalapindlico y el proton
situado en la posicidon exacta de la unidad sacarida donde se establece el enlace éster

resultante.
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En la figura 65 se ilustra como se determind la posicion de lactonizacion del
batatindsido I (1) mediante las correlaciones heteronucleares a larga distancia Clen)
mediante el espectro HMBC, una vez que se ha relacionado cada uno de los grupos
carbonilo de los ésteres del compuesto con un residuo acido especifico. Asi, los ésteres de
los 4acidos jalapindlico, 2(S)-metilbutanoico, trans-cindmico y n-dodecanoico
(determinado por espectrometria de masas) constituyen junto con el acido siménico B la

estructura del batatin6sido I (1) .
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Figura 65. Seccion del espectro HMBC del batatindsido I (1) para la determinacion de las posiciones de
esterificacion. Conectividades (3JC_H): A; C,Cnm-H;Ram”’, B; C,Ddl-H,Ram’’, C; C,Jla-H;Ram, D; C;Mb-
H,Ram’. Correlacion para la identificacion del éster trans-cinamoilo: E(ZJC_H); C;-H,Cnm. Abreviaciones:
Cnm = trans cinamoilo, Mb = 2-metilbutanoilo, Ddl = n-dodecanoilo Jla = 11-hidroxihexadecanoilo (lactona
del acido jalapinolico).
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El grupo carbonilo del éster trans-cinamoilo pudo identificarse facilmente del resto
de los otros ésteres, no solo por su desplazamiento quimico caracteristico (ca. & 118),
también a través de la identificacion de sus conectividades con los protones vinilicos
(dobletes Jirans = 16 Hz en la RMN 1H) de las posiciones 2 y 3 del 4cido cindmico. De esta
misma forma, se identifico la posicion de lactonizacion del resto jalapinolato se asign6 una
posicion especifica de esterificacion para cada uno de los residuos acidos en la cadena
oligosacarida del compuesto 1.

Como resultado del andlisis de los espectros HMBC de los batatindsidos 1I (2) y 111
(3), se determind que estan lactonizados en la posicion 3 de la unidad de ramnosa interna
superior (Ram) de su cadena oligosacarida. Sin embargo, los residuos que esterifican los
compuestos 2 y 3 corresponden a unidades distintas y sus enlaces se establecen en
diferentes posiciones del nticleo oligosacarido. Asi, el nucleo tetrasacarido del batatinosido
IT (2) esta esterificado por un resto de n-decanoilo (cuyo peso molecular se determind por
espectrometria de masas, apartado 6.3.4) en la posicion 3 de la unidad de ramnosa interna
inferior (Ram’), mientras que el del batatindsido III (3) por un resto n-dodecanoilo en la
posicion 4 de la unidad de ramnosa terminal (Ram’’).

Por otra parte, las estructuras pentasacéridas ramificadas de los batatinésidos I (1) y
IV (4) estan esterificadas por el acido n-dodecanoico y 2-(S)-metilbutanoico en las mismas
posiciones de su cadena oligosacarida, con la excepcion de que el compuesto 4 no posee en
su estructura glicolipidica el éster del 4acido trans-cinamico del compuesto 1.

Los batatinésidos II (2) y III (3) son compuestos novedosos, que poseen una
estructura lipooligosacarida notablemente parecida a la de los glicolipidos aislados de la
especie Ipomoea stolonifera. Las estoloniferinas XI y XII (Véanse apartado 2.3.6, figura

21) son glicolipidos macrociclicos, cuyas estructuras tetrasacaridas lineales estan
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esterificadas por dos residuos de 4cido n-dodecanoico y 2 metilbutanoico mientras que los
batatindsidos II (2) y III (3) s6lo poseen un grupo éster. En la expansion del espectro de
RMN 'H del compuesto 2 de la figura 66 se observan 4 sefiales anoméricas y Gnicamente
dos sefiales adicionales de acilacion, dos sefiales Hs, una de la unidad sacarida de ramnosa
adyacente a la fucosa (Ram) donde se establece el éster macrociclico y la otra en donde se

esterifica la cadena oligosacérida del compuesto 2 con el 4cido n-decanoico (Ram’).
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Figura 66. Expansion del espectro de RMN 'H del batatinésido II (3) en la region de
desplazamiento quimico correspondiente a protones anoméricos y sefiales de esterificacion.

La demostracion de como se establecieron la posicion de lactonizacion y la
esterificacion con el acido n-decanoico en la estructura del batatinosido II (2) se ilustra en
la figura 67, en donde la expansion de region para las sefiales reporteras anomérica permite

identificar con claridad las dos sefiales desprotegidas Hj para cada uno de los protones
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geminales a los sustituyentes acilo en las unidades de ramnosa y ramnosa’. También, se
. . ., . 3
ilustra a continuacién las correlaciones a tres enlaces (*Jcp) que se observan en la

expansion del espectro HMBC.
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Figura 67. Seccion del espectro HMBC del batatindsido 11 (2) para la determinacion de las
posiciones de esterificacion. Conectividades: A; C,Jal-H;Ram, B; C;Dcl-H;Ram’.
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6.3.3.4 Confirmacion de la estructura quimica de los batatinosidos I — 1V

Antes de hacer una propuesta estructural como resultado del analisis de la RMN
para los batatindsidos, fue necesario registrar su peso molecular y su composicion
elemental mediante la espectrometria de masas de alta resolucion. Los espectros de masas
FAB (modo negativo) de los compuestos 1 a 4 (batatindsidos I — IV), permitieron calcular
la férmula molecular para cada uno de ellos (véase parte experimental, apartado 5.1.2).

En cada uno de los espectros se observaron los picos caracteristicos generados por
las fragmentacion de los enlaces glicosidicos y que son similares a los observados en la
espectrometria de masas de otras resinas del género Ipomoea como los fragmentos
generados por las operculinas (Kubo et al., 1989) o los de las pescapreinas (Pereda-
Miranda et al., 2005).

De acuerdo a los espectros de masas FAB (modo negativo), los cuatro compuestos
muestran patrones de fragmentacion semejantes ya que todos generan los iones de m/z 837,
545y 417 (figuras 68 a 71). Sin embargo, para establecer las diferencias entre los cuatro
glicolipidos fue util analizar las diferencias de peso que hay entre sus respectivos iones
pseudomoleculares [M — 1] y los fragmentos resultantes de la pérdida de los residuos
acidos de esterificacion y que representan la diferencia entre cada uno de los compuestos.

El andlisis de los espectros de masas de los compuestos 1 — 4 se expone

brevemente en las figuras 68 a 71.
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Figura 68. Espectro de masas FAB modo negativo del batatinosido I (1).

Para el batatindsido I (1), el fragmento m/z 1249 que corresponde a la pérdida del
residuo trans-cinamoilo con una diferencia de 130 unidades con respecto al ion
pseudomolecular [M — H] de m/z 1379 unidades.

El fragmento m/z 1033 que corresponde a la pérdida de una unidad sacarida de
metilpentosa (C¢H0O4, 146 u.m.a.) y otra de acido n-dodecanoico (C;2H»40,, 200 u.m.a.)
con una diferencia de 346 unidades con respecto al ion pseudomolecular [M — H]" de m/z
1379 unidades.

El fragmento m/z 921 que corresponde a las pérdidas sucesivas de una unidad
sacarida de metilpentosa (CgH;9O4, 146 u.m.a.) y de los residuos de trans-cinamoilo
(CoHeO, 130 u.m.a.) y n-dodecanoilo (C;,H»,0, 182 u.m.a.) con una diferencia de 458

unidades con respecto al ion pseudomolecular.
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Figura 69. Espectro de masas FAB modo negativo del batatinosido 11 (2).

Para el batatinésido II (2), el fragmento m/z 837 que corresponde a la pérdida del

residuo de n-decanoilo CioH;3sO con una diferencia de 154 unidades con respecto al ion

pseudomolecular [M — H] de m/z 991 unidades.
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Figura 70. Espectro de masas FAB modo negativo del batatinésido III (3).

Para el batatindsido III (3) el fragmento m/z 837 que corresponde a la pérdida del

residuo de n-dodecanoilo C;,H,,0 con una diferencia de 182 unidades con respecto al ion

pseudomolecular [M — H] de m/z 1019 unidades.
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Figura 71. Espectro de masas FAB modo negativo del batatinésido IV (4).

Para el batatinésido IV (4) el fragmento m/z 1067 que corresponde a la pérdida del

residuo de n-dodecanoilo con una diferencia de 182 unidades con respecto al ion

pseudomolecular [M — H] de m/z 1249 unidades.

Por ultimo, el fragmento m/z 921 que corresponde a la pérdida de una unidad

sacarida de metilpentosa (C¢H;9O4, 146 u.m.a.) y a la pérdida del residuo de n-dodecanoilo

(Ci2H220, 182 u.m.a.) con una diferencia de 328 unidades con respecto al ion

pseudomolecular.
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6.3.4 Estructura de los batatindsidos I — IV. Interpretacion general del anélisis
espectroscopico

A continuacidn se presentan los resultados generales del analisis de los espectros de
RMN y de masas de los compuestos 1 — 4:

Los batatindsidos I (1) y IV (4) estan esterificados por los mismos residuos 4cidos
encontrados en la posicion 2 de la ramnosa interna inferior (Ram’) y la posicion 4 de la
ramnosa externa superior (Ram’”) del nucleo oligosacéarido, aunque el batatindsido I (1)
posee un éster de trans-cinamoilo en la posicion 3 de esta Ultima unidad. La posicion 2 de
la ramnosa interna inferior esta esterificada con un residuo de acido 2-(S)-2-metilbutanoico
y la posicion 4 de la ramnosa externa superior esté esterificada con el 4cido n-dodecanoico.

El batatinosido II (2) estd esterificado por un residuo de acido n-decanoico
encontrado en la posicion 3 de la ramnosa interna inferior (Ram’), mientras que el
batatindsido III (3) por un residuo de acido n-dodecanoico en la posicion 4 de la unidad de
ramnosa terminal (Ram’”).

Después de haber verificado la secuencia de glicosilacion de los espectros HMBC
de los cuatro compuestos se confirmé que los batatindsidos I (1) y IV (4) estan constituidos
por el nucleo pentasacarido del 4cido simdnico B, presente en otras resinas glicosidicas ya
reportadas como las estoloniferinas I-III de la jalapina de Ipomoea stolonifera (véase
apartado 2.3.6), las pescapreinas III de la especie Ipomoea pes-caprae (véase apartado
2.3.11) y en las simoninas III-V de Ipomoea batatas (véase apartado 2.3.7), mientras que
los batatindsidos 11 (2) y III (3) estan constituidos por el nucleo tetrasacarido del acido
operculinico C, presente en las operculinas VI, XI y XII aisladas de la especie |pomoea

operculata (Noda et al., 1993).
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De acuerdo con toda la informacion espectroscopica y espectrométrica analizada

anteriormente se propusieron las siguientes estructuras para los glicolipidos 1 — 4:

Glicolipido 1: éster intramolecular 1, 3’11 — O - o - L— ramnopiranosil—(1—3)— O — [3—
O—(trans-cinamoil)4 — O — (n-dodecanoil)-a-L—-ramnopiranosil-(1—4)]- O —(2 — O — (295)
— 2 metilbutiril)- a - L — ramnopiranosil — (1—4) — O-a-L-ramnopiranosil — (1—2) - - D

-fucopiranosido del &cido (11S) — 11 — hidroxihexadecanoico.

Glicolipido 2: éster intramolecular 1, 3’’-11 — O - a - L — ramnpiranosil-(1—4)- O — (3-O-
n-decanoil) - o — L — ramnopiranosil — (1—4) — O - a - L — ramnopiranosil — (1—2)-B-D-

fucopiranosido del 4cido (11S) — 11 — hidroxihexadecanoico.

Glicolipido 3: éster intramolecular 1, 3”’-11 — O —(4-O-n-dodecanoil) - o - L —
ramnpiranosil-(1—4)- O — a — L — ramnopiranosil — (1—4) — O - a - L — ramnopiranosil —

(1—-2)-B-D-fucopiranosido del &cido (11S) — 11 — hidroxihexadecanoico.

Glicolipido 4: éster intramolecular 1, 3’’~11 — O - o - L— ramnopiranosil—(1—3)- O — [4 —
O — (n-dodecanoil)-a-L-ramnopiranosil—<(1—4)]- O —(2 — O — (2S) — 2 metilbutiril)- o - L
— ramnopiranosil — (1—4) — O-a-L-ramnopiranosil — (1—2) - B - D -fucopiranésido del

acido (11S) — 11 — hidroxihexadecanoico.
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Después de haber comparado las estructuras de los cuatro glicolipidos obtenidos
con las resinas correspondientes reportadas en la literatura se concluyé que ninguno de los
batatindsidos ha sido descrito con anterioridad, ya que existen diferencias estructurales

contundentes que lo confirman y se enumeran en los siguientes resultados:

l.- La principal diferencia estructural entre los compuestos 1 y 4 con respecto a las
simoninas I, y III a V, aisladas también de Ipomoea batatas (véase apartado 2.3.7) es la
posicion para el establecimiento del éster intramolecular. En particular, el compuesto 4 y
la simonina III constituyen un par de diasteroisdmeros que se diferencian inicamente por la

posicion de lactonizacion (figura 23).

2.- Los lipooligosacaridos de las especies Ipomoea pes-caprae e Ipomoea stolonifera
(véanse apartados 2.3.6 y 2.3.11) también poseen estructuras muy relacionadas con las de
los batatinosidos I (1) y IV (4). El batatinosido IV (4) y la pescapreina III (figura 30)
también constituyen un par de diasteroisomeros pero en esta ocasion esto se debe a que los
¢ésteres del acido 2(S)-2-metilbutanoico y n-dodecanoico se establecen en distintas

posiciones en el nicleo del acido siménico B.

3.- Las estructuras tetrasacéaridas de los batatindsidos II (2) y III (3) también estdn
relacionadas con otra familia de resinas glicosidicas ya reportadas en la literatura, las
estoloniferinas XI y XII, aisladas de la especie Ipomoea stolonifera (véase apartado 2.3.6),
cuyas estructuras corresponden a compuestos isoméricos tetrasacaridos, que estan

esterificados por 4&cido n-dodecanoico y 2-metilbutanoico (figura 21).
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En la figura 72 se ilustran las estructuras moleculares propuestas para los
compuestos 1 — 4 designados respectivamente con los nombres de batatinosidos I (1) a IV
(4). Las tablas de desplazamientos en la RMN 'H y "°C para los compuestos 1 — 4 se

incluyen en los cuadros 6 y 7.
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Batatinosido 111 (3)

Ram

Batatindsido 1V (4)

Ram'"*

Figura 72. Estructura de los batatindsidos I a IV (1 - 4).



132

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 6. Constantes espectroscopicas en la RMN 'H para de los batatinésidos I — IV (1 — 4 )™

Proton® Batatindsido | (1) Batatindsido 11 (2) Batatindsido 111 (3) Batatindsido 1V (4)
Fuc 1 4.82d(7.8) 4.78 d (8.0) 4.75 dd (8.0) 4.82 d(7.5)
2 4.52dd (9.5,7.9) 4.56 dd (9.5, 7.5) 4.52dd (9.5,7.5) 4.53 dd (8.5, 7.5)
3 4.19 dd (9.6, 3.9) 4.21dd (9.5,2.0) 4.15dd (9.5, 2.5) 4.20 dd (8.5, 3.0)
4 3.92d(29) 3.93d (2.0 3.91 bs 3.93d(3.0)
5 3.82q(6.2) 3.83d (2.0 3.80 qd (6.5, 1.0) 3.82 qd (6.3, 1.0)
6 1.52d (6.4) 1.53d (6.5) 1.51d (6.0) 1.52 d (6.3)
Ram 1 6.33d(1.3) 6.41d (2.0) 6.35d (2.0) 6.35d (1.5)
2 5.31bs 5.27dd (3.5,2.0) 5.24 dd (3.0,2.0) 5.31 bs
3 5.63 dd (9.8, 2.7) 5.68 dd (10.0, 3.0) 5.57 dd (10.0, 3.0) 5.62 dd (10.0, 2.8)
4 4.661(9.9) 4.73 t (10.0) 4.62t (10.0) 4.68 t (10.0)
5 5.03dq (9.6, 5.9) 5.09 dq (10.0, 6.0) 5.00 dq (10.0, 6.5) 5.01 dq (10.0, 6.5)
6 1.59d(6.2) 1.563 d (6.0) 1.60 d (6.5) 1.57 d (6.5)
Ram'l 5.62d(1.0) 5.92d (1.5) 5.78 d (1.0) 5.64 d (1.5)
2 5.81dd (2.9, 1.9) 4.73 bs 4.92 bs 5.79 dd (3.0, 1.5)
3 4.62dd (9.2, 3.0) 5.72.dd (9.5, 3.0) 4.43dd (9.5,2.5) 4.53 dd (9.3, 3.0)
4 4271(9.3) 4.62t(9.5) 4.37t(9.5) 4.28 t(9.3)
5 439dq (9.3, 6.2) 4.36dq (9.5, 6.0) 4.34dq (9.5,5.5) 4.33 dq (9.3, 6.5)
6 1.61d(6.1) 1.560 d (6.0) 1.60 d (5.5) 1.60 d (6.5)
Ram'l 5.93d(1.3) 5.74d (1.5) 6.21d(1.5) 5.88 d (1.0)
2 491* 4.53 bs 4.82 bs 4.68 dd (3.0, 1.0)
3 5.83.dd (10.0,3.1) 4.38dd (9.3, 3.0) 4.51dd (9.5,3.5) 4.46 dd (9.5, 3.0)
4 6.07(9.9) 4.29t(9.3) 5.81t(9.5) 5.84t(9.5)
5 448 dq (9.7, 6.4) 4.26 dq (9.3, 6.0) 4.37dq (9.5, 6.5) 4.36 dq (9.5, 6.5)
6 1.46 d (6.3) 1.61d (6.0) 1.37.d (6.5) 1.43 d (6.5)
Ram"1 5.65d(1.1) 5.60 d (1.0)
2 476 dd (3.2, 1.3) 4.81 dd (3.5, 1.0)
3 442dd(9.2,34) 4.44 dd (9.3,3.5)
4 4201 (9.4) 4.231(9.3)
5 4.25dq(10.0, 5.8) 4.29 dq (9.3, 5.5)
6 1.71d (6.0) 1.72.d (5.5)
Jal2 2.26ddd (14.8,7.0,3.7) | 2.13ddd (14.0,7.0,3.5)| 2.11ddd (14.0,7.0,3.5) | 2.24 ddd (15.2, 7.0, 2.6)
2.83ddd (15.3, 109, 2.5)| 2.26ddd (13.5,7.5,2.5)| 2.26 ddd (13.5, 10.5,3.0)| 2.78 ddd (14.5, 6.5, 2.5)
11 3.89m 3.89m 3.84m 3.88 m
16 1.00t (6.9) 0.97t (7.0) 1.00 t (7.0) 0.94 t (7.0)
Mba 2 2.40tq (7.0, 6.7) 2.391q (7.5, 7.0)
2 Me 1.15d(7.0) 1.14 d (7.0)
3 Me 090t (7.4) 0.89 t (7.0)
Cna?2 6.55d(16.0)
3 7.84 d (16.0)
Deca 2 2.27 ddd (16.0, 7.5, 3.5)
2.43 ddd (16.0, 7.5, 2.5)
10 0.86 t (7.0)
Dodeca 2 2461t (7.2) 2.44 ddd (15.0, 7.0, 6.0) | 2.43 ddd (14.5,7.3, 3.0)
2.46 ddd ( 15.5, 8.0,3.0)
12 0.881(7.3) 0.87t(7.0) 0.87 t(7.0)

®Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan en ppm en relacién con

TMS. Los acoplamientos (J) se encuentran en paréntesis y se expresan en Hz.
®Abreviaciones; s = sefial simple, d = doble, t = sefial triple, q = sefial cuadruple, m = sefial multiple.
Las asignaciones se basaron en los experimentos '"H-"H COSY y TOCSY.

Fuc = fucosa, Ram = ramnosa. Jal = 11- hidrohexadecanoilo, Mb = 2-metilbutanoilo, deca = n-decanoilo,

dodeca = n-dodecanoilo, cna = trans-cinamoilo.
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Cuadro 7. Constantes espectroscopicas en la RMN "C para los batatinésidos I — IV (1 -4 )™

carbono” Batatinosido (1) | Batatinésido Il (2) | Batatindsido 111 (3)| Batatinésido IV (4)

Fuc 1 101.6 101.7 101.7 101.6

2 73.5 73.0 72.9 73.4

3 76.6 76.9 76.8 76.6

4 73.6 73.6 73.5 73.6

5 71.3 71.2 71.2 71.2

6 17.2 17.3 17.2 17.2

Ram 1 100.2 100.3 100.3 100.3

2 69.8 69.7 69.6 69.8

3 78.0 79.1 78.6 78.1

4 77.2 77.2 77.6 76.6

5 67.9 67.4 67.7 67.9

6 19.2 19.4 19.4 19.2

Ram' 1 99.0 102.3 103.4 98.4

2 72.8 72.6 72.4 72.7

3 79.8 75.9 73.1 79.6

4 80.0 77.4 80.4 79.8

5 68.4 69.1 68.6 68.5

6 18.8 18.5 19.1 18.7

Ram"1 103.7 103.5 103.3 103.8

2 70.0 70.4 72.9 72.6

3 73.3 72.6 70.2 70.2

4 71.7 73.6 75.5 75.0

5 68.2 70.7 67.8 68.2

6 17.8 18.3 18.0 17.9

Ram™1 104.5 104.6

2 72.7 72.6

3 72.4 72.5

4 73.6 73.6

5 70.8 70.5

6 18.8 18.8

Jal 1 174.7 174.4 174.5 174.7

2 33.9 34.7 34.6 33.8

11 79.5 79.8 79.8 79.4

16 14.5 14.6 14.5 14.4

Mba 1 175.4 175.4

2 41.4 41.4

2-Me 16.9 16.9

3-Me 11.8 11.8

Cna-7 118.4
8 166.2

Deca 1 172.7
2 34.4
10 14.3

Dodeca 1 173.2 173.5 173.5

2 34.6 34.7 32.1

12 14.3 14.3 14.3

®Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan en ppm en relacién con TMS.
Las asignaciones se basaron en los experimentos HSQC.

Fuc = fucosa, Ram = ramnosa. Jal = 11- hidrohexadecanoilo, Mb = 2-metilbutanoilo, deca = n-decanoilo, dodeca =
n-dodecanoilo, cna = trans-cinamoilo
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6.4 Elucidacion estructural de las batatinas 1 y 11

Las batatinas I (5) y II (6) en términos generales son dimeros lipooligosacaridos
constituidos por dos unidades de 4cido simoénico B (designadas arbitrariamente como
unidades A y B (se hard referencia con estos nombres en los siguientes apartados para
facilitar su identificacién). Sus dos cadenas oligosacéridas se hallan esterificadas en las
mismas posiciones por tres residuos diferentes, en la posicion 2 de la unidad de ramnosa
interna inferior (Ram’) por el acido 2(S)-metilbutanoico, y en las posiciones 3 y 4 de la
unidad de ramnosa externa superior (Ram’’) por los acidos trans-cinamico y n-
dodecanoico respectivamente. La elucidacion se inicid con el registro de los espectros
unidimensionales de RMN 'H'y Be (figuras 73 y 74).

La elucidacion de las estructuras y la asignacion de los desplazamientos quimicos,
se llevd a cabo combinando diferentes técnicas espectroscopicas en la RMN mono y
bidimensional y en la espectrometria de masas. Asimismo, con el empleo de la simulacion
espectral de estas complejas estructuras oligosacaridas se dedujeron los desplazamientos
quimicos y las constantes de acoplamiento para las sefiales sobrepuestas de orden complejo
en la RMN 'H. Los valores experimentales registrados en la RMN del batatinésido I (1) se
usaron como punto de partida para la simulacion espectral de los compuestos 5y 6 ya que

ambos representan dimeros del compuesto 1.
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Figura 73. Espectros de RMN 'H (500 MHz CsDsN) de las batatinas I (5) y II (6).
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Figura 74. Espectros de RMN "°C (125 MHz CsDsN) de los batatinas I (5) y II (6).

