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Introduccidn

INTRODUCCION
Las plantas pertenecientes al género Ipomoea
(Convolvulaceaea), ricas en resinas glicosidicas, han

demostrado un poderoso efecto citotdxico (Pereda-Miranda,
1994), antimicrobiano (Pereda-Miranda et al., 2006a) vy

purgante (Pereda-Miranda y Bah, 2003; Pereda-Miranda et

al., 2006) de posible interés terapéutico para el
desarrollo de nuevos remedios herbolarios % el
descubrimiento de compuestos con caracteristicas

estructurales novedosas.

La especie mexicana Ipomoea batatas (L.) Lam. var.
Batatas representa una de las especies agricolas con mayor
importancia econdémica para el hombre ya que forma parte de
la dieta Dbésica en numerosos paises. Esta especie,
conocida en nuestro pais como camote, constituye uno de
los cultivos tradicionales mds antiguos y valiosos fue
seleccionada para dar continuidad a la investigacidn
quimica de este género con el objetivo de ampliar el
conocimiento sobre la diversidad estructural de 1las
resinas glicosidicas de las convolvulaceas (Pereda-
Miranda, 1995; Pereda-Miranda y Bah, 2003; Pereda-Miranda
et al., 2006b). Asi, el presente trabajo de investigacidn
plantea 1la obtencidén de glicolipidos a partir de los

extractos hexdnicos de la raiz de la especie en estudio.

En México, el empleo de los camotes y de otras
especies purgantes que constituyen el complejo medicinal
de la raiz de jalapa (e.g. Ipomoea purga) data de la época

precortesiana (Pereda-Miranda et al., 2006) . Estos
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remedios fueron conocidos por los médicos herbolarios
aztecas con el término de “cacamétic tlanoquiloni”
(Nahuatl, raices tuberosas purgantes) segin lo documentd
el Dr. Francisco Hernandez (1515-1587) en su obra Historia
Natural de Nueva Espana (1570-1577) en donde describe las

4

propiedades de estos remedios para purgar el estdmago “con
suavidad y seguridad admirables, sacando ademds de las
venas las bilis y los demés humores” (Hernandez, 1959).
Esta actividad purgante se encuentra asociada al alto
contenido de resinas glicosidicas (10-20%) que caracteriza

a los miembros de este complejo medicinal.

Las resinas glicosidicas estan constituidas por una
mezcla compleja de glicolipidos caracteristicos de las
especies pertenecientes al género Ipomoea y constituyen
una serie de oligosacdridos macrociclicos que tienen la
particularidad de ser moléculas anfipaticas por la
presencia simultédnea en su estructura de un nucleo
oligosacéarido hidrofilico y una porcidén hidrofdbica. Se ha
postulado que estos glicolipidos desempeflan un papel
importante en la ecologia quimica de las convolvulédceas
(Pereda-Miranda y Bah, 2003), ya gue un gran nuUmero de sus
actividades bioldégicas pueden explicarse como un resultado
de su posible accidén ionoférica, e.g. la citotoxicidad
(Pereda—-Miranda % Bah, 2003) . La presencia de la
estructura macrociclica constituye un requisito esencial
para la actividad bioldégica (Rencusori et al., 2004). Sin
embargo, la naturaleza quimica % la complejidad
estructural de las resinas glicosidicas ha constituido un
obstaculo que ha dificultado durante mucho tiempo el
aislamiento de sus constituyentes individuales (Wagner,

1973) y, por lo tanto, la caracterizacidén de su estructura
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molecular. E1l éxito en la purificacidn de los
constituyentes individuales de las resinas glicosidicas ha
dependido exclusivamente del empleo de la cromatografia de
ligquidos de alta eficacia (CLAE; Pereda-Miranda, et al.,
2005; Escalante-Sdnchez y Pereda-Miranda, 2007; Chérigo y
Pereda-Miranda, 2006; Escobedo-Martinez y Pereda-Miranda,
2007). El1 empleo de estas técnicas instrumentales en la
presente disertacidén se enfocard a la Dbusqueda de
condiciones cromatograficas que permitan la purificaciédn
de los constituyentes mayoritarios presentes en algunas de
las fracciones de mayor polaridad de los extractos
hexdnicos de la variedad blanca del camote con el objetivo
de establecer su estructura quimica mediante el empleo de

técnicas espectroscédpicas y espectrométricas.
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1. ANTECEDENTES
1.1. PLANTAS CON FINES MEDICINALES

El conocimiento y la utilizacidén de las plantas tienen
una larga e 1interesante  historia, reconociéndose que
satisfacen muy diversas necesidades y una de ellas es la
recuperacién y el mantenimiento de la salud. En México,
esta historia se remonta a tiempos antiguos en donde las
costumbres eran recorrer el territorio buscando cobijo
temporal en cuevas y sustento en la practica de la caza, la
pesca y la recoleccidn de plantas silvestres. Estos grupos
aborigenes, grandes conocedores de las ©posibilidades
alimenticias vy ©propiedades curativas de las plantas,
heredaron toda su sabiduria a los pueblos agricolas
sedentarios, origen de las diversas culturas del México
antiguo. El aprovechamiento de los recursos naturales por
las sociedades prehispédnicas para la salud incluia, ademés
de tratamientos curativos, practicas de higiene, cuidados vy

embellecimiento del cuerpo humano (Lozoya, 1998).

Por otra parte, la medicina prehispdnica estuvo
intimamente vinculada a la religidén y a la magia, ambas con
una fundamentacién de tipo chamdnica en sus rituales
(Furst, 2000) de manera que los pueblos mesoamericanos
asociaron e identificaron cualidades y poderes de plantas,
animales vy elementos de la naturaleza a los de sus
divinidades. En la actualidad, existen amplios sectores
sociales interesados en las plantas medicinales, entre
ellos se cuentan desde gquienes tienen un interés meramente
pragmdatico, hasta los estudiosos e 1investigadores de un
alto nivel de especializacién en los distintos ambitos del
conocimiento desde donde se puede uno acercar a este objeto
de estudio. Uno de éstos es la etnobotanica, ciencia que

aborda las relaciones histdéricas entre las sociedades
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humanas y el entorno vegetal bajo un enfoque de
investigacidén multidisciplinario. En México, se han
desarrollado estudios referidos a plantas medicinales,
comestibles, de ornato, para la construccidn, mistico-
religiosas; de empleo en los sistemas agrosilvicolas vy
huertos; sobre la domesticacidn % la agricultura

tradicional y de caracter histérico.

Entre los Mexicas, cultura mesocamericana de la que
mayor informacidén tenemos, el tianguis (del nahuatl,
tianguiztli, mercado) era el espacio donde se reunian un
dia a la semana los productores de sitios aledanios al lugar
del establecimiento fisico, para vender, comprar e
intercambiar sus muy diversos productos. En el mercado se
establecian los comerciantes que ademds de suministrar los
productos propios de la regidn, traian de sus largos viajes
frutos exdéticos, ricas plumas vy ©pieles de animales,
cerdmicas e instrumentos liticos de lujo y ceremoniales,
piezas de Jjoyeria vy, por supuesto, hierbas medicinales.
Mucho admiraron los congquistadores espafioles los mercados
mexicanos, asi lo demuestra la relacién hecha por Herndan
Cortés cuando escribidé en su Segunda Carta dirigida a

Carlos V el 30 de octubre de 1520:

"Tiene esta ciudad muchas plazas donde hay continuo
mercado y trato de comprar y vender... Hay calle de
herbolarios, donde hay todas las raices 'y  hierbas
medicinales que en la tierra se hallan. Hay casas como de
boticarios donde se venden las medicinas hechas, asi

potables como ungilientos y emplastos”.

México no solamente se distingue por su diversidad de

especies sino también por su alto indice de endemismos. En
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cuanto a la diversidad, existen 220 familias que abarcan
2410 géneros y cerca de 26000 especies, lo que situa a
nuestro pais en el cuarto lugar mundial en diversidad
floristica (Mittermeier y Mittermeier, 1992), en su
inventario estdn representadas practicamente todos 1los
tipos de vegetacidén conocidos y su aporte a la herbolaria
se calcula en mas de 5,000 especies con uso medicinal. El1
universo de la herbolaria mexicana es infinito. En cada una
de las regiones de nuestro pais es posible encontrar en los
mercados un area donde se conjuntan los puestos
especializados en estos productos. Los lugarefios son desde
luego los clientes habituales que acuden en busca de la
sabiduria de los curanderos y los comerciantes herbolarios

conocedores de las virtudes de las plantas.

