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ABSTRACT

The present dissertation describes the isolation, purification and structural characterization
of the oligosaccharides from the resin glycoside contents in the tuberous roots of three varieties
of Ipomoea batatas (L.) Lam. var. batatas, which has edible roots with a higher nutritional value
than potato (Solanum tuberosum), besides being a valuable source of fiber and antioxidants, rich
in vitamins and minerals. This species is one of the oldest valuable traditional crop, native to
Mexico, Central and South America, and widely cultivated for over 5000 years. Raw sweet potato
can cause flatulence, diarrhea and even a moderate purge due to its resin glycoside content
similar to those responsible for the purgative activity of the "jalap root" complex (Ipomoea purga

and Ipomoea orizabensis, among others).

Purification of the individual constituents found in the hexane and chloroform soluble resin
glycosides was performed by high-performance liquid chromatography, using the techniques of
column overload, peak shaving, and recycling. Preparative-scale recycling HPLC allowed the
collection of fourteen oligosaccharides derivatives of jalapinolic acid, eleven of which are of novel
structure, the batatinosides VI-IX, macrocyclic pentasaccharides, and the batatins V-XI, ester-

type dimers.

The structural elucidation of these oligosaccharides was performed by spectroscopic (one
and two-dimensional NMR) and spectrometric methods (FAB, MALDI and ESI-MS) which allowed
the identification of three oligosaccharide cores: simonic acid B and operculinic acids A and C.
The structural differences found the isolated compounds were: the number and nature of the
monosaccharide units that constitute the oligosaccharide core, the number and position of the
acylating residues, and the site of lactonization of the aglycone to form the macrocyclic structure.
The structural characterization of the batatins V-XI indicated that these molecules possess
polymeric structures consisting of two units of the operculinic acid C, in the case of batatins V
and VI, and two units of the simonic acid B, in the case of the batatins VII-XI. The amphiphilic
properties of theses hydrophobic oligosaccharides exemplify the subtle solubility equilibrium
between low-polarity solvents (i.e., hexane and chloroform) and polar organic solvents

(methanol) that results from the fatty acid acylation of the glycosidic core.



RESUMEN

La presente disertaciéon describe el aislamiento, la purificacion y la caracterizacién
estructural de los constituyentes oligosacaridos de las resinas glicosidicas presentes en las raices
tuberosas de tres variedades de la especie Ipomoea batatas (L.) Lam. var. batatas, la cual presenta
raices comestibles con un valor nutritivo mayor que la papa (Solanum tuberosum), ademas de ser
una fuente valiosa de fibra y antioxidantes, rica en vitaminas y minerales. Esta especie es uno de
los cultivos tradicionales mdas antiguo y valioso, sembrado en forma intensiva por mas de 5,000
afios en México, Centro y Sur América. El camote crudo puede producir flatulencia, diarreas e
incluso una purgaciéon moderada debido a su contenido de resinas glicosidicas similares a las

encontradas en las “jalapas” (Ipomoea purga e Ipomoea orizabensis, entre otras).

La purificacion de los constituyentes individuales presentes en las mezclas de resinas
solubles en hexano y cloroformo se realiz6 utilizando las técnicas de sobrecarga de columna,
corte y rasurado de nucleo, y reciclaje de picos en la cromatografia liquida de alta eficiencia que
permitieron la obtenciéon de catorce oligosacaridos del acido jalapindlico, de los cuales once
corresponden a estructuras novedosas; los batatinésidos VI-IX, pentasacaridos macrociclicos, y

las batatinas V-XI, dimeros de tipo éster.

La elucidaciéon estructural de los constituyentes purificados, utilizando métodos
espectroscépicos (RMN mono y bidimensional) y espectrométricos (FAB, MALDI y ESI), permitié
la identificacién de tres nucleos oligosacaridos; el acido siménico B y los acidos operculinicos A y
C. Las diferencias entre los compuestos aislados corresponden al niimero y la naturaleza de las
unidades monosacaridas que constituyen el nucleo oligosacarido, el nimero y la posicion de los
residuos acilantes, y el sitio de lactonizacion de la aglicona. La caracterizacion estructural de las
batatinas V-XI indicé que estas moléculas poseen estructuras poliméricas constituidas por dos
unidades del acido operculinico C, en el caso de las batatinas V y VI, y dos unidades del acido
simonico B, en el caso de las batatinas VII-XI. Las propiedades anfipaticas de estos
oligosacaridos es resultado de la acilacion de su nucleo glicosidico que permite un equilibrio de
solubilidad entre disolventes de baja polaridad (e.g., hexano y cloroformo) y disolventes polares

proéticos (metanol).
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1 INTRODUCCION

El descubrimiento a través del aislamiento, la purificacién y la caracterizacién estructural de
los glicolipidos constitutivos de las resinas glicosidicas de las convolvuladceas como los principios
fitotoxicos de las especies empleadas en la agricultura tradicional mexicana constituye una de las
aportaciones de mayor relevancia generadas por la investigacién quimica de este grupo de
constituyentes de naturaleza oligosacarida.! Estos glicolipidos, también conocidos como
lipopolisacaridos, estan constituidos por un nucleo oligosacarido y la diversidad funcional de sus
unidades monosacaridas constitutivas contribuye con la posibilidad de generar un sinnimero de
variaciones que abarcan desde disacaridos, trisacaridos, tetrasacaridos, pentasacaridos,
hexasacaridos y heptasacaridos de metilpentosas (D-fucosa, D-quinovosa y L-ramnosa) y
hexosas (D-glucosa), asi como dimeros constituidos por dos unidades de oligosacaridos los
cuales estan unidos mediante el establecimiento de un enlace tipo éster con el grupo carboxilo
terminal de una de las agliconas.2 Estos nucleos pueden ser lineales o ramificados y la secuencia
de glicosidacion varia dependiendo de los monosacaridos que lo conforman. La mayoria de estos
oligosacaridos son derivados glicosidicos de los d&cidos (11S)-11-hidroxihexadecanoico
(jalapinodlico) y el (11S)-11-hidroxitetradecanoico (convolvulinélico), los cuales se encuentran
formando un éster macrociclico a través de una lactonizacion (esterificacion intramolecular) con
el grupo carboxilico de la aglicona. La presencia de la estructura macrociclica constituye un
requisito esencial para la actividad biol6gica3 ya que estos glicolipidos han demostrado diversos
efectos biologicos que incluyen efectos antimicrobiano y citotoxico de posible interés terapéutico
para el desarrollo de nuevos farmacos moduladores de la resistencia desarrollada por los
microorganismos y células tumorales a los agentes terapéuticos.#®¢ También, estos metabolitos
han presentado actividad antifingica, antituberculosis y antiinflamatoria.” Sin embargo, la
naturaleza quimica y la complejidad estructural de las resinas glicosidicas ha constituido un
obstaculo que ha dificultado el aislamiento de sus constituyentes individuales y, por lo tanto, la
caracterizacion de su estructura molecular. El éxito en la purificacion de los constituyentes
individuales de las resinas glicosidicas ha dependido exclusivamente del empleo de la

cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC).2

N Rncac-Ramira~ 1



Uno de los rasgos anatdémicos mas sobresalientes del género Ipomoea, y de la mayoria de los
miembros de la familia de las convolvulaceas, es la presencia de hileras de células secretoras de
resinas glicosidicas en los tejidos foliares y en sus raices.2 Dentro de este contexto, tres
variedades de la especie Ipomoea batatas (L.) Lam. var. batatas fueron seleccionadas para dar
continuidad a la investigacion quimica de la familia de las convolvulaceas, con el objetivo de
ampliar el conocimiento sobre la diversidad estructural de las resinas glicosidicas. Ipomoea
batatas es una planta rastrera con raices tuberosas comestibles. Se ha descrito que sus hojas y
raices son efectivas para el tratamiento de la leucemia, la anemia, la hipertension, la diabetes y
las hemorragias.8 Esta especie se conoce en nuestro pais como “camote” que proviene del nahuatl
(“camotli”) palabra que servia para nombrar a toda raiz comestible. Es un miembro de la familia
Convolvulaceae de suma importancia econdmica para el hombre ya que 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 area y de tiempo y es
un cultivo rico en vitaminas y minerales. En muchos paises su principal uso estd dado en la
alimentacién humana y como alimento para aves, conejos y ganado porcino y bovino. Se ha

cultivado en forma intensiva por mas de 5000 afios en México, Centro y Sudamérica.10

La presente disertacion describe los procedimientos instrumentales empleados en la
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) que permitieron la purificacién de los
constituyentes mayoritarios presentes en los extractos solubles en hexano y cloroformo de la raiz
de tres variedades del camote con el objetivo principal de establecer su estructura quimica
intacta y, de esta manera, evitando el uso de reacciones quimicas degradativas. Los resultados de
los analisis quimicos preliminares han demostrado que las resinas de esta especie estan
constituidas por tetrasacaridos, pentasacaridos y oligbmeros tipo éster con un amplio espectro
de polaridad que incluye constituyentes lipofilicos solubles en disolventes organicos aproticos
(hexano, éter o cloroformo) hasta resinas polares solubles en disolventes polares proéticos como
el metanol.7-810-18  Se han aislado mas de 40 glicolipidos a partir de las raices tuberosas del
camote; las simoninas I-V, batatadsidos I-II, batatinas I-IV, dimeros de tipo éster,
batatindsidos I-V, batatosidos A-P, batatdsidos III-V, y los ipomotaésidos A-D de las hojas

de Ipomoea batatas.”-810-20

Fctindin da lac racinac aliracidicac da trac variadadac dal camata (Tnamanon hatatac)



2 ANTECEDENTES

Las sociedades prehispanicas creadoras de grandes ciudades y centros ceremoniales, de una
economia, una organizacion social y una religion compleja, desarrollaron una tecnologia capaz de
lograr la supervivencia y el crecimiento de la poblaciéon. La enfermedad la concebian como
consecuencia un desequilibrio en el cuerpo, producto de la accién de los seres que habitan los
pisos celestes y el inframundo. En esta cosmovision, las plantas medicinales se ocupaban de
ayudar al enfermo a recuperar ese equilibrio que habia perdido y utilizaron las plantas no sélo
con el fin de sanar enfermedades menores, sino en la busqueda de una identidad divina. 21 Los
chamanes de las sociedades prehispanicas compartian la creencia de que era posible alcanzar la

purificacion del “cuerpo” a través del consumo de remedios herbolarios purgantes.22-24

Los remedios herbolarios purgantes mas utilizados en el México prehispanico y colonial
incluian a varios miembros de la familia de las convolvuliceas, conocidos colectivamente con el
nombre de “jalapas” (raices tuberosas purgantes), tales como la “raiz de Michoacan” (Ipomoea
purga, especie dominante de este complejo) y sus sucedaneos conocidos como las falsas jalapas:
la escamonea de México (Ipomoea orizabensis), raiz de tumbavaquero (Ipomoea stans), la raiz de
tampico (Ipomoea simulans) y el “camote” (Ipomoea batatas), el cual crudo puede producir
diarreas e incluso una purgacién moderada debido a su contenido de resinas glicosidicas, las
cuales son responsables de la actividad purgante de la familia de las convolvulaceas,?2> aunque el
principal uso de Ipomoea batatas esta dado en la alimentacion. El empleo de las “jalapas” como
remedio purgante fue conocido por los médicos herbolarios aztecas con el término de “cacamdtic
tlanoquiloni” (Nahuatl, raices tuberosas purgantes) segun lo document6é el Dr. Francisco
Hernandez (1515-1587) en su obra Historia Natural de Nueva Espafia (1570-1577) en donde
describe las propiedades de estos remedios para purgar el estbmago “con suavidad y seguridad
admirables, sacando ademas de las venas las bilis y los demas humores” .#2¢ Una de las
ilustraciones del Codice de la Cruz-Badiano (1552) representa a una enredadera llamada
“Uelicpahtli” (Nahuatl, uelic = de sabor agradable, pahtli = medicina) con las caracteristicas
anatémicas de una enredadera de flores rojas con una raiz tuberosa grande (Figura 1). La
leyenda en latin que describe las propiedades terapéuticas de este remedio herbolario azteca

dice “purgativo ventris”, y significa para purgar el estémago.
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Figura 1. [lustracién de la jalapa (I[pomoea purga), ingrediente principal en la medicina herbolaria
pre-Hispdanica conocida como “cacamotli tlanoquinoli” (patata purgante), del herbario novohispano
Codice de la Cruz-Badiano (1552) (Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis, 1552. Folio 32 recto).