6.4.1 Ildentificacion de estructuras diméricas mediante RMN

Una de las primeras evidencias espectroscopicas para confirmar que la batatinas I
(5) y II (6) poseen una estructura polimérica, fue la identificacion de nueve senales en la

region de desplazamiento quimico comprendida entre los 95 y 105 ppm en la RMN "°C.



Posteriormente se demostr6 mediante

correlacionan con diez protones anoméricos en
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fucosa, tal cual se ilustra en la figura 75.
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el espectro HMQC que estas sefales

la RMN 'H, ocho de ramnosa y dos de

Figura 75. Seccion del espectro HMQC del batatina I (5). Asignacion de las resonancias de
1C para la identificacion de los carbonos anoméricos. Asignaciones: A; C;FucA y C;FucB,
B; C;RamA y CRamB, C; C,Ram’B, D; C,Ram’A, E; C,Ram’’A, F; C;Ram’’B, G;

CiRam’”’A, H; C;Ram’”’B.

Los compuestos 5 y 6 son dimeros del batatinosido I (1), por lo que se observa una

similitud notable entre sus espectros de RMN 'H y "°C, con una clara complejidad para los

compuestos 5y 6 ya que se presentan una gran cantidad de sefiales adicionales sobrepuestas

que no estan presentes en los espectros del batatinosido I (1) (véase la figura 48).
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Estas senales pueden apreciarse en la zona correspondiente a los desplazamientos
quimicos correspondientes a los grupos carbonilo en la RMN "*C (véanse las figuras 49 y
74) y en la zona de desplazamiento correspondiente con las sefales de esterificacion
localizadas por arriba de las 5.3 ppm en la RMN 'H. En la figura 76, se comparan las

resonancias de los compuestos 1y 5.
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Figura 76. Comparacién de los perfiles espectroscopicos en la RMN 'H de los compuestos
5 (espectro 1) y 1 (espectro 2) en la zona de desplazamiento quimico (ppm) correspondiente
a protones anoméricos y sefiales de acilacion. Abreviaciones : Ram A= ramnosa interna
superior de la unidad A, Ram B = unidad de ramnosa de la unidad B, CnmA= residuo de
trans-cinamoilo de la unidad A.
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En el espectro de la batatina 1 (5) puede observarse la presencia de senales de
acilacion no presentes en el espectro del batatindésido I (1). Estas sefales pudieron
reconocerse con el empleo de los espectros bidimensionales COSY y TOCSY como H, y
Hy4 para una unidad de ramnosa Ram’’ y otra H, para la unidad de ramnosa Ram’, entre

otras.

6.4.2 Residuos de esterificacion de las batatinas | y Il. Determinacion de las
posiciones de acilacion

Los compuestos 5 y 6 poseen tres residuos esterificantes, el n-dodecanoilo, el 2(S)-
2-metilbutanoilo y el trans-cinamoilo, que fueron identificados mediante la busqueda de
sus sefales diagndsticas como se indico en el apartado 6.3.3.2.

Después de localizar estas sefiales se llevd a cabo la diferenciacion de los 7
carbonilos de los residuos acidos que esterifican a las unidades A y B del acido simoénico B
de las batatinas I (5) y II (6) mediante el analisis de los espectros HMBC.

La figura 77 es una seccion del espectro HMBC de la batatina V (9) en el que se
correlacionan las sefiales diagnosticas en la RMN 'H de los residuos esterificantes y sus

respectivos grupos carbonilo en la RMN "C.
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Figura 77. Seccién del espectro HMBC de la batatina I (5). Asignacion de sefiales de >C de
grupos carbonilos para la aglicona y residuos acidos. Conectividades (*Jc.i); A; Ci-H,Ddl,
B; Ci-H, Jla, C; C;-HoMb, y (3JC_H); D; C;-Hame Mba. Abreviaciones: Mba = 2-(S)-2-
metilbutanoilo, Ddl = dodecanoilo, Jla = 11-hidroxi-hexadecanoilo (éster del acido
jalapindlico).

Una vez que se han identificado los grupos carbonilo se determind la posicion
especifica en la que estos residuos esterifican al acido siménico B, nuevamente mediante el
analisis de los espectros HMBC, aunque hay que mencionar que no pudieron observarse las
correlaciones entre los grupos carbonilo de los residuos del &acido jalapindlico y los
respectivos protones de azucar en donde se establece el enlace éster intramolecular (figura

77).
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Por lo tanto, la posicion de lactonizacidon propuesta para estas estructuras se dedujo
por comparacion entre los desplazamientos quimicos en los que aparecen las sefales

generadas por los protones H; de la unidad de ramnosa (Ram) del batatindsido I (1) y los de

los compuestos 5 y 6.
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Figura 78. Seccion del espectro HMBC de la batatina I (5) para la determinacion de las
posiciones de esterificacion. Conectividades (3JC_H): A; CiMb-H,Ram’A y C;Mb-H;Ram’B,
B; C;Ddl-H4Ram’’A, C; C,Ddl-H4Ram’’B, D; C;Cnm-Hs;Ram’A, E; C;Cnm-H;CnmA, G;
C1Cnm-H;CnmB. Correlaciones (ZJC_H); F; Ci;-H,CnmA, H; C;-H,CnmB . Abreviaciones:
Cnm = trans-cinamoilo, Mb = 2-metilbutanoilo, Ddl = n-dodecanoilo Jla = 11-
hidroxihexadecanoilo (lactona del &cido jalapindlico).
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6.4.3 Las batatinas | y 11, isomeros estructurales

La estructura quimica de los compuestos 5 y 6 es practicamente idéntica y la unica
diferencia estructural existente entre ambos, es la posicion en la que se establece el éster
con el 4cido cinamico en la unidad oligosacarida B (figura 83). En el compuesto 5 se
establece en la posicion 2 de la unidad de ramnosa externa superior (Ram’’) y en el
compuesto 6 en la posicion 3 de esta misma unidad monomérica.

El hallazgo de esta diferencia estructural se logrd establecer a partir de las
correlaciones observadas para las sefiales generadas por los protones de la ramnosa externa
superior (Ram’’) de la unidad B del compuesto 5 (cuyo patron espectroscopico es distinto
y no aparece en los espectros de RMN 'H de los compuestos 1 y 6 (espectros COSY y
TOCSY). En la figura 79 se ilustra el seguimiento de las sefiales generadas por los protones
de las unidades Ram’’ para la batatina I (5).

La posicion de esterificacion del acido trans-cinamico en la batatina 1 (5) en el
aziicar Ram’’ de la unidad B, no pudo deducirse directamente de los espectros HMBC, por
lo tanto se tomd como parametro su desplazamiento quimico al compararse con el
desplazamiento registrado para las sefales del azicar Ram’’ de la Simonina I (véase
apartado 2.3.7), un compuesto monomérico acilado con acido trans-cinamico (Noda et al,

1992). Esta asignacion se confirm6 nuevamente con la simulacion espectral.
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Figura 79. Seccion del espectro TOCSY de la batatina I (5). Asignacion de las senales de
los aziicares Ram’’ de las unidades A y B.

6.4.4 Las batatinas | y Il, dimeros del batatindsido 1. Identificacion por
espectrometria de masas

El anélisis espectrométrico de los compuestos 5 y 6 se llevo a cabo aplicando la
espectrometria de masas con técnica de ionizacion electro spray y en modo para la

deteccion de iones negativos (Véase apartado 5.1.2).
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Las batatinas I (5) y II (6) generaron el aducto [M + I, m/z 2889.47, (figura 80)
que permitié6 el célculo de la misma férmula molecular para ambos compuestos

(C144H23,050). De este modo, se confirmd que estos dos glicolipidos representan un par

diasteroisomérico.
BT e
Ty 1507 87
137783
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%—

1873.51

1 1 1 M
500 THD 1000 1260 1500 1760 2000 2260 2600 2750 2000 3250

Figura 80. Espectro de masas ES modo negativo de la batatina II (6). Deteccion de los
iones [M + 1] ,m/z 2889.47 y [M/2 + 1], m/z 1507.67.

Por medio del analisis MS/MS (figura 81) se obtuvo el espectro de masas del i6n
pseudomolecular [M — H]" m/z 2761.61 de formula C;44H23,050, con lo que se demostro
que la formula molecular de estos compuestos equivale a dos unidades del batatindsido |
(1), cuyo espectro de masas EI de iones positivos también fue registrado para la deteccion
del i6n pseudomolecular [M + H]+, m/z 1381.78 para C7,H;1705s.

Por otra parte, los compuestos 5 y 6 generaron el fragmento m/z 1379.79 [M/2 — H]
en su espectro MS/MS ES (Véase figura 81) que corresponde a la ruptura resultante de la
union éster que enlaza las dos unidades del batatindsido I (1) que constituyen estos

compuestos poliméricos.
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Otros fragmentos comunes en los espectros de masas de las batatinas I (5) y II (6)
fueron: m/z 1249 [M/2 — H — CoHeO]', m/z 1197 [M/2 — H — C,H2,0] y m/z 1067 [1249 —
Ci2H2,0]". Cada fragmento representa la pérdida de los residuos trans-cinamoilo (130 uma)

y N-dodecanoilo (182 uma), respectivamente.

m/z 1197 m/z 545 m/z 417

100 1379.79 M m
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0 ”\L'l\il\m"d“lH'h“\'"\‘“u“l ‘M‘\Hl‘wl“‘\"\HHwH‘w‘HMHwHw“H\HH\HH\HH\HH\HHM m/z

250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000
Figura 81. Espectro de masas MS/MS ES del i6n pseudomolecular [M — H] la batatina I (5).
6.4.5 Simulacion espectral

Los valores espectroscopicos registrados para el batatindsido I (1) se utilizaron
como punto de partida para proveer los desplazamientos quimicos necesarios para realizar
la simulacion espectral. Asi, para completar la asignacion espectroscopica se simuld un
espectro individual para cada una de las unidades monosacaridas de los compuestos 5 y 6,
lo cual permiti6 la asignacion total de las resonancias para ambas unidades A y B.

De esta manera, la simulacion espectral fue utilizada para duplicar los datos

espectroscopicos registrados en la "H RMN (500 MHz), permitiendo la asignacion correcta
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de los desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento para todas las sefiales
sobrepuestas de los compuestos 5y 6.

Como primer paso se estimaron los desplazamientos quimicos de los
experimentos TOCSY, COSY y HMQC, y después se realizo la simulacion espectral de
cada monosacarido para obtener el desplazamiento quimico correcto para sus sefiales. Asi,
todas las sefales espectroscopicas del batatindsido I (1) lograron sobreponerse con aquellas
registradas para los compuestos 5 y 6, excepto con aquellas paramagnéticamente
desplazadas generadas por los protones situados en azicares con diferentes patrones de
esterificacion, en los espectros simulados. En aquellas sefiales resueltas y no sobrepuestas
el desplazamiento y la constante de acoplamiento se obtuvieron directamente de los
espectros RMN 'H, como el triplete localizado a ~ 6.08 ppm (Hj) en el que el patron de
multiplicidad es evidente. En otros casos como el del cuarteto situado alrededor de 5.79
ppm, las dos sefiales dobles de dobles generadas por protones H, y un protébn anomérico
pueden resolverse observando detalladamente la composicion de este aparente cuarteto.

Al utilizar los desplazamientos y las constantes de acoplamiento de ramnosa
registrados del batatindsido I (1) en la simulacion, se facilito la interpretacion espectral en
aquellos casos donde la constantes de acoplamiento de las sefiales no pudieron calcularse
directamente de los espectros experimentales debido a la alta complejidad de las generadas.

La simulacion se realizo mediante el empleo del programa de simulacion espectral
MestRe-C variando progresivamente el desplazamiento y anchura de las sefiales
(constantes de acoplamiento) hasta lograr un parecido ¢ semejanza méaxima entre los

espectros simulados y los experimentales (Véase la figura 82).
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Figura 82. Simulacién de la region oligosacarida para la Batatina I (5). La grafica superior representa al
espectro experimental de la batatina I. El color de las sefiales corresponde con el color asignado a cada unidad
de azticar. Los desplazamientos quimicos exactos estan sefialados en la ultima grafica de la figura y las demas
graficas corresponden a los espectros individuales simulados por iteracion para cada una de las unidades de
ramnosa y fucosa. Las letras A y B denotan la unidad monomerica en donde se localizan las respectivas
unidades sacéaridas y H,, denota las posiciones exactas en cada unidad de azuicar.
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En la figura 82, se ilustra la simulacion de un sistema de 24 nucleos para las senales
localizadas entre 4.75 y 6.40 ppm para el compuesto 5. La simulacion espectral se aplico en
aquellos casos en los que fue imposible hacer un analisis visual en la RMN "H, como en el
multiplete localizado entre 5.58 y 5.65 ppm en el que las sefiales anoméricas sobrepuestas
en las unidades A y B del aziicar Ram’ (en color azul), la sefial doble de dobles de Hs de

Ram (lactonizacion, en morado) y las del azticar Ram’’’ (en color rojo).

6.4.6 Estructura de las batatinas 1 y 11

En la figura 83 se ilustran las estructuras propuestas para los compuestos 5y 6 de la
fraccion primaria alfa (subfracciones F1 y H, apartado 5.3.3) que fueron designados con
los nombres de batatinas I y II. El cuadro 7 contiene los desplazamientos quimicos y las
constantes espectroscopicas obtenidos de los espectros auténticos y de la simulacion
espectral en la RMN 'H y el cuadro 8 contiene los desplazamientos en la RMN "*C para

ambos dimeros.
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De acuerdo con toda la informacion espectroscopica y espectrométrica analizada se

propusieron la siguientes estructuras para las batatinas I (5) y II (6).

Glicolipido 5: Ester intramolecular 1 - 3”°, 11 — O -a-L -[3 —O - (11S-
hidroxihexadecanoil) -11 — O - o - L — ramnopiranosil - {2 — O-(trans-cinamoil) -4 —O -(n-
dodecanoil)} - (1—4) — O -a—L - {2-O-(2-S-metilbutanoil) (1—3) — O - a—-L -
ramnopiranosil} ramnopiranosil - (1—4) — O - a — L — ramnopiranosil - (1—-2) — O -  —D-
fucopirandsidoJramnopiranosil- {3-O-(trans-cinamoil)-4-O-(n-dodecanoil) } -(1—4)-O-a.-L-
{2-O-(2S-metilbutanoil)-(1—3)-O-a-L-ramnopiranosil } ramnopiranosil-(1—4) — O - a -L-

ramnopiranosil-(1—2)-O-B-D-fucopiranoésido del 4cido (11S)-hidroxihexadecanoico.

Glicolipido 6:  Ester intramolecular 1 - 3, 11 — O -a-L -[3 -O - (11S-
hidroxihexadecanoil) -11 — O - a - L — ramnopiranosil - {3 - O(trans-cinamoil) -4 —O -(n-
dodecanoil)} - (1-4) — O -a—L - {2-O-(2-S-metilbutanoil) (1—-3) — O - a—-L -
ramnopiranosil} ramnopiranosil - (1—4) — O - o — L — ramnopiranosil - (1-2) - O - B -D-
fucopiranodsido Jramnopiranosil- {3-O-(trans-cinamoil)-4-O-(n-dodecanoil) } -(1—4)-O-a-L-
{2-O-(2S-metilbutanoil)-(1—3)-O-a-L-ramnopiranosil } ramnopiranosil-(1—4)-O - o - L-

ramnopiranosil-(1—2)-O-B-D-fucopiranosido del acido (11S)-hidroxihexadecanoico.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 83. Estructura de las batatinas I (5) y II (6).
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Cuadro 8. Constantes espectroscopicas en la RMN "H para las batatinas 1 y 11 (5 - 6)".
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Protén® Batatina I (5) Batatina Il (6)
UNIDAD A UNIDAD B UNIDAD A UNIDAD B
Fuc 1 4.82d(7.8) 4.81d(7.8) 4.83d(7.9) 4.83d(7.9)
2 4.52dd (9.5, 7.8) 4.53dd (9.6, 7.9) 4.54dd (9.5, 7.9) 4.54dd (9.5,7.9)
3 4.20 * 4.20 * 4.20% 4.20 *
4 3.92 bs 3.92 bs 3.92d(1.9) 3.92d(1.9)
5 3.82.q(6.3) 3.82.q(6.3) 3.82 4 (6.5) 3.82.q(6.5)
6 1.52d (6.5) 1.52d (6.5) 1.52d (6.4) 1.52d (6.4)
Ram 1 6.34 bs 6.34 bs 6.35d (1.5) 6.35d (1.5)
2 5.31bs 5.31 bs 5.32 bs 5.32 bs
3 5.63 dd (8.4, 1.6) 4.42dd (9.2,3.1) 5.64 dd (10.0, 2.4) 4.43dd (9.3, 3.1)
4 4,66t (9.8) 4.67t(9.7) 4.67t(9.7) 4.67t(9.7)
5 5.02dq (9.4, 6.4) 5.02 dq (9.4, 6.4) 5.04 dq (9.5, 6.3) 5.04 dq (9.5, 6.3)
6 1.59.d (6.1) 1.60 d (6.1) 1.60 d (6.2) 1.60 d (6.2)
Ram'l 5.62.d (0.9) 5.64 d (1.6) 5.63 bs 5.65d(1.8)
2 5.81dd (3.2, 1.8) 5.82.dd (3.0, 2.0) 5.82.dd (3.0, 1.8) 5.82.dd (3.0, 1.8)
3 4.62dd (9.5,3.1) 459 dd (9.1, 3.0) 4.63 dd (9.4, 3.0) 4.63 dd (9.4, 3.0)
4 4271(9.5) 4291(9.3) 4271(9.4) 4271 (9.4)
5 4.40 dq (9.4, 6.1) 436 dq (9.5, 6.0) 4.40 dq (9.6, 5.9) 4.40 dq (9.6, 5.9)
6 1.61d (5.9) 1.63d (5.9) 1.62d (6.1) 1.62d (6.1)
Ram"l 5.93d(1.2) 5.80 * 5.94d(1.5) 5.94d(1.5)
2 4.91%* 5.99dd (3.1,2.2) 491* 4.91%*
3 5.85dd (10.1, 3.0) 4.70 dd (9.3, 3.3) 5.85dd (10.0, 3.0) 5.84dd (9.7,3.2)
4 6.08 t (9.9) 5.771(9.3) 6.08 t (9.9) 5.78 1 (9.5)
5 4.48 dq (9.7, 6.2) 441 * 4.48 dq (9.8, 6.3) 4.44 *
6 1.46 d (6.3) 1.53d (6.9) 1.46 d (6.3) 1.46 d (6.3)
Ram"1 5.66 d (1.0) 5.62d (0.9) 5.66d(1.1) 5.63 bs
2 4.92%* 4.77 bs 4.75 bs 4.75 bs
3 5.62 dd (7.6, 2.7) 4.42.dd (9.2,3.1) 5.62dd (9.8, 2.4) 4.43dd (9.3,3.1)
4 423 * 4.20%* 4.23%* 4.20 *
5 4.27dq (9.5, 6.1) 4.25dq (9.1, 6.3) 4.27% 4.25%
6 1.72d (5.9) 1.72d (6.1) 1.72 d (6.0) 1.72 d (6.0)
Jal2 2.25ddd (14.9, 7.1,2.8) 2.25ddd (15.0, 6.6, 2.7) 2.33-2.43* 2.33-2.43*
2.84ddd (14.5,11.2,2.4) 2.86ddd (14.7, 10.4, 1.7)] 2.83 ddd (14.5, 11.0, 2.4)
11 3.89m 3.89m 3.89m 3.89m
16 1.00 t (6.9) 1.00 t (7.0) 1.00 t (6.9) 1.00 t (6.9)
Mb 2 2.40 tq (7.0, 6.9) 2.421q (7.1, 6.8) 2.40q (7.1, 6.9) 2.40tq (7.1, 6.9)
2 Me 1.15d (7.0) 1.18 d (7.0) 1.15d (7.1) 1.15d (7.1)
3 Me 0.90 t (7.4) 0.92 t (7.4) 0.90 t (7.4) 0.90 t (7.4)
Cna 2 6.55 d (16.0) 6.52 d (16.5) 6.56 d (16.0) 6.56 d (16.0)
3 7.84d (15.9) 7.75d (15.9) 7.85d (16.0) 7.85d (16.0)
Dodeca2 | 2.46t(7.3) 2.46t(7.3) 2451(7.2) 2.451(7.2)
12 0.88(7.2) 0.87t(7.1) 0.88 t (7.0) 0.88 1 (7.0)

®Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan en ppm en relacién con
TMS. Los acoplamientos (J) se encuentran en paréntesis y se expresan en Hz.
®Abreviaciones; s = sefial simple, d = doble, t = sefial triple, q = sefial cuddruple, m = sefial miltiple.
Las asignaciones se basaron en los experimentos '"H-"H COSY y TOCSY.

Fuc =

fucosa, Ram =

dodecanoilo, cna = trans-cinamoilo.

ramnosa. Jal = 11- hidroxihexadecanoilo, Mb = 2-metilbutanoilo, dodeca

n-
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Cuadro 9. Constantes espectroscopicas en la RMN *C para las batatinas I y 11 (5 - 6 ).

carbono” Batatina I (5) Batatina I1 (6)
UNIDAD A UNIDAD B UNIDAD A UNIDAD B
Fuc 1 101.6 101.6 101.6 101.6
2 73.4 73.4 73.4 73.4
3 76.6 76.6 76.6 76.6
4 73.6 73.6 73.6 73.6
5 71.3 71.3 71.2 71.2
6 17.2 17.2 17.2 17.2
Ram 1 100.2 100.3 100.3 100.3
2 69.8 69.8 69.8 69.8
3 78.0 72.5 78.0 72.5
4 77.2 77.2 77.2 77.2
5 67.9 67.9 67.9 67.9
6 19.2 19.3 19.3 19.3
Ram' 1 99.0 98.8 99.0 98.8
2 72.8 72.8 72.8 72.8
3 79.8 79.1 79.8 79.8
4 80.0 80.0 80.0 80.0
5 68.4 68.5 68.4 68.5
6 18.8 18.8 18.8 18.8
Ram"l 103.7 100.5 103.7 103.8
2 70.0 74.0 70.0 70.0
3 73.3 68.1 73.3 73.3
4 71.7 75.1 71.7 72.7
5 68.2 68.4 68.2 68.4
6 17.8 18.0 17.8 17.8
Ram™1 104.6 104.5 104.6 104.5
2 72.2 72.7 72.5 72.7
3 78.0 72.4 78.0 72.4
4 73.6 73.6 73.6 73.6
5 70.6 70.8 70.6 70.8
6 18.9 18.8 18.8 18.8
Jal 1 174.7 174.8 174.7 174.8
2 33.9 33.8 33.9 33.9
11 79.5 79.4 79.5 79.5
16 14.5 14.5 14.5 14.5
Mb 1 175.4 175.4 175.4 175.4
2 41.4 41.4 41.4 41.4
2-Me 16.9 16.9 16.9 16.9
3-Me 11.8 11.8 11.8 11.8
Cna-7 118.4 118.4 118.4 118.4
8 128.6 128.6 128.6 128.7
129.2 (x 2) 129.0 (x 2) 129.2 (x 2) 129.2 (x2)
130.7 (x 2) 130.5 (x 2) 130.7 (x 2) 130.5 (x 2)
134.7 134.7 134.7 134.7
145.4 145.6 145.4 145.6
9 166.2 166.8 166.2 166.8
Dodeca-1 173.2 173.5 173.2 173.5
2 34.6 34.6 34.6 34.6
12 14.3 14.3 14.3 14.3

®Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan en ppm en relacién con
TMS.

Las asignaciones se basaron en los experimentos HSQC.

Fuc = fucosa, Ram = ramnosa. Jal = 11- hidrohexadecanoilo, Mb = 2-metilbutanoilo, dodeca = n-
dodecanoilo, cna = trans-cinamoilo.
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6.5 Elucidacion estructural de las batatinas 111y IV

Las batatinas III (7) y IV (8) son dimeros lipooligosacaridos constituidos por dos
unidades tetrasacaridas de acido operculinico C. La porciéon oligosacarida de estas
moléculas se encuentra esterificada con dos residuos de acido n-decanoico y dos de n-
dodecanoico y al igual que en el caso de las batatinas I (5) y II (6), las diferencias quimicas
entre estos dos compuestos diméricos esta determinada por su isomeria estructural.