1.2. PLANTAS CON FINES DIVINOS

La medicina prehispdnica, tan ligada a la religidn,
sufridé cambios y aun mutilaciones durante la época colonial
pues el uso de algunas plantas a las que se les otorgaba un
sentido magico y religioso fue prohibido o restringido vy,
en algunos casos, los médicos herbolarios perseguidos pues
sus practicas se consideraron heréticas por los

evangelizadores espafoles.

Aunque las culturas prehispadnicas americanas destacan
por el gran numero de reportes sobre el consumo de plantas
psicoactivas (contra media docena del viejo mundo) con el
objetivo primordial de la busqueda de una identidad divina
y lograr el éxtasis mistico que constituye la base de sus
religiones chamédnicas (Pereda—-Miranda, 2003) . Existen
estudios de diferentes épocas y pueblos alrededor del mundo

buscando dicha identidad extatica (Furst, 2000) . Las
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culturas prehispdnicas mostraron tener un gran acervo de
plantas vinculadas con ceremonias divinas, siendo México
uno de los mayores propietarios de todas estas riquezas por
su gran diversidad de zonas c¢limaticas y por el alto

endemismo de su flora (Cuadro 1).

Cuadro 1. Distribucién de algunas plantas y hongos utilizadas
en ceremonias mistico-religiosas.

NOMBRE CIENTIFICO LOCALIZACION
Lophophora williamsii México y E.U.
Psilocybe mexicana, P. )

o México
mazatecorum, P. wassonii

Salvia divinorum México

Datura metel México, China y la India
Ribea corymbosa México

Ipomoea violacea México

Claviceps paspali Grecia
Anadenanthera peregrina Venezuela y Brasil

Banisteriopsis caapi Colombia y Brasil

Tabernanthe iboga Africa
Trichocereus pachanoi Perl y Bolivia

Amanita muscaria Siberia, Norteamérica y la India

Todas estas especies contienen principios activos los
cuales provocan diferentes estados alterados de conciencia
por lo que simplemente llamarlos psicoactivas no abarcaria
los estados fisicos, mentales y de animo que provocan. Por
lo tanto, los términos como narcdticos (latin narcoticus,
para conciliar el suefioc y entorpecer los sentidos),
alucindégeno (latin hallucinor o allucinor," ofuscar,
seducir o engafar haciendo que se tome una cosa por otra) y
psicotomimético o psicotogénico (creado a partir de 1la
combinacién de psychotic- y mimetic, para designar a
aquellas drogas cuyos efectos se asemejan a los de una
psicosis, causante de psicosis) no serian los términos mas

acertados dado el carédcter y significado divino de estas
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plantas. De acuerdo a esta percepcidn se debe de tomar en
cuenta que la denominacién més adecuada para referirse a
estas plantas corresponde al término creado por Wasson,
Hofmann vy Ruck: entedgeno (Wasson et al., 1970), que
procede de la palabra griega entheos, cuyo significado
etimoldégico es "dios (theos)", y designa "aguellas plantas
que producen visiones y de las cuales puede mostrarse que

han figurado en ritos religiosos o de cardcter divino".

Figura 1. Fragmento del Mural de Teotihuacan (500 D.C.)
representando al Tlalocan (Paraiso de Tlédloc, Dios de la Lluvia)
mostrando a la Diosa Madre con dos de sus asistentes sarcedotisas

y en la parte de atrds una representacién estilizada de las
enredaderas alucindgenas mexicanas, posiblemente el “ololiuhqui”.

Dentro de estas plantas, destacan las enredaderas
mexicanas conocidas como quiebraplatos, maravillas o
enredadera de la serpiente (Figura 1). Estas plantas
alucinbégenas pertenecen a la familia de las convolvulédceas
y destacan dos especies, Ipomoea violacea y Rivea corymbosa
que constituyeron importantes agentes alucindgenos vy
medicinales entre los aztecas (Furst, 1995). Sus semillas
fueron conocidas como “ololiuqui”, R. Corymbosa, (ndhuatl,
esférico) y “tlitliltzin”, I. violacea, (ndhuatl, negro mas

un sufijo que indica reverencia) y actualmente se utilizan
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por los indigenas zapotecas y chatinos (kitse cha'tnio, en
referencia a su lengua cha'cna) del estado de Oaxaca. Los
compuestos alucindgenos del “ololiuqui” y del “tlitliltzin”
son alcaloides del &cido lisérgico, siendo las semillas de
I. violacea seis veces méds potentes que las de T. corymbosa

(Schultes y Hofmann, 1979).

1.3. IPOMOEA

1.3.1. Convolvulaceae

E1l género Ipomoea pertenece a la familia
Convolvulaceae, la cual estd compuesta aproximadamente por
60 géneros y mas de 1650 especies. El género Ipomoea abarca
cerca de 500 especies (Mabberley, 1989; McDonald y Mabry,
1992), siendo éste el mads grande. El1 nombre de la familia
se deriva del latin convolvo que significa entrelazarse ya
gue un gJgran numero de estas plantas son rastreras o

enredaderas gque se enroscan a un soporte.

Las flores de la familia Convolvulaceae son a menudo
grandes y vistosas, que aparecen en dicasios terminales o
axilares, o a menudo solitarias en las axilas, rara vez en
inflorescencias racemosas o paniculadas, generalmente
sostenidas por un par de bracteas que a veces se agrandan
para formar un involucro, hermafroditas o rara vez
unisexuales (Hildebrandtia), pentameras excepto en el
gineceo (tetrdmeras en Hildebrandtia). El1 perianto es en
sépalos imbricados, a veces desiguales, generalmente libres
o connados sélo en la base, rara vez connados en la mayor
parte de su longitud. Corola simpétala, comunmente
infundibuliforme, clara o débilmente lobada, actinomorfas

(oblicuamente zigomorfa en Humbertia), generalmente
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induplicado-valvada y a menudo también convoluta en sentido
horario, al menos en Convolvulus e Ipomoea. E1l androceo
consta de estambres isdmeros y alternos con los ldbulos de
la corola, insertos en la base del tubo de 1la corola,
filamentos a menudo desiguales. Disco nectarifero lobulado
generalmente presente alrededor de la base del ovario. E1
gineceo es de 2 (3-5) carpelos wunidos; ovario suUpero,
plurilocular, rara vez unilocular; estilo terminal, simple
o a menudo mds o menos profundamente dividido o con estilos
libres; primordios seminales generalmente 2 por carpelo
(numerosos en Humbertia) basales o basal-axilares.
Presentan fruto en forma de una capsula loculicida
(dehiscencia en el fruto de tipo capsula cuando se abren
por los nervios medios de los carpelos), o a veces
irregularmente dehiscente, o menos a menudo indehiscente vy

baciforme o nuciforme.

La familia Convolvulaceae representa una de las mas
grandes y diversas de México, ya que se ha reportado que
hay quince géneros y aproximadamente 217 especies, siendo
el género Ipomoea uno de los mayoritarios y teniendo
alrededor de 60 especies endémicas. E1l género esté
concentrado en las regiones subtropicales de la costa del
Pacifico, representado desde Baja California hasta Chiapas
con un aproximado de 213 especies vy, por lo menos, 38

especies endémicas (McDonald, 1991).

La palabra Ipomoea procede del griego ips, 1ipos, dque
significa gusano y homoios, dque significa semejante,
aludiendo a la forma de crecimiento de estas plantas
rastreras. La mayoria de las plantas del género Ipomoea no
presentan una variedad importante en su morfologia, siendo
que la mayoria de estas plantas son enredaderas con tallos

enroscados que alcanzan de 1 a 5 metros (Figura 2), aunqgue
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existen unas cuantas especies que se presentan como lianas
tropicales y alcanzan alturas de hasta 15 metros. Otras
especies crecen a la misma longitud pero han perdido la
capacidad de enroscarse, creciendo de manera tendida para
formar extensas cubiertas sobre arenas costeras (Ipomoea
pes—caprae) . Otras especies de las zonas aridas son
arbustos perennes lefiosos y herbdaceos (Ipomoea stans), que
crecen hasta 1 metro, habiendo otras especies que forman
arboles de madera suave y alcanzan de 4 a 8 metros de

altura (Ipomoea murucoides; McDonald, 1991).

Figura 2. Ipomoea tricolor (Ipomoea violacea) es una enredadera

herbdcea de flores con el limbo de la corola celeste violédceo y

produce semillas que al ingerirse son alucindgenas y aun se usan
como un medio adivinatorio en las tradiciones indigenas.