2.1 FAMILIA DE LAS CONVOLVULACEAS

2.1.1 CARACTERISTICAS DEL GENERO IPOMOEA.

El género Ipomoea pertenece a la familia Convolvulaceae, la cual estd compuesta
aproximadamente por 60 géneros y mas de 1,650 especies. El nombre de la familia se deriva del
latin convolvo que significa entrelazarse ya que un gran nimero de estas plantas son rastreras o
enredaderas que se enroscan a un soporte. Esta familia representa una de las mas grandes y
diversas de México, ya que se ha reportado que existen quince géneros y aproximadamente 217
especies, siendo el género Ipomoea uno de los mayoritarios y teniendo alrededor de 60 especies
endémicas. El género estd concentrado en las regiones subtropicales de la costa del Pacifico,
distribuido desde Baja California hasta Chiapas con un aproximado de 100 especies y, por lo

menos, 38 especies endémicas.2”
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La palabra Ipomoea procede del griego ips (ipos) que significa gusano y homoios, que 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 y
flores con una corola acampanulada. Existen unas cuantas especies como Ipomoea phillomega e
Ipomoea santillanii que son lianas tropicales las cuales alcanzan alturas de hasta 15 metros. Otras
especies como Ipomoea imperata e Ipomoea pes-caprae crecen a iguales longitudes pero han
perdido su capacidad de enroscarse, creciendo de manera tendida para formar extensas
cubiertas sobre arenas costeras.?8 Algunas especies de las zonas aridas (I[pomoea stans, Ipomoea
duranguensis e Ipomoea sescossiana) son arbustos perennes, lefiosos y herbaceos, que crecen
hasta 1 metro. La especie Ipomoea carneae existe como un arbusto lefioso tropical que alcanza de
2 a 4 metros de altura. Otras especies de Ipomoea de la serie arborescentes crecen en forma de

arboles de madera suave y alcanzan de 3 a 9 metros de altura (e.g., [pomoea murucoides).?°

Las flores de la familia Convolvulaceae son a menudo grandes y vistosas (Figura 2), aparecen
en dicasios terminales o axilares, o 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 (tetrameras en Hildebrandtia). El perianto forma sépalos imbricados, a veces
desiguales, generalmente libres o connados s6lo en la base. Corola simpétala, cominmente
infundibuliforme, clara o débilmente lobada, actinomorfas (oblicuamente zigomorfa en
Humbertia), generalmente induplicado-valvada y a menudo también convoluta en sentido
horario, al menos en Convolvulus e Ipomoea. El androceo consta de estambres isémeros y
alternos con los l6bulos de la corola, insertos en la base del tubo de la corola, filamentos a
menudo desiguales. Disco nectarifero lobulado generalmente presente alrededor de la base del
ovario. El gineceo es de 2 (3-5) carpelos unidos; ovario supero, plurilocular, rara vez unilocular;
estilo terminal, simple o a menudo mas 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 y baciforme o nuciforme.27.30-31
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Figura 2. [pomoea tricolor (Ipomoea violacea) es una enredadera herbacea de flores con el limbo
de la corola celeste violaceo y produce semillas que atin se usan como un medio adivinatorio
en las tradiciones indigenas de las zonas montafiosas oaxaqueiias.

2.1.2 PROPIEDADES BIODINAMICAS DEL GENERO IPOMOEA

Las especies del género Ipomoea tiene importancia econémica por sus usos alimenticios
(Ipomoea batatas),>7-18 ornamentales? (Ipomoea carneae e Ipomoea alba entre otras) y
medicinales?47. (Ipomoea purga, Ipomoea orizabensis e Ipomoea stans) (Cuadro 1). Entre los
principales usos medicinales de este género destacan sus propiedades purgativas,?32 siendo el
principal exponente la raiz de jalapa, Ipomoea purga. En el centro de México, la raiz de Ipomoea
stans'® se usa como catartico y junto con la falsa jalapa (Ipomoea orizabensis), constituye un
adulterante de la verdadera raiz de jalapa. El género Ipomoea se ha estudiado desde varios
aspectos. Numerosos estudios han descrito su naturaleza alelopatica,3334 también sus diversas
propiedades  herbicidas, antibacterianas y anticancerigenas,3> anticonvulsivas,36:37
carminativas,383° antihelminticas,*? diuréticas,*! antisépticas,*? antidiabéticas, antihemorragicas,
hipotensivas, antianémicas y antimicrobianas.*344 A pesar de que el uso del género Ipomoea es
muy antiguo y aunque comprende cerca de 500 en nimero, muy pocas especies han sido

estudiadas desde el punto de vista farmacolégico.
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Cuadro 1. Usos de algunas especies de Ipomoea

. . Parte de la planta que se .
Nombre cientifico Nombre comin P 1 Usos Referencia
utiliza
I jalapa Raiz de Michoacan Resina de la raiz Purgante drastico y 46,41
colecinéticos
I murucoides Palo de muertos Hojas se cuecen en agua Bafios contra la pardlisis y la 41
hidropesia
L tyrianthina Jalapa de Orizaba Resina Sustituto de la jalapa, tiene los 40
mismos usos
L bracteata Infusiones de las flores Curar la tos 47
L batatas Camotes Tubérculos y partes aéreas Tratamiento de tumoresy 48
en forma de fomentos alimento
I purga Tolémpatl (azteca), la  Tubérculos desecados y Catartico, laxante, emético, 40-42, 49,50
jalapa, raiz de jalapa extracto acuoso antihelmintico, emenagogo,
mexicana o de Veracruz para el tratamiento de la
hidrocefalia, fiebres
gastronerviosas,
enteromeningitis y disenteria,
diurético, curar llagasy ulceras
cutaneas
I violacea Tlitliltzin (aztecas), Semillas Analgesia y alucindgena 21,41
badoh negro (zapotecas
y chatines)
I purpurea Manto (Durango) Resina de la raiz Tratamiento de la diabetes, por 46,51
sus propiedades
antihistaminicas y diuréticas
. pes-caprae Rifionina Infusiones Afecciones renales, contra las 41,45,52

L stans

(Durango)

Tumba vaqueros (valle
de México), soyoquilitil
(Puebla), quiebra platos

Resina de la raiz, hojas e
infusiones de la raiz
mezcladas con flores de
limén, flor de la manita,
flor de la tila, flores de
magnolia y el palo de
Brasil

visceralgias, contra dolores
artriticos y tratamiento de
tumores

Purgante drastico, colecinéticos,
malestares cardiacos, en
tratamientos de des6rdenes
neuroldgicos (epilepsia e
histeria), tratamiento en
enfermedades de los rifiones,
trastornos biliares, insomnio,
presidn arterial irregular, para el
tratamiento del mal de San Vito,
se toma la infusién para la
produccién de leche durante la
lactancia

41,46,51,53,54
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2.1.3 CARACTERISTICA QUIMIOTAXONOMICA DEL GENERO IPOMOEA

Las especies del genero Ipomoea sintetizan alcaloides de grupos estructurales diversos, como
pirrolizidinicos,>>-57 alcaloides altamente téxicos sin funcién terapéutica, tropanicos e
indolicos.>859 Los alcaloides del ergot son los responsables del uso de algunas especies de
Ipomoea en los rituales autéctonos de América Central y del sur de México®0 y el alto contenido
de este tipo de alcaloides en sus partes aéreas ha sido responsable de la intoxicaciéon en ganado
ovino y bovino5861.62 o su empleo como antiespasmodicos en la medicina tradicional,®3 asi como
su utilizacion en rituales con caracter divino. Dentro de estas plantas destacan dos especies,
Ipomoea violacea y Rivea corymbosa que constituyeron importantes agentes alucinégenos y
medicinales en las culturas prehispanicas como los aztecas. La importancia de estas plantas
resaltaba en muchas culturas, como lo demuestra uno de los murales de Teotihuacan en el que
figura una Diosa madre Azteca y sus sacerdotes con una enredadera estilizada que se ha

atribuido ser Rivea corymbosa (Figura 3).

Figura 3. Fragmento del Mural de Teotihuacan (500 D.C.) representando al Tlalocan (Paraiso de Tlaloc, Dios de la
Lluvia) mostrando a la Diosa Madre con dos de sus asistentes sarcedotisas y en la parte de atras una representacion
estilizada de las enredaderas alucin6genas mexicanas, posiblemente Rivea corymbosa.
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Las semillas de Rivea corymbosa fueron conocidas por las culturas prehispanicas como
“ololiuhqui” (ndhuatl, esférico) y las semillas de Ipomoea violacea como “tlitliltzin” (ndhuatl;
tliltic, negro mas el sufijo tzin que indica reverencia). Actualmente se utilizan por los indigenas
zapotecas y chatinos (kitse cha'tnio, en referencia a su lengua cha'cfia) del estado de Oaxaca.
Los compuestos alucinégenos del “ololiuhqui” y del “tlitliltzin” son alcaloides del acido lisérgico,
siendo las semillas de Ipomoea violacea seis veces mas potentes que las de Rivea corymbosa
(Figura 4). ¢ Las semillas de Ipomoea violacea (Figura 2)se utilizaban en ritos Aztecas antes de

iniciar una guerra contra otros pueblos.

a

A

Figura 4. Rivea corymbosa es originaria del sureste mexicano y constituye uno de los principales alucindgenos
sagrados de chinatecos, mixtecas, mazatecos, zapotecas y otros grupos indigenas de Oaxaca.

Los primeros alcaloides del ergot aislados en la familia de las convolvulaceas fueron la amida
del acido lisérgico, la amida del acido isolisérgico y la chanoclavina. 6465 Un hallazgo muy
importante fue la identificacién en Ipomoea argyrophylla de alcaloides peptidicos, la ergosina
(Figura 5) y la ergosinina,®667 los cuales también constituyen los productos metabélicos de

varias especies de hongos del género Claviceps.

Figura 5. Estructura de la ergosina, identificada en Ipomoea argyrophylla
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Uno de los rasgos anatémicos mas sobresalientes del género Ipomoea, y de la mayoria de los
miembros de la familia de las convolvulaceas, es la presencia de hileras de células secretoras de
resinas glicosidicas en los tejidos foliares y en sus raices.2 Las resinas glicosidicas estan
constituidas por una serie de glicolipidos, también conocidos como lipopolisacaridos. Estos
glicolipidos estan constituidos por nucleos oligosacaridos y la diversidad funcional de sus
monosacaridos constitutivos contribuye con la posibilidad de generar un sinnimero de
variaciones que abarcan desde disacaridos hasta heptasacaridos de metilpentosas (D-fucosa, D-
quinovosa y L-ramnosa) y hexosas (D-glucosa), asi como dimeros constituidos por dos unidades
de oligosacaridos los cuales estan unidos mediante el establecimiento de un enlace tipo éster con
el grupo carboxilo terminal de una de las agliconas. 11.18.2568-70 Estos nucleos pueden ser lineales
o no lineales y la secuencia de glicosidacién varia dependiendo de los monosacaridos que lo
conforman, e.g., en el caso de la primera unidad monosacarida y su unidad vecina: 1—-2’, 1-3’,
1—4’ 0 156’ (hexosa) y 1—2’, 1—-3’ 0 1—4’ (pentosa), respectivamente. La mayoria de estos
oligosacaridos son derivados glicosidicos de los d&cidos (11S)-11-hidroxihexadecanoico
(jalapinodlico) y el (11S)-11-hidroxitetradecanoico (convolvulinélico), los cuales se encuentran
formando un éster macrociclico a través de una lactonizacion (esterificaciéon intramolecular) con
el grupo carboxilico de la aglicona (Figura 6). El oligosacarido del 4cido jalapindlico en su forma

libre, sin formar el éster macrociclico con la agliciona, se conoce como acido glicosidico.

Fucosa

HO

Ramnosa

(0]
Ramnosa'
(@]
(0]
Ramnosa" 5
HO .

HO & OH Acido Jalapindlico
HO OH Esterificacion intramolecular

Figura 6. Estructura de un heterotetrasacarido del acido jalapinélico.
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Estos nucleos oligosacaridos se presentan acilados formando ésteres con acidos grasos
volatiles y no volatiles. Los acidos grasos volatiles identificados con mayor frecuencia son tiglico
(tga), isobutirico (iba), metilbutirico (mba), nilico (nla) y cindmico (cna). Los acidos grasos de
alto peso molecular caracterizados en las especies del género Ipomoea incluyen a los acidos
hexanoico (hexa), octanoico (octa), decanoico (deca) y dodecanoico (dodeca).* La determinacion
estructural de los acidos glicosidicos se ha realizado mediante el empleo de técnicas
espectrosclpicas y espectrométricas partiendo de la identificacion de las dos porciones

principales que se obtienen de la saponificacion de éstos (Figura 7).