La elucidacion de las estructuras y la asignacion de los desplazamientos quimicos
de sus sefiales se llevd a cabo nuevamente combinando las técnicas espectroscopicas en la
RMN mono y bidimensional y en la espectrometria de masas. La elucidacion se inicid
como en casos anteriores con el registro de los espectros unidimensionales de RMN 'H y
BC (figuras 84 y 85) de los compuestos puros para obtener informacion general acerca de

su estructura.
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Figura 84. Espectros de RMN "H (500 MHz CsDsN) de las batatinas ITI (7) y IV (8).
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Figura 85. Espectros de RMN 13C (125 MHz CsDsN) de las batatinas I1I (7) y IV (8).

6.5.1 Batatinas Il y IV, dimeros del &cido operculinico C

La estructura oligosacarida de los compuestos 7 y 8, al igual que la de los
batatindsidos II (2) y III (3) se encuentra relacionada con la estructura de las estoloniferinas
Xl y XII, y constituida por dos unidades del nucleo tetrasacarido del acido operculinico C.
Esta propuesta pudo deducirse tras observar 7 sefiales anoméricas de carbono relacionadas
con 8 protones anoméricos en el espectro HMQC (figura 86), 6 de ramnosa y 2 de fucosa

(también se confirmd verificando las secuencias de glicosilacion con los espectros HMBC).
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Figura 86. Seccion del espectro HMQC de la batatina IV (8). Asignacion de las
resonancias de "°C para la identificacién de los carbonos anoméricos. Asignaciones: A;
CiFucA, B; CiFucB, C; Ci{RamA, D; C;RamB, E; Ci{Ram’A, F; Ci{Ram’B, G; C;Ram’’A,
H; C{Ram’’B.

Todas las unidades sacaridas de ramnosa de los compuestos 7 y 8 se encuentran
aciladas, pues todas poseen una sefial no anomérica paramagnéticamente desplazada a
campo bajo de acuerdo con las conectividades registradas en la expansion del espectro
COSY de la figura 87. Esta evidencia indicd que en la estructura de los compuestos 7y 8
hay seis posiciones de esterificacion, cuatro de las cuales estan ocupadas por los residuos

alquilicos de los acidos n-decanoico y n-dodecanoico (confirmado por espectrometria de

masas) y las dos restantes estdn ocupadas por el éster intramolecular (macrolactona) y la
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unidn éster entre las dos unidades lipooligosacaridas que constituyen la estructura dimérica

de los compuestos 7'y 8.
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Figura 87. Seccion del espectro COSY para la porcion oligosacarida de la batatina IV (8).
Correlaciones (3JH_H): A; RamA H, — H;, B; Ram’A H, — H3, C; Ram’A Hs;— Hy, D; Ram’B
H, — Hs, E; Ram”’A H; — Hy4, F; Ram’’A Hs — Hs, G; Ram’’B H; — H4 H; Ram”’B Hs — Hs,
I; RamB H; — H,, J; RamB H; — H; . Abreviaciones: RamA = ramnosa interna superior de
la unidad A, Ram’B= ramnosa interna inferior de la unidad B, Ram’’ = ramnosa externa
superior, Ram’’’ = ramnosa externa inferior.
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6.5.2 Diferenciacion isomérica de las batatinas 111y IV

Como se discutira detalladamente en el apartado 6.6.3, mediante la espectrometria
de masas se demostré que los compuestos 7 y 8 poseen la misma formula molecular y con
esta evidencia se dedujo que ambos representan un par de diasteroisdmeros, en forma
similar a lo que sucede en el caso de las batatinas I (5) y II (6).

Después de haber realizado la asignacion de las sefiales y sus desplazamientos
quimicos mediante los espectros COSY, TOCSY y HMQC, se procedido con el
establecimiento de la asignacion de las 6 distintas posiciones de esterificacion de estas
moléculas por medio de los espectros HMBC, con lo que se concluyd que ambos
comparten el mismo patrén de sustitucion y las mismas posiciones de lactonizacidon, con
una sola diferencia entre ambos que consiste en la posiciéon en la que los acidos n-
decanoico y n-dodecanoico esterifican a la unidad B del &cido operculinico C,
especificamente en sus unidades sacaridas ramnosa interna inferior (Ram’) y ramnosa
terminal (Ram’’).

Un resto n-dodecanoilo se localiza en ambos compuestos en el azacar Ram’” de la
unidad A de acido operculinico C y un segundo residuo de acido n-decanoico esterifica a la
ramnosa interna superior Ram. Sin embargo, en el compuesto 7 el otro resto de acido n-
decanoico esterifica al azicar Ram’ y el restante de n-decanoico a la unidad Ram’” (ambas
en la unidad B), mientras que en el compuesto 8 las posiciones de estos dos residuos se

hallan invertidas con respecto al compuesto 7 (figuras 88, 89 y 93).
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Figura 88. Seccion del espectro HMBC de la batatina III (7) para la determinacion de las
posiciones de esterificacion. Conectividades (3JC_H): A; CiJlaA — Hs;RamA, B; CiJlaB —
Hs;Ram’B, C; C,dIB - H4Ram’’B, D; C;ddIA - HyRam’A, E; C,ddl - HbBRam’A, F; C,dIB -
H;RamB. Abreviaciones; dl A= n-decanoilo unidad A, ddl B= n-dodecanoilo unidad B, Jla
A = 11-hidroxi-hexadecanoilo (éster del acido jalapindlico) unidad A.

Es importante mencionar que toda la espectroscopia en la RMN de los compuestos
7 y 8 es practicamente similar y no hay diferencias significativas en los desplazamientos
quimicos generados por las sefiales de estos compuestos, ya que ambos son isomeros. S6lo

el analisis detallado de los espectros HMBC durante el establecimiento de las correlaciones
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C-H de los grupos carbonilo con los protones de los azlcares situados en las posiciones
donde se establecen los ésteres, se llegd al hallazgo de esta diferencia estructural entre
ambos compuestos.

En el compuesto 7, el acido n-decanoico establece un éster con el azicar Ram’’ en
la posicion 4 y el acido n-dodecanoico con el azuicar Ram’ en la posicion 2. En el caso del
compuesto 8 el acido n-dodecanoico establece un enlace éster en la posicion 4 del azlicar
Ram’’, y el n-decanoico en la posicion 2 del azicar Ram’, todos en la unidad tetrasacéarida
B. En los compuestos 7 y 8, la posicion del enlace éster en la que se establece la union de
las dos unidades tetrasacaridas (unidades A y B) mediante el acido jalapindlico, se

establece en la posicion 3 del azicar Ram’ de la unidad oligosacarida A (figura 93).
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Figura 89. Seccion del espectro HMBC de la batatina IV (8) para la determinacion de las
posiciones de esterificacion. Conectividades (CJcn): A; CiJlaA — HsRamA, B; C,JlaB —
Hs;Ram’B, C; C;ddIB - H4Ram’’B, D; CddIA - HyRam’A, E; C,dl - H,Ram’A, F; C,dIB -
Hs;RamB. Abreviaciones; dl A= n-decanoilo unidad A, ddl B= n-dodecanoilo unidad B, Jla
A = 11-hidroxi-hexadecanoilo (éster del 4cido jalapindlico) unidad A.
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6.5.3 Las batatinas Il y IV y sus ésteres alquilicos. Identificacion por
espectrometria de masas

El andlisis espectrométrico de los compuestos 7 y 8 se llevd a cabo aplicando la
espectrometria de masas con dos técnicas de ionizacion; electro spray y FAB con deteccion
de iones negativos, con la finalidad de obtener mayor informacion estructural a través del
registro de los diferentes productos de fragmentacion obtenidos en cada una de las técnicas
(Pereda-Miranda y Bah, 2003). Los resultados de la EM ES demostraron que las batatinas
I (7) y IV (8) formaron el mismo aducto con yodo a m/z 2477.53 [M + IT, (figura 90) con
el que se calculd la misma formula molecular para ambos compuestos, Ci2sH224029, y se

confirmo que estos compuestos también representan un par de diasteroisdémeros.

100 1201.69 2 pang
o
2477 53
11189 52 157580 2167.49
mn N Ly l.lh. b [ |
e B e I I L I L IS ML IS RIS UL LIS L miz
500 750 1000 1260 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000

Figura 90. Espectro de masas ES modo negativo de la batatina III (7). Deteccion de los
iones [M + 1] ,m/z 2477.53.

Por medio del analisis MS/MS (figura 53) se obtuvo el espectro de masas del i6n
pseudomolecular [M — H]" m/z 2349.56, detectdindose la presencia de diferentes
fragmentos que sirvieron como evidencias para sustentar la elucidacion estructural de los

compuestos 7'y 8.
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Figura 91. Espectro de masas MS/MS ES del i6n pseudomolecular [M — H] de la batatina
I (7).

Los compuestos 7 y 8 generaron el mismo fragmento m/z 1173.78 en su espectro
MS/MS, que corresponde a la fragmentacion resultante de la ruptura de la union éster que
une las dos unidades monoméricas que constituyen estos compuestos diméricos mas la
pérdida de un residuo de n-decanoilo como se ilustra en el esquema de fragmentacion de la
figura 91.

Otros fragmentos comunes en el espectro de masas de las batatinas III (7) y IV (8)
fueron producto de la eliminacion de los ésteres, estos son; m/z 1019 [ 1173 — CoH50] y
m/z 991 [1773 — C,H2,0]. Cada fragmento representa la pérdida de los residuos de n-
decanoilo (154 uma) y n-dodecanoilo (182 uma), respectivamente.

Empleando el método de ionizacion FAB pudieron detectarse los pesos moleculares
de las unidades A y B de los dimeros 7 y 8 (figura 92) como producto de la fragmentacioén

de estos compuestos en sus dos constituyentes lipooligosacaridos intactos, siendo esta
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evidencia contundente para la culminacion de la elucidacion estructural de estos productos

naturales.
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Figura 92. Espectro de masas FAB (iones negativos) de la batatina IV (8). Unidad A:
fragmento m/z 1019 y Unidad B; fragmento m/z 1329.
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6.5.4 Estructura de las batatinas 111y IV

En la figura 93 se ilustran las estructuras propuestas para los compuestos 7 y 8 de la
fraccion primaria alfa (subfracciones K y L, apartado 5.3.3) que fueron designados con los
nombres de batatinas III y IV. Los cuadros 10 y 11 contienen los desplazamientos quimicos
y las constantes espectroscopicas en la RMN "H y *C para ambos dimeros.

De acuerdo con toda la informacidn espectroscopica y espectrométrica analizada se

propusieron la siguientes estructuras para las batatinas III (7) y IV (8).

Glicolipido 7: Ester intramolecular 1-3”’- 11 — O -a. - L — ramnopiranosil - {4 — O -(n-
dodecanoil)} - (1—-4) — O - a- L - [3 — O - (11S-hidrohexadecanoil) — 11 —O -a -L —
ramnopiranosil - {4 — O - (n-decanoil)} - (1—-4) — O - a - L — ramnopiranosil - {2 — O - (n-
dodecanoil)} - (1—4) — O - a - L — ramnopiranosil - {3-O-(n-decanoil)} - (1-2) -0 - B -
D - fucopirandsido] ramnopiranosil - (1—4) — O - a - L — ramnopiranosil - (1-2) -0 - -

D - fucopiranosido del acido (11S)-hidroxihexadecanoico.

Glicolipido 8: Ester intramolecular 1-3”’- 11 — O -a - L — ramnopiranosil - {4 — O -(n-
dodecanoil)} - (1-4) — O - a- L - [3 — O - (11S-hidrohexadecanoil) — 11 -O -a -L —
ramnopiranosil - {4 — O - (n-dodecanoil)} - (1—4) — O - a - L — ramnopiranosil - {2 - O -
(n-decanoil)} - (1—4) — O - a - L — ramnopiranosil - {3-O-(n-decanoil)} - (1-2) -0 - 3 -
D - fucopiranoésido] ramnopiranosil - (1—4) — O - a - L — ramnopiranosil - (1-52) - O - 3 -

D - fucopiranosido del acido (11S)-hidroxihexadecanoico.
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Figura 93. Estructura de las batatinas II1 (7) y IV (8).
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Cuadro 10. Constantes espectroscopicas en la RMN 'H para las batatinas 111y IV (7 - 8)".

Protén® Batatina Il (7) Batatina IV (8)
UNIDAD A UNIDAD B UNIDAD A UNIDAD B
Fuc 1 478 d (8.0) 4.79d (7.5) 4.78 d (8.0) 479 d (7.8)
2 4.53.dd (9.5, 7.5) 4.54dd (9.5,7.5) 4.52dd (9.5, 7.8) 4.54 dd (9.5, 8.0)
3 4.18 dd (9.5, 3.0) 4.18 dd (9.5, 3.0) 4.19dd (9.5, 3.5) 4.19.dd (9.5, 3.5)
4 3.92d(2.0) 3.92d(2.0) 3.92d(1.0) 3.92.d (1.0
5 3.82 qd (6.0, 2.0) 3.82 qd (6.0, 2.0) 3.816 qd (6.5, 1.0) 3.821 qd (6.5, 1.0)
6 1.521 d (6.0) 1.518 d (6.0) 1.52.d (6.5) 1.515d (6.0)
Ram 1 6.36 d (2.0) 5.89d (1.5) 6.36 d (1.5) 5.89d(1.5)
2 5.27 bs 4.71 bs 5.28 bs 4.71 bs
3 5.58 dd (10.0, 3.0) 5.72.dd (9.8, 3.3) 5.58 dd (9.8, 3.0) 5.72.dd (9.5, 2.5)
4 4.581(9.7) 456t (9.8) 4.581(9.8) 4561 (9.5)
5 5.00 dq (9.7, 6.3) 4.40 dq (9.8, 6.0) 5.01 dq (9.8, 6.3) 4.40 dq (9.5, 6.0)
6 1.593 d (6.3) 1.586 d (6.0) 1.59.d (6.3) 1.58 d (6.0)
Ram'l 6.38 d (1.5) 5.55d(1.3) 6.38 d (2.0) 5.55d(1.5)
2 5.25 bs 5.78 dd (3.0, 1.3) 5.26 bs 5.78 dd (2.0, 1.5)
3 5.67 dd (9.8, 3.0) 4.59 dd (9.4, 3.0) 5.67dd (9.5, 2.5) 4.59dd (9.5, 2.0)
4 4711(9.8) 4251 (9.4) 4711 (9.5) 4261 (9.5)
5 5.08 dq (9.8, 6.3) 4.35dq (9.4, 6.0) 5.09 dq (9.5, 6.5) 436 dq (9.5, 6.5)
6 1.59d (6.3) 1.67 d (6.0) 1.59 d (6.3) 1.67 d (6.5)
Ram"l 5.69d( 1.5) 6.17d(1.5) 5.69 d (1.5) 6.17d(1.0)
2 4.48 dd (3.0, 1.5) 4.78 * 4.49 bs 478 *
3 4.43 dd (9.5, 3.0) 4.53dd (9.5, 3.0) 4.43 dd (9.5, 3.0) 4.53dd (9.5,3.2)
4 5.80t (9.5) 5.84 1 (9.5.0) 5.80t(9.5) 5.841(9.5)
5 4.314dq (9.5, 6.0) 4.41 dq (9.5, 6.0) 4.31dq (9.5, 6.0) 4.41dq (9.5, 6.0)
6 1.38 d (6.0) 1.47 d (6.0) 1.38 d (6.0) 1.47 d (6.0)
Jal 2 2.13ddd (14.5,6.5,3.5) 2.23ddd (15.0,7.0,2.5) | 2.13 ddd (14.0,7.0,3.5) 2.23 ddd (15.2, 6.6, 2.8)
2.27ddd (16.0, 8.5,3.0)  2.70 ddd (14.0, 7.0, 2.5) | 2.27 ddd (14.0 ,8.5,3.5)  2.70 ddd (14.6, 7.0, 3.0)
11 3.84-3.86 * 3.84-3.86 * 3.84-3.86 * 3.84-3.86 *
16 1.00 t (7.5) 1.02 t (7.0) 1.00 t (7.5) 1.02 t (7.0)
Deca 2 2.20% 228 %
2.40 ddd (16.0, 8.0 1.5) 2.40 ddd (16.0, 7.5, 2.0)
10 0.861 t (7.5) 0.862 t (7.5)
Deca 2 2.29* 228 *
2.40 ddd (16.0, 8.0 1.5) 2.40 ddd (16.0, 7.5, 2.0)
10 0.859 t (7.0) 0.860 t (7.0)
Dodeca 2 2.47 ddd (15.5, 7.5, 6.0) 2.47 ddd (15.5, 7.5, 6.0)
12 0.874 t (7.0) 0.873 t (7.0)
Dodeca 2 2.33t(7.5) 234 dd (8.5, 7.0)
12 0.876 t (7.0) 0.871t (7.0)

®Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan en ppm en relacién con

TMS. Los acoplamientos (J) se encuentran en paréntesis y se expresan en Hz.
®Abreviaciones; s = sefial simple, d = doble, t = sefial triple, q = sefial cuddruple, m = sefial multiple.
Las asignaciones se basaron en los experimentos 'H-"H COSY y TOCSY.
Fuc = fucosa, Ram = ramnosa. Jal = 11- hidrohexadecanoilo, deca = n-decanoilo, dodeca = n-dodecanoilo.
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Cuadro 11. Constantes espectroscopicas en la RMN "°C para las batatinas 111 y IV (7 - 8 )2

carbono® Batatina Il (7) Batatina IV (8)
UNIDAD A UNIDAD B UNIDAD A UNIDAD B
Fuc 1 101.7 101.5 101.7 101.5
2 73.0 73.1 73.0 73.2
3 76.7 76.6 76.9 76.8
4 73.4 73.4 73.6 73.6
5 71.2 71.2 71.2 71.2
6 17.2 17.2 17.2 17.2
Ram 1 100.2 102.4 100.3 102.4
2 69.4 70.3 69.6 70.4
3 77.9 75.5 77.9 75.6
4 79.1 78.1 79.1 78.1
5 67.7 69.0 67.7 69.0
6 18.9 18.5 19.0 18.5
Ram' 1 100.2 100.6 100.3 100.6
2 69.5 74.2 69.7 74.3
3 78.9 70.8 79.0 70.9
4 76.0 80.6 76.0 80.7
5 67.4 68.5 67.4 68.5
6 19.3 18.7 19.3 18.7
Ram"1 103.5 103.6 103.6 103.7
2 72.4 72.1 72.6 72.3
3 69.9 70.1 70.1 70.2
4 75.0 75.3 75.4 75.0
5 68.1 67.9 68.1 68.0
6 17.8 18.0 17.9 18.0
Jal 1 174.8 174.3 174.8 174.4
2 34.6 34.2 34.6 343
11 79.7 79.3 79.8 79.3
16 14.5 14.5 14.6 14.6
Deca-1 173.2 173.2
2 344 344
10 14.2 14.3
Deca-1 172.6 172.6
2 34.4 344
10 14.2 14.3
Dodeca-1 173.4 173.5
2 34.6 34.7
12 14.2 14.3
Dodeca-1 173.5 173.4
2 34.6 34.7
12 14.2 14.3

®Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estdn en ppm en relacién con TMS.

Las asignaciones se basaron en los experimentos HSQC.

Fuc = fucosa, Ram = ramnosa. Jal = 11- hidrohexadecanoilo, deca = n-decanoilo, dodeca = n-dodecanoilo.
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6.6 Elucidacion estructural de las batatinas Vy VI

Las batatinas V (9) y VI (10), son dimeros lipooligosacéridos constituidos por dos
unidades del 4cido siménico B y presentan una so6la diferencia en la composicion de sus
sustituyentes. Ambos compuestos poseen cinco residuos esterificantes en comun, estos son;
n-dodecanoilo, n-decanoilo y 2-metilbutanoilo en la unidad oligosacérida A, y trans-
cinamoilo y n-decanoilo en la unidad B. La principal diferencia estructural entre los dos
compuestos radica en que la unidad B del compuesto 9 esté esterificada con el residuo 2 —
metilpropanoilo en la posicion 4 del azacar Ram’’, mientras que en la unidad oligosacérida
B del compuesto 10 se establece un éster con el acido 2-metilbutanoico también en la
posicion 4 de esta misma unidad sacarida. Por otra parte, la batatinas V (9) y VI (10)
muestran diferencias en la posicion en la que se establecen los ésteres con los residuos 2-
metilbutanoilo y n-decanoilo en la unidad A y con el trans-cinamoilo en la unidad B
(Véanse figuras 109 y 110).

La elucidacion de los compuestos 9 y 10 se facilité considerablemente mediante el
empleo de la espectrometria de masas (apartado 6.6.1) que permitid el registro del peso
molecular de los fragmentos lipooligosacaridos (unidades A y B) constituyentes de estos
compuestos diméricos. Estas evidencias espectrométricas fueron el primer paso para
sustentar directamente con base en el valor registrado para la relacion carga-masa de los
fragmentos, la presencia de los nucleos pentasacaridos del 4cido simoénico B y sus
respectivos sustituyentes. Asimismo, estas evidencias se complementaron como en casos
anteriores con la busqueda de sefales y correlaciones diagndsticas en los espectros
unidimensionales de RMN 'H y °C (figuras 94 y 95) y bidimensionales, asi como con

simulacion espectral (apartado 6.6.3) para sustentar las propuestas estructurales.
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Figura 94. Espectros de RMN 'H (500 MHz CsDsN) de las batatinas V (9) y VI (10).




CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LAS BATATINAS V y VI 171

]
1
r
e ‘ llﬂlJlﬂ'ﬂW . l
)
l l :lh
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 SO 40 30 20 10 ppm

Figura 95. Espectros de RMN "°C (125 MHz CsDsN) de las batatinas V (9) y VI (10).
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La primera evidencia para confirmar que la batatinas I (5) y II (6) poseen una

estructura polimérica fue la identificacion de las sefiales en la region de desplazamiento

quimico comprendida entre los 95 y 105 ppm en la RMN "C. En la batatina VI (10) se

demostré mediante el espectro HMQC que estas sefiales se correlacionan exactamente con

diez protones anoméricos en la RMN 'H, tal cual se ilustra en la figura 96.
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Figura 96. Seccion del espectro HMQC del batatina VI (10). Asignacion de las resonancias
de °C para la identificacion de los carbonos anoméricos. Asignaciones: A; CiFucA, B;
CiFucB, C; C,RamA, D; CiRamB, E; C,Ram’A, F; C,Ram’B, G; C;Ram”’A, H;

C;Ram’’B, I; C;Ram’’’B, J; C;RamA.
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6.6.1 Determinacion de la composicién quimica de las batatinas V y VI mediante
espectrometria de masas

La elucidacion estructural de los compuestos 9 y 10 se facilitd en gran medida con
el empleo del analisis espectrométrico. Ademas de los fragmentos producidos por la
ruptura de los enlaces glicosidicos, los espectros de masas FAB (deteccion de iones
negativos) de los dimeros 9 y 10 indican la presencia de dos fragmentos diagnosticos que
evidencian claramente la conexion entre dos unidades lipopentasacéaridas y que fueron
contundentes en el establecimiento de las propuestas estructurales de estos glicolipidos
diméricos (Pereda-Miranda y Bah, 2003). La relacion de masa-carga de estos dos
fragmentos corresponde generalmente al peso molecular de la unidad lipooligosacéarida A
menos un radical hidrogeno, abreviada como [A — H]" y al peso de la unidad B menos un
radical hidrogeno mas el peso de una molécula de agua 6 [B — H + H,O] .