Las especies del género Ipomoea se distribuyen a
través de las regiones tropicales vy subtropicales del
mundo. Los usos populares de este género han sido variados
desde alimento para el consumo humano y como forraje.
También, se ha utilizado a numerosas especies como remedios

caseros en la medicina tradicional (Millspaugh, 1974).

11
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1.3.2. Propiedades biodindmicas del género Ipomoea

El género de Ipomoea se ha estudiado desde varios
aspectos. En diversos estudios se ha descrito su naturaleza
alelopédtica (Shinghvi y Sharma, 1984; Villamayor y Pérez,
1983) de wutilidad en la agricultura tradicional como
cultivos de cobertura debido a su potencial herbicida
(Pereda-Miranda et al., 1993). También, destacan sus
diversas propiedades antibacterianas, anticancerigenas
(Bieber et al., 1986; Noda et al., 1992; Pereda-Miranda et
al., 1993), anticonvulsivas (Diaz, 1976; Contreras et al.,
1996), carminativas (Noda et al., 1988), antihelminticas
(Trease 'y Evans, 1988), diuréticas (Martinez, 1989),
antisépticas (Linajes Palacios, 1991), antidiabéticas,
antihemorrdgicas, hipotensivas y antianémicas, aunque el
principal atributo medicinal de la mayoria de las especies
del género es su actividad laxante (Alzulgaray y
Alzulgaray, 1984; Diaz, 1977; Millispaugh, 1974; Roig vy
Mesa, 1974; Wagner, 1973). A pesar de que el uso en la
medicina tradicional de las especies del género Ipomoea es
muy antiguo, tanto en el viejo como el nuevo mundo, muy
pocas especies han sido estudiadas desde el punto de vista

farmacoldgico.

En México, el empleo de los “camotes” de las especies
purgantes que constituyen el complejo medicinal de la raiz
de jalapa data de la época precortesiana (Pereda-Miranda et
al., 2006). Estos remedios conocidos por los médicos
herbolarios aztecas con el término “cacamdétic tlanoquiloni”
(Nahuatl, raices tuberosas purgantes) segun lo documentd el
Dr. Francisco Hernandez (1515-1587) en su obra Historia
Natural de Nueva Espana (1570-1577) en donde describe las

propiedades de estos remedios para purgar el estdédmago “con

12
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suavidad y seguridad admirables, sacando ademds de las

venas las bilis y los demds humores” (Hernandez, 1959).
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Figura 3. Ilustracién de la jalapa (I. purga), ingrediente
principal en la medicina herbolaria pre-Hispdnica conocida como
“cacamotli tlanoquinoli” (patata purgante), del herbario azteca

conocido como Cdédice de la Cruz-Badiano (1552) (Libellus de

Medicinalibus Indorum Herbis, 1552. Folio 32 recto).

En la actualidad, las especies que integran este
complejo medicinal se han identificado como la especie I.
purga o raiz de jalapa (especie dominante de este complejo)
y sus suceddneos conocidos como las falsas Jjalapas, I.
orizabensis (escamonea mexicana), I. stans (raiz de
tumbavaquero), I. batatas (camote blanco), I. jalapa (raiz
de Michoacén), e I. simulans (raiz de Tampico), entre

otras. Una de 1las ilustraciones del Cdédice de 1la Cruz-
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Badiano (1552), primer libro de materia medica del
continente americano, representa a una enredadera llamada
“Uelicpahtli” (Nahuatl, uelic = de sabor agradable, pahtli
= medicina) <con las caracteristicas anatdmicas de una
enredadera de flores rojas con una raiz tuberosa grande
(Figura 3). La leyenda en latin que describe 1las
propiedades terapéuticas de este remedio herbolario azteca
dice *purgativo ventris” (para purgar el vientre) y es
similar a la descripcidén del Dr. Hernandez para el complejo
“cacamdétic tlanoquiloni”. Asi, este conjunto de evidencias

sugiere que se trata de la raiz de jalapa (Ipomoea purga).

1.3.3. Caracteristicas quimicas del género Ipomoea

Las especies del genero Ipomoea sintetizan alcaloides
de grupos estructurales diversos, como pirrolizidinicos
(Jenett-Siems et al., 1993; 1997), alcaloides altamente
téxicos sin funcidn terapéutica, tropdnicos e inddlicos
(Molyneux et al., 1995 Schimming et al., 1998). Los
alcaloides del ergot y las resinas glicosidicas constituyen
la principal caracteristica quimiotaxondmica de las

especies del género Ipomoea.

Los glicolipidos <caracteristicos de este género
constituyen una serie de oligosacaridos que tienen 1la
particularidad de ser moléculas anfipaticas por la
presencia simultdnea en su estructura de un nucleo
oligosacarido hidrofilico % una porcidn hidrofdébica
constituida por la aglicona (como el acido 11-
hidroxihexadecanoico). Se han descrito las estructuras de
oligosacaridos que abarcan desde disacaridos hasta
hexasacdridos de metilpentosas (b-fucosa, D—-quinovosa y L-
ramnosa) y hexosas (b—glucosa) . Uno de los rasgos

anatdémicos mds sobresalientes de este género de plantas es
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la presencia de hileras de células secretoras de resinas

glicosidicas en los tejidos foliares y en sus raices.

También ha sido fuente de wvarios estudios 1los
alcaloides del ergot, caracteristicos del género (Chao vy
Der Maderosian, 1973; Schimming et al., 1998; Jennet-Siems
et al., 1993; 1994a, 1994b; Henrici et al., 1994). Estos
principios alucindégenos son los responsables del uso de
algunas especies de Ipomoea en los rituales autdctonos de
América Central y del sur de México (Schultes, 1941) y el
alto contenido de este tipo de alcaloides en sus partes
aéreas ha sido responsable de la intoxicacidédn en ganado
ovino y bovino (Molyneux et al., 1995; MacLeod y Ward,
1997, Harbone, 1993) o su empleo como antiespasmdéddicos en
la medicina tradicional, de forma similar a los remedios
herbolarios preparados con las especies de Datura (Osuna et

al., 1996).

Los primeros alcaloides aislados en la familia de las
convolvulédceas fueron la amida del &cido 1lisérgico, la
amida del &acido isolisérgico y la chanoclavina, Figura 4
(Hofmann, 1963; Stoll y Hofmann, 1965). Un hallazgo muy
importante fue la identificacidén en Ipomoea argyrophylla de
alcaloides peptidicos, la ergosina y la ergosinina (Der
Marderosian, 1967; Chao y Der Maderosian, 1973), los cuales
también constituyen los productos metabdlicos de varias

especies de hongos del género Claviceps (Floss, 1976).

Figura 4. Chanoclavina
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1.3.4. Ipomoea batatas

Ipomoea batatas (L.) Lam. var. batatas (Figura 5) es
una planta rastrera con raices adventicias, algunas de las
cuales presentan tubérculos hinchados. Se ha reportado gue
sus hojas y raices son efectivas para el tratamiento de la
leucemia, la anemia, la hipertensidén, la diabetes y las

hemorragias (Noda et al., 1992Db).

Sr:lrmm Perwviansms, Jl'Fue Batata H:ﬁmn'arm,
Potatus, or Potato's,

Figura 5. Ipomoea batatas (Historia General de las Plantas de

John Gerard. Londres. J. Norton, 1597).

Se conoce con diferentes nombres comunes como batata,
boniato, aje, haje, Jjage, camote, moniato, papa dulce,
batata azucarada, patata dulce y batata de Malaga, entre
otros. Age (o aje) y batata son términos tainos de 1los
pueblos amerindios de lengua arahuaco que habitaban las
Antillas. Boniato, por su parte es un término también
taino, que se aplica a las variedades mas dulces (Pardo
Toméds y Loépez Terrada, 1993).El nombre de camote proviene
del nédhuatl (“camotli”) palabra que servia para nombrar a
toda raiz alargada comestible (Rogers, 1963). Los nombres
de cumara, kumara y sus derivados, provienen del quechua y
se <cree dque se originaron a partir de los vocablos
polinesios de kumar y kumale incorporados a esta lengua

andina wunos 1,000 afos antes de Cristo (O'Brien, 1972).
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Apichu proviene del aimara, indigenas que habitan en 1la

regidén del lago Titicaca, entre Perd y Bolivia.