RMNy EM- FAB-

OH
o)
HO o)
0
Fase acuosa @#
HO

OH KOH-H,0

o] O)\/\/\/\/\/\/\A
| © %O - - HO
HO. o -
Reflujo a 95 °C

por2h
O . , .
o) HO\Hv ac. 2-metilbutirico
HO >
o) O OH (o]
o o : Fase organica HOY\/@ ac. cindmico

W\/\/\/\(O OY\/ z

HO.

o) ac. dodecanoico

CG-EM

Figura 7. Saponificacién para la obtencién del acido glicosidico hidrofilico
y los &cidos orgdanicos lipofilicos.

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas ha permitido la
cuantificacion de cada uno de los residuos que esterifican al nucleo oligosacarido, también
permiten establecer el peso asi como facilitan la identificacién de los acidos grasos ligados.®® La
secuencia de glicosidacion se ha determinado por permetilacién e identificacion de las unidades
monosacaridas metiladas derivados por hidrolisis acida parcial de los polisacaridos. El empleo de
la cromatografia de liquidos para la identificacion de los aztlcares generados mediante hidrolisis
acida de las resinas solo permite establecer la naturaleza de éstos. Por lo tanto, se utiliza la
resonancia magnética nuclear de los acidos glicosidicos y sus derivados peracetilados para

confirmar la secuencia de glicosilacidon.”! La diversidad estructural de estos compuestos depende

N Rncac-Ramira~ 11



de las diferencias observadas en cuanto al tipo, al nimero de unidades monosacaridas que
constituyen el nucleo oligosacaridos y si estos nucleos se encuentran unidos a otros nucleos
oligosacaridos en forma de dimeros, en la secuencia de glicosilacidn, la posicion de lactonizacién
en el nucleo oligosacaridos, asi como al tipo, el niimero y la posicion de los acidos grasos que se

encuentran acilando al nucleo oligosacarido.

Estos glicolipidos han demostrado diversos efectos biolégicos que incluyen efectos
antimicrobiano y citotéxico de posible interés terapéutico para el desarrollo de nuevos farmacos
moduladores de la resistencia desarrollada por los microorganismos y células tumorales a los
agentes terapéuticos.#-¢16 También, han presentado actividad antifiingica, antituberculosis,’?
antidepresiva y antiinflamatoria.” Las variaciones en la potencia de la actividad biolégica
dependen de su grado de lipofilicidad y del tamafio del macrociclo lacténico,>73 presentando una
mayor actividad antimicrobiana (Staphylococcus aureus, MIC < 1 pg/mL) y citotéxica (KB, DEso <
4 ng/mL) aquellos oligosacaridos anfipaticos con un menor grado de lipofilicidad.#> Esta tltima
propiedad fisicoquimica se encuentra asociada al ndmero y tipo de acidos grasos que esterifican

al nucleo oligosacarido.

Se ha descrito el potencial inhibidor de tres oligosacaridos de la serie de las orizabinas sobre
la proteina transmembranal NorA en Staphylococcus aureus, compuestos inactivos desde el punto
de vista microbiolégico y citotéxico, por lo que al combinar estos productos naturales con
antibidticos comerciales (e.g. tetraciclina) se logr6 revertir la resistencia e incrementar la
susceptibilidad del microorganismo a los agentes antimicrobianos.567477 La actividad inhibidora
demostrada por los oligosacaridos de las convolvulaceas sobre el fendémeno de la resistencia a
farmacos (MDR) a través de la modulaciéon de la proteina membranal NorA en cepas de
Staphylococcus aureus permite suponer que las resinas glicosidicas, debido a sus caracteristicas
anfipaticas con un alto grado de lipofilicidad (hidrofébicos) y una baja o nula citotoxicidad (CEso
>20 ug/ml), constituyen un sustrato para la glicoproteina-P (Gp-P) y, por lo tanto, modulan el
transporte transmembranal de los agentes antineopldsicos. De esta forma, la accién de los
oligosacaridos evitara la liberacion de los farmacos al espacio extracelular para revertir la
resistencia que generan las células malignas en ensayos in vitro e incrementar la toxicidad

(efectividad) de los agentes antineoplasicos de utilidad terapéutica al emplearse en combinacion.
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El desarrollo de potentes inhibidores de la Gp-P con baja toxicidad es una alternativa para
superar la interferencia indeseable de esta familia de Gp-P presente en algunas células de
mamiferos (resistencia celular intrinseca) y que se expresa en las células malignas bajo

exposicion a las quimioterapias (resistencia adquirida).

Debido a estas caracteristicas estructurales y a la ambivalencia en su solubilidad, ya que la
particularidad de los glicolipidos de ser moléculas anfipaticas por la presencia simultanea en su
estructura de un nucleo oligosacarido hidrofilico y una porcién hidrofébica (Figura 8), se ha
postulado que estos compuestos provocan perturbaciones en las membranas celulares mediante
la formacion de poros no selectivos y, por lo tanto, una alteracion en el flujo de iones a través de
la membrana celular.378 Sin embargo, los requerimientos estructurales y estereoquimicos para

potenciar sus propiedades citotéxicas no se han determinado.

OH
0]
HO O,
O
Nucleo oligosacarido hidrofilico o
O
HO
o) (@)

)

O

o 0 HO OW
0

Porcion hidrofébica

uil

Figura 8. Caracteristicas estructurales anfipaticas de los lipopolisacaridos.

Se ha especulado en la importancia que desempeiia el tipo de agregacion de estos principios
para la formacién de los poros y explicar su posible potencial ionoférico.? El estudio
cristalografico de la tricolorina A (Figura 9) estableci6 el primer analisis cristalografico de un

lipotetrasacarido con una estructura oligosacarida relativamente poco flexible.
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Figura 9. Estructura de la tricolorina A.

En el analisis cristalografico se observo un reparto anisotropico de las secciones hidrofébicas
e hidrofilicas ya que el agrupamiento de los grupos hidrofébicos del primer par de moléculas
sucede de cara a las porciones hidrofébicas del segundo par de glicolipidos que forman cada

celda unitaria (Figura 10).

Figura 10. Celda unitaria con las 4 moléculas independientes
de la tricolorina A y las 18 moléculas de agua.

Este arreglo dirige el empacamiento de tal manera que las caras hidrofilicas generan un canal

que aglutina a las moléculas de agua. Este andlisis cristalografico sugirié que el tamafo de estos
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canales hidrofilicos, en conjunto con el arreglo en paralelo de las unidades lipidicas de los
oligosacaridos, es compatible con el tamafio de una membrana bioldgica y permite racionalizar
una explicacién para la actividad citotdxica de las resinas glicosidicas basada en una perturbacién
del flujo i6nico a través de un modelo de insercion membranal de posibles agregados de alto peso
molecular de la tricolorina A que ocasionan alteraciones en la permeabilidad en las membranas
celulares debido a la formacion de poros no selectivos.? También, se ha postulado que el posible
mecanismo de accion bioquimico para la toxicidad de las resinas glicosidicas puede ser el
resultado de cambios conformacionales transmembranales en la organizacién y la actividad de
los fosfolipidos de éstas, promovidos por la insercién de los agregados glicolipidicos y una

concomitante formacién de poros.”8

2.2 IPOMOEA BATATAS

Ipomoea batatas (L.) Lam. var. batatas es uno de los cultivos tradicionales mas antiguos y
valiosos, sembrado ampliamente en todo el mundo. En muchos paises su principal uso esta dado
en la alimentacién humana y como alimento para aves, conejos y ganado porcino y bovino. Es una
planta rastrera con raices adventicias, algunas de las cuales presentan tubérculos hinchados

(Figura 11).

Figura 11. Ipomoea batatas
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Ipomoea batatas destaca por su rusticidad y su alta productividad por unidad de area y de
tiempo ademas de ser un cultivo rico en vitaminas y minerales. Su valor nutricional por cada 100
g de tubérculo comprende en mayor proporcién: agua (74%), fibra (1.2%), lipidos (0.2%),
proteinas (1.2%), grasas (0.6 g), carbohidratos (21.5 g), almidones (11.8 g), sodio (41 mg),
potasio (385 mg), fosforo (55 mg), calcio (22 mg), hierro (1 mg); también, magnesio, cobre, zinc y
cloro. Asimismo, el camote contiene vitamina C (25 mg); vitamina A (0.06 mg); vitamina B1 (0.1
mg); vitamina B2 (0.06 mg); vitamina B3 (52 mg).? Se ha estudiado el valor nutricional del follaje
y se ha encontrado que es muy parecido al del tubérculo. También, se ha reportado que sus hojas
y raices son efectivas para el tratamiento de la leucemia, la anemia, la hipertension, la diabetes y
las hemorragias.101152 El camote crudo puede producir flatulencia, diarreas e incluso una
purgaciéon debido a su moderado contenido de resinas glicosidicas (ca. 1%), similares a las
responsables de la actividad purgante drastica debido al alto contenido de estos principios (10-
18%) de las especies del género Ipomoea que forman parte del complejo medicinal de las

“jalapas” (Ipomoea purga e Ipomoea orizabensis, entre otras).332

Figura 12. Flores de Ipomoea batatas.

Ipomoea batatas actualmente se siembra en todo el mundo, especialmente en los paises en
desarrollo debido a su facil propagacion y pocos requerimientos de insumos, agua, fertilizantes y
a su habilidad de crecer bajo altas temperaturas. Son plantas perennes que bajo cultivo son

manejadas como plantas anuales. A ultimas fechas se ha intensificado su produccién mas en las
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zonas templadas que en las tropicales. El camote se propaga por medio de fragmentos de guia de
una longitud de 30 a 40 cm, de los cuales se entierran las dos terceras partes. En paises con clima
templado la propagacién se hace por medio de brotes que se obtienen de camotes pequefios o
medianos que previamente se han sembrado en almacigos. Se sabe que el camote florece
libremente en zonas tropicales pero en zonas templadas la floracion es reducida,’® es un cultivo
de zonas tropicales y subtropicales. Sus flores (Figura 12) 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 ¢ 3 dias. El
estigma es receptivo en las primeras horas de la mafiana.8? Es una planta herbacea, rastrera, en
ocasiones con apices volubles, glabra o pubescente, con raices adventicias y tuberosas (Figura
13), se propaga vegetativamente por segmentos de tallos y raramente por las raices tuberosas o

por semillas.

Figura 13. Raices tuberosas de Ipomoea batatas.

En México, se siembran las variedades con pulpa blanca, amarilla, naranja, rojiza o pturpura
en dos ciclos agricolas: el de primavera-verano y el de otoflo-invierno. Se sabe que se planta
practicamente en todos los estados de la Republica Mexicana con una produccién aproximada de
61,098 toneladas en 2,908 hectareas, siendo los mas productivos Guanajuato (27,328 toneladas)

y Michoacan (10,756 toneladas). De 1990 a 2004, se ha descrito el incremento en extension de
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area cultivada en casi todos los estados con mayor produccién de camote, a excepcién de
Guerrero, Yucatan y Michoacan, donde ha disminuido aunque su produccién en toneladas va en
aumento, tal vez debido a las mejores técnicas de cultivo. Lo que sorprende es el incremento en la
produccion de camote en los estados de “clima templado” (Chihuahua y Guanajuato), que ahora
se promueve en otras condiciones y no s6lo en areas de temporal. Esto sin duda ha permitido
aumentar su rendimiento en los ultimos afios como en el caso de los estados de Guanajuato,
Aguascalientes, México, Nayarit, Yucatan, Jalisco y Chihuahua. Por otro lado, la superficie de
cultivo en los estados con clima calido-seco, donde tradicionalmente se cultivaba, ha reducido;

tal es el caso de Guerrero, Michoacan y Yucatan.81

Cuadro 2. Clasificacién botanica de Ipomoea batatas.

CLASIFICACION BOTANICA

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

Batatas edulis,
Sinénimos
Convolvulus batatasy Ipomoea mammosa

Ipomoea batatas (Cuadro 2) es un hexaploide a diferencia de la mayor parte de los
miembros del género que son diploides o tetraploides. Posiblemente, se origin6 como un hibrido
de las especies Ipomoea trifida (H.B.K.) G. Don e Ipomoea tiliacea (Willd.) Choisy. 82 Se conoce con
el nombre de camote, el cual proviene del ndhuatl (“camotli”) palabra que servia para nombrar a
toda raiz alargada comestible,® también se conoce como batata, boniato, aje, haje, jage, moniato,
batata azucarada, patata dulce, batata de Malaga, entre otros. Age (o aje) y batata son términos
taino de los 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 en Cuba.83 Los
nombres de cumara, kumara y sus derivados, provienen del quechua y se cree que se originaron a
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partir de los vocablos polinesios de kumar y kumale incorporados a esta lengua andina unos
1,000 afios A.C.84 Apichu proviene del aimara, indigenas que habitan en la regién del lago

Titicaca, entre Peru y Bolivia.