Los compuestos 9 y 10 poseen la misma composicion estructural en la unidad A y
por lo tanto, podria esperarse el registro del mismo fragmento [A — H]" m/z 1403 en sus
espectros de masas. Sin embargo, los espectros FAB de iones negativos indican la
presencia de los fragmentos m/z 1389 para el compuesto 9 y 1403 para el compuesto 10
(Véanse figuras 97 y 98). Hipoteticamente, la diferencia de 14 unidades observada entre el
fragmento [A — H] del compuesto 10 y el fragmento m/z 1389 del compuesto 9, podria
atribuirse a la pérdida adicional de un radical CH, de una metilpentosa en la unidad A de la
batatina V (9) 6 a la presencia del carbohidrato L-xilosa en su estructura.

Sin embargo, la presencia simultanea de los fragmentos m/z 1053 y 1067 en el
espectro del compuesto 9 hacen improbable la presencia de la L-xilosa en la batatina V (9)
ya que estos dos fragmentos corresponden cada uno a dos unidades del acido siménico B

esterificadas una con el 4cido 2-metilbutanoico y la otra con el acido isobutirico, con lo
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cual se descarta la presencia de carbohidratos distintos a la fucosa y ramnosa en la
estructura de este compuesto.

Asi, el registro de los fragmentos producidos por la ruptura de la estructura dimérica
de estos compuestos en sus constituyentes monoméricos, permitiéo deducir directamente la

composicion quimica de sus unidades A y B.

Compuesto 9: Este dimero estd constituido por dos unidades del acido simoénico B
(C46Hg0022), la unidad A cuyo fragmento [A — H — CH,]" m/z 1389, corresponde a
C4sH7302, + 183 + 155 + 85, e indica que se encuentra esterificada por los residuos de n-
dodecanoilo (C2H30, 183 uma), n-decanoilo (CioH;9O, 155 uma) y 2-metilbutanoilo
(CsHyO, 85 uma) y la unidad B cuyo fragmento [B — H + HyO] m/z 1355, corresponde a
CacH76022 + 18 + 155 + 131 + 71, e indica que estd esterificada por los residuos de n-
decanoilo (CioH;90O, 155 uma), trans-cinamoilo (CoH;O, 131 uma) y 2-metilpropanoilo

(C4H70, 71 uma).

Compuesto 10: Este dimero estd constituido por dos unidades del acido simoénico B
(C46Hg0022), la unidad A cuyo fragmento [A — H]" m/z 1403, corresponde a CssH7502, +
183 + 155 + 85, e indica que se encuentra esterificada por los residuos de n-dodecanoilo
(C12H230, 183 uma), n-decanoilo (CioH;90, 155 uma) y 2-metilbutanoilo (CsHeO, 85 uma)
y la unidad B cuyo fragmento [B — H + H,O] m/z 1369, corresponde a C4sH7602, + 18 +
155 + 131 + 85, e indica que esta esterificada por los residuos de n-decanoilo (C;oH;90,

155 uma), trans-cinamoilo (C9H70, 131 uma) y 2-metilbutanoilo (CsHO, 85 uma).
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Asimismo, el fragmento m/z 1235 observado en el espectro de masas del compuesto
9 se deriva de la pérdida de un residuo de n-decanoilo (C;oH;30, 154 uma) del fragmento

[A—H - CHa], m/z 1389.
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Figura 97. Espectro de masas FAB (iones negativos) de la batatina V (9). Unidad A:
fragmentos [A — H — CHy],, m/z 1389 y [1389 — CyoH50], m/z 1235 y Unidad B:
fragmento [B — H + H,O] , m/z 1355.
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En forma similar al fragmento m/z 1235 del espectro de masas del compuesto 9, los

fragmentos m/z 1249 y 1197 observados en el espectro EM-FAB (deteccion de iones

negativos) del compuesto 10, también se derivan de la pérdida de un residuo de n-decanoilo

(CioH 50, 154 uma) del fragmento [A — H], m/z 1403 y de la pérdida de un residuo de

acido decanoico del fragmento [B — H + H,O]', m/z 1369.
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Figura 98. Espectro de masas FAB (iones negativos) de la batatina VI (10). Espectro de
masas FAB (iones negativos) de la batatina VI (10). Unidad A: fragmentos [A — H], m/z
1403 y [1403 — C;oH;50], m/z 1249 y Unidad B: fragmentos [B — H + H,O] , m/z 1369 y

[1369 — C1oH2002 ], m/z 1197.
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6.6.2 Empleo de la simulacién espectral para el reconocimiento de las sefiales
oligosacaridas complejas

El alto grado de complejidad de las sefiales en la RMN 'H de los compuestos 9 y 10
dificulté considerablemente el establecimiento de la posiciones de esterificacion en las
cadenas oligosacaridas de ambos dimeros. Por lo tanto, fue necesario el empleo simultaneo
de los métodos convencionales de la RMN bidimensionales COSY y TOCSY y de la
simulacion espectral de aquellas sefales paramagnéticamente desplazadas a campo bajo
para confirmar el modo como se unen las dos unidades que constituyen los dimeros 9 y 10
y en qué posiciones se establecen los ésteres entre sus cadenas oligosacéridas y residuos
acilantes.

En la seccion del espectro COSY de la batatina VI (10) de la figura 99, se ilustra el
seguimiento de las conectividades vecinales de los protones anoméricos y de aquellos
situados en posiciones de esterificacion de este compuesto, lo que constituyd el primer paso
para la identificacion y localizacion de sefiales diagnosticas en el establecimiento las

propuestas estructurales.
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Figura 99. Seccion del espectro COSY para la porcion oligosacarida de la batatina VI (10).
Correlaciones (3JH_H): A; RamA H; — H,, B; Ram’”’A H, — H,, C; RamAB H,- H;, D;
Ram’A H, — Hs, E; Ram’’B H, — Hs, F; Ram’’A H, — H,, G; Ram”’B H, — H;, H; Ram’’B
Hs - Hs, I; Ram’’B H; — H,, J; Ram”’B H, — H;, K; RamB H; — H,, L; Ram’”’B H; — Ho.
Abreviaciones: RamA = ramnosa interna superior de la unidad A, Ram’B= ramnosa
interna inferior de la unidad B, Ram’’ = ramnosa externa superior, Ram’’’ = ramnosa
externa inferior.

El analisis detallado de los espectros COSY y TOCSY hizo posible deducir la
posicion en la que se establecen los ésteres en las unidades sacéridas de los compuestos 9 y

10, aunque la simulacion espectral hizo posible la interpretacion para las sefiales mas
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complejas asi como la asignaciéon de sus correspondientes desplazamientos quimicos y
constantes de acoplamiento.

En modo semejante a la figura 82 donde se ilustra simulacion espectral de la
batatina I (5), en las figuras 100 y 101 se ilustran la simulaciénes de las resonancias
paragnéticamente desplazadas a campo bajo (& 5.30 — 6.30 ppm) de los espectros de RMN
'H de los compuestos 9 y 10 empleando el programa de simulacion espectral MestRe-C. En
estas figuras se desglosan individualmente cuatro graficas de diferente color y en cada una
se representan la sefales simuladas y los desplazamientos quimicos para los azucares de
ramnosa en las unidades del 4cido siménico B que constituyen los dimeros 9 y 10.

De este modo, se determind que las resonancias generadas por los protones situados
en posiciones de acilacion de los azucares Ram’’ del compuesto 9 (Véase la figura 100,
grafica en color verde) corresponden a H; (sefal doblete de dobletes en 5.77 ppm) y Hy
(senal triple en 5.83 ppm) en la unidad A y a H; (sefial doblete de dobletes en 6.00 ppm) y
Hjy (sefial triple en 5.83 ppm) en la unidad B, asi como a las posiciones Hj; (sefiales dobletes
de dobletes en 5.95 y 5.99 ppm) y Hy (sefales triples en 5.78 y 5.96 ppm) en ambas
unidades sacaridas Ram’’ del compuesto 10 (figura 101).

Asimismo, las graficas en color rojo y morado que representan las resonancias de

unidades sacaridas Ram y Ram’’’ respectivamente, indican que las sefiales H; se localizan
a alrededor de 5.95 ppm en ambos dimeros. Especificamente de acuerdo con los resultados
de la simulacion espectral, las sefiales H, donde se establecen los ésteres intramoleculares
con el acido jalapindlico (11S-11-hidroxihexadecanoico) se localizan en 5.945 ppm en el
compuesto 9 y en 5.950 ppm en el compuesto 10 y las senales H, donde se establece la

union entre las unidades lipopentasacaridas A y B, se localizan en 5.949 ppm en el

compuesto 9y en 5.947 ppm en el compuesto 10.
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Figura 100. Simulacion de la region oligosacarida para la batatina V (9). La grafica superior representa la
simulacién espectral para la seccion de 5.30 a 6.30 ppm del espectro de RMN 'H. Las demas graficas
corresponden a los espectros individuales simulados por iteracion para cada una de las unidades de ramnosa
y el color de las sefiales corresponde con el color asignado a cada unidad de azucar. Las letras A y B denotan
la unidad monomerica en donde se localizan las respectivas unidades sacaridas y H, denota las posiciones

exactas en cada unidad de azucar.
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BATATINA VI (10)
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Figura 101. Simulacion de la region oligosacarida para la Batatina VI (10). La gréafica superior representa la
simulacién espectral para la seccion de 5.30 a 6.30 ppm del espectro de RMN 'H. Las demas graficas
corresponden a los espectros individuales simulados por iteracion para cada una de las unidades de ramnosa
y el color de las sefiales corresponde con el color asignado a cada unidad de azlicar. Las letras A y B denotan
la unidad monomerica en donde se localizan las respectivas unidades sacaridas y H, denota las posiciones
exactas en cada unidad de azlcar.
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Nuevamente, la simulacién espectral fue utilizada para duplicar los datos
espectroscopicos registrados en la '"H RMN (500 MHz) y en las figuras 102 y 103 se
ilustran las comparaciones entre los espectros de RMN 'H simulados y los experimentales

para la seccion de desplazamiento comprendida entre 5.30 a 6.30 ppm.

I

6.10 6.00 5.90 5.80 570 5.60 5.50

Figura 102. Comparacion de perfiles espectroscopicos para la zona de 5.30 a 6.30 ppm en
la RMN 'H de la batatina V (9). Arriba: seccion del espectro experimental (500 MHz).
Abajo: seccion del espectro simulado (MestRe-C).
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Figura 103. Comparacion de perfiles espectroscopicos para la zona de 5.30 a 6.30 ppm en
la RMN 'H de la batatina VI (10). Arriba: seccion del espectro experimental (500 MHz).
Abajo: seccion del espectro simulado (MestRe-C).

Después de determinar la disposicion de las sefiales en la RMN 'H mediante la
simulacion y los espectros COSY y TOCSY, se llevdé a cabo la asignacion de los
desplazamientos quimicos en la RMN "°C mediante el analisis de las correlaciones HMQC.
En la figura 104 para la asignacion de los desplazamientos quimicos en la RMN "°C de las

resonancias parmagnéticamente desplazadas a campo bajo del compuesto 10.
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Figura 104. Seccion del espectro HSQC para la region oligosacarida de la batatina VI (10)
Asignacion de las resonancias de 13C; A; CRamA y C,Ram’’A, B; C,Ram’B, C;
C,Ram’A, D; CsRam’’ A, E; C;Ram’’B, F; C4Ram’’B.

6.6.3 Determinacion de las posiciones de esterificacion en las batatinas V y VI

Antes de localizar las posiciones de esterificacion en los oligosacaridos, se realizo la
asignacion correcta de los nucleos de carbono correspondientes a cada uno de los grupos
carbonilo mediante el analisis de las interacciones que se presentan entre el nicleo del
carbono de los grupos carbonilo y los protones H, de los acidos y de la aglicona

(interacciones C-H a dos enlaces o 2JC_H) mediante los espectros HMBC.
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El espectro de la figura 62 (Véase el apartado 6.3.3.2) ilustra esta asignacion para
los residuos que esterifican la porcion oligosacarida de la batatina V (9) y en la figura 105

la de los residuos de la batatina VI (10).
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Figura 105. Seccion del espectro HMBC de la batatina VI (10). Asignacion de senales de
C de grupos carbonilos para la aglicona y residuos 4cidos. Conectividades ((Jc.n); A; Ci-
HszA, B: CerMbC, C; C1-H2AJla y Ci-Hop Jla, D; C1-H2D0deca 5 E: C;-H,Deca.
Abreviaciones: Mb = 2-(S)-2-metilbutanoilo, Ib = isobutanoilo, Dodeca = n-dodecanoilo,
Jla = 11-hidroxi-hexadecanoilo (éster del acido jalapinélico).
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Después de haber realizado la asignacién de las sefiales y sus desplazamientos
quimicos mediante los espectros COSY, TOCSY y HMQC, se procedid con el
establecimiento de la asignacion de las 8 distintas posiciones de esterificacion de estas

moléculas por medio de los espectros HMBC.
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Figura 106. Seccion del espectro HMBC de la batatina V (9) para la determinacion de las
posiciones de esterificacion. Conectividades ((Jc.yy): A; CiJlaA — HRamA y C,JlaB —
H,Ram’’A, B; C,Dodeca—H,Ram’A, C; C;Deca-HRam’B, D; C;Deca-HsRam’’A, E;
CiMb-H;Ram”’ A, F; CIb-H4Ram’’B. Abreviaciones; Ib = 2-metilpropanoilo, Mb = 2(S)-
metilbutanoilo, Deca = n-decanoilo Dodeca = n-dodecanoilo, Jla = 11-hidroxi-
hexadecanoilo (éster del acido jalapinolico).
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En la figura 106 se ilustra como se determiné la posicion de lactonizacion y de
union entre las dos unidades glicolipidicas del compuesto 9 mediante las correlaciones
heteronucleares a larga distancia (\Jc.i) del espectro HMBC, asi como las posiciones donde
se establecen los ésteres entre las unidades sacaridas de este dimero y los acidos n-
decanoico, n-dodecanoico, 2-metilbutanoico y 2-metilpropanoico. Las correlaciones a larga
distancia del espectro HMBC de la figura 106, indican que los residuos esterificantes de
cadena alquilica del compuesto 9, se encuentran en las posiciones 2 de los aziucares Ram’,
y en las posiciones 3 y 4 de la metilpentosa Ram’’ en la unidad A, mientras que los
residuos 2-metilbutanoilo y 2-metilpropanoilo se hallan respectivamente, en las posiciones
3 en la ramnosa externa superior (Ram’’) de la unidad A y en la posicion 4 en la de la
unidad B.

En la figura 107, se ilustra la localizacion del residuo n-dodecanoilo en el
compuesto 9 con el empleo del espectro bidimensional ROESY, en el que se observan las
correlaciones entre los protones H, de este residuo acilante y los protones de la

metilpentosa Ram’ de la unidad A de la batatina V (9).
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Figura 107. Seccion del espectro ROESY de la batatina V (9) para la localizacion de las
correlaciones del residuo n-dodecanoilo y la sefiales de la unidad ramnosa interna inferior

(Ram’).

En la seccion del espectro HMBC de la figura 108 se observan las correlaciones C;
del residuo trans-cinamoilo con Hj del azicar Ram’’ de la unidad B, C; del residuo 2-
metilbutanoilo con Hy del aziicar Ram’’ de la unidad A y C; del 11S-hexadecanoilo con las
dos sefiales sobrepuestas H, de los aziicares Ram y Ram’’’ ambos de la unidad A, justo
donde se establecen respectivamente el éster macrociclico y la unioén entre las unidades

lipopentasacaridas A y B del compuesto 10 para formar su estructura dimérica.
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Figura 108. Seccion del espectro HMBC de la batatina VI (10) para la determinacion de
las posiciones de esterificacion. Conectividades (3JC_H): A; CiJlaA — HRamA y C,JlaB —
H,Ram’’A, B; C;Cnm — H;Ram’’B, C; C;MbA — H;Ram”’A, D; C;Cnm — HgCnm.
Abreviaciones; ddl = n-dodecanoilo, Mb = 2(S)-metilbutanoilo, Cnm = trans-cinamoilo, Jla
A = 11-hidroxi-hexadecanoilo (éster del acido jalapindlico) unidad A.

Las sefiales del grupo carbonilo de los ésteres n-decanoilo se encuentran
sobrepuestas junto con las sefales de los grupos C; de los dos residuos del &cido
jalapinodlico y las dos sefiales H, de los azacares Ram’ de las unidades A y B no exhiben
ninguna correlaciéon aparente en el espectro de la figura 108, aunque teniendo en
consideracion los fragmentos m/z 1403 [A — H] 'y 1369 [B —H + H,O] del espectro de

masas del compuesto 10 y las correlaciones del espectro HMBC de la figura 108, se puede
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asociar la senal H, del azicar Ram’ de la unidad A con el éster del acido n-dodecanoico y
la de la unidad B con otro éster del acido n-decanoico, asi como la sefial H; de la
metilpentosa Ram’’ de la unidad A con el otro residuo de n-decanoilo y la sefial Hs de este
azucar con el de 2-metilbutanoilo.

Asimismo, en el espectro de la figura 108 también se observa la correlacion a larga
distancia C-H entre el proton H; de la unidad sacarida Ram’’ de la unidad B y el grupo
carbonilo del residuo de trans-cinamoilo.

Aplicando un razonamiento similar, se llegé al establecimiento de las posiciones de
lactonizacion y esterificacion del compuesto 9, en donde se concluyd que el enlace del éster
macrociclico y la unién de las unidades lipooligosacaridas se establecen del mismo modo

77

que sucede en el compuesto 10, en las posiciones 2 de los azicares Ram y Ram’’’ , ambas
de la unidad A. En tanto que el 4cido 2-metilpropanoico esterifica la posicion 4 del azlicar
Ram’’, en la unidad B y el n-dodecanoico a la posicion 2 del azicar Ram’ (seccion del
espectro ROESY de la figura 107), formando parte de la unidad A, mientras que el acido

trans-cindmico esterifica a la posicion 2 de la metilpenosa Ram’’ y el 2-metilpropanoico a

la posicion 4 de este mismo azicar en la unidad B.
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6.6.4 Estructura de las batatinas Vy VI

En la figuras 109 y 110 se ilustran las estructuras propuestas para los compuestos 9
y 10 de la fraccion primaria B (subfraccion D, apartado 5.3.4) y que se designaron con los
nombres de batatinas V y VI. El cuadro 12 contiene los desplazamientos quimicos y las
constantes espectroscopicas obtenidos de los espectros auténticos y de la simulacion
espectral en la RMN 'H y los cuadros 13 y 14 contienen los desplazamientos en la RMN
13C para ambos dimeros.

De acuerdo con toda la informacion espectroscopica y espectrométrica analizada se

propusieron las siguientes estructuras para los glicolipidos 9 y 10:

Glicolipido 9: Ester intramolecular 1 - 2’, 11 — O - a—L - [2 — O - (11S-
hidroxihexadecanoil) - 11 — O - o - L — ramnopiranosil - {2 — O — (trans-cinamoil) - 4 — O
- (2 - metilpropanoil)} - (1—-4) — O -a—L - {2 — O — (n-decanoil) (1-3) - O - a—-L -
ramnopiranosil} ramnopiranosil - (1—4) — O - o — L — ramnopiranosil - (1-2) - O - B -D-
fucopiranodsido Jramnopiranosil-{3 — O — (2- S- metilbutanoil)- 4-O-(n-decanoil)}- (1—4) —
O - a- L - {2-O-(n-dodecanoil)-(1—3)-O-a-L-ramnopiranosil } ramnopiranosil-(1—4)-O-

a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O- -D- fucopiranosido del 4cido (11S)-hidroxihexadecanoico.

Glicolipido 10: Ester intramolecular 1 - 2, 11 — O -a—-L -[2 — O - (11S-
hidroxihexadecanoil) -11 — O - o - L — ramnopiranosil - {3 — O-(trans-cinamoil)- 4 — O —
(2 = S — metilbutanoil)} - (I1—4) — O - —L - {2-O-(n-decanoil) (1—3) - O - a—L -
ramnopiranosil} ramnopiranosil - (1—4) — O - a — L — ramnopiranosil - (1—2) — O - B -D-
fucopirandsido]ramnopiranosil-{3 — O — (n- decanoil) - 4-O-(2-S-metilbutanoil)}-(1—4)- O
- a- L - {2-O-(n-dodecanoil)-(1—3)-O-a-L-ramnopiranosil } ramnopiranosil-(1—4)-O-a-

L-ramnopiranosil-(1—2) — O - B - D-fucopiranosido del 4cido (11S)-hidroxihexadecanoico.
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Figura 109. Estructura de la batatina V (9).
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Figura 110. Estructura de la batatina VI (10).
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Cuadro 12. Constantes espectroscopicas en la RMN 'H para las batatinas V' y VI (9 - 10)°.

Proton” Batatina V (9) Batatina VI (10)
UNIDAD A UNIDAD B UNIDAD A UNIDAD B
Fuc 1 473 d (7.5 4.73 d(1.5) 4.77d(1.5) 4.73 4 (1.5)
2 4.156 dd (9.5, 7.7) 4.155dd (9.5, 7.5) 4.156 dd (8.5, 7.5) 4.153 dd (8.0, 7.5)
3 4.07dd (9.5, 3.3) 4.08 dd (9.5,3.7) 4.06 dd (8.5, 2.5) 4.10 dd (8.0, 2.5)
4 3.9 bs 3.99 bs 3.99.d (1.0) 3.99.d (1.0)
5 3.769 q (6.5) 3.767 q (6.5) 3.77 dq (6.5, 2.0) 3.79 dq (6.5, 1.0)
6 1.51d (6.5) 1.51d(6.5) 1.52 d (6.5) 1.51d (6.5)
Ram | 5.477 bs 5.597 d (1.5) 5.49 d (2.0) 5.59 d (1.0)
2 5.945dd (3.3, 1.5) 4.81dd (2.9, 1.5) 5.95dd (3.0, 2.0) 4.81 bs
3 5.01dd (9.3,3.5) 4.48 dd (9.5, 3.0) 4.99 dd (9.4, 3.0) 4.49 dd (9.9, 3.2)
4 4.221(9.3) 4221(9.5) 4.18t(9.4) 421t(9.9)
5 4.44 dq (9.3, 6.0) 4.44 dq (9.5, 6.0) 4.43 dq (9.4, 6.0) 4.18 dq (9.9, 6.5)
6 1.61 d (6.0) 1.62 d (6.0) 1.61 d (6.0) 1.59 d (6.5)
Ram'l 6.153 d (1.3) 6.145d (1.3) 6.16 d (2.0) 6.03 d (2.0)
2 6.005 dd (2.9, 1.3) 6.008 dd (2.8, 1.3) 6.00 dd (3.0, 2.0) 5.98 dd (3.0, 2.0)
3 4.59 dd (9.0, 3.0) 4.59 dd (9.5, 2.8) 4.59 dd (9.0, 3.0) 4.61 dd (9.5, 3.0)
4 4.29t(9.0) 4.29t(9.5) 4.29t(9.0) 430t (9.5)
5 432dq (9.0, 5.5) 433dq(9.5,5.5) 4.33 dq (9.0, 6.0) 431 dq (9.5, 6.0)
6 1.65 d (5.5) 1.65 d (5.5) 1.65 d (6.0) 1.60 d (6.0)
Ram'l 592d(1.1) 5.92d(1.0) 5.92.d(1.0) 597d(1.2)
2 4.68 dd (3.0, 1.1) 6.002 dd (2.5, 1.0) 4.67 dd (3.0, 1.0) 4.97 dd (3.0, 1.2)
3 5.77dd (9.7, 3.0) 4.48 dd (9.6, 2.5) 5.99 dd (9.7, 3.0) 5.93dd (9.5, 3.0)
4 5.821(9.7) 5.785 1 (9.6) 578 1(9.7) 5.96 t(9.5)
5 4.37dq (9.7, 6.5) 4.35(dq 9.6, 6.5) 4.36 dq (9.8, 6.5) 4.51 dq (9.5, 6.5)
6 1.39 d (6.5) 1.39.d (6.5) 1.39 d (6.5) 1.72d (6.5)
Ram"1 5.48d (1.8) 5.594 d (2.0) 5.48 d (1.0) 5.69 d (1.0)
2 5.949 (dd 3.3, 1.8) 4.81 bs 5.947 dd (3.0, 1.0) 4.81 bs
3 5.01dd (9.3,3.5) 4.48 dd (9.2,3.1) 5.00 dd (9.3, 3.0) 4.38 dd (9.5, 3.0)
4 4241(9.3) 421t(9.5) 4.18t(9.3) 4.19t(9.5)
5 4.29 dq (9.3, 6.0) 4.44 dq (9.5, 6.5) 4.45 dq (9.3, 6.0) 4.21 dq (9.5, 6.0)
6 1.60 d (6.0) 1.61 d (6.5) 1.61 d (6.0) 1.55 d (6.0)
Jal 2 2.24ddd (15.0, 8.0,3.5) 2.24ddd (15.0, 8.0,3.5) | 2.22ddd (12.0,8.0,3.5)  2.25*
2.39ddd (15.0,8.0,3.5)  2.39ddd (15.0,8.0,3.5) | 2.38ddd (12.0,8.0,3.5)  2.41*
11 3.85m 3.85m 3.85m 3.89 m
16 0.88 t (7.0) 0.89 t (7.5) 0.88 t (7.0) 0.88 t (7.0)
Mba 2 2.50 tq (7.5, 7.0) 2.371q (7.0, 7.0) 2.50 tq (7.0, 7.0)
2 Me 1.20 d (7.0) 1.06 d (7.0) 1.20 d (7.0)
3 Me 0.93t (7.5) 0.84t(7.5) 0.93t(7.5)
Iba 2 2.63 sept (7.0)
3 1.19.d (7.0)
3 1.16 d (7.0)
Cna 2 6.67 d (15.9) 6.48d (16.1)
3 7.79d (15.7) 7.75d (15.8)
Deca 2 2.25 - 240* 2.25 - 2.40% 2.25 - 2.40* 2.25 - 2.40*
10 0.87 t (7.0) 0.87 t (7.0) 0.87 t (7.0) 0.87 t (7.0)
Dodeca 2 2.31 dd (16.0, 7.5) 2.31dd (15.5, 8.5)
12 0.86 t (7.0) 0.88 t (7.0)

®Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan en ppm en relacién con
TMS. Los acoplamientos (J) se encuentran en paréntesis y se expresan en Hz.
®Abreviaciones; s = sefial simple, d = sefial doble, t = seiial triple, q = sefial cuadruple, m = sefial maltiple.
Las asignaciones se basaron en los experimentos '"H-"H COSY y TOCSY.
Fuc = fucosa, Ram = ramnosa. Jal = 11- hidrohexadecanoilo, Mba = 2-metilbutanoilo, Iba =
metilpropanoilo, Dodeca = n-dodecanoilo, Cna = trans-cinamoilo.