Ipomoea batatas (Figura 6) es un miembro de la familia
Convolvulaceae de suma importancia econdmica para el
hombre. Es un hexaploide a diferencia de la mayor parte de
los miembros del género que son diploides o tetraploides.
Posiblemente, se origindé como un hibrido de las especies
Ipomoea trifida (H.B.K.) G. Don e Ipomoea tiliacea (Willd.)
Choisy. Es un cultivo de zonas tropicales y subtropicales.
Se sabe que el camote florece libremente en zonas
tropicales pero en zonas templadas la floracidn es reducida
(Martin, 1988). Sus flores se abren al alba o poco después
y comienza a cerrarse al comenzar la noche, dependiendo de
las condiciones ambientales. La corola puede marchitarse y
caer en 24 horas, y el ovario no fertilizado puede caer a
los 2 6 3 dias. El1 estigma es receptivo en las primeras
horas de la mahana (Jones, 1980). Es una planta anual,
herbdcea, rastrera, en ocasiones con 4apices volubles,
glabra o pubescente, con raices adventicias y tuberosas, se
propaga vegetativamente por segmentos de tallos y raramente

por las raices tuberosas y semillas.

Figura 6. Ipomoea batatas (izquierda: partes aéreas; derecha superior:

raiz tuberosa del camote amarillo; derecha inferior: variedades).
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La serie de las Batatas, Subgenero Eriospermum,
seccidén Eriospermum, contiene, ademds de la Ipomoea batatas
(cuadro 2), 13 especies salvajes estrechamente relacionadas
al camote. Todos estas especies, excepto Ipomoea littoralis
(se encuentra en Africa, Asia, Australia y América; Austin,
1991), son endémicas de América. Se considera gque dos son
de origen hibrido. Ipomoea leucantha se ha considerado ser
el intermedio de 1los hibridos Ipomoea cordatotriloba e
Ipomoea lacunosa. Ipomoea grandifolia se ha supuesto que
incluya derivados de los hibridos Ipomoea cordatotriloba y
de Ipomoea batatas (Austin, 1978). Dos especies que eran
consideradas dentro de este grupo son Ipomoea peruviana de
Pert y Ecuador, ahora se clasificé dentro de la seccidn
Eriospermum, serie Setosae, e Ipomoea gracilis de

Australia, ahora en la seccidédn Erpipomoea.

Cuadro 2. Clasificacidén cientifica de Ipomoea batatas.

CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Convulvaceae
Género Ipomoea
Especie Ipomoea batatas

Batatas edulis,
Sindénimos Convolvulus batatas,

Ipomoea mammosa

Ipomoea batatas es uno de los cultivos tradicionales
mas antiguos y valiosos, sembrado ampliamente en los paises
en vias de desarrollo. Destaca por su rusticidad y su alta
productividad por unidad de 4&rea y de tiempo y es un
cultivo rico en vitaminas y minerales. En muchos paises su

principal uso estd dado en la alimentacidén humana (Figura
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7) y como alimento para aves, conejos y ganado porcino y

bovino (Martin, 1988).

Figura 7. Dulce tipico de los mercados en México.

Las primeras noticias americanas sobre Ipomoea batatas
corresponden a Coldén en 1492 y también a Fernandez de
Oviedo, quien la describidé en 1526, en la isla Espafola
(Pardo Tomds y Lépez Terrada, 1993). Se conoce ademds que a
la llegada de los espafioles, el cultivo estaba extendido en
toda sudamérica y centroamérica (Montaldo 1994; Austin
1987). Los espaholes la introdujeron a Europa Yy 1lo
dispersaron hacia China, Japdn, Malasia vy las islas
Molucas. Los portugueses la llevaron a la India, Indonesia
y Africa. Existe la teoria de que la planta fue introducida
a la Polinesia antes de Magallanes y de alli fue dispersada
al resto del Pacifico. La evidencia de la introduccién del

camote antes de Magallanes hacia la Polinesia radica en la

reconstruccién lingiiistica de 1la palabra Kumara (para
designar al camote) en proto-polinesio (Cuadro 3)
(Seminario, 2004). Esta palabra ha sido empleada para

mostrar el contacto directo entre los polinesios y las
poblaciones andinas de habla quechua. Aparentemente, 1la
palabra es un vocablo proto-polinesio introducido en el
quechua. La evidencia lingliistica, cuando se combina con la
arqueoldgica sugiere que la planta arribd ya sea al drea de

Fiji cerca del afio 500 A.C. (la alternativa mas temprana vy
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mads radical) o en el grupo de las islas Sammoa cerca del
aio 1 D.C. (probabilidad mayor) o en las islas marquesas,
aproximadamente en el ano 400 D.C. (O'Brien, 1972,

Seminario, 2004).

Cuadro 3. Reconstruccidén lingliistica de la palabra Kumara (para
designar al camote) en proto-polinesio (tomando de Seminario, 2004)

NOMBRES 2
IDIOMA / REGION
REGIONALES
Apichu Aymara
Quechua
Cumara, cjumara, Quechua: Pernu,
ckumara, cumar, Ecuador
kumara, ku
umala/kuala Colombia
Kumar, (a), Polinesio
umara, uma's,
kumala
Umala y uwala Polinesio
Camote (camotli) Nahuatl: México
Batata Espanol:
Argentina,

Puerto Rico

Vavilov (Montaldo 1994, Seminario, 2004) considerd que
el camote se origindé en la regidn comprendida entre el sur
de México, Guatemala, Honduras vy Costa Rica. O'Brien
(O'Brien, 1972) considera gue el camote tiene su origen en
algin lugar de Centro América o el noroeste de Sudamérica,
cerca de 3,000 A.C., como parte del desarrollo de la
agricultura de las plantas con tubérculos comestibles en

los bosques tropicales.
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Figura 8. Hipdtesis sobre el origen del camote (I. batatas)
en el neotrdpico. Las &reas delineadas contienen el numero de
especies relacionadas con el camote. Los puntos en negro
indican los limites de contacto probable entre los dos grupos
de parientes hipotéticos, de los cuales se habrian originado.
D indica la regidén geogréfica de mayor diversidad de camote y

d muestra las dos &reas que siguen en diversidad (tomado de
Austin, 1987).
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Posiblemente, Ipomoea batatas se origindé como un
hibrido o a través de alteraciones cariotipicas de una
planta desconocida del género Ipomoea. Austin (Austin,
1987; Seminario, 2004) considera que la edad estimada por
O'Brien y otros para el camote, por 1lo menos debe ser
duplicada; es decir, que es mucho mads antiguo. Esta
propuesta concuerda con los hallazgos de camotes, en la
costa peruana que datan de 8,000 a 10,000 anhos. En este
sentido, concuerda con Yen (Yen, 1974; Seminario, 2004),
quien considera que el camote puede estar entre las

primeras plantas domesticadas del mundo.

Actualmente, la mayor variabilidad del camote se
presenta en el Peru (172 variedades), Guatemala (160
variedades) y Colombia (115 wvariedades). Austin (Austin,
1988) considera que protochibchas, chibchas o poblaciones
influenciadas por los chibchas, descubrieron el camote y 1lo
llevaron a su cultivo por lo menos 2,500 A.C. Los mayas y
los incas habrian tomado la planta domesticada y produjeron

nuevas lineas mejor adaptadas a las condiciones locales.

1.4. RESINAS GLICOSIDICAS DEL CAMOTE.

La caracteristica estructural comin dgque poseen 1los
constituyentes individuales de las resinas glicosidicas
encontradas en la familia de las convolvuldceas es el
nucleo oligosacarido acilado en la mayoria de los casos por
dcidos grasos y formando un éster macrociclico a través de
la lactonizacién (esterificacidén intramolecular) con el

grupo carboxilico de la aglicona.

La diversidad estructural de estos compuestos depende

de las diferencias observadas en cuanto al tipo y al numero
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de unidades monosacaridas que constituyen el ntcleo
oligosacdrido, en la secuencia de glicosilacidén y 1la
posicidén de lactonizacidén en el nlUcleo oligosacarido.
También, la diversidad estructural de estos compuestos esta
asociada al tipo, el numero y la posicidédn de los acidos que

se encuentran acilando al oligosacdarido.

Los acidos (118)-11-hidroxihexadecanoico (acido
jalapindélico) y el (11S)-11-hidroxitetradecanoico (acido
convolvulindélico) representan las agliconas gue con mayor

frecuencia se encuentran en estos glicolipidos.

1.4.1. Nucleos pentasacaridos: acidos siménicos A y B

En Ipomoea batatas se han caracterizado a los acidos
siménicos A, B (Figura 9) y operculinico C (Noda et al.,
1992b, Figura 10) como los principales ntcleos
oligosacdridos constitutivos de las resinas glicosidicas.
Se han purificado ocho glicorresinas a partir de 1la
jalapina de esta raiz, las simoninas I-V, las batatinas I-
IT y el batatindésido I (Escalante-Sanchez y Pereda-Miranda,
2007). La simonina I (Figura 11) estd constituida por el
nucleo oligosacarido del 4&cido operculinico C y es un
glicolipido esterificado en uno de los monosacaridos con el

dcido trans-cindmico.