La serie Batatas, subgénero Eriospermum, seccion Eriospermum, contiene, ademas de
Ipomoea batatas, 13 especies silvestres estrechamente relacionadas al camote. Todos estas
especies, excepto Ipomoea littoralis (se encuentra en Africa, Asia, Australia y América),85 son
endémicas de América. Se considera que dos son de origen hibrido, Ipomoea leucantha se ha
considerado ser el intermedio de los hibridos Ipomoea cordatotriloba e Ipomoea lacunosa.
Ipomoea grandifolia se ha supuesto que incluya derivados de los hibridos Ipomoea cordatotriloba
y de Ipomoea batatas.8® Dos especies que eran consideradas dentro de este grupo son Ipomoea
peruviana (de Peru y Ecuador, ahora se clasificé dentro de la seccidon Eriospermum, serie Setosae)

e Ipomoea gracilis (de Australia, ahora se clasificé dentro de la secciéon Erpipomoea).

Las primeras noticias americanas sobre Ipomoea batatas corresponden a Colén en 1492 y
también a Ferndndez de Oviedo, quien la describié en 1526, en la isla La Espafiola.83 Siendo los
espafioles quien la introdujeron a Europa y la dispersaron hacia China, Japén, Malasia y las islas
Molucas. Los portugueses la llevaron a la India, Indonesia y Africa. Se ha considerado que el
camote se origind en la region comprendida entre el sur de México, Guatemala, Honduras y Costa
Rica.87-88  Se considera que el camote tiene su origen en algin lugar de Centro América o el
noroeste de Sudamérica, como parte del desarrollo de la agricultura de las plantas con tubérculos
comestibles en los bosques tropicales,8* y que la edad estimada del camote data de 8,000 a
10,000 afios, por lo cual se considera que el camote puede estar entre las primeras plantas
domesticadas del mundo. 87-89 Se considera que protochibchas, chibchas o poblaciones
influenciadas por los chibchas, descubrieron el camote y lo llevaron a su cultivo. Los mayas y los
incas habrian tomado la planta domesticada y produjeron nuevas lineas mejor adaptadas a sus
condiciones locales. Actualmente, la mayor variabilidad del camote se presenta en el Peru (172

variedades), Guatemala (160 variedades) y Colombia (115 variedades).
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2.3 RESINAS GLICOSIDICAS DEL CAMOTE.

En Ipomoea batatas se han caracterizado cinco acidos glicosidicos como constituyentes de los
nucleos oligosacaridos; los acidos operculinicos A, C y E, y los acidos simonicos A y B. El acido
operculinico A ([0-6-deoxi-a-L-mannopiranosilo-(1—4)-0-[p-D-glucopiranosilo-(1—3)]-0-
6-deoxi-a-L-mannopyranosyl-(1—4)-0-6-deoxi- a-L-mannopiranosilo-(1—2)-6-deoxi--D-
galactopiranosilo]oxi, del acido (11S) hexadecanoico) es un heteropentasacarido ramificado del
acido jalapindlico constituido por una unidad de fucosa, tres de L-ramnosa y una de D-glucosa
(Figura 14),1017 e] cual también se ha aislado y caracterizado de Ipomoea operculata (Gomes)
Mart.,°0 Ipomoea quamoclit L. (syn. Quamoclit pennata Bojer),°1 Ipomoea mammosa Choisy (syn.
Merremia mammosa (Lour.) Hall. f.),°2 Merremia hungaiensis Lingelish. et Borza,?3 Ipomoea
leptophylla Torr.,°* Ipomoea intrapilosa Rose,*> Ipomoea stolonifera (Cyrill.) ]. F. Gmel.,°¢ Ipomoea

digitata L.,°7 e Ipomoea murucoides (Roem. et Schult).6.2°

OH
Fucosa o
HO O,
(@)
Ramnosa
o O
Ramnosa’
o HO Ho
(0]
Ramnosa"
O
HO O OH
HO OH Acido Jalapindlico
0" J oH
(0]
HO HO
Glucosa OH OH

Figura 14. Estructura del 4cido operculinico A

El acido operculinico C ([O-6-deoxi-a-L-mannopiranosil-(1—4)-0-6-deoxi-a-L-
mannopiranosil- (1—4) -0-6-deoxi-a-L-mannopiranosil- (1-2) -6-deoxi-p-D-
galactopiranosil] oxi, del acido (11S)-hexadecanoico) es un heterotetrasacarido linear del acido
jalapinélico compuesto por tres unidades de L-ramnosa y una de D-fucosa (Figura 15),810 el cual
también se ha aislado y caracterizado de Merremia mammosa,®® Ipomoea operculata Mart & Spix.

20

Fctindin da lac racinac aliracidicac da trac variadadac dal camata (Tnamanon hatatac)



[syn. Operculina macrocarpa (L.) Urban],?298 Ipomoea stolonifera (Cyrill) J.F.Gmel.,*® Ipomoea pes-

caprae (L.) R. Br.,100 e [pomoea murucoides (Roem. et Schult).”s

OH
Fucosa o
HO O,
O
Ramnosa
o O
Ramnosa’
o HO Ho
(o}
Ramnosa" ud
HO O OH
HO

OH Acido Jalapindlico

OH

Figura 15. Estructura del 4cido operculinico C

El acido operculinico E ([0-6-deoxi-a-L-mannopiranosil-(1—4)-0-6-deoxi-a-L-
mannopiranosil- (1—4) -0-6-deoxi-a-L-mannopiranosil- (1—2) -f-D-glucopiranosil]oxi, del
acido (11S5)-hexadecanoico) es un heterotetrasacarido linear del acido jalapindlico compuesto
por tres unidades de L-ramnosa y una de D-glucosa (Figura 16),7 el cual fue asilado y
caracterizado por primera vez de la hidrélisis alcalina del extracto soluble en éter de las raices de
Ipomoea operculata Mart & Spix. [syn. Operculina macrocarpa (L.) Urban].191 También, se ha
aislado y caracterizado de Ipomoea purpurea (L.) Roth (syn. Pharbitis purpurea Voigt.),102103 e

Ipomoea murucoides.”>

HO

Glucosa
HO Q
HO 0

(0]
Ramnosa

o O

Ramnosa' \M
o HO Ho
o
Ramnosa" He
(0]
HO OH
HO Acido Jalapindlico

OH

(0]
OH
Figura 16. Estructura del acido operculinico E.
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El  4cido siménico A ([0-6-deoxi-a-L-mannopiranosil-(1—3)-0-[6-deoxi-a-L-
mannopiranosil-(1—4)]-0-6-deoxi-a-L-mannopiranosil- (1—-4) -0-6-deoxi-o-L-
mannopiranosil-(1—2)-p-D-glucopiranosil]oxi, del acido (11S)-hexadecanoico) es un
heteropentasacarido ramificado del acido jalapindlico constituido por una unidad de D-glucosa y
cuatro de L-ramnosa (Figura 17),817 el cual también se ha asilado y caracterizado de Ipomoea
murucoides (Roem. et Schult).6 El acido siménico B ([0-6-deoxi-a-L-mannopiranosil-(1—3)-0-
[6-deoxi-a-L-mannopiranosil- (1—4)]-0-6-deoxi-a-L-mannopiranosil- (1—4) -0-6-deoxi-
a-L-mannopiranosil-(1—2)-p-D-glucopiranosil]oxi, del acido (11S)-hexadecanoico) es un
heteropentasacarido ramificado del acido jalapinélico constituido por una unidad de D-fucosa y
cuatro de L-ramnosa (Figura 18),10-1217 e] cual también se ha asilado y caracterizado de Ipomoea

murucoides (Roem. et Schult),®2° Ipomoea pes-caprae,28100.104 e [pomoea stolonifera.?¢

Glucosa
O

Ramnosa

Ramnosa'
HO Ho
Ramnosa"
OH
Acido Jalapinélico

Ramnosa O
OH
Figura 17. Estructura del 4cido siménico A.

Fucosa %

amnosa

Ramnosa' HO HO
%\ Acido Jalapindlico

Ramnosa™ o
OH

Figura 18. Estructura del acido siménico B.
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Compuesto Ry R: R3 R4 Rs Re R~ Rs
Simonina I H OH CH3 Deca H Cna H Deca
Simonina II OH H CH20H Mba Ram H H Dodeca
Simonina III H OH CHs Mba Ram H H Dodeca
Simonina IV H OH CH3 Deca Ram H H Dodeca
Simonina V H OH CH3 Octa Ram H H Dodeca
Batataésido 11 H OH CH3 Mba Ram H Cna Iba
1 H OH CHs Deca H H H Dodeca
2 H OH CH3 Mba Ram Cna H Iba
3 H OH CH3 Iba Ram Cna H Deca
4 H OH CHs Mba Ram Cna H Dodeca
Batatosido I11 H OH CH3 Mba Ram H Cna Mba
Batatdsido D H OH CHs Mba Ram H Cna Dodeca
Batatdsido E H OH CH3 Mba Ram Cna H Dodeca
Batatésido F H OH CHs Mba Ram Cna Dodeca H
Batatdsido G H OH CH3 Dodeca Ram H Cna Aa
Batatdsido H H OH CHs Mba Glu H Cna Dodeca
Batatdsido I H OH CH3 Mba Glu Cna H Dodeca
Batatosido ] OH H CH;0H Dodeca H Cna H Deca
Batatdsido K OH H CH20H H Mba Cna H Dodeca
Batatésido L OH H CH,OH Mba H Cna H Dodeca
Batatdsido M OH H CH;0H Dodeca Ram Cna H Mba
Batatdsido N OH H CH,OH Mba Ram H Cna Iba
Batatdsido O H OH CH3 Iba Ram Cna H Dodeca
Batatodsido P H OH CHs Deca Ram Cna H Iba
Batatinésido V H OH CH3 Deca Ram H H H
Ipomotadsido A H OH CHs H Deca Cna H Dodeca
Ipomotadsido B H OH CHs Dodeca H Cna H Dodeca

Figura 19. Estructuras con el éster intramolecular del ntcleo oligosacarido
por la aglicona en la posicién C-2 de la segunda unidad monosacarida (Ram).
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Se han aislado mas de 30 glicolipidos intactos (Figuras 19-22) a partir de las resinas
glicosidicas aisladas de las raices tuberosas del camote; las simoninas I-V, batataésidos I-II,
batatinas I-1V, dimeros de tipo éster, batatindsidos I-V, batatdsidos A-P, batatésidos III-V,
asi como los 4 oligosacaridos que reportan Naoki Noda y Yoshinori Horiuchi, los cuales no se
nombraron y so6lo se describen como los compuestos 1-4. De las hojas del camote, se han aislado
los ipomotadsidos A-D.7-810-18 También, se han reportado las pescapreinas I y VII previamente
aisladas de Ipomoea pes-caprae, asi como la murucoidina I previamente aislada de Ipomoea

murucoides.

O
RgO 2
RO OR,

Compuesto Ri R: R; R4 Rs R R; Rsg
Batataoésido I H OH CH3 Mba Ram H Cna Iba
Batatinoésido I H OH CHs Mba Ram H Cna Dodeca

Batatinésido II H OH CHs H Deca H H H
Batatinésido 111 H OH CH3 H H H H Dodeca
Batatinésido IV H OH CH3 Mba Ram H H Dodeca
Batatosido IV H OH CHs Mba Ram H H H
Batatdsido V H OH CH3 Dodeca Ram Cna H Deca
Batatdsido A H OH CH3 Mba Ram Cna Iba H
Batatésido B H OH CHs Ba Ram H Cna Iba
Batatésido C H OH CHs Mba Ram Cna Dodeca H
Ipomotadsido C H OH CHs Deca H Cna H Dodeca
Ipomotadsido D H OH CHs H Deca Cna H Dodeca

Figura 20. Estructuras con el éster intramolecular del nicleo oligosacarido
por la aglicona en la posiciéon C-3 de la segunda unidad monosacarida (Ram).
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Para las resinas glicosidicas aisladas de Ipomoea batatas se han demostrado diversos efectos
bioldégicos. Se ha descrito la actividad citotéxica de los batatésidos L y O en lineas celulares de
carcinoma laringeo (Hep-2),17 mostrando una actividad citotéxica significativa, con valores de
CEso de 3.5 y 2.0 pg/mL, respectivamente. Estos valores de citotoxicidad son similares a los
descritos para otras resinas glicosidicas lipofilicas, como la murucoidina IV (CEso = 4.0 pug/mL)
contra la linea celular Hep-2. Las variaciones en la potencia de la actividad biologica dependen de
su grado de lipofilicidad y del tamafio del macrociclo lacténico,573 presentando una mayor
actividad citotéxica (KB, DEso < 4 pg/mL) aquellos oligosacaridos anfipaticos con un menor grado
de lipofilicidad.#> Las resinas glicosidicas del camote también han presentado actividad
antiinflamatoria, como el ipomotadsido A, para el cual se evalu6 su potencial inhibidor de las
enzimas COX-1 y COX-2. Estas han sido utilizadas ampliamente como herramientas para el
estudio de los efectos antiinflamatorios. El ipomotadsido A mostré una potencia equivalente
contra la COX-1y COX-2 ala desarrollada por la aspirina.”