2-
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Cuadro 13. Constantes espectroscopicas en la RMN °C para la region oligosacérida de las batatinas V y VI
(9 - 10)%.

carbono® Batatina V (9) Batatina VI (10)
UNIDAD A UNIDAD B | UNIDAD A UNIDAD B
Fuc 1 103.8 103.8 104.3 104.3
2 79.7 79.7 80.2 80.2
3 72.8 72.8 73.3 73.3
4 72.4 72.4 72.9 72.9
5 70.3 70.3 70.8 70.8
6 16.8 16.8 17.4 17.4
Ram 1 98.2 104.1 98.7 104.6
2 73.3 72.0 73.8 72.5
3 69.3 72.1 69.7 72.6
4 79.5 79.5 80.0 80.6
5 68.1 68.1 68.6 68.6
6 19.0 19.0 19.4 18.6
Ram' 1 98.6 98.6 99.1 99.5
2 72.7 72.7 73.3 73.3
3 79.3 79.3 79.8 79.8
4 78.9 78.8 79.3 79.5
5 67.9 67.9 68.4 70.8
6 18.3 18.3 18.8 18.7
Ram"1 103.1 103.1 103.6 103.8
2 72.2 72.8 72.7 70.5
3 74.4 72.0 73.6 76.5
4 74.6 74.3 74.8 74.0
5 67.7 67.7 68.2 71.0
6 17.4 17.4 17.9 18.4
Ram"1 98.2 104.1 98.7 104.6
2 73.3 72.0 73.8 72.5
3 69.3 72.1 69.7 72.6
4 73.1 73.1 73.6 73.5
5 68.5 70.2 70.7 70.7
6 19.0 18.1 19.4 18.5

®Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan en ppm en relacién con
TMS.

Las asignaciones se basaron en los experimentos HSQC.

bAbreviaciones: Fuc = fucosa, Ram = ramnosa. Jal = 11- hidrohexadecanoilo, Mba = 2-metilbutanoilo, Iba =
2-metilpropanoilo, dodeca = n-dodecanoilo, cna = trans-cinamoilo.
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Cuadro 14. Constantes espectroscopicas en la RMN °C para las agliconas y los residuos acidos de las
batatinas V 'y VI (9 — 10)*.

carbono®  [Batatina V (9) Batatina VI (10)
UNIDADA UNIDADB | UNIDADA UNIDAD B
Jal 1 172.4 172.4 172.9 173.1
2 33.7 33.7 34.2 343
11 81.8 81.8 82.3 82.3
16 13.8 13.8 14.3 14.3
Mba 1 175.8 175.4 176.3
2 41.0 414 41.5
2-Me 16.5 16.8 17.0
3-Me 113 11.8 11.8
Tba 1 176.2
2 33.9
3 18.5
3 18.8
Cna-7 128 - 140 * 119.1
8 128.4
129.2 (x2)
130.5 (x2)
134.7
144.6
9 166.9
Deca-1 172.6 172.6 173.1 173.1
2 33.8 33.8 34.2 34.2
10 13.8 13.8 14.3 14.3
Dodeca-1 172.6 172.9
2 33.9 34.5
12 13.8 143

a¥byser cuadro 13
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VIlI. CONCLUSIONES

Los perfiles cromatograficos generados en CLAE junto con la espectroscopia de
RMN pueden constituir una herramienta valiosa para identificar las diferencias en la
composicion quimica de las resinas glicosidicas de los miembros de la familia

Convolulaceae

Las técnicas analiticas desarrolladas para la purificacion de los constituyentes
oligosacaridos individuales de las resinas glicosidicas de las plantas medicinales
Ipomoea orizabensis, Ipomoea stans e Ipomoea batatas, podran ser utilizadas como
protocolos analiticos para el desarrollo de técnicas instrumentales para el control de
calidad de los preparados herbolarios que contengan el material vegetal de estas

especies purgantes.

El nucleo oligosacarido mayoritario constituyente de las resinas glicosidicas de la
“tumbavaqueros”, la especie purgante [pomoea stans, fue caracterizado como el 11
— O - B - D — glucopiranosil — (1—-3) — O — [O - a - L — ramnopiranosil — (1—4)] —
O - a - L — ramnopiranosil — (1—4) — O - o - L — ramnopiranosil — (1-2) -0 -f3 -
D — glucopirandsido del 4cido (11S) — 11 — hidroxihexadecanoico, que también es
un nucleo constituyente del contenido resinoso de las plantas Ipomoea operculata y

Merremia mammosa, conocido como el acido opeculinico B.
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7.4

7.5

CONCLUSIONES

El nucleo oligosacarido mayoritario constituyente de las resinas glicosidicas de la
“escamonea mexicana”, la especie purgante lpomoea orizabensis, esta descrito
como el 11 — O — 6- deoxi - B- D — glucopiranosil — (1—-4) - O - a - L —
ramnopiranosil — (1—-2) — O — 6 -deoxi - B - D — glucopiranosil — (1—2) - O — 6 —
deoxi - B - D — glucopiranodsido del acido (11S) — 11 — hidroxihexadecanoico,
reportado con anterioridad como constituyente mayoritario de las resinas
glicosidicas de la especie Convolvulus scammonia con el nombre de &cido

escamoOnico A.

Los dos nucleos oligosacaridos mayoritarios constituyentes de las resinas
glicosidicas del “camote blanco”, una de las tres variedades de la especie purgante
Ipomoea batatas, también han sido descritos en la literatura como constituyentes de
las resinas glicosidicas de otras especies de convolvulaceas. El primeroesel 11 — O
- o - L — ramnopiranosil — (1—3) — O — [O - a - L — ramnopiranosil — (1—4)] - O -
o - L — ramnopiranosil — (1—-4) — O - a - L — ramnopiranosil — (1-2)-O - -D
— fucopirandsido del acido (11S) — 11 — hidroxihexadecanoico,  nucleo
pentasacarido conocido como acido simoénico B, reportado como constituyente del
contenido resinoso de las especies medicinales Ipomoea stolonifera, Ipomoea pes-
caprae e Ipomoea murucoides, y el segundo es el 11 — O - a - L — ramnopiranosil —
O—- (1-4) -0 - a - L — ramnopiranosil — (1—4) — O - o - L — ramnopiranosil —
(1-2) — O - B - D — fucopirandsido del acido (11S) — 11 — hidroxihexadecanoico,
nucleo tetrasacarido reportado previamente como el 4cido operculinico C, aislado

de la especie Ipomoea operculata.
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Utilizando técnicas de cromatografia liquida de alta eficacia se obtuvieron diez
glicolipidos novedosos, los batatinosidos I (1) — IV (4) y las batatinas I (6) — VI
(10); todos ellos provenientes de las resinas glicosidicas solubles en hexano de

Ipomoea batatas.

La cromatografia de liquidos permitié la resolucion de la compleja mezcla de
oligosacaridos, cuatro de ellos (batatinas I-IV) representando formas
diasteroisoméricas que hacen imposible su separacion mediante el empleo de las
técnicas cromatograficas de baja resolucion como la cromatografia en columna o en

capa fina.

El empleo de las técnicas de alta resolucion en la resonancia magnética nuclear (500
MHz) junto con la espectrometria de masas FAB y ES permitieron la
caracterizacion estructural de estos compuestos, e identificaron una amplia
diversidad en la composicion de las resinas glicosidicas del camote blanco.
Ademads, mediante el desarrollo de la simulacion espectral de algunos de estos
compuestos se hizo posible resolver la enorme complejidad de sus senales
espectroscopicas en la RMN 'H, haciendo posible la asignacion de sus

desplazamientos quimicos.

Los batatinosidos I (1) y IV (4) representan estructuras monoméricas constituidas
por el nucleo pentasacarido del 4cido simonico B, mientras que los batatindsidos I1
(2) y I (3) representan estructuras monoméricas constituidas por el ntcleo

tetrasacarido del acido operculinico C.
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7.10

7.11

7.12

7.13

CONCLUSIONES

Las batatinas I (5) y II (6) y las batatinas V (9) y VI (10) representan estructuras
poliméricas constituidas por dos unidades lipopentasacaridas del 4cido simonico B,
mientras que las batatinas III (7) y IV (8) representan estructuras poliméricas

constituidas por dos unidades tetrasacaridas de 4cido operculinico C.

Los glicolipidos aislados de la especie purgante Ipomoea batatas mostraron cinco
residuos acidos esterificando sus nucleos oligosacaridos. Estos residuos acilantes
fueron identificados como el metilbutanoilo, isotutanoilo, trans-cinamoilo, n-

decanoilo y n-dodecanoilo.

El establecimiento del éster intramolecular del ntcleo oligosacarido por la aglicona
se localizé en la posicion C-3 para toda la serie de los batatindsidos y para las
batatinas I (5) — IV (8), mientras que el sitio de lactonizacion se estableci6 en la

posicion C-2 en las batatinas V (9) y VI (10).

La unioén entre las dos unidades aciladas del 4cido simdnico B de las batatinas I (5)
y II (6) se establecio a través de un enlace éster entre el grupo carboxilato de la
aglicona de una de sus dos unidades de 4cido siménico B (unidad B) y el grupo
hidroxilo situado en la posicion C-3 de la quinta unidad sacarida (Ram’’’) del

nucleo restante de acido simonico B (unidad A).
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La unién entre las dos unidades aciladas del acido siménico B de las batatinas V
(9) y VI (10) se establecid a través de un enlace éster entre el grupo carboxilato de
la aglicona de una de sus dos unidades de acido simonico B (unidad B) y el grupo
hidroxilo situado en la posicion C-2 de la quinta unidad sacarida (Ram’’’) del

nucleo restante de dcido simonico B (unidad A).

La unién entre las dos unidades aciladas del acido operculinico C de las batatinas
III (7) y IV (8) se establecid a través de un enlace éster entre el grupo carboxilato de
la aglicona de una de sus dos unidades de 4cido operculinico C (unidad B) y el
grupo hidroxilo situado en la posicion C-3 de la tercera unidad sacérida (Ram’) del

nucleo restante de acido operculinico C (unidad A).

Ninguno de los compuestos de la serie de los batatindsidos ha sido descrito en la
literatura, y la principal diferencia estructural del batatindsido IV (4) con respecto a
la pescapreina III es de tipo isomérico ya que la diferencia estd determinada por la
posicion en la que sus dos residuos acilantes esterifican al dcido siménico B. Los
batatindsidos II (2) y III (3) se encuentran relacionados estructuralmente con la
serie de las estructuras tetrasacaridas de las estoloniferinas XI y XII. Sin embargo,
cada una de estas ultimas esta acilada por dos residuos acidos aparte de la
macrolactona, mientras que los batatindsidos s6lo poseen un éster aparte del

intramolecular en su estructura.
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CONCLUSIONES

Las estructuras diméricas de toda la serie de las batatinas es novedosa, ya que no
han sido descritas con anterioridad otras estructuras poliméricas semejantes para la
familia de las convolvuladceas con excepcion de la merremina I, una estructura
dimérica compuesta por dos unidades del nucleo del 4cido operculinico A y acilada
por cuatro residuos de acido palmitico, aislada de la especie Merremia hungaiensis
y de la tricolorina H compuesta por dos unidades del acido cuscustico A, aislada de

la especie Ipomoea tricolor.
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Batatins | and Il, Ester-Type Dimers of Acylated Pentasaccharides from the Resin Glycosides
of Sweet Potatd

Edgar Escalante-8ahez and Rogelio Pereda-Miranda*

Facultad de Qimica, Uniersidad Nacional Auteoma de Mgico, Ciudad Unéiersitaria, Mexico City 04510 DF, Mexico

Receied

March 3, 2007

Batatins | () and Il (2), two ester-type dimers of acylated pentasaccharides, have been isolated by recycling HPLC
from the hexane-soluble extract of sweet potdfmihoea batatavar. batatag. The structures were elucidated by a
combination of high-resolution NMR spectroscopy and mass spectrometry. Complete analysis and unambiguous
assignments of théH and 3C NMR spectra ofl and 2 were achieved by 2D shift correlation measurements. The
glycosidic acid forming each branched pentasaccharide monomeric unit was confirmed as simonic acid B. Three different
fatty acids esterify this core at the same positions in both batatins: C-2 on the second rhamnose unit and C-4 and C-2
(or C-3) on the third rhamnose moiety. The acylating residues were identifiet])g§2%)-methylbutanoic, dodecanoic
(lauric), and cinnamic acids. The site of lactonization by the aglycon in unit A was placed at C-3 of the second saccharide.

The position for the ester linkage for monomeric unit B on the macrocylic unit A was identified as C-3 of the terminal
rhamnos®'. Through spectroscopic simulation of these complex oligosaccharides, the chemical shifts and coupling
constants were deduced for the overlapped proton resonances with a non-first-order resolution. The experimental NMR
spectroscopic values registered for batatinosid}, I new polyacylated macroyclic pentasaccharide also isolated from
this plant, were used as the starting point for spectral simulatidnasfd 2. Both polymersl and2 represent dimers

of compounds.

Native to tropical Americalpomoea batatagL.) Lam. var.
batatas(sweet potato, colloquially called “camotis a perennial
morning-glory vine that has been cultivated for over 2000 years
for its edible tubers in Mexico, Central and lowland South
America, and the West Indies. It is thought that the cultivated
varieties originated in Mexico from a naturally occurring
hybridization event involvind. trifida (H.B.K.) G. Don andl.
tiliacea (Willd.) Choisy, which have similar lobed leaves and
growth habits but are not tuberous. Columbus introduced sweet
potatoes to Europe, and immediately after the 16th Century Spanish
Conquest, they were not just imported but cultivated in Spain an

Portugal, where they became staples long before the 18th century

popularization of the common potat8dlanum tuberosurn.) in

the rest of EuropéOutside of the Spanish Empire the sweet potato
was known only as a herbal remedy or as an exotic garden curiosity
during the 16th and 17th centuries, whereas today it is a popular
root vegetable that is grown in gardens and as a commercial
food crop throughout the world.The People’s Republic of
China, Indonesia, and Japan lead in the production of sweet
potatoes, and this tuber is now a common vegetable throughout
the Orient In addition, some cultivars are propagated as ornamental
plants and some are used as ground cover in traditional agriculture
in Mexico®

A decoction made from the leaves of this herbal drug is used in
folk remedies as gargles to treat mouth and throat tumors. Poultices
are prepared for inflammatory tumordn Mexico, traditional
healers have long used leaf decoctions, considered to be of “cold-
nature”® to reduce excessive body héatpntemporarily defined

H3C O 0
d CH3(CH3)10COO:
O oH O
OH
OHc” Yy
Ho OH
o CH3O H
HO Y
o]
HsC 0
5707
HO &y
H3C O
o 7 . Unit B
HsC o [
CH3(CH2)1OCOOW At
RO OR; OA O
OH
HaC o oH
R4 R2
1 trans-cinnamoyl| H
2 H trans-cinnamoyl

as such illnesses as fever, heart disease, dysentery, diarrhea, Stomaﬁ'esults and Discussion

distress, gastrointestinal infection, and parasites. Previous to this
investigation, the only known study of the resin glycosides of sweet
potato was conducted in Japan using the roots of a locally grown
Brazilian cultivar (cv. Simon), from which the structures of one
tetrasaccharide and four pentasaccharides (the simonin %erze)
elucidated.

T This work was taken in part from the Ph.D. thesis of E. Escalante-
Sanchez.

*To whom correspondence should be addressed. F&2-55-5622-
5288. Fax: +52-55-5622-5329. E-mail: pereda@servidor.unam.mx.

10.1021/np070093z CCC: $37.00
Published on We!

The present investigation describes the isolation of two ester-
type dimers, to which the names batating) dnd 1l (2) have been
given, and they were obtained from the hexane-soluble resin
glycosides of the high-starch content, white-fleshed, and white-
skinned staple-type cultivar “Picadito”. The new polyacylated
pentasaccharide batatinoside3),(which was also isolated from
this mixture, forms the monomeric units described for both batatins.
A combination of high-resolution ESIMS, FABMS, and NMR
method$? was used to elucidate the complex chemical nature of
these polymers. The registered values for comp@imere used

© 2007 American Chemical Society and American Society of Pharmacognosy
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Figure 1. Negative-ion MS/MS ESI-mass spectrum of batatin | (1). This technique provides an easily detectablél[Mpeak (m/
2761.61). All the characteristic ions resulting from glycosidic cleavage are clearly observed. The high-mass ierH{M/@n/z1379.79
corresponds to the ester cleavage of the dimeric structure.

as the starting point to compare this macrocyclic pentasaccharideelimination of the lipophilic estet$éand observed atvz 1249 [M/Z

with the two dimeric units of batatins ILf and Il (2), as well as — H — CgHgO]~, m/z1197 [M/2— H — Cy15H»,0]~, andm/z1067
providing the chemical shifts and coupling constant values for the [1249— C;,H,,0]~. Each fragment represents the loss of cinnai
IH NMR simulation work! presented here. (130 amu) and dodecanoyl (182 amu) residues, respective

second major fragmentation for compouridsnd2 was produce
by glycosidic cleavagé!’of the sugar moieties, yielding the she
peaks atm/z 921 [1067 — C¢H;1004 (methylpentose)], m/z 837
[921 — CsHgO (Mba) — CeH100 (methylpentose)] m/z691 [837
— 146 (methylpentose)] m/z545 [691— 146 (methylpentose)]
andm/z417 [545— 128 (GHgO3)] .

A combination of'H NMR spectra (Table 1) and 2D hon

HsC nuclear techniques (DQF-COSY and TOCS®Ygpllowed al

Rha' C-bonded protons to be sequentially assigned within eact

HAC o system (Table 1). The use of thd-detected H, 13C} one-boni

"3 correlation experiment (HMQ®) assigned all of the resonan:

Rha O, 7 in the 3C NMR spectra (Table 2), where nine diagnostic sig
H3Cw' © ' in the anomeric regi [

gion (ca. 98 to 105 ppm) were registerec

CH3(CH2)10C00 o G 0 the signals assignable to the fatty acid groups, as well as thc

OH OH the fucose anomeric carbons of units A and B, plus those f

d O Hye OH 2-methylbutanoate carbonyl carbons, were overlapped in b

HORha'" and2, giving, respectively, only one signal each in i€ NMR

spectra. The diagnostic resonances observed in the downfield
3 0 4.80—6.40 (Table 1) were assigned to the anomeric pr
because their multiplicity for each signal is a doublet. A grot
paramagnetically shifted nonanomeric protons reflected the pre
of eight sites of esterification. The remaining region, where
majority of the methine resonances for the oligosaccharide
were found, was difficult to assign due to partial spectrosc
overlap. However, expansion of the TOCSY spectrum for the r
0 3.4-5.9 showed that at least one proton signal for
monosaccharide unit was completely resolved. Therefore, ¢
IH NMR subspectr@!>for each individual monosaccharide moi

Pure compoundd—3 were submitted to saponification and
yielded a water-soluble glycosidic acid and an organic solvent-
soluble acidic fraction. The glycosidic acid was characterized as a
branched pentasaccharide and identified as simonic acid EB){11
jalapinolic acid 11©-o-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-O-[a-rham-
nopyranosyl-(+-4)]-O-a-L-rhamnpyranosyl-(4)-O-a-L-rham-
nopyranosyl-(3-2)-5-b-fucopyranoside, which has been previously
identified in the resin glycosides of batatas? I. stoloniferal? I.
murucoides? and . pes-capraé? The liberated fatty acids were - ) A
identified as 28nethylbutanoicn-dodecanoic, and cinnamic acids.  W€'® obtained and permitted the assignment of all resonan

In the negative ESIMS, batatinsI)(and Il (2) showed the same ~ Poth monomeric units A and B. All NMR spectral data
iodine adduct atm/z 2889.47 [M + I]-, which permitted the compound3 were entirely superimposed with those registere

calculation of the molecular formulaygH-3:0s0, indicating that compoundsl and2 except for those downfield shifted resonar
these natural products represent a pair of diastereoisomers. AWhere there was a difference in the pattern of esterification i
quasimolecular ion was detected for both batatins&t2761.61 oligosaccharide cores.