La simonina II (Figura 12) es la uUnica que posee el
nucleo del &acido simdénico A, constituido por una unidad de

glucosa y cuatro de ramnosa.

Las simoninas III-V (Figura 13), constituidas por el
dacido siménico B, en el cual el monosacarido que realiza el
enlace glicosidico con la aglicona es una unidad de fucosa

en lugar de glucosa como en el acido simédnico A.
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Figura 9. Los &acidos siménico A y B
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Figura 10. El &cido operculinico C (mamdsido I).
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Figura 11. Simonina I
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Figura 12. Simonina II

HO

HO o

CH

R

simonina III 2-metilbutanoilo
simonina IV decanoilo

simonina v octanoilo

Figura 13. Simonina III-V

Las batatinas I y II (Figura 14), dimeros tipo éster del
batatindésido I, un pentasacadrido poliacilado (Figura 15)

cuyo nucleo oligosacadrido corresponde al adcido simdnico B.
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2.OBJETIVOS

2.1. GENERALES

2.1.1. Aislamiento y purificacién mediante la aplicacidn
de la cromatografia de alta eficiencia (CLAE) de
los glicolipidos individuales mayoritarios que
constituyen las complejas mezclas de las resinas

glicosidicas presentes en Ipomoea batatas.

2.1.2. Caracterizacidén de las estructuras moleculares de
los é&cidos glicosidicos mayoritarios presentes en
el extracto hexédnico de Ipomoea batatas con la
finalidad de ampliar el conocimiento relacionado
con la diversidad estructural de estos metabolitos

biodindmicos.

2.2. PARTICULARES

2.2.1. Establecer las condiciones instrumentales en la
cromatografia ligquida de alta eficiencia (CLAE) a
una escala analitica para aislar los
constituyentes individuales mayoritarios presentes

en Ipomoea batatas.

2.2.2. Llevar a <cabo 1la purificacién en una escala
preparativa de los acidos glicosidicos
mayoritarios utilizando métodos cromatograficos de

alta eficiencia (CLAE).

2.2.3. Caracterizar las estructuras de los nucleos
oligosacadridos de las resinas glicosidicas de
Ipomoea batatas mediante técnicas espectroscdpicas

(RMN) y espectrométricas (EM-FAB).
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3.DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FisIcas Y
ESPECTROSCOPICAS.

Los espectros de RMN de 'H y 3¢ se determinaron con un
espectrémetro Varian VXL-500 (500 MHz) vy Bruker AMX-500
(500 MHz). Se utilizdé piridina deuterada como disolvente

(CsDsN) y los desplazamientos quimicos estdan dados en ppm

() y las constantes de acoplamiento (J) se reportan en

Hertz (Hz). Se utilizdé TMS como referencia.

Las rotaciones 6pticas se determinaron en un
polarimetro Perkin-Elmer 241 utilizando metanol como

disolvente.

Los espectros de masas se determinaron en un equipo
JEOL SX-102 A, utilizando como método de ionizacidén el
bombardeo rdpido de &tomos (EM-FAB) en el modo negativo vy

la trietanolamina como matriz.

Los puntos de fusidén se determinaron en un aparato

Fisher-Johns y no estdn corregidos.

3.2. METODOS CROMATOGRAFICOS

Los procedimientos cromatograficos involucrados para
la realizacidén del presente trabajo consistieron en la
aplicacién de 1la cromatografia en columna abierta para
lograr el fraccionamiento primario del extracto hexédnico.
Se utilizdé gel de silice 60 Merck (70-230 malla) para
empacar las columnas. El andlisis de la homogeneidad de las
fracciones obtenidas en el fraccionamiento primario se

realizd mediante la cromatografia en capa fina,
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utilizdndose cromatoplacas de gel de silice 60 Fjys4 sobre
aluminio. Las cromatoplacas después de eluidas se
humedecieron con un agente cromdgeno (mezcla H;SOs-sulfato
cérico) y se desarrolld el color por calentamiento sobre

una parrilla a una temperatura de 80 °C.

Las separaciones que wutilizaron la cromatografia
liquida de alta eficiencia (CLAE) se realizaron empleando

las siguientes columnas:

Columna analitica de fase inversa Symmetry C-18 (4.6 x
250mm, 5 Mm).
Columna preparativa de fase inversa Symmetry C-18

(19 x 300mm, 7 Mm).

La instrumentacidén estuvo constituida por una bomba
(Waters 600 controller), un equipo Waters (Millipore Corp.,
Waters Chromatography Divisién, Milford, MA, USA) vy un
refractédmetro diferencial Waters 410 integrados a un
equipo de cdmputo (OptiPlex GX280, Dell). E1 control del
equipo, la adgquisicidén de datos, el proceso y el manejo de
la informacidédn cromatografica se hicieron a través del
software Empower 1 (Water). Una véalvula de reciclaje de

muestra se adaptd al sistema cromatografico.

3.3. MATERIAL VEGETAL

Para la obtencién de las resinas glicosidicas se
emplearon los tubérculos de Ipomoea batatas (L.) var.
batatas que se recolectaron en el municipio de Salvatierra,

estado de Guanajuato en 1999.
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3.4. PREPARACION DEL EXTRACTO DEL MATERIAL VEGETAL DE

Ipomoea batatas

El material vegetal seco y pulverizado (2.6 kg) fue
sometido a una maceracidén exhaustiva preliminar con hexano
para obtener los constituyentes de baja polaridad. Al
término de cada una de las extracciones, las soluciones se
filtraron y se concentraron a sequedad a presidén reducida.
De esta manera, se obtuvo el extracto hexdnico con un peso

de 13.1 g.

3.5. FRACCIONAMIENTO PRIMARIO

El fraccionamiento de los 13.1 g del extracto hexdnico
se llevd a cabo mediante cromatografia en columna abierta,
la cual se empacdé con 150 g de gel de silice. En primer
lugar se 1inicidé 1la elucidén con hexano obteniéndose 9
eluatos de 150 mL cada uno. Posteriormente, se incrementd
gradualmente la polaridad con los sistemas de elucidn
constituidos por hexano-CHClj;, CHCl3-Me,CO, vy CHCl3;-Me,CO-
MeOH.

Se colectaron 95 eluatos de 200 mL cada uno (con
excepcidén de los 9 primeros). Cada eluato se analizd
mediante cromatografia en capa fina y se reunieron todos
aquellos que resultaron similares. De esta forma, se
generaron 12 fracciones diferentes, conteniendo 7 de

éstas, las mezclas de glicolipidos nombradas como

fracciones a,0f,PB,Y,0,06 v € respectivamente. En el cuadro 4
se resume el fraccionamiento realizado mediante
cromatografia en columna abierta del extracto hexanico,
asi como también se ilustra la resolucidén lograda mediante

esta técnica para la separacidén del extracto hexdnico en
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sSus diferentes fracciones mediante un analisis en
cromatografia en capa fina (Figura 16). Después de
obtenidas estas fracciones fueron decoloradas utilizando

carbdén activado.

Cuadro 4. Fraccionamiento realizado mediante cromatografia en
columna abierta del extracto hexénico.

Eluato Solvente Proporcién Reunién Fraccién Peso (g)
1-3 n-hexano 100% 1-2 I
3-9 n-hexano 100% 3-9 II
10-14 n—-hexano—-CHCl; 9:1
15-19 n-hexano—- CHCl; 7:3
20-34 n-hexano—- CHCl; 1:1
35-44 CHC1;, 100% 10-44 IIT
45-49 CHC15;-Me,CO 9:1
50-54 CHC15;-Me,CO 7:3 45-54 v
55-58 CHC15;-Me,CO 7:3 55-58 \'4
59-64 CHC15;-Me,CO 7:3 59-64 o 1.21
65-68 CHC15;-Me,CO 7:3:0.5 65-68 of 1.18
69-74 CHCl;-Me,CO-MeOH 7:3:0.5 69-74 B 1.46
75-81 CHCl3-Me,CO-MeOH 7:3:1 75-81 Y 1.12
82-84 CHCl;-Me,CO-MeOH 7:3:1 82-84 S 0.180
85-87 CHCl;-Me,CO-MeOH 7:3:2 85-87 d¢ 0.590
88-94 CHCl;-Me,CO-MeOH 7:3:2 88-94 € 1.18
95 CHC1,-MeOH 1:1

3.6. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE GLICOLIPIDOS DE LA

FRACCION PRIMARIA J¢.