OH
o
o) (¢]

Batatina R1 R2
I trans-cinamoilo H
II H trans-cinamoilo

Figura 21. Estructuras de las batatinas I y II.
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La caracterizacion estructural de las batatinas I - IV mediante técnicas de alta resolucién en
la RMN junto con la espectrometria de masas (FAB y ESI), asi como con el empleo de la
simulacién espectral, demostré que estas moléculas presentan estructuras poliméricas,
constituidas por dimeros oligosacaridos acilados del acido siménico B (Figura 18), en el caso de
las batatinas I y II (Figura 21), y del acido operculinico C (Figura 15) en el de las batatinas IIl y
IV (Figura 22).11.18

OW )O\/QH/\/\/\
RZOW HO OR' O
HO  On

Batatina R1 R2
111 Dodeca Deca
IV Deca Dodeca

Figura 22. Estructuras de las batatinas Il y IV.

Las batatinas I-IV mostraron cuatro residuos 4acidos esterificando sus nucleos
oligosacaridos. Estos residuos acilantes fueron identificados como el metilbutanoilo, trans-
cinamoilo, n-decanoilo y n-dodecanoilo. El establecimiento del éster intramolecular del nucleo
oligosacarido por la aglicona se localiz6 en la posicion C-3 de la segunda unidad sacarida (Ram)
para las batatinas I y II, mientras que la lactonizacion se establecié en la posicion C-2 de la
segunda unidad sacarida (Ram) en las batatinas III y IV. La union entre las dos unidades aciladas

del acido simonico B de las batatinas I y II se estableci6 a través de un enlace éster entre el
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grupo carboxilato de la aglicona de una de éstas dos unidades oligosacaridas (unidad B) y el

”

grupo hidroxilo situado en la posicién C-3 de la quinta unidad sacarida (Ram”’) del nucleo
restante (unidad A). La unién entre las dos unidades aciladas del acido operculinico C de las
batatitas III y IV se establecié a través de un enlace éster entre el grupo carboxilato de la
aglicona de una de sus dos unidades de acido operculinico C (unidad B) y el grupo hidroxilo
situado en la posicién C-3 de la tercera unidad sacarida (Ram’) del nucleo restante de acido

operculinico C (unidad A).

Las batatinas I-IV representan un par de diasteroisémeros ya que comparten el mismo
patron de sustitucion y las mismas posiciones de lactonizacidon. La unica diferencia estructural
entre las batatinas I y II es la posicion en la que se establece el éster con el acido cindmico en la
unidad oligosacarida B. En la batatina I se establece en la posicién 2 de la unidad de ramnosa
externa superior (Ram”) y en la batatina II en la posicién 3 de esta misma unidad monomérica,
mientras que las batatinas III y IV difieren en la posicién en la que los acidos n-decanoilo y n-
dodecanoilo esterifican a la unidad B del acido operculinico C, especificamente en sus unidades

monosacaridas ramnosa externa superior (Ram’) y ramnosa terminal (Ram”).
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3 JUSTIFICACION

Desde la época colonial se ha reconocido que diversos remedios tradicionales derivados de
plantas mexicanas presentan una fuerte actividad purgante, catartica y antiinflamatoria. Los
miembros de estos remedios se han asignado taxon6micamente como pertenecientes al género
Ipomoea de la familia Convolvulaceae y uno de sus principales marcadores quimiotaxonémicos
son sus complejas mezclas de resinas glicosidicas y que constituyen un conjunto de metabolitos

secundarios de posible interés para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. 24-7.2542

De acuerdo a un criterio quimiotaxondémico, se eligi6 para la realizacién de un estudio
quimico a la especie mexicana Ipomoea batatas para el aislamiento de los constituyentes
mayoritarios presentes en sus resinas glicosidicas. Asi, el presente trabajo de investigacién
plantea la purificacién de los glicolipidos constituyentes de los extractos solubles en hexano y
cloroformo de las raices tuberosas de tres variedades mexicanas de la especie en estudio y la

determinacion estructural de estos constituyentes.

4 OBJETIVOS

Implementar condiciones instrumentales en la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)
para desarrollar una metodologia analitica que permita la separacion y la purificacion de los
constituyentes individuales de naturaleza oligosacarida a partir de las resinas glicosidicas
presentes en los extractos lipofilicos de Ipomoea batatas (tres variedades, los camotes de cascara

blanca, morada y amarilla).

Determinar la estructura molecular de los constituyentes presentes en las resinas
glicosidicas solubles en hexano y cloroformo de Ipomoea batatas mediante la aplicacién de
métodos espectroscépicos (resonancia magnética nuclear) y espectrométricos (EM-FAB, EM-ESI
y EM-MALDI-TOF) con el propésito de ampliar el conocimiento relacionado con la diversidad

estructural de estos metabolitos biodinamicos.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 AISLAMIENTO DE LOS GLICOLIPIDOS.

5.1.1 MATERIAL VEGETAL.

Para la obtencién de las resinas glicosidicas se emplearon los tubérculos de tres variedades
de Ipomoea batatas. Los tubérculos de la variedad de cascara blanca (2.6 Kg) fueron recolectados
en plantios del municipio de Salvatierra, Guanajuato; los tubérculos de la variedad de cascara
morada (2.9 Kg) fueron recolectados en el municipio de Santa Rita, Maravatio, Guanajuato; y los
tubérculos de cascara amarilla (1.6 Kg) fueron recolectados en el municipio de Santa Rita,
Maravatio, Guanajuato en 1999. El material vegetal seco y pulverizado fue sometido a una
maceracion exhaustiva preliminar con hexano, después con cloroformo y al final con metanol. Al
término de cada una de las extracciones, las soluciones se filtraron y se concentraron a sequedad
a presion reducida (Cuadro 3). Para la obtencion de las resinas glicosidicas de la variedad blanca
solo se utilizo el extracto soluble en hexano y para la obtencion de las resinas glicosidicas de la

variedades morada y amarilla se utilizaron los extractos solubles en cloroformo.

Cuadro 3. Peso de los extractos obtenidos en las dos variedades

EXTRACTO Var. blanca Var. morada Var. amarilla

Hexanico 13.1g 39.19¢g 829¢g
Cloroférmico - 38.74 ¢ 715¢g
Metanodlico - 50g 193¢g

5.1.2 FRACCIONAMIENTO PRIMARIO.

Se utilizé gel de silice 60 Merck (70-230 mesh) para empacar las columnas y realizar el
fraccionamiento primario de los extractos. El analisis de la homogeneidad de cada una de las
fracciones obtenidas se realiz6 mediante la cromatografia en capa fina, utilizdndose
cromatoplacas de gel de silice 60 F54 sobre aluminio. Las cromatoplacas después de eluidas se
humedecieron con un agente cromoégeno (mezcla H2SO4 - sulfato cérico) y se desarroll6 el color
por calentamiento sobre una parrilla a una temperatura de 60°C. Se inicié el fraccionamiento

primario con la elucién con hexano y, posteriormente, se incrementé gradualmente la polaridad
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con los sistemas de eluciéon constituidos por hexano-CHCl3, CHCl3-Me2CO, y CHCl3-Me>CO-
MeOH. Para el extracto soluble en hexano de la variedad de cascara blanca se generaron doce
fracciones diferentes (Cuadro 4) conteniendo siete de éstas las mezclas de glicolipidos
nombradas como fracciones a, af3, B, vy, 8, 8¢ y &, respectivamente. Para el extracto soluble en
cloroformo de la variedad de cascara morada se generaron trece fracciones diferentes (Cuadro
5) conteniendo cinco de éstas las mezclas de glicolipidos nombradas como fracciones I, II, III, IV

y V, respectivamente.

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

Eluato Solvente Proporcion Reunion  Fraccion Peso (g)
1-3 n-hexano 100% 1-2 I
3-9 n-hexano 100% 3-9 II
10-14 n-hexano-CH;Cl; 9:1
15-19 n-hexano-CH;Cl; 7:3
20-34 n-hexano-CH;Cl; 1:1
35-44 CH2Cl; 100% 10-44 II1
45-49 CH2C12—MezCO 9:1
50-54 CH2Cl;-Me,CO 7:3 45-54 v
55-58 CH:Cl;-Me,CO 7:3 55-58 Vv
59-64 CH:Cl;-Me,CO 7:3 59-64 o 1.21
65-68 CH:Cl;-Me,CO 7:3:0.5 65-68 af 1.18
69-74  CHCl,-Me,CO -MeOH 7:3:0.5 69-74 B 1.46
75-81 CH:Cl;-Me,CO -MeOH 7:3:1 75-81 Y 1.12
82-84  CH:Cl,-Me,CO -MeOH 7:3:1 82-84 ) 0.18
85-87 CH:Cl;-Me,CO -MeOH 7:3:2 85-87 8¢ 0.59
88-94  CH.Cl;-Me;CO -MeOH 7:3:2 88-94 3 1.18
95 CH>Cl,-MeOH 1:1

Cuadro 5. Fraccionamiento realizado mediante cromatografia en
columna abierta del extracto soluble en cloroformo.

Eluato Solvente Proporcion  Reunién  Fraccién  Peso (g)
0.5 Lt-1 n-hexano 100% 1-2 a
2-15 n-hexano-CH3Cl; 1:1 3-11 b
16-30 n-hexano-CH2Cl; 3.7 12-22 C
31-40 CHzCI2 100% 23-38 d
41-45 CH:Cl;-Me>CO 9:1 39-47 e
46-60 CH;Cl;-Me,CO 7:3 48-53 f
61-75 CH2Cl;-Me,CO -MeOH 7:3:0.5 54-61 I 1.95
76-86 CH2Cl;-Me,CO -MeOH 7:3:1 63-69 11 4.16
87-97 CH:Cl;-Me,CO -MeOH 7:1:3 70-85 111 6.68
98-102 CH:Cl-MeOH 1:1 86-100 v 9.01
103-107 CH:Cl-MeOH 3:7 101-107 \% 1.50
108-115 MeOH 100% 108-115 g
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Para el extracto soluble en cloroformo de la variedad de cascara amarilla se generaron diez
fracciones diferentes (Cuadro 6) conteniendo cuatro de éstas las mezclas de glicolipidos

nombradas como fracciones I, I, I1I, y IV, respectivamente.

Cuadro 6. Fraccionamiento realizado mediante cromatografia en
columna abierta del extracto soluble en cloroformo.

Eluato Solvente Proporcion  Reunién  Fraccién  Peso (g)
0.5 Lt-1 n-hexano 100% 1-2 a
2-14 n-hexano-CH;Cl; 1:1 3-18 b
15-24 n-hexano-CH;Cl; 3.7 19-34 C
25-34 CH:Cl2 100%
35-49 CH:Cl>-Me,CO 7:3 35-51 d
50-59 CH:Cl;-Me;CO -MeOH 7:3:0.5 52-59 I 0.62
60-69 CH:Cl;-Me,CO -MeOH 7:3:1 60-69 II 0.67
70-79 CH2Cl;-Me,CO -MeOH 7:1:3 70-76 11 0.81
80-85 CH2Cl,-MeOH 1:1 77-87 I\Y% 0.44
86-95 CH2Cl,-MeOH 3:7 88-100 \ 0.46
96-115 MeOH 100% 101-115 e

5.2 PURIFICACION DE LOS GLICOLIPIDOS.

5.2.1 METODOS CROMATOGRAFiCOS

Las separaciones que utilizaron la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) se
realizaron empleando columnas de fase reversa C-18, las cuales han sido descritas en la literatura

para la purificacion de los glicolipidos constituyentes de las resinas glicosidicas.210-11

* Columna analitica de fase reversa Symmetry C-18 (4.6 x 250mm, 5 pm).

* Columna preparativa de fase reversa Symmetry C-18 (19 x 300mm, 7 pm).