[M — H]~ and revealed that the molecular formula for these =~ The HMBC techniqu¥ was used to locate the ester residue
compounds corresponds to two monomeric units of batatinoside | each monomeric unit, the position of lactonization on unit A,
(3, Gr2H11/025 [M + H]*, m/z1381.78). To facilitate discussion,  the position for the ester linkage forming the dimer-type struc
each monomer was arbitrarily named unit A (macrocyclic moiety) The shielded carbonyl resonanceet74.7 was clearly assignal
and unit B. Both compoundkand?2 shared the same peakratz to the lactone functionality because of its obserkd&doupling witt
1379.79 [M/2— H]~ in their ESIMS (Figure 1), representing a the C-2 diastereotopic methylene protons of the aglycon uni
fragmentation pathway resulting from the cleavage of an ester-type oy 2.25 and 2.84. The site of lactonization was corroborat
dimer linkagé® to form the high-mass fragment ion for the two  C-3 of the second monosaccharide unit (Rha) by the obsédv
monomeric unitd® Other shared fragments were produced by the coupling between this lactone carbon and its geminal prabg



Acylated Pentasaccharides from Sweet Potato

Table 1. 'H NMR Data of Compound4—3 (500 MHz}
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1 3
protorP unit A unit B unit A unit B
Fuc-1 4.82d (7.8) 4.81d(7.9) 4.83d(7.9) 4.83d(7.9) 4.82d(7.8)

4,52 dd (9.5, 7.8) 4.53 dd (9.6, 7.9) 4.54 dd (9.5, 7.9) 454dd (9.5,7.9) 4.52dd (9.5, 7.8)
4.20* 4.20* 4.20* 4.20* 4.19dd (9.5, 3.4)
3.92d (2.5) 3.92d(2.0) 3.92d (2.5) 3.92d(2.5) 3.92d (3.4)
3.82q(6.4) 3.82q (6.4) 3.82q(6.4) 3.82q(6.5) 3.82q (6.3)
1.52d (6.4) 1.52d (6.4) 1.52d (6.4) 1.52d (6.4) 1.52d (6.3)

ha-1 6.34 bs 6.34 bs 6.35d (1.5) 6.35d (1.5) 6.33d (1.3)
5.31 bs 5.31bs 5.32 bs 5.32 bs 5.31 bs

TOUAWNITOTRAWNITOUDWNTOUAWN
>
o
=

1.46d (6.3) 1.53d (6.9) 1.46d (6.3)
ha"’-1 5.66 d (1.0) 5.62d (0.9) 5.66 d (1.1)
2 4.92% 477 bs 4.75 bs
3 5.62 dd (7.6, 2.7) 4.42dd (9.2,3.1) 5.62 dd (9.8, 2.4)
4 4.23 4.20* 4.23
5 4.27dq (9.5, 6.0) 4.25dq(9.2,6.2) 4.27
6 1.72.d (6.0) 1.72.d (6.2) 1.72d (6.0)
Jal-2 2.25ddd (14.7, 7.1,2.7)  2.25ddd (14.9,6.6,2.8)  -22383*
2.84ddd (14.7,11.2,2.4)  2.86ddd (14.9,10.4,1.7)  2.83ddd (14.5, 11.0, 2.4)
11 3.89m 3.89m 3.89m
16 1.00t (6.9) 1.00t(7.0) 1.00t(6.9)
Mba-2 2.401tq (7.0, 6.9) 2.421q (7.0, 6.8) 2.401tq (7.1, 6.9)
2 Me 1.15d (7.0) 1.18d (7.0) 1.15d (7.1)
3 Me 0.90t(7.4) 0.921t(7.4) 0.90t(7.4)
Cna-2 6.55 d (16.0) 6.52d (16.2) 6.56 d (16.0)
3 7.84d (16.0) 7.75d (16.2) 7.85d (16.0)
Dodeca-2  2.46(7.3) 2.461(7.3) 2.451(7.2)
12 0.881(7.2) 0.87t(7.1) 0.881(7.0)

5.63 dd (9.2, 1.6)
4.66dd (9.2,9.2)
5.02dq (9.2, 6.3)
1.59.d (6.3)

5.62d (1.5)

5.81dd (3.2, 1.5)
4.62dd (9.5,3.2)
4.27dd (9.5, 9.5)
4.40 dq (9.5, 6.0)

5.85 dd (9.9, 3.0)
6.08 dd (9.9, 9.9)
4.48dq (9.9, 6.3)

4.42dd (9.5,3.1)
4.67dd (9.5,9.5)
5.02 dq (9.5, 6.3)
1.60 d (6.3)

5.64 d (1.8)

5.82dd (3.0, 1.8)
4.59dd (9.2, 3.0)
429dd (9.2,9.2)
4.36dq (9.2, 6.0)

4.70dd (9.3,3.2)
5.77 dd (9.3, 9.3)
4.41*

5.64 dd (9.7, 2.4)
4.67dd (9.7,9.5)
5.04 dq (9.5, 6.3)
1.60d (6.2)
5.63 bs
5.82dd (3.0, 1.8)
4.63dd (9.4, 3.0)
4.27dd (9.6,9.4)
4.40 dq (9.6, 5.9)

1.61d (6.0) 1.63d (6.0) 1.62d (5.9)
hd'-1 5.93d (1.2) 5.80* 5.94d (1.5)
4.91* 5.99 dd (3.2, 2.2) 4.91*

5.85 dd (9.9, 3.0)
6.08 dd (9.9, 9.9)
4.48dq (9.9, 6.3)

4.43dd (9.5,3.1)
4.67dd (9.5,9.5)
5.04 dq (9.5, 6.2)
1.60d (6.2)
5.65d (1.8)
5.82dd (3.0, 1.8)
4.63dd (9.4, 3.0)
4.27dd (9.6,9.4)
4.40 dq (9.6, 6.0)
1.62.d (6.0)
5.94d (1.5)
4.91*
5.84 dd (9.6, 3.2)
5.78 dd (9.6, 9.6)
4.44%

5.63dd (9.9, 2.7)
4.66 dd (9.9, 9.9)
5.03 dq (9.9, 6.1)

1.59d (6.1)

5.62d (1.5)
5.81 dd (3.0, 1.5)
4.62dd (9.3, 3.0)
4.27dd (9.3, 9.3)
4.39dq (9.3, 6.1)

1.61d (6.1)

5.93d (1.3)

4.91*
5.83dd (9.9, 3.1)
6.07 dd (9.9, 9.9)

4.48 dq (9.9, 6.3)

1.46d (6.3) 1.46d (6.3)
5.63 bs 5.65d (1.2)
4.75bs 476 dd (3.3, 1.2)
443dd(9.3,3.1) 4.42dd (9.5, 3.3)
4.20 4.20dd (9.5, 9.5)
4.25* 4.25dq (9.5, 5.9)
1.72.d (6.0) 1.71d (5.9)
2.33-2.48* 2.26 ddd (15.1, 7.0, 3.7)
— 2483 2.83 ddd (15.1, 10.9, 2.5)
3.89m 3.89m
1.00t (6.9) 1.00t(6.9)
2.40tq(7.1,6.9)  2.401q(7.0,6.7)
1.15d (7.1) 1.15d (7.0)
0.90t(7.4) 0.90t(7.4)
6.56 d (16.0) 6.55 d (16.0)
7.85d (16.0) 7.84d (16.0)
2.451(7.2) 2.461(7.2)
0.881(7.0) 0.881(7.3)

a Data recorded in §DsN. Chemical shiftsd) are in ppm relative to TMS. The spin couplind) {s given in parentheses (Hz). Chemical shifts
marked with an asterisk (*) indicate overlapped signals. Spin-coupled patterns are designated as fotasirsguset, d= doublet, t= triplet, m
= multiplet, q= quartet, sept= septet. All assignments are based'si-'H COSY and TOCSY experiment¥bbreviations: Fuc= fucose;
Rha= rhamnose; Jak 11-hydroxyhexadecanoyl; Mba 2-methylbutanoyl; Dodeca dodecanoyl; Cna trans-cinnamoyl.

5.63) in the pyranose rin§.Esterification of macrocyclic unit A
by the acyclic unit B was identified by the observakleonnectiv-
ity between the carbonyl group for the esteréal74.8 and the
proton at C-3 of the terminal rhamnose (Rhay 5.62).

In batatin | (L), a nonanomeric proton signal (doublet of doublets,
Rhd" H-2) paramagnetically shifted toy 5.99 indicated the

constants as possible were estimated fromth&IMR spectrum.

In some cases, such as the triplet at ca. 6.08 ppm, the multiplicity

pattern was evident by visual inspection. In other cases, such as
the four-line pattern centered at ca. 5.81 ppm, an anomeric rhamnose
and two overlapping H-2 doublets of doublets for rhamnose signals

were uncovered by careful analysis. Where coupling constants could

presence of esterification at a different site than that observed in not be estimated directly from the spectrum, rhamnose chemical

compound® and3, as well as thé3C—H long-range connectivity
(3JcH) between the carbonyl carbormdq 166.8) of thetrans-
cinnamoyl residue with this proton resonance in unit B. In batatin
I1 (2), *H NMR signals of units A and B were almost superimpos-
able, indicating that the esterification sites in monomers A and B
are the same, so the conclusion was made thires-cinnamoyl
residue is located in the same Rhaosition of both monomeric
units. Batatin Il @) represents a homodimer of the new batatino-
side | @).

Spectroscopic simulation was used to duplicate definitively the
registered™H NMR (500 MHz) data and thus permit the correct

shifts and coupling constants from compoBwere used as initial
estimates for the second-order analysis. The parameters were varied
until an optimal agreement between measured and calculated spectra
was achieved, as shown in Figure 2 for compouhdThis
methodology employed the MestRe-C program. A system of 24
nuclei was simulated for the proton signals located in the downfield
region between) 4.75 to 6.40 for compound. NMR simulation

was applied where a visual NMR analysis was impossible, as in
the example of the multiple signal centered)eb.58-5.65. Here

the anomeric protons in both units A and B of Rlfalue) and
Rhd" (red) as well as the doublet of doublets for unit A proton

assignment for the chemical shifts and coupling constants of all H-3 in Rha (purple) and RHa (red) moieties overlapped and

superimposed protons thand2. Chemical shifts were estimated
from TOCSY, COSY, and HMQC experimentsi NMR simula-

produced a non-first-order resolution. The superposition of the
simulated patterns for each monosaccharide unit duplicated this

tion for each monosaccharide unit provided the correct chemical complex signal in the measuréld NMR spectrum (Figure 2). The

shift and coupling constant values for the tightly coupled prot8ns.

chemical shifts and coupling constants used to calculate the final

In the case of the nonsuperimposed protons, as many of the couplingdimeric oligosaccharide spectra are summarized in Table 1.
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Table 2. 13C NMR Data of Compound$—3 (125.7 MHz}

1 2 3
carbort unit A unit B unit A unit B
Fuc-1 101.6 101.6 101.6 101.6 101.6
2 73.4 73.4 73.4 73.4 73.5
3 76.6 76.6 76.6 76.6 76.6
4 73.6 73.6 73.6 73.6 73.6
5 71.3 71.3 71.2 71.2 71.3
6 17.2 17.2 17.2 17.2 17.2
Rha-1 100.2 100.3 100.3 100.3 100.2
2 69.8 69.8 69.8 69.8 69.8
3 78.0 72.5 78.0 72.5 78.0
4 77.2 77.2 77.2 77.2 77.2
5 67.9 67.9 67.9 67.9 67.9
6 19.2 19.3 19.3 19.3 19.2
Rhd-1 99.0 98.8 99.0 98.8 99.0
2 72.8 72.8 72.8 72.8 72.8
3 79.8 79.1 79.8 79.8 79.8
4 80.0 80.0 80.0 80.0 80.0
5 68.4 68.5 68.4 68.5 68.4
6 18.8 18.8 18.8 18.8 18.8
Rhd'-1 103.7 100.5 103.7 103.8 103.7
2 70.0 74.0 70.0 70.0 70.0
3 73.3 68.1 73.3 73.3 73.3
4 71.7 75.1 71.7 72.7 71.7
5 68.2 68.4 68.2 68.4 68.2
6 17.8 18.0 17.8 17.8 17.8
Rhd"-1  104.6 104.5 104.6 104.5 104.5
2 72.2 72.7 725 72.7 72.7
3 78.0 72.4 78.0 72.4 72.4
4 73.6 73.6 73.6 73.6 73.6
5 70.6 70.8 70.6 70.8 70.8
6 18.9 18.8 18.8 18.8 18.8
Jal-1 174.7 174.8 174.7 174.8 174.7
2 33.9 33.8 33.9 33.9 33.9
11 79.5 79.4 79.5 79.5 79.5
16 14.5 14.5 14.5 14.5 14.5
Mba-1 175.4 175.4 175.4 175.4 175.4
2 41.4 41.4 41.4 41.4 41.4
2-Me 16.9 16.9 16.9 16.9 16.9
3-Me 11.8 11.8 11.8 11.8 11.8
Cna-7 118.4 118.4 118.4 118.4 118.4
8 128.6 128.6 128.6 128.7 128.6
129.2 ( 2) 129.0 k 2) 129.2( 2) 129.2  2) 129.2 k 2)
130.7 < 2) 1305k 2) 130.7 2) 130.5( 2) 130.7 & 2)
134.7 134.7 134.7 134.7 134.7
145.4 145.6 145.4 145.6 145.4
9 166.2 166.8 166.2 166.8 166.2
Dodeca-1 173.2 173.5 173.2 173.5 173.2
2 34.6 34.6 34.6 34.6 34.6
12 14.3 14.3 14.3 14.3 14.3

@ Data recorded in €DsN. Chemical shifts §) are in ppm relative
to TMS. All assignments are based on HMQC and HMBC experiments.
bAbbreviations: Fuc= fucose; Rha= rhamnose; Jak 11-hydroxy-
hexadecanoyl; Mba 2-methylbutanoyl; Dodeca dodecanoyl; Cna
= trans-cinnamoyl.

The glycolipid ester-type dimeric structure assigned for batatin
I (1) was (1B)-hydroxyhexadecanoic acid -o-L-[3-O-(11S
hydroxyhexadecanoyl-10-o-L-rhamnopyranosy{-2-O-(trans-
cinnamoyl)-40-(n-dodecanoyp-(1—4)-0-a-L-{ 2-O-(2-Smeth-
ylbutanoyl)  (£+3)-O-a-L-rhamnopyranosyrhamnopyranosyl-
(1—4)-O-a-L-r-hamnopyranosyl-(+2)-O-f-p-fucopyranoside]-
rhamnopyrano-sy-3-O-(trans-cinnamoyl)-4O-(n-dodecanoyl)-
(1—4)-0-a-L-{2-0-(2S-methylbutanoyl)-(+3)-O-a.-L-
rhamnopyranosythamnopyranosyl-(+-4)-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-O-f-p-fucopyranoside-(1;3lactone). The structure established
for its isomer batatin Il Z) was (113-hydroxyhexadecanoic acid
11-0-a-L-[3-O-(11Shydroxyhexadecanoyl-10-a-L-rhamnopyra-
nosyl{ 3-O-(trans-cinnamoyl)-40-(n-dodecanoy}-(1—4)-O-a-L-
{2-0-(2-S-methylbutanoyl)($3)-O-a-L-rhamnopyranosyk
rhamnopyranosyl-(+4)-O-a-L-rhamnopyranosyl-(3-2)-O-5-b-
fucopyranoside]rhamnopyranosy3-O-(trans-cinnamoyl)-40-(n-
dodecanoyh-(1—4)-O-a-L-{ 2-O-(2Smethylbutanoyl)-(+>3)-O-a-
L-rhamnopyranosythamnopyranosyl-(+4)-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-O-f-p-fucopyranoside-(1,3lactone). This type of dimeric
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resin glycosides has been identified in only two other morning-
glory species. The first of these yielded merremin, isolated from
the roots ofMerremia hungaiensj¥ a Chinese medicinal plant.
The second yielded tricolorins HJ from the aerial parts of.
tricolor, a species used as a cover crop in traditional agriculture in
the tropical zones of Mexic®.

It has been hypothesized that, in actuality, the resin glycosides
of Ipomoeaspecies could form large, high molecular weight polar
polymers!6.1° Difficulties in their investigation have arisen from
their poor solubility in less polar organic solvents, which makes
isolation and purification problematic, except for more highly
acylated lipophilic resin glycosides such as the batatins. It is also
possible that these polymers aggregate in aqueous solutions and
form micelles, which could perturb cell membranes through an ion-
driven efflux provoking surface interactions with target cells. A
clue to this possibility is found in the example of the crystalline
state of tricolorin A2°

Experimental Section

General Experimental Procedures. All melting points were
determined on a Fisher-Johns apparatus and are uncorrected. Optical
rotations were measured with a Perkin-Elmer model 241 polarimeter.
1H (500 MHz) and*3C (125.7 MHz) NMR experiments were conducted
on a Bruker DMX-500 instrument. The NMR techniques were
performed according to previously described methodoldgyhe
instrumentation used for HPLC analysis consisted of a Waters (Millipore
Corp., Waters Chromatography Division, Milford, MA) 600E multi-
solvent delivery system equipped with a photodiode UV detector
(Waters 996) at 254 nm. Positive-ion LRFABMS were recorded using
a matrix of triethanolamine on a JEOL SX102A spectrometer. Negative-
and positive-ion ESIMS experiments were performed on a VG Quattro
triple quadruple instrument (Micromass, Beverly, MA). Nitrogen was
used as both nebulizing and drying gas. Mass spectra were acquired
over a range of 1003000 Da in 5 s/scan using electrospray ionization
with cone voltage set to 30 V. The sample was dissolved in 1:1 MeOH
H.O with 0.1% formic acid and infused via syringe. High-resolution
FTMS data were acquired using a Bruker-Daltonics APEX Il Fourier
transform mass spectrometer, equipped with a 9.4 T passively shielded
superconducting magnet and an external ESI ion source. GC-MS was
performed on a Hewlett-Packard 5890-I1 instrument coupled to a JEOL
SX-102A spectrometer. GC conditions: HP-5MS (5% phenyl)
methylpolysiloxane column (30 m 0.25 mm, film thickness 0.2&m);

He, linear velocity, 30 cm/s; 50C isothermal for 3 min, linear gradient

to 300 °C at 20 °C/min; final temperature hold, 10 min. MS
conditions: ionization energy, 70 eV; ion source temperature 280
interface temperature, 30TC; scan speed, 2 scans;smass range,
33—880 amu. NMR spectroscopic simulation was carried out with the
MestRe-C 4.0 program (Mestrelab Research, Santiago de Compostela,
Spain).

Plant Material. The roots ofl. batatasvar. batatas(cv. Picadito)
were collected in plantations in Salvatierra, Guanajuato, Mexico, in
1999. The plant material was identified by Dr. Robert Bye. A voucher
specimen (R. Bye FB 1314) was deposited in the Ethnobotanical
Collection of the National Herbarium (MEXU), Instituto de Biolagi
UNAM.

Extraction and Isolation. The powdered dry roots (2.6 kg) &f
batatasvar. batataswere extracted by maceration at room temperature
with hexane to give, after removal of the solvent, a dark orange syrup
(13.1 g). The crude extract prepared from the herbal drug was subjected
to column chromatography over silica gel (150 g) using gradients of
CH.Cl, in hexane and MO in CH.Cl,. A total of 185 fractions (200
mL each) were collected and combined to give several pools containing
mixtures of resin glycosides. The most lipophilic fractions{54),
eluted with CHCIl,—Me,CO (7:3) and rich in resin glycosides, were
pooled and subjected to column chromatography over silica gel (30 g)
using a gradient of MeOH in CH&lo eliminate the pigmented residues.
The process was monitored by TLC, and a total of 20 fractions (20
mL each) were collected and combined, yielding from the fraction
eluted with CHC}—MeOH (9:1) a mixture of lipophilic oligosaccha-
rides (945 mg).

Recycling HPLC Separation. The analytical HPLC separations
were done on a Symmetryi§xolumn (Waters; 5 mm, 4.& 250 mm)
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Figure 2. Simulation of the anomeric region of tAel NMR spectrum of batatin 11). The top trace is the measured 500 MHz speci
resolution enhanced. Peaks are color coded for each rhamnose and fucose monomers of units A and B. Actual chemical shifts
along the bottom of the top plots. Below are the simulated spectra for each of the units, Tieedriptors denote a specific position
each sugar unit.

with an isocratic elution of CRECN—MeOH (9:1), a flow rate of 0.7 16.5 min),m/z[M] " 148 (100), 147 (96), 131 (25), 103 (40), 102 (.
mL/min, and a sample injection of 20 mL (3 mg/mL). The crude fraction 77 (25), 74 (8), 51 (20), 50 (8), 39 (5), 38 (4); andlodecanoic ac
was subjected to preparative HPLC on a reversed-phaseoimn (tr 17.8 min),m/z[M]* 200 (15), 183 (2), 171 (18), 157 (40), 1
(7 mm, 19x 300 mm). The elution was isocratic with GEN—MeOH (10), 129 (48), 115 (20), 101 (15), 85 (33), 73 (100), 60 (80), 57
(9:1) using a flow rate of 9 mL/min. Eluates across the peaks tith 55 (47), 43 (30). The preparation and identification of 4-bromof
of 20.2 min (peak 1), 21.6 min (peak I), and 22.9 min (peak Ill) were  yacy| (2S)-2-methylbutyraté from compoundsl—3 were performe
collected by the technique of heart cutting and independently reinjected 5¢cording to previously report&lprocedures: mp 40—42C; [a]o
in the apparatus operated in the recycle nibde achieve total +18 (¢ 1.0, MeOH); GC-MS & 4.75 min)m/z[M + 2]* 272 (6.8)
homogeneity after 1020 consecutive cycles employing the same [M]* 270 (’7_3) 254’ (3.8), 252 (3.8), 186 (2.1), 172 (8.6), 171 (:
isocratic elution. These techniques afforded pure compoar(ds.3 70 (9.7), 169 (é&?), 90 (’13.9)’ 89 ('23_4)’ 85 (i1.5)' 63 (5’.3) 57

mg) from peak 11,2 (14.6 mg) from peak I, an@ (6.7 mg) from 51 (5 5 55 (2.9) ‘41 (8.5), 39 (9.4). The aqueous phase from

pegl;tlélt.in | (1): white powder; mp 117120 °C; [a]o —38 (c 1.0 reaction was extracted with-BuOH (5 mL) and concentrated to g

MeOH): 'H and ®C NMR, see Tables 1 and 2; negative HRESIMS & colorless solid. The residue was methylated with,lHto yield

m/z2760.5654 [M— H]~ (calcd for GadHz3:0s0 +4.40 ppm). simonic acid B methyl_ ester. The p_hysicgl ar_1d spect'rosct_)pic_cor

Batatin Il (2): white powder; mp 124130 °C; [a]o —33 (0.1, (*H and*C NMR) registered for this derivatiVevere identical in a
MeOH); 'H and *C NMR, see Tables 1 and 2; negative HRESIMS ~ @spects to those previously reported: white powder; mp-113 °C;
m/z2760.5602 [M— H]~ (calcd for GaHz3:0s0 +2.50 ppm). [oJo —82.5 (1.0, MeOH); HRFABMSm/z 1015.5322 [M— H]~

Batatinoside | (3): white powder; mp 126130 °C; [o]p —24 (¢ (calcd for G7Hg3023 requires 1015.5325).
1.0, MeOH);*H and*C NMR, see Tables 1 and 2; negative FABMS

m/z_l.379 [M—=H]", 1249 [M — H — CoHeO]~, 921, 837, 545, 417, Acknowledgment. This research was partially supported by Cor
positive HRESIMSm/z 1381.7878 [M+ HJ* (calcd for GzH11/0zs Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT: 45861-Q). E.E.-
+1.72 ppm). grateful to CONACYyT for a graduate student scholarship. Thank

Alkaline Hydrolysis of Compounds 1—3.Individual solutions of
compoundsl—3 (10 mg) in 5% KOH-H,O (3 mL) were refluxed at g - i
95 °g for 2 h. 'Ighe rega)ction r(:qixtures \z/ver(e acic)iified to pH 4.0 and Guszem_( Unidad de Servicios de_Apoyo ala Investigacion”, Fac
extracted with CHGI (10 mL). The organic layers were washed with de Quimica, UNAM) for t,he re(;ordlng of mass spectrg. We are gr;
H.0, dried over anhydrous N8Os, and evaporated under reduced to D_r. C. M. Ce_rda-G_arma-ROJas (CINVES_TAV, !nstltuto_Polltecr
pressure. Each residue was directly analyzed by GC-MS, and threeNacional) for his advice during the NMR simulation studies. We
peaks were detected: 2-methylbutanoic a¢id7(2 min), m/z[M]* wish to thank Dr. M. Fragoso-Serrano (Facultad de Quimica, UN
102 (3), 87 (33), 74 (100), 57 (50), 41 (28), 39 (8); cinnamic atid (  for technical assistance.

due to T. Gibson (University of Reading, UK), G. Duarte, anc
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information directly from Aztec healers and to assess the medicinal ingestion of contrary elements. For the habld dichotomy, see:
usefulness of the natural resources found in the central area of (a) Lopez Austin, A.The Human Body and Ideology. Conéepts of
Mexico. He described the nutritious properties and the manner of the Ancient Nahugdniversity of Utah Press: Salt Lake City, 1988;
cultivation of “cacamotli” and mentioned four varieties named long pp 270-282. (b) Ortiz de Montellano, B. Rztec Medicine, Health
ago on the basis of their skin and flesh colors: “The root is sometimes and Nutritior] Rutgers University Press: New Brunswick, NJ, 1990:
red on the outside and white inside, and is calledamotlf. If the pp 213-235.
outer skin is purple and the inner part white, it is calléghicamotlr’. (9) Noda, N.: Yoda, S.; Kawasaki, T.; Miyahara, ®hem Pharm Bull.
If the outside is white and the inside yellow with a reddish tinge, it 1992 40, 3163-3168.
is called kochicamotli. There are times when both the inside and  (10) pereda-Miranda, R.; Bah, Murr. Top Med Chem 2003 3, 111—
the outside are red or completely white, and then it is called 131.
“camocpalcamotli or “poxcauhcamotli names bestowed many (11) (a) Podayi, B.; Reid, R. S.; Kocsis, A.; Szabd.. J. Nat. Prod.
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from John Gerard’sSGeneral History of Plantg1597), where he C.-R. Chem Pharm Bull. 1995 43, 1061-1063.
asserted an Andean origin to the sweet pot&tsgrum peruianunm) (17) Lee, J.-B.; Hayashi, T.; Hayashi, K.; SankawaJNat. Prod 200Q
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Mexican Jalap roots, a prehispanic medicinal plant complex still considered to be a useful laxative, can be found as an
ingredient in some over-the-counter products sold by herbalists in contemporary Mexico. The drug is prepared from the
dried roots of several morning glories, all of which have been identified as members of thelgemaga Analysis

of several commercial samples was assessed by generating HPLLE MR spectroscopic profiles of the glycosidic

acids obtained through saponification of the resin glycoside contents. These profiles distinguish the three Mexican
jalaps currently in frequent use and can serve as analytical tools for the authentication and quality control of these
purgative herbal drugdpomoea purgathe authentic “jalap root”, yielded two new hexasaccharides of convolvulinic
and jalapinolic acids, purgic acids A)(and B @), respectively. Scammonic acid 8)( a tetrasaccharide, was produced

from Ipomoea orizabensithe Mexican scammony or false jalap. Operculinic acidBg pentasaccharide, was identified

in Ipomoea stansSemipreparative HPLC was performed to obtain pure samples of new comgdoand2 in sufficient

quantity to elucidate their structure by high-field NMR spectroscopy. Purgic acidl)Awas identified as
(119-hydroxytetradecanoic acid X3-3-p-quinovopyranosyl-(3-2)-O--p-glucopyranosyl-(3-3)-O-[ 5-p-fucopyranosyl-
(1—4)]-O-a-L-rhamnopyranosyl-(+2)-O-3-p-glucopyranosyl-(32)-O-3-p-quinovopyranoside, while purgic acid B

(2) was characterized with (8)-hydroxyhexadecanoic acid as its aglycon but having the same glycosidation sequence
in the oligosaccharide core.