3.6.1. Separacidén de los acidos glicosidicos

Se realizaron pruebas a nivel analitico de la mezcla
de acidos glicosidicos utilizando una columna fase reversa
Symmetry C-18, vya que esta columna se ha descrito como

adecuada para la separacioén % la purificacidn de
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oligosacaridos lipofilicos a partir de las resinas
glicosidicas (Escalante-Sanchez vy Pereda-Miranda, 2007;
Chérigo y Pereda-Miranda, 2006; Escobedo-Martinez y Pereda-
Miranda, 2007). Se encontrdé una resolucidén total de 1los
constituyentes presentes en la muestra al utilizar el
sistema de elucidén Dbinario constituido con CH3CN:MeOH

(9:1).

R T mHMHMrIvv a g v § €

Figura 16. Cromatograma en capa fina de las fracciones primarias
del extracto hexdnico (sistema de elucidén CHCl;—MeOH 86:14)

Una vez encontrada las condiciones a nivel analitico

para la resolucién de la muestra problema (8€), se procedid
a extrapolar estas condiciones a un nivel preparativo para
lograr el aislamiento y la purificacidén de los
constituyentes individuales presentes en la muestra. Las
condiciones instrumentales a nivel preparativo fueron las
siguientes: columna de fase reversa Symmetry C-18; fase
mévil CH3CN:MeOH (9:1); flujo de 9 mL/min; detector, indice

de refraccién (sensibilidad 256 RIU); concentracidén de la

muestra 50 mg/500 unL; volumen de inyeccidén, 500 uL. Por
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medio de CLAE a nivel preparativo aplicando las técnicas de
sobrecarga de columna y corte del nucleo para garantizar la
maxima pureza (>99%) de los constituyentes individuales de

las resinas glicosidicas en estudio.

La muestra problema 0€ (590 mg), Figura 17, se

resolvié en 7 diferentes constituyentes (8¢ A-D), cuyos

tiempos de retencidén fueron los siguientes:

Cuadro 5. Tiempos de retencidén de los 7 diferentes

constituyentes (8¢ A-D), de la muestra problema O€.
Tiempo de Peso
Subfraccién retencién (tR, min) muestra (mg)
A 6.28 13.20
B 7.58 30.51
C 12.80 27.00
D 14.00-17.50 17.20
E 17.70-25.00 34.90
F 29.21 58.70
240000+
220000 CL
200000
160000 Sl
160000
140000
120000
-, 1000.00-] <+ C <+ F
Esmm-
500.00]

400.00+

200.00+
0.00~
-200.004

-400.00+

L B e e T s e e L e e o e e T e e e e L e e e e T
5.00 10.00 1500 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Minutes

Figura 17. Cromatograma preparativo de la muestra problema Ot.




Desarrollo Experimental

3.6.2. Aislamiento y purificacién de glicolipidos.

La subfracciones B y C se reinyectaron en una columna
preparativa de fase reversa C-18, utilizando un sistema
binario constituido con CH3CN:H,O (95:5). Se utilizdé 1la
técnica de reciclaje de la muestra (Escalante-Sanchez vy
Pereda-Miranda, 2007; Chérigo vy Pereda-Miranda, 2006;
Escobedo-Martinez y Pereda-Miranda, 2007), utilizandose de
8 a 10 ciclos para obtener la méxima separacidén de 1los
constituyentes de esta subfraccidén. Se obtuvieron 2.5 mg de
la Pescapreina I (1) de la subfraccién B y 3 mg de la
Murucoidina I (2) de la subfraccidén C. Se realizdé el
andlisis espectroscdpico y espectrométrico de estos
compuestos y se determinaron sus constantes fisicas (punto
de fusidén y dispersidén optica rotatoria). La subfraccidén F
se reinyectd en una columna preparativa de fase reversa C-
18, utilizando un sistema binario constituido con
CH3CN:MeOH (3:2). Se utilizdé la técnica de reciclaje de la
muestra (Escalante-Sdnchez y Pereda-Miranda, 2007; Chérigo
y Pereda-Miranda, 2006; Escobedo-Martinez y Pereda-Miranda,
2007), completdndose de 8 a 10 ciclos para obtener la
maxima separacidn de los constituyentes de esta
subfraccién. Se obtuvieron 6.1 mg de la Pescapreina VII (3)
y 12.1 mg del Batatinédésido V (4). Se realizd el andlisis
espectroscdpico y espectrométrico de estos compuestos y se
determinaron sus constantes fisicas (punto de fusidn vy

dispersidén optica rotatoria).

Pescapreina I (1l): polvo blanco amorfo; pf 131-133°C;
[@]p -65 (c 0.06 MeOH); RMN 'H y '°C, ver Cuadros 6 y 7; EM-
FAB negativo m/z 1165 [M - H], 983 [M - H - Ci,H,,0],837
[983 — CeH1004]7, 545, 417, 271.
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Murucoidina I (2): polvo blanco amorfo; pf 154-156 °C;
[@]p 46 (c 0.12 MeOH); RMN 'H y *°C, ver Cuadros 6 y 7; EM-
FAB negativo m/z 1067 [M - H] , 983 [M - H - CsHgO] ,921 [M -
H — CgH1004], 837 [921 - CsHgO] , 545, 417, 271.

Pescapreina VII (3): polvo blanco amorfo; pf 135 °C;
[@]p -72 (c 0.1 MeOH); RMN 'H y *°C,ver Cuadros 6 y 7; EM-FAB
negativo m/z 1137 [M - H] ", 983 [M - H - Ci19H.150]°, 837 [983
— CgH1004] , 545, 417, 271.

Batatindésido V (4): polvo banco amorfo; pf 136-138 °C;
[@]p, -14 (c 0.1 MeOH); RMN 'H y '°C, Cuadros 6 y 7; EM-FAB
negativo m/z 1137 [M - H], 983 [M - H - Ci;gH180]°, 837 [983 -
Ce¢H1004] , 545, 417, 271.
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4 .DISCUSION DE RESULTADOS

El procedimiento de extraccidédn realizado a los
tubérculos de Ipomoea batatas permitid obtener 13.1 g de
extracto hexdnico. El1 total del extracto se sometid a un
fraccionamiento primario en columna abierta para lograr la
separacién preliminar iniciando el sistema de elucidn con
hexano; posteriormente se incrementdé gradualmente la
polaridad con los sistemas de elucidén constituidos por n-
hexano-CHCls, CHC1s5—-Me,CO, y CHC15-Me,CO-MeOH 1o que
permitié la obtencidén de doce fracciones diferentes,

conteniendo siete de éstas, las mezclas de glicolipidos
nombradas como fracciones o o, B, v, O, o vy

€, respectivamente.

4.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS GLICOLIPIDOS

El fraccionamiento de 0 en una columna Cl8 a nivel
preparativo mediante el corte de nuUcleo se efectud para
reunir cantidades suficientes de las subfracciones A-F
(Figura 16). Esta operacidén permitid la obtencidn de
mezclas de menor complejidad que pudieran ser resueltas con
mayor facilidad posteriormente. De éstas se inyectaron las
subfracciones B, C vy F de manera independiente para
utilizar la técnica de reciclaje de muestra y, asi, poder

separar sus constituyentes.

4.2. SEPARACION DE LOS GLICOLIPIDOS 1-4.

Para incrementar el tiempo de retencidén y mejorar la
resolucién de la subfraccidén B y C, se hicieron pruebas

preliminares en una columna analitica de fase inversa
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Symmetry C-18 empleando un sistema de deteccidén de indice
de refraccién y un flujo de 0.5 mL/min. El1 sistema
cromatografico adecuado consistidé en una columna analitica
Symmetry C-18 (4.6 x 250 mm, 5 uUm); flujo: 0.5 mL/min; fase
mévil CH3CN:H,O (95:5). Se realizd el escalamiento de estas
condiciones instrumentales analiticas a un nivel
preparativo. La figura 18 ilustra el cromatograma obtenido
para la subfraccidén B, la cual se encuentra constituida por
dos compuestos mayoritarios, Bl (tg = 9.29 min, 2.5 mg) y
B2 (tg = 11.10 min, 1.1 mg). Sélo el pico B2 se cortd vy,
posteriormente, fue reciclado mediante la técnica de
sobrecarga de columna y corte del nucleo. Este andlisis de

la subfraccién B proporciond el compuesto 1.

2000004

150000+

1000004

500,004

000

0o nm 4nm .00 a0 100,00 12000 14010 180.00 180.00 0000
Minutes

Figura 18. Cromatograma obtenido a nivel preparativo
de la subfraccidn B.