La instrumentacién estuvo constituida por una bomba (Waters 600 controller, Millipore
Corp., Waters Chromatography Division, Milford, MA, USA) y un refractémetro diferencial Waters
410 integrados a un equipo de computo (OptiPlex GX280, Dell). El control del equipo, la
adquisicion de datos, el proceso y el manejo de la informacién cromatografica se hicieron a través
del software Empower v.2 (Waters). Una valvula de reciclaje de muestra se adapté al sistema

cromatografico. Cada fase movil se liberé de impurezas sélidas a través de su paso por un filtro

N Rncac-Ramira~ 21



Millipore conectado al vacio, empleando una membrana de polipropileno hidrofilico de 0.45 pm.
Posteriormente, la fase mévil fue desgasificada por desplazamiento del aire mediante un sistema
de helio a una velocidad de 10 mL/min durante 15 minutos. Todas las muestras de prueba se
disolvieron en MeOH para su posterior inyeccion en el equipo de HPLC. 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 pum (PALL Gelman Laboratory).

5.2.2 FRACCIONES PRIMARIAS [3 Y 8€ DEL EXTRACTO HEXANICO DE LA VARIEDAD DE CASCARA

BLANCA.

Se realizaron pruebas a nivel analitico, de las fracciones primarias g y 8¢ utilizando una
columna fase reversa C-18 con dos sistemas de deteccion; en el UV (A = 240 nm) y en el indice de
refraccion. Se encontré un sistema cromatografico adecuado constituido de una fase movil con un
sistema de elucion binario constituido por CH3CN-MeOH y en el detector de indice de refraccion.
El fraccionamiento por HPLC se realizé en una columna preparativa C-18 empleando la técnica
de sobrecarga de columna y corte de nucleo hasta agotar las muestras problemas, p y 8¢, y reunir
cantidades suficientes de sus constituyentes. Las condiciones instrumentales a nivel preparativo

fueron las siguientes:

e Columna de fase reversa: C-18;

* Fase movil: CH3CN:MeOH (9:1);

*  Flujo: 9 mL/min;

* Detector: indice de refraccion (sensibilidad 256 RIU);
* Concentracion de la muestra: 10 mg/mL;

* Volumen de inyeccion: 500 pL.

La muestra problema f se resolvid en nueve diferentes constituyentes, nombrados como 3
A-1 (Cuadro 7, Figura 23). El eluato B-C se reinyecté con las mismas condiciones

instrumentales a nivel preparativo antes descritas y se aplicé la técnica de reciclaje de muestra.1®-
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20 Se obtuvieron 13 mg de la batatina VII (1) y 5.2 mg de la batatina VIII (2). Se realizé el
analisis espectroscopico y espectrométrico de estos compuestos y se determinaron sus
constantes fisicas (punto de fusién y dispersién 6ptica rotatoria). El resto de las fracciones fueron

analizadas en investigaciones previas.10-11

Cuadro 7. Tiempos de retencion de los diferentes constituyentes de la muestra problema 8.

Eluato Tiempo de retencion (tg, min) Peso muestra (mg)
A 8.4 10.7
B 9.6 20.4
C 11.7 18.2
D 13.4-15.9 26.5
E 19.7 -20.7 22.1
F 22.5-23.7 15.6
1000.00 —
800.00 —
600.00
400.00 —
F
| {
200.00 — \ /,/
J '\s-\-/\/\\ - \
SENST
0.00 -— |
T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

minutes

Figura 23. Cromatograma preparativo de la muestra problema .

La muestra problema 8& se resolvid en seis diferentes constituyentes, nombrados como 8&
A-F (Figura 24, Cuadro 8). El eluato 8¢-B se reinyect6 en una columna preparativa de fase
reversa C-18 con un sistema binario constituido con CH3CN:H20 (95:5), para incrementar el
tiempo de retencién y mejorar la resolucidon. Se implemento la técnica de corte de nucleo y
reciclaje de la muestra, utilizdndose de 8 a 10 ciclos para obtener la maxima separacion de los
constituyentes (Figura 25).19 Esta técnica permiti6 obtener 2.5 mg de la pescapreinal (3) y 3

mg del batatinésido VI (4). Se realiz6 el andlisis espectroscépico y espectrométrico de estos
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compuestos y se determinaron sus constantes fisicas (punto de fusién y dispersién éptica

rotatoria).

Cuadro 8. Tiempos de retenciéon de los diferentes constituyentes de la muestra problema 8e.

Eluato Tiempo de retencion (tg, min) Peso muestra (mg)
A 6.28 13.2
B 7.58 30.5
C 12.80 27.0
D 14.00-17.50 17.2
E 17.70-25.00 34.9
F 29.21 58.7
2200.00] B
1400.00] C F
= i /\\
4novcn>\_)_J \/ \\/'\\\/\_//\,_,/ \Lf&m

T T T T T T T T
£.00 1000 1500 20.00 25.00 30.00 3500 40.00
Minutes

Figura 24. Cromatograma preparativo de la muestra problema 8¢.

En una previa investigacion esta misma técnica permitié obtener 3 mg de la murucoidina I

del eluato 8¢-C, 6.1 mg de la pescapreina VIl y 12.1 mg del batatindsido V el eluato 8&-F.10

200000
1500.00

100000

>
Z
50000 ‘J

0004/ \‘\J

e o o e B L e o e e e s I B o
000 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 180,00 20000
Minutes

Figura 25. Cromatograma obtenido a nivel preparativo en modo de reciclaje del eluato 8&-B.
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5.2.3 FRACCIONES PRIMARIAS II Y IV DEL EXTRACTO SOLUBLE EN CLOROFORMO DE LA

VARIEDAD DE CASCARA MORADA.

Se realiz6 un fraccionamiento secundario de las fracciones primarias Il y IV, utilizando gel de
silice 60 Merck (70-230 mesh) para empacar las columnas. Se inici6 el fraccionamiento
secundario con la elucién con hexano y, posteriormente, se incrementé gradualmente la
polaridad con los sistemas de elucién constituidos por CHCl3-MeOH. De las muestras problema
Il y IV, la elucion con CH2Cl;-MeOH (1:1) proporciond 144 mg y 336 mg, respectivamente. Se le
realizaron pruebas a nivel analitico utilizando una columna fase reversa C-18 y se observo la
resolucion total de los constituyentes presentes en las muestras al utilizar el sistema de elucién
binario constituido con CH3CN:MeOH. Una vez encontrada las condiciones a nivel analitico se
procedié a su extrapolacion a un nivel preparativo empleando la técnica de sobrecarga de
columna y corte de nucleo hasta agotar las muestras problemas y reunir cantidades suficientes
de sus constituyentes. Para la muestra problema II, las condiciones instrumentales a nivel

preparativo fueron las siguientes:

¢ Columna de fase reversa: C-18;

* Fase mévil: CH3CN:MeOH (9:1);

*  Flujo: 9 mL/min;

* Detector indice de refraccién (sensibilidad 256 RIU);
* Concentracion de la muestra: 10 mg/mlL;

¢ Volumen de inyeccién: 500 pL.

H
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g \
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Figura 26. Cromatograma preparativo de la muestra problema II.

N Rncac-Ramira~ 2R



La muestra problema II se resolvié en diferentes constituyentes (Figura 26) y el eluato
mayoritario (A, Figura 27) se reinyectdé en una columna preparativa de fase reversa C18,
utilizando un sistema binario constituido con CH3CN:MeOH (3:2). Se utiliz6 la técnica de corte de
nucleo y reciclaje de la muestra, completandose de 8 a 10 ciclos para obtener la maxima

separacion de sus constituyentes.1? Esta técnica permitié la obtencion de 16.4 mg de la batatina
V (5) y 12 mg de la batatina VI (6).
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Figura 27. Cromatograma obtenido a nivel preparativo para la fraccién primaria II

La muestra problema IV se resolvié en siete diferentes constituyentes nombrados como IV
A-H (Figura 28, Cuadro 9).
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Figura 28. Cromatograma preparativo de la muestra problema IV.
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Cuadro 9. Tiempos de retencion de los diferentes constituyentes de la muestra problema IV.

Eluato Tiempo de retencion (tg, min) Peso muestra (mg)

A 85-11 109.2
B 11.5-13.5 40.0
C 14.0-17.0 41.0
D 18.0 15.0
E 19.7 17.9
F 22.7 35.1
G 25.7 42.1
H 29.5 56.8

Las condiciones instrumentales a nivel preparativo fueron las siguientes:

e Columna de fase reversa: C-18;

* Fase mévil: MeOH:CH3CN (3:2);

*  Flujo: 8.16 mL/min;

* Detector: indice de refraccién (sensibilidad 256 RIU);
* Concentracion de la muestra: 10 mg/mlL;

* Volumen de inyeccién: 500 pL.

Para acortar el tiempo de retencidon y mejorar la resolucion de los eluatos G y H, se hicieron
pruebas preliminares en una columna analitica de fase reversa C-18. El sistema cromatografico
adecuado consistié en una columna analitica C-18 (4.6 x 250mm, 5pm); flujo: 0.5 ml/min; fase
movil MeOH. Este anadlisis y la técnica de corte de nucleo y reciclaje de la muestra proporcioné
10.6 mg de la batatina X (7) del eluato G y 8.4 mg de la batatina XI (8) del eluato H. Se realizo el
analisis espectroscopico y espectrométrico de los glicolipidos individuales de las fracciones
primarias II y IV, asi como se determinaron sus constantes fisicas (punto de fusién y dispersiéon

Optica rotatoria).
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5.2.4 FRACCION PRIMARIA Il DEL EXTRACTO CLOROFORMICO DE LA VARIEDAD DE CASCARA

AMARILLA.

Se realizaron pruebas a nivel analitico utilizando una columna C-18 y se encontr6 una
resolucion total de los constituyentes presentes en la muestra al utilizar el sistema de elucién
binario constituido con MeOH:CH3CN (6:4). Una vez encontrada las condiciones a nivel analitico
se procedié a extrapolarlas. El fraccionamiento por HPLC se realizé en una columna preparativa
C-18 empleando la técnica de sobrecarga de columna y corte de nucleo hasta agotar las muestra
problema y reunir cantidades suficientes de sus constituyentes. La muestra problema se resolvio

en cinco diferentes constituyentes (Figura 29, Cuadro 10).

Cuadro 10. Tiempos de retencién de los diferentes constituyentes de la muestra problema II.

Eluato Tiempo de retencion (tg, min) Peso muestra (mg)
A 8.9 153.4
B 9.6 19.1
C 10.3 26.1
D 10.9 74.0
E 21.2 84.2

sson
360000 A
2400 .00

2200.00-
sno0 oo
2800.00] D
2600 .00
za0n oo
2200.00

2000 .00

= 1non oo
600.00+
400 0o
1200 00
1000 004
200.004
so0 .00
400 oo

200.00- j‘\ J\

0003 ~S A — i S N /\-_
be

T T
20.00 25 00

T T T T T
5.00 1000 15.00 20.00 25
Mimstan

Figura 29. Cromatograma preparativo de la muestra problema II.

Las condiciones instrumentales a nivel preparativo fueron las siguientes:
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] Columna de fase reversa: C-18;

. Fase movil: MeOH:CH3CN (3:2);

. Flujo: 8.16 mL/min;

. Detector indice de refraccion (sensibilidad 256 RIU);
. Concentracién de la muestra: 10 mg/mL;

. Volumen de inyeccién: 500 pL.

Todos los eluatos se reinyectaron en una columna preparativa de fase reversa C-18. Para
incrementar el tiempo de retencion y mejorar la resolucién de los eluatos A, B, Cy D se hicieron
pruebas preliminares en una columna analitica de fase reversa C-18. El sistema cromatografico
adecuado consistié en una columna analitica C-18, con un flujo de 0.4 ml/min y una fase movil
MeOH:CH3CN (1:1). Se realiz6 el escalamiento de estas condiciones instrumentales analiticas a un
nivel preparativo. La Figura 30 ilustra el cromatograma obtenido durante el reciclaje del eluato
A, la cual se encuentra constituida por dos compuestos mayoritarios, Al (tr = 10.5 min) y A2 (tr =
82.5 min), los cuales se cortaron y, posteriormente, se reciclaron mediante la técnica de
sobrecarga de columna y corte del nucleo. Este analisis cromatografico del eluato A proporcioné

16.3 mg de la pescapreina I (9) y 9.9 mg del batatindsido VII (10).
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Figura 30. Cromatograma obtenido a nivel preparativo para el eluato A.