“Cacamidic tlanoquilont’,* the Aztec term for purgative remedies  substitute for jalap root. A third morning glory with laxative
that consisted of diverse kinds of tuber-shaped roots, including qualities, but from the Mexican highlands, is now known to be the
“tlalantlacacuitlapilli” (“purgative root of Michoaca”),? varied in dry root of I. stans (“tumbavaquero” roots); it was used in the
morphological characteristics, habitat, and potency of their physi- treatment of kidney inflammation, bile disorders, and epileptic
ological effects. In the literature, the plant members of this medicinal attack$®and currently, in combination with other medicinal plants,
plant complex (MPCG) have been identified as belonging to the is employed for nervous disordéfsin addition to their use as
genuslpomoea(Convolulaceae) and are currently recognizetl as  purgatives, the MPC of Mexican jalaps has been employed as an
purga(Wender) Haynel. orizabensigPelletan) Lebed. ex Steud.,  antihelmintic and galactogogue and in the treatment of abdominal
I. stansCav., |. jalapa (L.) Pursh,l. batatas(L.) Lam., andl. fever, dysentery, epilepsy, hydrocephaly, skin spots, meningitis, and
simulans Hanbury, along with others less often use@hese tumors!? A decoction of the root of. purgais normally prepared
perennial, herbaceous bindweeds with cathartic, acrid-tasting, andusing a 2 cm section of root to a liter of water. The usual
resin-producing roots attracted the attention of the Spanish colonists,recommendation is to drink one cup of the cold decoction, before
since their purgative properties were important to 16th century bedtime!® Contemporary data on commercialization of jalap root

European galenic medicirte. are scarcé? Today, the three species are easily found in the
The MPC of Mexican purgative roots was readily accepted as a numerous Mexican herbal markets or as an ingredient in over-the-
New World succedaneum of the skammonia or scamhyC counter products sold in health food stores in Mexico and the United

that had been used since pre-Christian times (e.g., Syrian or purgingStates® Most of the ethnobotanical, anatomical, and chemical
bindweed in 17th century England)'he most important of these  descriptions of these purgative roots found in the literature are
remedies was the “root of Michoataknown in English herbals confusing and not scientifically traceable. There is an obvious
as Indian Rhubarb, which was illustrated in thedex de la Cruz- question as to whether much of the exportation from Mexico during
Badiano(an Aztec herbal of 1552) and prescribed by Aztec healers more than 450 years was actually jalap root or a mixture of the
for purgative purposesThe precise identification of this root was  roots of different species dpomoea(closely related td. purga
much disputed, although it is now agreed that it.ipurga® In or not)16
recognition of its important benefits, the colonists bestowed the  As part of a continuing effort to elucidate the structural diversity
vernacular name “Jalapa” on this signature species (“officinal jalap” found in the convolvulaceous resin glycosidéthe present study
or “Rhizoma Jalapa”), which they found in abundance in the tropical focuses on the chemical differences found among the Mexican jalap
region of Xalapa, in the state of Veracruz. A second purgative root roots, . purga (Figure S1, Supporting Information), the authentic
likewise restricted to the tropical areas in the Gulf of Mexico, jalap root, and the substitute speciesprizabensi& (Figure S2,
“Orizaba jalap”, identified as. orizabensisis often referred to as  Supporting Information) and. stans (Figure S3, Supporting
“false jalap”, “light jalap”, or “Mexican scammony” and used as a Information). This research involved the generation of HPLC and
13C NMR spectroscopic profiles of their respective glycosidic acid
T This work was taken in part from the Ph.D. theses of E. Escalante- components, which are the saponification derivatives of the resin
Salc'lbgzwir(])?nBéo?reel;"%?]fj_ecnigoghould be addressed. #&2-55-5622 glycosides. In the case of the new purgic acidsljdnd B @),
5288, Fax: 452-55.5620-5320. E-mail: pereda@servidor unam mx. multiple semipreparative HPLC collections were performed to
obtain pure samples in sufficient quantities to elucidate their

* Facultad de Qumica.
§ Jardn Botanico, Instituto de Biologa. structures.
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6 CH3 H 4 orizabensig“Mexican scammony”)3, Ipomoea stang‘tumbava
7 CHs Ac 2 quero” root, a substitute or false jalap).
8 CH;s Ac 4

l¢]
Results and Discussion

Convolvulaceous resin glycosides are a challenging group of
molecules to separate and purify. Difficulties encountered during
the purification of these intact molecules are caused by the presence
of isomeric structures with differing esters, determining the sites
and extent of esterification, as well as variations in the sequence
of glycosylation of the oligosaccharide cofé$n many cases their
high molecular weights and amphiphilic properties have prevented
the HPLC isolation of pure samples needed as chromatographic
standards to assess the quality of some commercial protukts.
common feature of all resin glycosides, either Cg€Bluble
(“jalapin” or nonpolar fraction) or MeOH-soluble (“convolvulin”
or polar fraction) residu€y,is the liberation of a major glycosidic
acid upon hydrolysis. The same,®soluble product is yielded J
from both fractiong® The structure of this product is distinctive : : i : : :
enough for chromatographic and spectroscopic differentiation of 0 2 4 10
the resin glycoside mixture in each speciesimimoea. For the
identification of these polar glycosidic acids in the three Mexican Figure 2. HPLC coelution profile of saponified crude MeC
jalaps analyzed, CHgland MeOH extracts were prepared from extracts from authenticated Mexican jalap root samples. Ir
authenticated samples and then subsequently submitted to saponimental conditions: stationary phase, standard column for ¢
fication. The dried neutral aqueous phases from this hydrolysis werehydrate analysis (3.% 300 mm, 10um; Waters); mobile phas
directly analyzed by3C NMR spectroscopy (Figure 1) to generate  CHsCN—H0O (3:2); flow rate, 0.5 mL/min; injection volume,
data to be used as fingerprint tools for the pattern recognition of 4L (Sample concentration: IP- 0.25 mg; 10= 0.125 mg; IS=
each jalap. The characteristic anomeric signals were easily distin-0-1> MQ); detection: refractive index. Abbreviations used:
guishable in the spectra and constituted a good starting point for Ipomoea purga; I0lpomoea orizabensis; and Ifiomoea stan
structure elucidation. These resonances ar@u@ifi—110, outside I. purga and I. orizabensissamples were also submitted
the bulk region § 60—80), permitted an immediate estimation of methylation (CHN, treatment) in order to reduce the polarity
the number of different monosaccharide residues in each glycosidicthe analytes and decrease the amount of water in the mobile
acid and were used as structural “reporter” signals for each resin: (CH;CN—H,0, 4:1) in the HPLC analysis. Chromatograms ex

T T
12 min

a tetrasaccharide (3) fororizabensis, a pentasaccharide (4) lfor
stans, and a hexasaccharide fopurga. Each concentrate from
these mixtures was analyzed by negative FABMS to identify the
pseudomolecular ion [M- H]~.17

A carbohydrate HPLC separation (Figure 2) was performed by
application of hydrophilic-interaction chromatography using an
aminopropy! silane-base colurdhwhich, under isocratic conditions
(CHsCN—H,0, 3:2), resolved the major oligosaccharide present
in each analyzed commercial samplélhis method allowed the
efficient differentiation of each glycosidic acid with the following
retention times {): 6.6 min for purgic acid A 1) from authenti-
cated jalap rootl( purga, sample code IP); 5.6 min for scammonic
acid @) from the “Mexican scammony’l (orizabensissample code
10); and 11.8 min for operculinic acid B} from I. stans(sample

ited no substantial difference in composition (Figure S4, Suppt
Information) for the commercial powder (sample code IP-3)
two commercial root samples (codes IP-1 and IP-2), anc
collected wild sample of the jalap root (code IP). Neither was
a significant difference displayed between the powdered comnr
sample of false jalap (code I0-1) with that of the “Mexi
scammony” crude resin (Figure S4, Supporting Informat
However, the chromatogram for the commercial roots of “
bavaquero”|; stans sample code IS-2) indicated adulteration \
“Mexican scammony” (Figure S5, Supporting Information).
though “Mexican scammony” and “tumbavaquero” roots ar
similar in appearance to the non-professionally trained eye
be indistinguishable when cut into small sections (Figure
Supporting Information), our results proved that there is a si

code IS). These profiles were compared with those generated fromcantly greater yield of resin glycosides in the “Mexican scamm

commercial samples (Figures S4 and S5, Supporting Information).

(Figure S6, Supporting Informatiofj. The previous chemic
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consisting of four deoxyhexose units (2 quinovose, 1 x
rhamnose, and % fucose) and two hexoses (glucose), with tt
results confirmed by HPLC of the acid hydrolysis mixture.

CHs peak atm/z 1005 represented a mass difference of 146 (me
H Q o pentose unit) from the [M— H]~ ion, indicating the loss of
HOCHy, " &) terminal deoxyhexose. Cleavage at the next monosaccharic
H O o y :
m corresponded to the loss of glucose, affording the peak/a843
o [1005 — 162 (hexose unit)]. The next intense peak at/z 551
CHs was 292 mass units lower and represented the loss o
HOM/OCH@Q% methylpentose units, which indicated that the oligosaccharide
OH HO OH is branched at one of these two deoxyhexd&&his was confirme

by additional minor peaks ah/z859 [M — H — 146 x 2 (two

methylpentose units)Jand 697 [843- 146 (methylpentose unit)]

The fragment ion an/z389 represented the loss of a glucose

O from the peak ain/z551. The further loss of a methylpentose

OH gave a peak atn/z 243, corresponding to the aglycon anion,

3 hydroxytetradecanoic acid (convolvulinic acid). Negative-ion FAE

of compound2 was performed and provided an intense pse

molecular [M— H]~ ion atm/z1179. The difference of 28 me

units (two methylene groups) between compouhdsd?2 as wel

as the production of the same general fragmentation patte

HO o glycosidic cleavage of each sugar moietynatz 1033, 887, 87:

mo (S) 725, 579, 417, and 271 confirmed the similar branched hex

0 charide core in both acids and the presence of 11-hydroxyhe
CHy 70 canoic acid (jalapinolic acid) as the aglycon fr

Y ThelH (Figure S8, Supporting Information) af#C NMR date

CHy 70 (Table 1) of the methyl ester derivativBsand 6 showed feature

generally similar to those of the known convolvulaceous |

H%W OH glycosides?° especially the hexasaccharide from cowvire

lonchophylla)?® In the low-field region of the HMQC NMI

spectrum, six anomeric signals were confirmeda.7 (1H, d

0 le; qui-1; 6c 102.2); 5.7 (1H, d, glc-1y¢c 102.4); 6.4 (1H, brs, 1.

OH rha-1;6¢ 100.1); 6.2 (1H, d, glel; oc 100.6); 5.1 (1H, d, quil;

HOCH, OH O¢c 102); and 5.8 (1H, d, fuc-1jc 102.9). Therefore, six separ

OH spin systems for sugar skeletons were readily distinguished

IH—IH COSY and TOCSY spectra. This allowed for the assign

4 of chemical shift values for C-bonded protons in the six indivi

studies orl. stang* are consistent with our results fororizaben- monosaccharide moieties, permitting the identification of each

sis28 raising the question as to whether the previously analyzed Unit. Carbon signals of each fragment were assigned by H
samples were correctly identified or were in reality “Mexican €XPeriments. The inter-glycosidic connectivities were establ

HO

scammony” or an adulterated sample. on the basis of detailed long-range heteronuclear coupling cc

Semipreparative HLPC was performed to obtain pure compounds ions ¢Jcr) by HMBC studies.’ For example, the following ke
from each saponified sample. Scammonic acid 2% and correlations were observed in compousdand6: (a) a connecti
operculinic acid B (4 were identified by comparison of NMR ity between H-1 on the internal quinovosé 4.78) and C-11 c
data with published values. New glycosidic acidand?2 from I. the fatty acid ¢ 80.1); (b) H-1 on glucose)(5.7) with C-2 on th

purgawere obtained in sufficient quantity to elucidate their structure inner quinovose (80.9); (c) H-1 on the external quinovosé
(Figure S7, Supporting Information). The main approaches involved 5-09) with C-2 on the external glucds@ 100.6). A significar
were the use of degradative chemical reactions to break up the largesignal overlap in the proton regiah3.7—4.6 hampered comple
oligosaccharides and obtain smaller, more manageable moleculesassignments for the glycosidation sequence. To enhance
together with the use of a combination of high-field NMR dispersion, it was decided to prepare their peracetylated deriv
spectroscopy and high-resolution FABMS applied directly to the 7 and8 (Figure S9, Supporting Information). COSY (Figure <
glycosidic acids as well as to their methylated and peracetylated Supporting Information), TOCSY, and HMQC (Figure S11, ¢
derivatives. Compoundsand2 were hydrolyzed in acid, and their ~ porting Information) were used to assign the imporé&hand*3C
Et,0-soluble extract was methylated and then silylated. GC-MS chemical shifts of each sugar unit. ROESY (Figure S12, Supp
analysis of the aglycon ol showed that the mass spectrum Information) and HMBC correlations completed the linkage wi
corresponded to that of the trimethylsilyl derivative of methyl 11- the hexasaccharide core. The anomeric configuration in each
hydroxytetradecanoate because of the diagnaestiteavage ions  unit was deduced from a 2Bc4 NMR experiment’ For p-sugar
at m/z 287 and 145. Compoun? yielded methyl 11-hydrohexa- inthe*C; conformation, thex-anomeric configuratiorequatorie
decanoate (m/287 and 173) as the aglycon. The HPLC analysis C—H bond) has ®c value of 170 Hz, which is 10 Hz high
of the aqueous phase of the acid hydrolyzate led to the identification than that (ca. 160 Hz) for thg-anomer (a-axial C—H bond?
of rhamnose, quinovose, fucose, and glucose in the approximateFrom the completely resolved multiplets for the six anomeric sii
ratio 1:2:1:2. Coelution experiments with authentic samples con- in the *3C NMR spectra of derivativeS and6, théJcy values fo
firmed these assignments and ratios. qui = 157 Hz, glc= 156 Hz, glc'= 162 Hz, fuc= 159, and qu

High-resolution negative FABMS of compouridshowed the = 162 Hz supported theif-anomeric configurations, with tl
[M — H] ion atm/z1151.5338, indicating a molecular formula of ~assumption made that all monosaccharides were in their na
CsoHg70,9 and accounting for the presence of a 11-hydroxytetrade- occurring forms, i.e., as-sugars. The-configuration was deduc
canoic acid moiety glycosidically linked to a hexasaccharide for the L-rhamnopyranosyl unit'dcy =171 Hz)!" Therefore, th
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Table 1. Assignments ofH and13C NMR Signals for

Compounds5 and 6 in CsDsN?

5 6

positior? oH oC OH oC
qui-1 4.78d (7.5) 102.4 4.76d (7.5) 102.4
2 4.18-4.12* 80.9 4.184.12* 80.9
3 4.63dd (9.0, 9.0) 785  4.62dd (8.0, 8.0) 785
4 3.52.dd (9.0, 9.0) 77.1  3.52dd (8.5, 8.5) 77.1
5 3.70dq (9.0, 6.5) 72.1  3.68dq (9.0, 6.0) 72.2
6 1.45d (6.5) 18.3 1.44d(6.0) 18.3
glu-1 5.75d (8.0) 102.3 5.74d(7.5) 102.3
2 4.35-4.23* 77.8 4.324.24* 77.8
3 4.35-4.23* 76.4  4.324.24* 76.4
4 4.05-3.97* 725 4.043.97* 72.5
5 3.80-3.74* 775 3.80-3.74* 77.5
6a 4.44dd (11.0,3.0) 62.8 4.43dd(12.0,25) 62.8
6b 4.25dd (11.0, 6.0) 4.24dd (12.0, 5.5)
rha-1 6.45d (1.5) 100.1  6.44d (2.0) 100.1
2 4.85dd (1.5, 3.0) 71.7  4.85* 71.8
3 5.30 dd (9.5, 3.0) 78.2  5.30dd (9.5, 3.0) 78.2
4 4.81dd (10.0, 9.5) 78.9 4.88dd(9.5,9.5) 78.9
5 5.20dq (10.0,6.0) 67.7 5.19dq (9.5, 6.0) 67.7
6 1.95d (6.0) 19.0 1.94d(6.0) 19.0
glu-1  6.23d(7.5) 100.6  6.23d(7.5) 100.6
2 4.09-3.97* 84.7 4.043.97* 84.8
3 4.52dd (9.0, 9.0) 76.8  4.53dd (8.5,8.5) 76.7
4 4.05-3.97* 72.2  4.043.97* 72.3
5 4.18-4.12* 79.5 4.184.12* 79.5
6a 4.56-4.50* 63.3  4.55-4.50* 63.3
6b 4.18-4.12* 4.18-4.12*
qui-1  5.09d(8.0) 104.8 5.09d (8.0) 104.8
2 4.06 dd (9.0, 8.0) 76.1  4.06dd (9.0, 8.0) 76.1
3 4.04-3.97* 775 4.044.00* 77.4
4 3.61dd (9.5, 9.5) 76.8  3.62dd (9.5, 9.0) 76.8
5 3.74dq (9.5, 6.5) 736 3.74dq (9.5, 6.0) 73.7
6 1.66 d (6.5) 18.6 1.66d (6.0) 18.6
fuc-1 5.78d (7.5) 102.9 5.77d(7.5) 102.9
2 4.35-4.23* 73.4 4.32dd(9.0,7.5) 73.5
3 4.35-4.23* 749  4.324.24* 75.0
4 4.04-3.97* 72.8 4.043.97* 72.9
5 4.18-4.12* 71.0 4.184.12* 71.1
6 1.54d (6.0) 16.9 1.53d(6.5) 17.0
con-1 174.0
2 2.32t(7.0) 34.1
11 3.81m 80.1
14 0.86 t (7.0) 14.3
jal-1 174.0
2 2.32t(8.0) 34.1
11 3.80m 80.5
16 0.911(7.0) 14.2
MeO 3.40s 51.2 3.63s 51.6

2500 MHz forH and 125.7 MHz for*3C NMR. Chemical shifts
(0) are in ppm relative to TMS. The spin coupling) (s given in

parentheses (Hz). Chemical shifts marked with an asterisk (*) indicate
overlapped signals. Spin-coupled patterns are designated as follows:

= singlet, d= doublet, t= triplet, m= multiplet, dg= doublet quartet.
All assignments are based éH—'H COSY, TOCSY, HMQC, and
HMBC experimentstAbbreviations: qui= quinovose; glu= glucose;
rha= rhamnose; fue= fucose; jal= 11-hydroxyhexadecanoyl; con

11-hydroxytetradecanoyl.

structure of purgic acid A 1) was characterized as (3t
hydroxytetradecanoic acid 12-3-b-quinovopyranosyl-(£2)-O-
pB-p-glucopyranosyl-(+-3)-O-[ 5-p-fucopyranosyl-(+4)]-O-o.-L-
rhamnopyranosyl-(+2)-O-3-p-glucopyranosyl-(£+-2)-O-f-b-
quinovopyranoside, while purgic acid B)(was found to possess
(119-hydroxyhexadecanoic acid as its aglycon but having the sameH,0 (3:2), a flow rate of 0.5 mL/min, and a filtered (syringe filter
glycosidation sequence asfor the oligosaccharide core.

The identification of the active principles found to be effective
in local herbal drugs through the use of HPLC and/or NMR profiling
facilitates the prediction for therapeutic alternatives when signature |
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Experimental Section

General Experimental Procedures. All melting points were
determined on a Fisher-Johns apparatus and are uncorrected. Optical
rotations were measured with a Perkin-Elmer model 241 polarimeter.
1H (500 MHz) and3C (125.7 MHz) NMR experiments were conducted
on a Bruker DMX-500 instrument. Negative-ion LRFABMS and
HRFABMS were recorded using a matrix of triethanolamine on a JEOL
SX-102A spectrometer. The instrumentation used for HPLC analysis
consisted of a Waters 600E multisolvent delivery system equipped with
a Waters 410 differential refractometer detector (Waters Corporation,
Milford, MA). Control of the equipment, data acquisition, processing,
and management of chromatographic information were performed by
the Millennium 32 software program (Waters). GC-MS was performed
on a Hewlett-Packard 5890-II instrument coupled to a JEOL SX-102A
spectrometer. GC conditions: HP-5MS (5%-phenyl)ethylpolysi-
loxane column (30 mx 0.25 mm, film thickness 0.2bm); He, linear
velocity 30 cm/s; 50°C isothermal for 3 min, linear gradient to 300
°C at 20°C /min; final temperature hold, 10 min. MS conditions:
ionization energy, 70 eV; ion source temperature, 280 interface
temperature, 300C; scan speed, 2 scanstsmass range, 33880
amu.

Plant Material. Roots oflpomoea purgavere collected in aban-
doned plantations in Coxmatla near Xico, Veracruz, Mexico, in
November 1996. The plant material was identified by the botanist
Alberto Linajes and then compared with previously deposited vouchers
housed in the Herbarium of the Instituto de Ecélgh.C. (Ortega
380, 408, 475 XAL; Mafmez-Vaquez 563, 613, 661, XAL). A voucher
specimen was archived at the Departamento de Farmacia, Facultad de
Quimica, UNAM (sample code IP). Two samples of the herbal drug
“raiz de jalapa” (jalap root) and two of “tumbavaquerd”ftang were
purchased in March 2002 and June 2004 at “Las Plantas Medicinales
de Ameica, S.A. de C.V.”, a herbal shop in Mexico City. A small
sample of each drug (150 g) was visually examined and archived at
the Departamento de Farmacia, Facultad der@a, UNAM. Voucher
specimens (R. Pereda-©02; sample codes IP-1, IP-2, IS-1, and IS-2,
respectively) were deposited in the Ethnobotanical Collection of the
National Herbarium (MEXU), Instituto de Biology UNAM. Powdered,
commercial samples df purga (R. Bye 26909; sample code IP-3,
January 1999) andl orizabensis(R. Bye 17761: sample code 10,
March 1990; 26909: sample code I0-1, January 1999) were obtained
from Laboratorios Mixim, S.A. de C.V. Mexico, manufacturers of
botanical extracts, as was a crude commercial sample of “Mexican
scammonny” resin (R. Pereda 06: sample code 10-2), July 1997. The
root of . stanswas collected in Tepeaculco, Hidalgo, Mexico, in
February 2003. The plant was identified by two of the authors, R.B.
and E.L. A voucher specimen (Bye & Linares 28184; sample code IS)
was deposited at the Ethnobotanical Collection of the National
Herbarium (MEXU), Instituto de Biolog, UNAM.