La figura 19 ilustra el cromatograma obtenido a nivel
preparativo para la subfraccidén C, la cual se encuentra
constituida por dos compuestos mayoritarios, Cl (tr =

116.71 min, 3 mg) y C2 (tg = 120.68 min, 1.8 mg). Sélo el
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pico Cl se cortd y, posteriormente, fue reciclado mediante
las mismas técnicas descritas anteriormente. Este andlisis

de la subfraccidén C proporciond el compuesto 2.

2000004

1500.00-

= ]
= 1000004

500,004

0.00-

0.an 50.00 100.00 150.00 200.00 25000 30000
Minutes

Figura 19. Cromatograma obtenido a nivel preparativo
para la subfraccién C.

Para acortar el tiempo de retencidén y mejorar la
resolucidén de la subfraccidén F, se hicieron pruebas
preliminares en una columna analitica de fase inversa C-18
con sistema de deteccidén de indice de refraccidén y un flujo

de 0.5 mL/min. El sistema cromatogrdafico adecuado consistid

en una columna analitica Symmetry C-18 (4.6 x 250mm, 5pm);
flujo: 0.5 mL/min; fase mévil CH3CN:MeOH (3:2). Se realizd
el escalamiento de estas condiciones instrumentales
analiticas a un nivel preparativo. La figura 20 ilustra el
cromatograma obtenido a nivel preparativo para la
subfraccién F, la cual se encuentra constituida por dos
compuestos mayoritarios, F1 (tg = 8.53 min, 6.1 mg) y F2
(tg = 17.98 min, 12.1 mg). Cada uno de estos picos se cortd

y, posteriormente, fueron reciclados mediante la técnica de
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sobrecarga de columna y corte del nucleo. Este andlisis de

la subfraccién F proporciond 1los compuestos 3 (Fl) y 4

(F2) .
2000.00 o
150000
= ]
= 1000.001
500.00- U \\JLJU \J
- *’L}Jd PR V)
] 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 T T | T T T 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1
0.0 5000 100.00 150.00 200.00 250,00
Minutes
Figura 20. Cromatograma obtenido a nivel preparativo
para la subfraccién F.
4.2.1. Elucidacidén estructural de los glicolipidos 1-4.

Debido a que los cuatro compuestos aislados contienen
al &cido simdénico B como su nucleo constitutivo, la
elucidacién estructural de cada uno de estos constituyentes
individuales (obtenidos a partir de las mezclas de
glicolipidos de 1la fraccién hexdnica &), se realizd
mediante la comparacidén de sus respectivas constantes
espectroscédpicas. Sin embargo, sus principales diferencias
se encuentran en los acidos que esterifican a los azucares
de la cadena oligosacarida, y su diferenciacidén se logrd a
través del andlisis individual de cada wuno de ellos
mediante la espectrometria de masas (FAB-negativo) ya que

presentan diferencias en sus pesos moleculares debido a la
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diversidad en los &cidos que se encuentran esterificando a

los azucares de la cadena oligosacdarida.

La elucidacidén estructural de los glicolipidos se
realizd mediante técnicas espectroscdpicas unidimensionales
(RMN 'H y *°C) vy bidimensionales (RMN HSQC, COSY, TOCSY vy
HMBC) , cuadro 6, logrando identificar como nlucleo
oligosacarido de los compuestos 1 al 4 al &cido siménico B
(Figura 9, seccién 2.4.1 de los antecedentes). El
procedimiento de asignacién de las resonancias de 1los
compuestos 1-4 se realizdé iniciando con la localizacidén de
las seflales mejor resueltas y diagndésticas como las cinco
seflales anoméricas, una de la fucosa y una por cada una de

las ramnosas que se nombran como Ram, Ram’, Ram’’ y Ram’’’

(Figura 21).
—
e |
1
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PO | |
B =
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Figura 21. Seflales anoméricas del batatindsido V.
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Como siguiente paso, se establecieron los cuadros de
conectividad para estas seflales en el experimento COSY vy
TOCSY simultdneamente con el objetivo de asignar 1las
seflales correspondientes a cada unidad sacarida del nucleo.
Con los cuadros de conectividad en el experimento COSY se
obtiene la secuencia de conectividades 3Jgﬂ para cada sefal
(Figura 22). En 1la figura 23 se muestra la porcidn

oligosacdrida del espectro TOCSY.

i 4 i : = ' 6.0

» =

! ] x ] 5 [ : I u T T ) T T v
.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.% 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 ppm

Figura 22. Cuadros de conectividad en el experimento
COSY (conectividades *Jy_p) .
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Figura 23. Porcidén oligosacdrida de la ramnosa (sefiales de los
protones H-1 al H-5) del batatindésido V en el espectro TOCSY.

Después de iddentificar vy diferenciar las sefiales
aportadas por los protones de cada unidad sacarida en la
RMN 'H, se procedié a la asignacién de las sefiales de RMN
3¢ mediante 1la técnica HSQC (Figura 24) cuadro 7. La
identificacién de las correlaciones a tres enlaces (3&;m
entre H;-Cs (Figura 25) y a dos enlaces (2J@H) entre Hg-Cs
(Figura 26) en el experimento HMBC permitid sustentar estas
asignaciones en las diferentes unidades sacaridas que

componen al oligosacarido.
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Figura 24. Asignacién de las sefiales de RMN '°C mediante la
técnica HSQC.
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Figura 25. Identificacién de las correlaciones a tres
enlaces (°J..;) entre H,-C: en el espectro HMBC
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Figura 26. Identificacién de las correlaciones a dos
enlaces (°J..y) entre H¢-Cs en el espectro HMBC

4.2.2. Determinacién de la secuencia de glicosidacidén y

posiciones de esterificaciédn

La determinacién de los sitios de esterificacidn se
logrd por la observacién de las correlaciones C-H mediante
los experimentos HMBC y HMQC (Pereda-Miranda y Bah, 2003).
Para establecer la secuencia de glicosidacidén se utilizaron
las correlaciones 3&;H en los espectros HMBC. Las
correlaciones mas importantes presentes en los espectros

HMBC son:

®¢ Ta senal del carbono C-2 de la unidad fucosa con
el H-11 de la aglicona.
®¢ Ta senhal del carbono C-1 de la unidad de ramnosa

interna superior (Ram) con el H-2 de la fucosa
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(Fuc) .

® La sefial del carbono C-1 de la unidad de ramnosa
interna inferior (Ram’) con el H-4 de la ramnosa
interna superior (Ram).

® La sefial del carbono C-1 de la unidad de ramnosa
externa superior (Ram’’) con el H-4 de la ramnosa

interna inferior (Ram’).

®¢ Ta senal del carbono C-1 de la unidad de ramnosa
externa inferior (Ram’’’) con el H-3 de a ramnosa

interna inferior (Ram’).

El nlUcleo oligosacdrido de los compuestos 1 y 3 esta
lactonizado por la aglicona en la posicidén C-3 de 1la
ramnosa interna superior (Ram) (Figura 27), mientras que el
nucleo oligosacarido de los compuestos 2 vy 4 esta
lactonizado C-2 de la ramnosa interna superior (Ram)

(Figura 28).

ppm

F173.0

F173.5

1740

F174.5

F175.0

F175.5

F176.0

F176.5

T T T T T
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Figura 27. El nUcleo oligosacarido del compuesto 3 lactonizado por la
aglicona en la posicién 3 de la ramnosa interna superior (Ram).
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Figura 28. El1 nGcleo oligosacarido del compuesto 4 lactonizado por la
aglicona en la posicidén C-2 de la ramnosa interna superior (Ram).

Para localizar las posiciones de esterificacién vy
lactonizacién en los oligosacdridos es de suma importancia
realizar una asignacién correcta para los nucleos de
carbono correspondientes a los grupos carbonilo de 1los
acidos que se encuentran esterificando el nitcleo
oligosacarido, asi como del grupo carbonilo aportado por la
aglicona que forma la macrolactona caracteristica de estos
compuestos. Para esta asignacidén, se realizd un andlisis de
las 1interacciones gque se presentan entre el nuUcleo del
carbono de los grupos carbonilo y los protones H-2 de 1los

correspondientes dcidos y de la aglicona.

Los sitios de esterificacidn se dedujeron a partir de

las correlaciones a tres enlaces (3Jaﬂ) entre los carbonos
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C-1, i.e., el carboxilo, de cada uno de los ésteres con las
seflales protdnicas geminales a estos grupos en el nucleo
oligosacarido. A continuacidén se presentan algunas
caracteristicas de la acilacidén deducidas por el andlisis

espectroscdpico de RMN para la estructura de los compuestos

1-4:

® lLa posicién C-2 de 1la ramnosa interna inferior
(Ram’) del compuesto 1 se encuentra sustituida por
un residuo del &cido n-dodecanoilo.