La Figura 31 ilustra el cromatograma obtenido a nivel preparativo para el reciclaje del

eluato B, el cual se encuentra constituido por un compuesto mayoritario B1 (tr = 11.71 min), el
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cual se cort6 y reciclé6 mediante las técnicas descritas anteriormente. Este andlisis del eluato B

proporciond 11.8 mg del batatinésido VIII (11).
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Figura 31. Cromatograma obtenido a nivel preparativo para el eluato B.

La Figura 32 ilustra el cromatograma obtenido a nivel preparativo durante el reciclaje del
eluato Cy que permitio la purificacion de un compuesto mayoritario C1 (tr = 20.9 min), el cual se
corto y posteriormente fue reciclado mediante las técnicas descritas anteriormente. Este analisis

del eluato C proporciono la batatina IX (12).
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Figura 32. Cromatograma obtenido a nivel preparativo para el eluato C.

La Figura 33 ilustra el cromatograma obtenido a nivel preparativo para el eluato D, el cual se
encuentra constituido por un compuesto mayoritario D1 (tr = 116.71 min), el cual se corto y,
posteriormente, fue reciclado mediante las técnicas descritas anteriormente. Este analisis

cromatografico del eluato D proporcion6 38.5 mg del batatinésido IV (13).
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Figura 33. Cromatograma obtenido a nivel preparativo para el eluato D.

11111

Para acortar el tiempo de retencién y mejorar la resolucion del eluato E, se hicieron pruebas
preliminares en una columna analitica de fase reversa C-18. Para el eluato E se utilizé un sistema
binario constituido con MeOH:CH3CN (1:1) para acortar el tiempo de retencién y mejorar la
resolucion. La Figura 34 ilustra el cromatograma obtenido a nivel preparativo para el eluato E, el
cual se encuentra constituido por un compuesto mayoritario E1 (tr = 116.71 min), el cual se cortd
y fue reciclado mediante las técnicas descritas anteriormente. Este analisis del eluato E

proporciond 27.6 mg del batatinésido IX (14).
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Figura 34. Cromatograma obtenido a nivel preparativo para el eluato E.

5.3 CONFIGURACION ABSOLUTA DEL ACIDO (2S5)-2-METILBUTIRICO.
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Una solucién individual de los batatindsidos IV (13) y VIII (10) y de las batatinas V-XI (5
mg) en 5 mL de KOH al 5% fue calentada (95°C) y se mantuvo en reflujo con agitaciéon durante
dos horas. Al término de este tiempo, se ajust6 el pH a 4 con HCl 4N y, posteriormente, se extrajo
con CHCI3 (10 mL). La fase organica fue tratada con trietilamina (dos gotas) y con bromuro de 4-
bromofenacilo (10 mg) en acetona anhidra (5 mL) y se calent6 durante 2 horas. La mezcla de
reaccion se concentrd en el rota-evaporador hasta sequedad total y, posteriormente, se diluyd la
mezcla de reaccion con 10 mL de H20 y se extrajo con Et20 (20 mL). La fase organica resultante
fue independientemente concentrada a sequedad y el residuo fue fraccionado en HPLC con una
columna ISCO de fase normal (150 x 19 mm, uporasil, 10 um), usando una mezcla de hexano-
AcOEt (92:8, flujo de 2.0 mL/min) lo cual permitié obtener el (2S5)-2-metilbutirato de 4-
bromofenacilo (tr=13.4 min, pf 40-42°C, [a]p +18.6 (¢ 0.1 MeOH)). Esté acido graso fue

identificado comparando sus constantes fisicas y espectroscépicas con los valores publicados.

19,28-29,100,105-106

5.4 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FiSICAS Y ESPECTROMETRICAS DE LOS GLICOLiPIDOS
INDIVIDUALES

Los espectros de RMN de 1H y 13C, unidimensionales y bidimensionales se determinaron con
un espectrometro Bruker AMX (500 MHz) y Varian VXL (400 MHz). Se utilizé piridina deuterada
como disolvente (CsDsN), los desplazamientos quimicos estan dados en ppm (6), las constantes
de acoplamiento (/) se reportan en Hertz (Hz) y se utiliz6 TMS como referencia. Los espectros de
masas de baja resoluciéon se determinaron en un equipo JEOL SX-102 A, como método de
ionizacion se utilizé el bombardeo rapido de atomos (EM-LRFAB) en el modo negativo utilizando
trietanolamina o glicerol como matriz. Los espectros de masas de alta resolucién se
determinaron en un equipo Bruker MicrOTOF-Q, utilizando como método de ionizacién
electrospray (EM-HRESI) en el modo negativo, y en un equipo Water-Micromass MicroMX
MALDI-TOF (EM-MALDI-TOF) equipado con un laser de nitrégeno 20Hz (337 nm, pulso 3 ns) y
operando en modo reflectrén. La matriz para la desorcion por laser fue el acido a-ciano-4-
hidroxicinamico con yoduro de sodio 0.001M en acetonitrilo-agua (1:1). Los puntos de fusidén se
determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos. Las rotaciones dpticas se

determinaron en un polarimetro Perkin-Elmer 241 utilizando metanol como disolvente.
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5.4.1 BATATINA VII (1).

Polvo banco amorfo; pf 115-120 °C; [a]p 19.1 (c 1.1 MeOH); RMN 1H y 13C ver Cuadros 16 y
17; EM-LRFAB negativo m/z 1235 [unidad A, Ce3H109024]-, 1067 [unidad B - Ci12H220]-, 1053
[1235 - C12H220]-, 907 [1053 - CeH1004]-, 837 [907 - C4HsO]-, 691, 545, 417, EM-HRESI m/z
2487.3860 [M - H]- (calculado para Ci25H21704s, 2487.4617).

5.4.2 BATATINA VIII (2).

Polvo banco amorfo; pf 108-112 °C; [a]p 40.6 (c 1.6 MeOH); RMN 1H y 13C ver Cuadros 16 y
17; EM-LRFAB negativo m/z 1249 [unidad A, Ce3H109024], 1103 [1249 - CeH1004]; 1067
[unidad B - C9HeO]-, 1019 [1249 - CsHgO - CsH1004]-, 921 [1067 - CsH1004]-, 837 [921 - CsHsO]-,
691, 545, 417; EM-HRESI m/z 2449.3231 [M - H]- (calculado para C123H20304s, 2449.3522).

5.4.3 PESCAPREINAI (3).

Polvo blanco amorfo; pf 131-133 °C; [a]p -65 (c 0.1 MeOH); RMN 1H y 13C ver Cuadro 12;

EM-LRFAB negativo m/z 1165 [M - H]‘, 983 [M -H- C12H220]‘, 837 [983 - C6H1004]‘, 54-5, 417,

271.

5.4.4 BATATINOSIDO VI (4).

Polvo banco amorfo; pf 142 °C; [a]p -58 (c 0.1 MeOH); RMN 1H y 13C ver cuadro 11; EM-

LRFAB negativo m/z 1153 [M - H]-, 999 [M - H - C10H180]-, 837 [999 - CsH1005], 545, 417, 271;
EM-HRFAB m/z 1153.6370 [M - H]- (calculado para Cs6H97024, 1153.6369).



5.4.5 BATATINA V (5).

Polvo blanco amorfo; pf 114-115 °C; [a]p -45 (¢ 0.15 MeOH); RMN 1H y 13C ver Cuadros 14
y 15; EM-LRFAB negativo m/z 2469 [M - H]-, 2385 [M - H - CsHgO]-, 2367 [M - H - CsHsO -
H20]-, 2339 [M - H - C9He0]-, 2157 [M - H - C9HsO - C12H220]-, 1235 [unidad B, CssH107021]",
1133 [1235 - CsHgO - H20]-, 1105 [1235 - C9Hs0]-, 1019 [1105 - CsHsO]-, 923 [1105 - C12H220],
837 [1019 - C12H220]-, 545, 417, 271; EM-HRESI negativo m/z 2504.3865 [M + Cl]- (calculado
para C132H212042Cl, 2504.4141), 2468.4040 [M - H]- (calculado para C132H211042, 2468.4375).

5.4.6 BATATINA VI (6).

Polvo banco amorfo; pf 83-85 °C; [a]p -31 (c 0.17 MeOH); RMN 1H y 13C ver Cuadros 14 y
15; EM-LRFAB negativo m/z 2469 [M - H]-, 2367 [M - H - CsHgO - H20]-, 2339 [M - H - CoHeO],
1235 [unidad B, CesH107021]-, 1133 [1235 - CsHsO - H20]-, 1105 [1235 - C9HeO]-, 1019 [1105 -
CsHg0]-, 923 [1105 - C12H220]-, 837 [1019 - C12H220], 545, 417, 271; EM-HRESI negativo m/z
2504.4085 [M + CI]- (calculado para Ci32H212042Cl 2504.4141), 2468.4256 [M - H]- (calculado
para C132H211042, 2468.4375).

5.4.7 BATATINA X (7).

Polvo banco amorfo; pf 125-126 °C; [a]p -42.0 (c 0.1 EtOH); RMN 1H y 13C ver Cuadros 19 y
20; EM-LRFAB negativo m/z 2445 [M - H]-, 1223 [unidad B, Cs1H107024]-, 1221 [unidad A,
Ce1H105024], 1137 [1221 - CsHg0]-, 991 [1137 - CsH1004]-, 837 [991- C10H180] -, 545, 417, 271;
EM-HRESI m/z 2445.4015 [M - H]- (calculado para C122H213048 — 5.43 ppm 2445.4148).
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5.4.8 BATATINA XI (8).

Polvo banco amorfo; pf 118-120 °C; [a]p -56.7 (¢ 0.12 EtOH); RMN 1H y 13C ver Cuadros 19y
20; EM-LRFAB negativo m/z 2501 [M - H]-, 2417 [M - H - CsHgO]-, 1251 [unidad B, Cs3H111024],
1249 [unidad A, Ce3H109024]-, 1165 [1249 - CsHgO]-, 1067 [1249 - Ci2H220]-, 921 [1137 -
CeH1004]-, 837 [921 - CsHs0]-,545, 417, 271; EM-HRESI m/z 2501.4543 [M - H]- (calculado para
C126H219048 - 9.23 ppm 2501.4774).

5.4.9 PESCAPREINAI (9).

Polvo blanco amorfo; pf 133-135 °C; [a]p -65 (c 0.1 EtOH); RMN 1H y 13C ver Cuadro 12;
EM-LRFAB negativo m/z 1165 [M - H]‘, 983 [M -H- C12H220]‘ , 837 [983 - C6H1004]‘, 545, 417,
271; EM-MALDI-TOF m/z 1189.7416 [M + Na]* (calculado para CssH102023Na, 1189.6709).

5.4.10 BATATINOSIDO VII (10).

Polvo banco amorfo; pf 105-107 °C; [a]p -53.1 (c 0.16 EtOH); RMN 1H y 13C ver Cuadros 11;
EM-LRFAB negativo m/z 1181 [M - H]‘, 999 [M -H- C12H220]‘, 837 [999 - C6H1004]‘, 545, 417,
271; EM-MALDI-TOF m/z 1205.7488 [M + Na]* (calculado para CssH102024Na, 1205.6658).

5.4.11 BATATINGSIDO VIII (11).

Polvo banco amorfo; pf 118-120 °C; [a]p -53.0 (c 0.1 EtOH); RMN 1H y 13C ver Cuadro 12;
EM-LRFAB negativo m/z 1249 [M - H]-, 1165[M - H - CsHgO]-, 1067 [M - H - C12H220]-, 1019
[M - H - C6H1004 - CsHgO]-, 983 [1067 - CsHgO]-, 837 [1067 - Ce¢H1004], 545, 417, 271; EM-
MALDI-TOF m/z 1273.7953 [M + Na]* (calculado para Cs3H110024Na, 1273.7284).



5.4.12 BATATINAIX (12).

Polvo banco amorfo; pf 124-125 °C; [a]p -49.0 (c 0.1 EtOH); RMN 1H y 13C ver Cuadro 18;
EM-LRFAB negativo m/z 2501 [M - H]-, 2417 [M - H - CsHgO]-, 1251 [unidad B, Ce3H111024],
1249 [unidad A, Ce3H109024]-, 1165 [1249 - CsHgO]-, 1067 [1249 - C12H220]-; EM-MALDI-TOF
m/z 1273.7953 [unidad A, Ce3H109024 + Na]* (calculado para Ce3zH109024Na, 1273.5290). EM-
HRESI m/z 2501.4556 [M - H]- (calculado para Ci26H219048 - 8.71 ppm 2501.4774).