Generation of HPLC Profiles. Samples for HPLC analysis were
repared as follows. In brief, each commercial herbal drug (20 g) was
irst extracted with CHGI (500 mL) and then with MeOH (500 mL)

for 24 h. The maceration was performed twice, and the solvents were
removed at reduced pressure. A solution of each extract (200 mg) in
5% KOH—H0O (5 mL) was refluxed at 98C for 2 h. The reaction
mixture was acidified and extracted with CHQ20 mL) followed by
EtOAc (20 mL). The aqueous phase was extracted miBuOH (10

mL), concentrated to dryness, filtered over Whatmann No. 1 paper after
charcoal addition, and subsequently analyzed by HPLC.

The HPLC glycosidic acid profile for each saponified total extract
or resin glycoside fraction was generated on a Waters standard column
for carbohydrate analysis (aminopropylmethylsilyl-bonded amorphous
silica; 3.9 x 300 mm, 10um) with an isocratic elution of CECN—

with nylon membrane; 13 mm, 0.4om) sample injection of 1Q:L
(sample concentration: 10 mg/mL). Coelution experiments with the
test samples afforded the corresponding HPLC profiles (Figurég2):
5.6 min (10: compound), 6.6 min (IP: compound), and 11.8 min
(IS: compoundd). In order to decrease the polarity of the analytes,

species are not available. The verification of both signature specieSthe crude saponification mixtures bfpurgaand|. orizabensis(100
and substitutes is important to validate and standardize “genuine” mg) were treated with CH#, and directly analyzed by HPLC: elution,
herbal drugs in pharmacopoeias.

CH;CN—H0 (4:1); a flow rate of 0.5 mL/min, and an injection volume
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of 10 uL (sample concentration: 10 mg/mL)tz 8.2 min (IO:
compound3 as a methyl ester) and 10.5 min (IP: compouhds a
methyl ester).

Generation of 13C NMR Profiles. The spectra were recorded on a
Bruker DMX-500 spectrometer equipped with a multinuclear inverse

Pereda-Miranda et al.

mg, tr = 13.9 min) and2 (2 mg,tr = 6.6 min). Forl. orizabensisthe
saponification residue (100 mg) afforded compo@n@7.2 mg,tgr =
5.7 min). Compound! (38.6 mg,tr = 13.4 min) was obtained from
the saponification mixture of resin glycosides (50 mg).aftans
Purgic acid A (1): white powder; mp 162164 °C; [a]p —20 (c

detection probe with z-gradient, operating at 125.8 MHz. The spectra 0.2, MeOH); negative FABM®vz 1151 [M — H]~, 1005 [M— H —

were measured at 298 K usingOEN solutions (sample concentra-
tion: 200 mg/mL) in 5 mm NMR tubes and referencing to TMS. The

146 (methylpentose unit)] 859 [1005— 146 (methylpentose unit)]
843 [1005— 162 (hexose unit)], 697 [843 — 146 (methylpentose

spectra were acquired using the zgdc pulse sequence in 32K files, aunit)]-, 551 [697— 146 (methylpentose unit)] 389 [551— 162 (hexose

10.0us pulse (56 deg), and a relaxation delay of 800 ms. Typically,

unit)]~, 243 [389— 146 (methylpentose unit); convolvulinic acid methyl

samples were measured using a spectral width of 31500 Hz, anester— H]; HRFABMSm/z1151.5338 [M— H]~ (calcd for GoHgrOx9

acquisition time of 160 ms, and a total of 82 000 scans.
Extraction and Isolation of Resin Glycoside Fractionslpomoea

requires 1151.5333).
Purgic acid B (2): white powder; mp 132134 °C; [o]p —14 (c

purga(IP): roots (1 kg) were powdered and defatted by maceration at 0.14, MeOH); negative FABM&/z1179 [M— H]~, 1033 [M— H —
room temperature with hexane. The residual material was extracted 146 (methylpentose unit)] 887 [1033— 146 (methylpentose unit)]

exhaustively with CHGland MeOH and after removal of the solvent
afforded, in turn, a brownish extract (540 mg) and a dark brown syrup

871 [1033— 162 (hexose unit)], 725 [871— 146 (methylpentose
unit)]~, 579 [725— 146 (methylpentose unit)] 417 [579— 162 (hexose

(170 g). The crude MeOH extract was subjected to column chroma- unit)]~, 271 [389— 146 (methylpentose unit); convolvulinic acid methyl

tography over silica gel (1 kg) in a gravity column using a mixture of
MeOH—-CHCIl;—Me,CO (5:12:3). A total of 100 fractions (150 mL

each) was collected, and these were partially recombined to give several

pools containing resin glycosides (165 fjomoea orizabensidO):

ester— H]~; HRFABMSm/z 1179.5650 [M— H]~ (calcd for G;Hg102
requires 1179.5646).

Scammonic acid A (3):white powder; mp 154157 °C; [a]p —51
(c 1.0, MeOH); negative FABMSn/z 871 [M — H]7; 1%C NMR

powdered commercial roots (1 kg) were defatted with hexane and anomeric signals 104.9, 102.1, 101.5, 101.1; identified by comparison

extracted exhaustively with CHEby maceration at room temperature
to give, after removal of the solvent, a brown syrup (160 g). Then, the
plant material was extracted with MeOH to yield a dark brown syrup
(659 mg), which was rich in simple carbohydrates. The crude @HCI

of NMR data with published values.

Operculinic acid B (4): white powder; mp 176171°C; [o]p —80
(c 1.0, MeOH); HRFABMSnvVz 1033.5066 [M— H]~ (calcd for
CueHg1025 requires 1033.50673%C NMR anomeric signals 101.0, 101.5,

resinous extract was subjected to column chromatography over silica102.8, 103.5, 105.4; identified by comparison of spectral data with

gel (500 g) using a gradient of MeOH and CHluates containing
resin glycosidesR: 0.58; TLC: silica gel 60 4 sheets; CHGH
MeOH, 43:7) were combined (132 dpomoea stanglS): roots (3.5

published values’
Derivatization of 1 and 2. A sample of the saponification mixture
of I. purga (150 mg) was methylated with GN, to further perform

kg) were powdered and defatted with hexane at room temperature. Thenthe separations by HPLC of the methyl ester derivattv€s38 mg,tr

the material was extracted with CHEIMeOH to give, after removal

= 25.7 min) andb (12 mg,tr = 23.4 min), using an isocratic elution

of solvents, a brownish, oily residue (142 g). The crude extract was with CH;CN—H,0 (3:2) and a flow rate of 4 mL/min. Each residue

subjected to column chromatography over silica gel (500 g) using €HCI
in hexane followed by a CHg+MeOH gradient. Elution with CHGH
MeOH (9:1) afforded fractions (1.1 g) containing resin glycosid&s (
0.61).

Alkaline Hydrolysis of Resin Glycoside Fractions.A solution of
each crude resin glycoside fractions (200 mg) in 5% K&HO (5
mL) was refluxed at 95C for 3 h. Each reaction mixture was acidified
to pH 4.0 and extracted with CH&(30 mL) followed by EtOAc (30
mL). The organic layers were combined, washed witHlried over

(10 mg) was acetylated (A©—CsHsN, 2:1) and subjected to prepara-
tive HPLC on a silica gel column (ISCO, 212 250 mm, 10um,).
The elution was isocratic with CHEFMe,CO (9:1) using a flow rate
of 6 mL/min to afford peracetylated derivativ@y8.7 mg,tr =17.6
min) and8 (8.3 mg,tg = 29.8 min).

Purgic acid A methyl ester (5): white powder; mp 152154 °C;
[alo =77 (€ 1.0, MeOH);'H and 3C NMR, see Table 1; negative
FABMS m/z 1165 [M — H]~, 1019 [M — H — 146 (methylpentose
unit)] -, 873 [1019— 146 (methylpentose unit)] 857 [1019— 162

anhydrous Nz5Q,, and evaporated under reduced pressure. The aqueous(hexose unit)i, 711 [857— 146 (methylpentose unit)] 565 [711—

phase was extracted withBuOH (30 mL), concentrated to dryness,

146 (methylpentose unit)] 403 [565— 162 (hexose unit)], 257 [403

and analyzed by HPLC as described above. The residue from the— 146 (methylpentose unit); convolvulinic acid methyl esteH];

organic phase was directly analyzed by GC-M$urgaafforded three
peaks: 2-methylbutyric acidg5.06 min): m/z[M] ™ 102 (3), 87 (33),
74 (100), 57 (50), 41 (28), 39 (8h-decanoic acidtg 9.65 min): n/z
[M]+ 172 (2), 155 (3), 143 (12), 129 (62), 115 (15), 112 (12), 87 (20),
73 (100), 60 (90), 57 (40), 55 (45), 43 (30), 41 (35), 39 (6); and
n-dodecanoic acidt§ 10.93 min): m/z [M]* 200 (15), 183 (2), 171
(18), 157 (40), 143 (10), 129 (48), 115 (20), 101 (15), 85 (33), 73
(100), 60 (80), 57 (30), 55 (47), 43 (44), 41 (3D)rizabensiafforded
three peaks: 2-methylbutyric acitk(5.12 min); tiglic acid {r 6.95
min): myz [M]* 100 (100), 85 (25), 55 (85), 39 (38); and 3-hydroxy-
2-methylbutyric acid tg 7.95 min): m/z [M] ™ 118 (0.5), 103 (5.0),
100 (95), 83 (12), 73 (15), 58 (30), 55 (43), 45 (38), 44 (30), 43 (48),
41 (30), 39 (25), 31 (15), 29 (18), 27 (30). The analysis of the volatile
acids from the resin glycoside fraction &f stansresulted in the
identification of three major peaksi-octanic acid tg 8.22 min): m/z
[M]* 144 (3), 127 (1), 115 (15), 101 (30), 85 (10), 73 (85), 60 (100),
55 (20), 43 (25), 43 (28), 41 (18), 39 (&):decanoic acidtk 9.63
min); and n-hexadecanoic acidg 13.11 min): m/z [M] ™ 256 (15),
227 (4), 213 (8) 185 (2), 171 (5), 157 (4), 143 (1), 129 (18), 115 (9),
101 (2), 97 (10), 85 (18), 73 (90), 60 (80), 57 (30), 55 (23), 43 (100),
41 (50).

Semipreparative HPLC Separation of Glycosidic Acids.The

HRFABMS m/z 1165.5485 [M— H]~ (calcd for GiHsdOze requires
1165.5490).

Purgic acid B methyl ester (6): white powder; mp 146148 °C;
[alo —29 (€ 1.0, MeOH);H and 3C NMR, see Table 1; negative
FABMS m/z 1193 [M — H]~, 1047 [M — H — 146 (methylpentose
unit)] -, 901 [M — H — 146 x 2 (two methylpentose units)] 885
[1047 — 162 (hexose unit)], 739 [885— 146 (methylpentose unit)]
593 [739— 146 (methylpentose unit)] 431 [593— 162 (hexose unit)],
285 [431— 146 (methylpentose unit); jalapinolic acid methyl ester
H]~; HRFABMS m/z 1193.5810 [M— H]~ (calcd for GaHgsOz
requires 1193.5802).

Spectroscopic Characterization of 7:mp 98-100 °C; [a]p —50
(c 1.0, CHC}); negative FABMSm/z 1795 [M — H]~; *H NMR
(CsDsN, 500 MHz) 6 4.71 (1H, d,J = 7.5 Hz, Qui-1), 4.22 (1H, dd,
J=9.5, 7.5 Hz, Qui-2), 5.78 (1H, dd,= 9.5, 9.5 Hz, Qui-3), 5.07
(1H, dd,J = 9.5, 9.5 Hz, Qui-4), 4.13 (1H, dd,= 9.5, 6.0 Hz, Qui-
5), 1.34 (3H, dJ = 6.0 Hz, Qui-6), 5.12 (1H, dJ = 8.0 Hz, Glc-1),
4.22 (1H, ddJ = 9.5, 8.0 Hz, Glc-2), 5.67 (1H, dd,= 10.0, 9.5 Hz,
Glc-3), 5.33 (1H, ddJ = 10.0, 10.0 Hz, Glc-4), 4.09 (1H, ddd,=
10.0, 5.0, 3.0 Hz, Glc-5); 4.644.58 (1H, m, Glc-6a), 4.354.26 (1H,
m, Glc-6b), 5.45 (1H, dJ = 1.5 Hz, Rha-1), 5.66 (1H, m, Rha-2),
4.60 (1H, dd,J = 9.0, 3.4 Hz, Rha-3), 4.354.26 (1H, m, Rha-4),

analytical separation was scaled up and modified to semipreparative4.55-4.50 (1H, m, Rha-5), 1.85 (3H, d,= 6.5 Hz, Rha-6), 5.45 (1H,

HPLC for the isolation of individual glycosidic acids. Each saponifica-
tion mixture was subjected to preparative HPLC on a Wat8snda-
pak NH. column (7.8x 300 mm; 10um). The elution was isocratic
with CH;CN—H0 (4:1), using a flow rate of 3 mL/min and a sample
injection of 500 uL (20—100 mg/mL). Forl. purga the crude
saponification residue (20 mg) was purified to give compounds’ .4

m, Glc-1), 4.24 (1H, ddJ = 8.5, 7.5 Hz, Gl&2), 5.57 (1H, ddJ =
9.0, 8.5 Hz, Gl&3), 5.29 (1H, dd,J) = 9.0, 9.0 Hz, Gl&-4), 4.35-4.26
(1H, m, GI¢-5), 4.55-4.50 (1H, m, Gl&-6a), 4.39 (1H, ddJ = 11.7,
2.0 Hz, GI&-6b), 5.24 (1H, d,) = 8.3 Hz, Qui-1), 5.50 (1H, ddJ =
9.0, 8.3 Hz, QUi2), 5.66 (1H, dd,J = 10.0, 9.0 Hz, QUi3), 5.46 (1H,
dd,J = 10.0, 9.5 Hz, Qui4), 3.96 (1H, dgJ = 9.5, 6.0 Hz, QUi5),
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1.44 (3H, dJ = 6.0 Hz, Qui-6), 5.59 (1H, dJ = 8.0 Hz, Fuc-1), 5.80
(1H, dd,J = 10.0, 8.0 Hz, Fuc-2), 5.59 (1H, dd,= 10.0, 3.0 Hz,
Fuc-3), 5.90 (1H, dJ = 3.0 Hz, Fuc-4), 4.354.26 (1H, m, Fuc-5),
1.33 (3H, d,J = 7.0 Hz, Fuc-6), 2.34 (2H, t] = 7.4 Hz, Con-2), 3.65
(1H, m, Con-11), 0.89 (3H, i = 7.2 Hz, Con-14), 3.56 (3H, s, OGH
13C NMR (125 MHz, GDsN) 6 100.9 (CH, Qui-1), 77.1 (CH, Qui-2),
75.8 (CH, Qui-3), 74.5 (CH, Qui-4), 69.4 (CH, Qui-5), 18.0 (£Rui-

6), 101.3 (CH, Glc-1), 72.7 (CH, Glc-2), 76.2 (CH, Glc-3), 70.0 (CH,

Glc-4), 72.4 (CH, Glc-5), 63.4 (CH Glc-6), 97.4 (CH, Rha-1), 73.9

(CH, Rha-2), 78.6 (CH, Rha-3), 77.1 (CH, Rha-4), 67.8 (CH, Rha-5),

19.2 (CH, Rha-6), 102.5 (CH, Glel), 78.4 (CH, Gl&2), 75.8 (CH,
Glc-3), 70.0 (CH, Gl&-4), 69.6 (CH, GIt5), 62.8 (CH, GI¢-6), 101.7
(CH, Qui-1), 72.2 (CH, Qui2), 74.0 (CH, Qui3), 74.2 (CH, Qui
4),71.2 (CH, Qui5), 18.2 (CH, Qui-6), 101.1 (CH, Fuc-1), 69.6 (CH,

Fuc-2), 72.7 (CH, Fuc-3), 71.2 (CH, Fuc-4), 71.7 (CH, Fuc-5), 16.3

(CHs, Fuc-6), 174.0 (CO, Con-1), 34.3 (gHCon-2), 80.8 (CH, Con-
11), 14.7 (CH, Con-14), 51.4 (OC}).

Spectroscopic Characterization of 8:mp 88-90 °C; [a]p —9 (c
0.1, CHCh); *H NMR ¢ 4.65 (1H, d,J = 7.5 Hz, Qui-1), 4.14 (1H,
dd, J = 8.0, 8.0 Hz, Qui-2), 5.54 (1H, dd} = 9.0, 9.0 Hz, Qui-3),
5.02 (1H, ddJ = 9.5, 9.5 Hz, Qui-4), 4.01 (1H, dd,= 9.4, 6.0 Hz,
Qui-5), 1.27 (3H, dJ = 6.2 Hz, Qui-6), 5.06 (1H, dJ = 8.0 Hz,
Glc-1), 4.14 (1H, ddJ) = 8.0, 8.0 Hz, Glc-2), 5.62 (1H, dd,= 9.0,
9.0 Hz, Glc-3), 5.28 (1H, dd] = 9.8, 9.8 Hz, Glc-4), 4.00 (1H, ddd,
J=10.0, 6.0, 3.0 Hz, Glc-5); 4.604.55 (1H, m, Glc-6a), 4.254.21
(1H, m, Glc-6b), 5.40 (1H, brs, Rha-1), 5.61 (1H, m, Rha-2), 4.60
4.55 (1H, m, Rha-3), 4.384.21 (1H, m, Rha-4), 4.564.45 (1H, m,
Rha-5), 1.78 (3H, dJ = 6.0 Hz, Rha-6), 5.445.40 (1H, m, Gl&1),
4.17 (1H, ddJ = 8.3, 8.3 Hz, Gl&2), 5.52 (1H, ddJ = 8.6, 8.6 Hz,
GIc'-3), 5.24 (1H, ddJ = 9.5, 9.5 Hz, Glt4), 4.30-4.21 (1H, m,
Glc'-5), 4.50-4.45 (1H, m, Gl&6a), 4.34 (1H, ddJ = 12.0, 2.0 Hz,
Glc'-6b), 5.18 (1H, dJ = 8.3 Hz, Qui-1), 5.48 (1H, dd,J = 9.0, 9.0
Hz, Qui-2), 5.61 (1H, dd,J = 9.5, 9.5 Hz, QUi3), 5.42 (1H, ddJ =
9.4, 9.4 Hz, Qui4), 3.91 (1H, dg,J = 9.5, 6.0 Hz, QUi5), 1.38 (3H,
d,J = 6.0 Hz, Qui-6), 5.53 (1H, dJ = 8.0 Hz, Fuc-1), 5.73 (1H, dd,
J=10.0, 8.0 Hz, Fuc-2), 5.54 (1H, dd= 10.0, 3.3 Hz, Fuc-3), 5.83
(1H, d,J = 3.3 Hz, Fuc-4), 4.364.21 (1H, m, Fuc-5), 1.33 (3H, d,
= 6.0 Hz, Fuc-6), 2.24 (1H, | = 7.4 Hz, Jal-2), 3.62 (1H, m, Jal-11),
0.90 (3H, t,J = 7.0 Hz, Jal-16), 3.56 (3H, s, OGH °C NMR (125
MHz, CsDsN) 6 100.9 (CH, Qui-1), 76.9 (CH, Qui-2), 76.0 (CH, Qui-
3), 74.2 (CH, Qui-4), 69.2 (CH, Qui-5), 17.7 (GHQui-6), 101.1 (CH,

Glc-1), 72.6 (CH, Glc-2), 76.0 (CH, Glc-3), 69.8 (CH, Glc-4), 72.2
(CH, Glc-5), 63.2 (CH, Glc-6), 97.3 (CH, Rha-1), 73.8 (CH, Rha-2),
78.4 (CH, Rha-3), 76.9 (CH, Rha-4), 67.6 (CH, Rha-5), 19.0{CH

Rha-6), 102.3 (CH, Glel), 78.2 (CH, Gl&-2), 75.6 (CH, GI&:3), 69.8
(CH, Glc-4), 69.7 (CH, Gl&5), 62.6 (CH, Glc-6), 101.5 (CH, Qui
1), 72.1 (CH, Qui2), 73.7 (CH, Qui3), 74.0 (CH, Qui4), 71.0 (CH,

Qui-5), 17.9 (CH, Qui-6), 101.0 (CH, Fuc-1), 69.4 (CH, Fuc-2), 72.5

(CH, Fuc-3), 71.0 (CH, Fuc-4), 69.4 (CH, Fuc-5), 16.1 ¢(CHuc-6),
173.4 (CO, Jal-1), 34.1 (CHJal-2), 81.0 (CH, Jal-11), 14.2 (GH
Jal-16), 51.2 (OCH).

Sugar Analysis. Compoundl (40 mg) in 4 N HCI (10 mL) was
heated at 90C for 2 h. The reaction mixture was diluted with® (5

mL) and extracted with ED (30 mL). The organic layer was evaporated

to dryness, dissolved in CHE(5 mL), and treated with CHN,. The
aqueous phase was neutralizedwiitN KOH, extracted wittn-BuOH

(30 mL), and concentrated to give a colorless solid. The residue was
dissolved in CHCN—H,0 and directly analyzed by HPLC: Waters

standard column for carbohydrate analysis (8. 800 mm, 10um),
using an isocratic elution of GJEN—H,0 (17:3), a flow rate of 1 mL/
min, and a sample injection of 20L (sample concentration: 5 mg/

mL). Coelution experiments with standard carbohydrate samples

allowed the identification of-rhamnosetg = 6.9 min),b-quinovose
(tr = 7.3 min), p-fucose {r = 8.3 min), andb-glucose gk = 13.6
min).

Identification of Aglycons. The organic layer residue obtained

during the acid-catalyzed hydrolysis of purgic acid) {as submitted
to normal-phase HPLC (ISCO, 212 250 mm, 10um), using an
isocratic elution ofn-hexane-CHCl;—Me,CO (6:3:1) and a flow rate
of 6 mL/min to give 7.3 mg of methyl (19-hydroxytetradecanoate
(convolvulinic acid methyl esteff: tr 18.6 min; mp 2729 °C; [o]p

+1.5 (€ 2, CHCE); *3C NMR 174.4, 71.7, 51.5, 39.6, 37.5, 34.1, 29.6,
29.5, 29.3, 29.2, 29.1, 25.6, 24.9, 18.8, 14.1. An aliquot of this pure

sample (3 mg) was derivatized with Sigma Sil-A for 5 min at°@
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GC-MS analysis gave one peak ¢ min): m/z [M]* 330 (0.3), 315
(3.5), 287 (66.8), 145 (100), 73 (35.4).

Acid hydrolysis of compoun@ (15 mg) as described above yielded
2 mg of methyl (18)-hydroxyhexadecanodfgjalapinolic acid methyl
ester): tr 16.4 min; mp 42-44°C; [a]p +7.3 (€ 2, CHCE); 1°C NMR
174.4, 72.0, 51.4, 37.5, 37.4, 34.1, 31.9, 29.6, 29.5, 29.4, 29.2, 29.1,
25.6, 25.3, 24.9, 22.6, 14.1. This aglycon (1 mg) was derivatized by
treatment with Sigma Sil-A and analyzed by GC-MS analysid2.8
min): m/z[M] ™ 358 (0.3), 343 (0.5), 311 (10.5), 287 (59.7), 173 (100),
73 (46.3).
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