® lLa posicidén C-2 de la ramnosa interna inferior
(Ram’) del compuesto 2 se localizdé un residuo de
dcido 2-metilbutanoico.

® lLa posicién C-2 de 1la ramnosa interna inferior
(Ram’) de los compuestos 3 y 4 se esterifican por

residuos del &cido n-decanoilo.
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Cuadro 6. Desplazamientos quimicos en RMN 'H de los compuestos 1 al 4°,

Proton® 1 2 3 4
Fuc -1 4.79 d (7.8) 4.74 d (7.5) 4.81 d (8.0) 4.74 d (8.0)
2 4.49-4.52* 4.16 dd(9, 7.5) 4.52 dd (9.5, 8.0) 4.16 dd (9.0, 7.5)
3 4.18 dd (9.5,3.1) 4.08 dd (9.5, 3.5) 4.19 dd (9.5, 3.5) 4.08 dd (9.0, 3.5)
4 3.90 bs 4.00 d (3.5) 3.92 d (3.0) 3.99 d (3.5)
5 3.80 q (6.4) 3.78 dg (6.5) 3.82 q (6.5) 3.77 q (6.5)
6 1.50 d (6.4) 1.52 d (6.0) 1.52 d (6.5) 1.51 d (6.0)
Ram -1 6.33 bs 5.48 d (1.5) 6.3 d (1.5) 5.48 d (1.5)
2 5.30 bs 5.95 dd (3.0, 1.5) 5.31 bs 5.95 dd (3.0, 1.5)
3 5.60 dd (9.7,2.5) 5.01 dd (9.5, 3.0) 5.61 dd (3.0, 2.5) 5.01 dd (9.9, 2.7)
4 4.64 dd (9.7,9.7) 4.22 dd (9.5, 9.5) 4.64 dd (10.0, 3.0) 4.20 dd (9.9, 9.9)
5 4.98 dg (9.3,6.2) 4.44 dg (9.5, 6.5) 5.00 dg (9.8, 6.4) 4.43 dg (9.9, 6.1)
6 1.57 d (6.2) 1.58 d (6.5) 1.55 d (6.4) 1.59 d (6.0)
Ram’ -1 5.65 d (1.0) 6.11 d (1.5) 5.60 d (1.5) 6.14 d (2.0)
2 5.81 dd (3.7,1.0) 5.97 dd (3.0, 1.5) 5.82 dd (3.0, 2.0) 6.01 dd (3.0, 2.0)
3 4.49-4.52%* 4.60 dd (9.0, 3.0) 4.53 dd (9.0, 3.0) 4.58 dd (8.5, 3.0)
4 4.31 dd (8.5,8.5) 4.27 dd (9.0, 9.0) 4.38-4.32* 4.30 dd (9.0, 9.0)
5 4.29 dgq (8.5,5.9) 4.31 dg (9.0, 6.0) 4.30 dg (9.0, 6.5) 4.31 dg (9.0, 6.0)
6 1.63 d (5.9) 1.63 d (6.0) 1.58 d (6.0) 1.62 d (5.5)
Ram'' -1 5.92 bs 5.92 d (1.0) 5.90 bs 5.94 bs
2 4.64%* 4.75 dd (4.0, 1.0) 4.65 dd (3.0, 1.5) 4.72 dd (3.5, 1.5)
3 4.36 dd (9.5,3.1) 4.46 dd (9.0, 4.0) 4.36 dd (9.0, 3.0) 4.43 dd (9.0, 3.5)
4 4.25 dd (9.5,9.5) 4.30 dd (9.0, 9.0) 4.26 dd (9.5, 9.0) 4.30 dd (9.0, 9.0)
5 4.27-4.33* 4.37 dg (9.0, 6.0) 4.33-4.34% 4.36 dg (9.0, 6.0)
6 1.54 d (6.1) 1.66 d (6.0) 1.64 d (6.1) 1.66 d (6.0)
Ram'''-1 5.58 bs 5.66 d (1.5) 5.50 d (1.5) 5.62 d (1.0)
2 4.82 dd (2.9,1.3) 4.89 dd (2.5, 1.5) 4.83 bs 4.87 bs
3 4.49-4.52% 4.42 dd (9.0, 2.5) 4.53 dd (9.0, 3.0) 4.49 dd (9.5, 3.0)
4 4.27-4.33* 4.26 dd (9.0, 9.0) 4.23 dd (9.5, 9.0) 4.29 dd (9.0, 9.0)
5 4.27-4.33* 4.31 dg (9.0, 6.0) 4.35-4.29%* 4.26 dg (9.5, 7.0)
6 1.71 d (6.0) 1.56 d (6.0) 1.71 d (6.1) 1.59 d (6.0)
Jal-2 2.25 ddd (15.3, ié%g)ddd (4.0, 8.0, 2.25 ddd (15.5, 2.23 ddd (13.0,
6.1, 2.0) 6.5, 3-0) 6.0, 2.0)
2.91 t (12.1) ié?g)ddd (4.0, 8.5, 2.92 t (12.5) g:é? géi)(13'0’
11 3.84 m 3.86 m 3.82 m 3.86 m
16 0.85 t (7.5) 0.88 t (7.0) 0.86 t (7.0) 0.85 t (7.0)
Mba-2 2.35 tq (7.0, 7.0)
2-Me 1.06 d (7.0)
3-Me 0.84 t (7.5)
Deca-2 2.34 t (7.0) 2.33 t (8.0)
10 0.93 t (7.0) 0.88 t (6.5)

Dodeca-2 2.33 t (7.4)
12 0.92 t (7.1)

“Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. *Sefiales sobrepuestas. Entre
paréntesis las constantes de acoplamiento en Hz. s = singulete, d =
doblete, t = triplete, m = multiplete, dgq = doblete de cuartetos, sept
= septuplete. PAbreviaciones: Fuc = fucosa; Ram = ramnosa; Jal = &cido
ll-hidroxihexadecanoico; mba = &cido 2-metilbutanoico; deca = 4&cido

decanoico; dodeca = acido dodecanoico.

48



Andlisis de Resultados

Cuadro 7. Desplazamientos quimicos en RMN °C de los compuestos 1 al 4°.

Carbon® 1 2 3 4
Fuc 1 101.6 104.3 101.6 104.3
2 73.4 80.2 73.4 80.2
3 76.6 73.3 76.6 73.3
4 73.6 72.9 73.6 72.9
5 71.2 70.8 71.3 70.8
6 17.2 17.4 17.2 17.4
Ram 1 100.5 98.8 100.3 98.8
2 69.8 73.9 69.8 73.9
3 77.9 69.9 77.9 69.8
4 77.5 79.9 77.5 80.1
5 67.9 68.6 67.9 68.6
6 18.6 19.4 19.2 19.5
Ram' 1 99.4 99.2 99.1 99.2
2 73.0 73.1 73.0 73.2
3 80.4 79.6 80.4 80.1
4 78.5 79.9 78.6 79.0
5 68.5 68.5 68.5 68.6
6 18.3 18.7 18.7 18.7
Ram''1l 103.2 103.9 103.7 103.6
2 72.6 72.8 72.6 72.6
3 72.5 72.7 70.7 72.8
4 73.8 73.9 73.8 73.6
5 70.7 70.8 70.7 70.8
6 19.1 18.3 18.4 18.4
Ram'''1l 104.4 104.9 104.4 104.7
2 72.6 72.5 72.7 72.5
3 72.5 72.6 72.6 72.6
4 73.6 73.5 73.8 70.7
5 70.7 68.7 70.7 73.7
6 18.8 18.5 18.8 18.6
Jal 1 174.9 173.1 174.9 173.1
2 33.7 34.2 33.7 34.3
11 79.4 82.3 71.3 82.3
16 14.3 14.3 14.3 14.3
Mba-1 175.5
2 41.5
2-Me 16.8
3-Me 11.8
Deca 1 172.9 172.5
2 34.4 34.5
10 14.4 14.3
Dodeca 1 172.9
2 34.4
10 14.4
“Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. PAbreviaciones: Fuc = fucosa; Ram
= ramnosa; Jal = &cido 1l-hidroxyhexadecanoico; mba = 4&cido 2-
metilbutanoico; deca = &dcido decanoico; dodeca = dcido dodecanoico.
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4.3. DIFERENCIACION DE LOS GLICOLIPIDOS MEDIANTE
ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas constituye wuna técnica
esencial e