5.4.13 BATATINOSIDO IV (13).

Polvo banco amorfo; pf 125-127 °C; [a]p -71.1 (c 0.18 EtOH); RMN 1H y 13C ver Cuadro 12;
EM-LRFAB negativo m/z 1249 [M - H]-, 1165 [M - H - CsHgO]-, 1067 [M - H - C12H220]-, 983
[1067 - CsHgO]-, 921 [1067 - CsH1004]-, 837 [1067 - C¢H1004]-, 545, 417, 271; EM-MALDI-TOF
m/z 1273.7705 [M + Na]* (calculado para CezH110024Na, 1273.7284).

5.4.14 BATATINOSIDO IX (14):
Polvo banco amorfo; pf 132-135 °C; [a]p -74.6 (c 0.11 EtOH); RMN 1H y 13C ver Cuadro 11;

EM-LRFAB negativo m/z 1181 [M - H]‘, 999 [M -H- C12H220]‘, 837 [999 - C6H1004]‘, 545, 417,
271; EM-MALDI-TOF m/z 1205.7229 [M + Na]* (calculado para CssH102024Na, 1205.6658).
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6 DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS GLICOLiPIDOS 1-14.

El procedimiento de extraccidon realizado a la raiz tuberosa de Ipomoea batatas permitid
obtener 13.1 g de extracto soluble en hexano de la variedad de cascara blanca, del cual se
generaron doce fracciones diferentes conteniendo siete de éstas las mezclas de glicolipidos
nombradas como fracciones a, a8, B, vy, 8, € y €, 38.7 g de extracto soluble en cloroformo de la
variedad de cascara morada, del cual se generaron trece fracciones diferentes conteniendo cinco
de éstas las mezclas de glicolipidos nombradas como fracciones I, II, III, IV y V, y 7.15 g del
extracto soluble en cloroformo de la variedad de cascara amarilla, del cual se generaron diez
fracciones diferentes conteniendo cuatro de éstas las mezclas de glicolipidos nombradas como
fracciones I, II, III, y IV. La particién de las fracciones ricas en mezclas de glicolipidos en una
columna C18 a nivel preparativo, mediante la sobrecarga de columna y el corte de nucleo, se
efectud para reunir cantidades suficientes de las mezclas de menor complejidad que pudieran ser
resueltas con mayor facilidad. Estas mezclas de menor complejidad se inyectaron utilizando la
técnica de reciclaje de muestra para poder separar y purificar sus constituyentes. Las batatinas
VII (1) y VIII (2), la pescapreina I (3) y el batatindsidos VI (4), fueron aislados del extracto
soluble en hexano de la variedad de cascara blanca del camote, mientras que las batatinas V (5),
VI (6), X (7) y XI (8) fueron obtenidas del extracto soluble en cloroformo de la variedad de
cascara morada. La serie de los batatindsidos IV (13), VII (10), VIII (11) y IX (14), asi como el
heterodimero la batatina IX (12) y la pescapreina I (9) fueron aislados del extracto soluble en

cloroformo de la variedad de cascara amarilla.

6.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS DE LOS GLICOLIPIDOS 1-14.

La espectrometria de masas (EM) constituye una técnica esencial en la determinacién
estructural de los glicolipidos naturales. La técnica de bombardeo por atomos acelerados (EM-
FAB) ha sido de una ayuda invaluable para el establecimiento de la estructura molecular de una

gran variedad de polisacaridos al proporcionar los pesos moleculares a través de la deteccion de
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los iones pseudomoleculares [M + H]* o [M - H]~ y los iones fragmentos. Los espectros de masas
FAB en modo negativo (EM-FAB-) permitieron determinar los pesos moleculares y con ello la
férmula molecular. En cada uno de los espectros se observaron los picos comunes provocados
por las rupturas de los enlaces glicosidicos. 1-24-810-19,25,28-29,32,38-39,44,68-76,90-104 ~ A] analizar las
diferencias de peso que hay entre cada uno de los iones pseudomoleculares [M - 1] y los
fragmentos de mayor peso formados por las eliminaciones de los grupos acilos se establecieron
las unidades monosacaridas esterificadas y sus respectivos sustituyentes, y se determinaron sus
patrones de fragmentacion (Figura 35). Se conoce que pérdidas con una diferencia de 162
unidades de masa (CsH1005) corresponden al peso de una hexosa y pérdidas con una diferencia
de 146 unidades (CsH1004) corresponden al peso de una metilpentosa. También, las pérdidas de
los diferentes grupos acilos se identifican en funcién de las eliminaciones asociadas a cada uno
como: la pérdida del residuo de dodecanoilo con una diferencia de 182 unidades de masa
(C12H220); la pérdida con una diferencia de 154 unidades (C10H180) que corresponde a la pérdida
del residuo de acido n-decanoilo; la pérdida del residuo de 2-metilbutanoilo con una diferencia
de 84 unidades (CsHgO); la pérdida del residuo de trans-cinamoilo con una diferencia de 130

unidades (CoHe0); asi como la pérdida del residuo de isobutanoilo con una diferencia de 70

unidades (C4He0). 1-24-8,10-19,2528-29,32,38-39,44,68-76,90-104
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Fucosa %/ ‘
HO o) :
C) m/z 837 : (0]
o ) A \C%O
Ramnosa A)m/z 1165
o 2 ) i i ’
Ramnosa' : : - :
o o Q HO i H Ram (CHy)
Ramnosa’ o o o Acido Jalapindlico e ’ R { -----
HO Q O)\/\/\/\/\/\ Ram" — Ram' —— Ram —— Fuc — O — CH
HO o o n-dodecanoilo e | """"""" 3 ‘
i Dodeca m/z 271
o~ by O ; (CHy),
Ramnosa B) miz 983 CH
3

Figura 35. Patrdn de fragmentacion de la pescapreina I.
A) i6n pseudomolecular [M - H]-; B) pérdida del residuo de dodecanoilo con una diferencia de 182 unidades
con respecto al i6n [M - H]-, C) pérdida de una metilpentosa con una diferencia de 146 unidades con respecto al peso
del i6bn de m/z 983.

La EM-FAB- del batatinésido VI (4) indicé una férmula molecular Cs6H9g024 con base en el

ion pseudomolecular [M - H]- de m/z 1153. El patrén de fragmentacién se determiné con los

48

Fctindin da lac racinac aliracidicac da trac variadadac dal camata (Tnamanon hatatac)



picos observados de m/z a 271, 417, 545, 837 y 999; el fragmento observado de m/z 999 [1153 -
C10H180]- corresponde a la pérdida del residuo de acido n-decanoilo con una diferencia de 154
unidades con respecto al peso del i6n pseudomolecular y el fragmento de m/z 837 corresponde a
la pérdida de una hexosa (glucosa) con una diferencia de 162 unidades con respecto al peso del
ion a m/z 999. La EM-FAB- de los batatindsidos VII (10) y IX (14) presentaron un pico de m/z
1181 (Figura 36), lo que indicé una féormula molecular de CsgH102024 con base en el i6n
pseudomolecular [M + Na]* m/z de 1205.7468 y m/z de 1205.7229 (calculado para CsgH102024Na,
1205.6658) determinado en la modalidad MALDI-TOF. Asi, se determin6 que estos compuestos
representan un par de diasteroisémeros. El patron de fragmentacion se determiné con los picos
observados de m/z a 271, 417, 545, 837 y 999 que son comunes a las resinas glicosidicas; el
fragmento de m/z 999 corresponde a la pérdida del residuo de dodecanoilo con una diferencia de
182 unidades con respecto al peso del i6n pseudomolecular y el fragmento de m/z 837
corresponde a la pérdida de una hexosa (glucosa) con una diferencia de 164 unidades con

respecto al peso del i6n de m/z 999.

CygHi0,0Na [M+Na]*
1205.7468
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—0
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| b 1 |
H Gl | (CHy)g
o 1T =T B e e ]
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3 o 417 ;
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BDé 72 B) m/z 999 CH3
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Figura 36. Espectros de EM-MALDI-TOF y EM-FAB (negativo) del batatinésido VII (10).
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Este analisis espectrométrico permitié determinar que los batatindsidos VI (4), VII (10) y
IX (14) contienen al 4cido operculinico A (Figura 14), pentasacarido conformado por una unidad
de fucosa (Fuc), una glucosa (Glu) y tres de ramnosa (Ram, Ram’, Ram”), y como aglicona al 4cido
jalapindlico (Jal), debido a los picos observados de m/z 271, 417, 545, 837 y 999 (Figura
37).261017,2990-97 | 3 elucidacion estructural de los batatindsidos VII (10) y IX (14) se confirm6
con la modalidad MALDI-TOF. Estos espectros de masas permitieron confirmar los pesos
moleculares y con ello la formula molecular CsgH102024, con base en el ion pseudomolecular [M +
Na]* m/z de 1205.7468 (calculado para CssH102024Na, 1205.6658) y m/z de 1205.7229 (calculado
para CsgH102024Na, 1205.6658), respectivamente.

m/z 545 m/z417 m/z271

] ' :
i ; o)
m/z 837 | \C%O
A : : 1 ‘ Jal
Glu (CH,)g

= |

Ram" — Ram' —— Ram —— Fuc —— O —CH

e T

1
R (CH,),
v
B) m/z 999 CH;
Compuesto R1
Batatinésido VI (4) n-decanoilo

Batatinésido VII (10) n-dodecanoilo
Batatinésido IX (14) n-dodecanoilo

Figura 37. Patrdon de fragmentacion de los batatindsidos VI (4), VII (10) y IX (14).

Los batatindsidos IV (13) y VIII (11) presentaron un pico de m/z 1249 que indic6 una
formula molecular de Cs3H110024, indicando que estos compuestos también representan un par
de diasteroisomeros. El patréon de fragmentacién se determiné con los picos observados de m/z a

271, 417, 545, 837 y 983. Otros fragmentos compartidos fueron los producidos por las
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eliminaciones caracteristicas de los grupos esterificantes, los cuales se observaron a una m/z de
1165 [1249 - CsHg02]- que corresponde a la pérdida del residuo de 2-metilbutanoilo y de m/z
1067 [1249 - C12H220]- corresponde a la pérdida del residuo de n-dodecanoilo, asi como el
fragmento de m/z 837 corresponde a la pérdida de una metilpentosa (ramnosa) con una
diferencia de 146 unidades con respecto al peso del ion de m/z 983. Con respecto a la
pescapreina I (3 y 9), la espectrometria de masas indic6é una formula molecular CsgH102024, con
base en el i6on pseudomolecular [M - H]- de m/z 1165. El fragmento de m/z 983 [1165 -
C12H220]- corresponde a la pérdida del residuo de n-dodecanoilo. Este analisis permitié
determinar que los batatindsidos IV (13), VIII (11) y la pescapreina I (3 y 9) contienen al acido
simonico B (Figura 18), pentasacarido conformado por una unidad de fucosa (Fuc) y cuatro de

2

ramnosa (Ram, Ram’, Ram” y Ram’’), y como aglicona al acido jalapindlico (Jal), mediante los

picos observados de m/z 271, 417, 545, 837 y 983 (Figura 38).2.6,10-12,17,28-29,96,100-104

m/z 545 m/z417 m/z271

miz 1165 m/z837 | O __o
A A i : : C
: _ ‘ Jal
T Ra‘m | (C‘Hz)g
Ram" — Ram' —— Ram —— Fuc —— O —CH
e |
v
miz 983 CHj
Compuesto R1 R2
Batatinésido IV (13) 2-metilbutanoilo n-dodecanoilo
Batatinésido VIII (11) 2-metilbutanoilo n-dodecanoilo
Pescapreinal (3y9) H n-dodecanoilo

Figura 38. Patrdon de fragmentacion de los batatindsidos IV (13), VIII (11) y la pescapreina I (3 y 9).

La elucidacion estructural de los batatinésidos IV (13) y VIII (11), asi como de la

pescapreina I (9), también se confirmé con los espectros MALDI-TOF. Para la pescapreina I (9),
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se confirmé una férmula molecular CsgH102023 con base en el i6n pseudomolecular [M + Na]+* de
m/z 1189.7416 (calculado para CsgH102023Na, 1189.6709). Para los batatindsidos IV (13) y VIII
(11), los espectros MALDI-TOF (Figura 39) indicaron una férmula molecular Ce3H110024 con base
en el i6n pseudomolecular [M + Na]* de m/z 1273.7705 y de m/z 1273.7953 (calculado para
Ce3H110024Na, 1273.7284), respectivamente. En la modalidad FAB se observo el i6n
pseudomolecular [M - H]- de m/z 1249 y el patrén de fragmentacion observado fue el comun

para todo los oligosacaridos de las convolvulaceas como se ilustra en la Figura 39.
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Figura 39. Espectros de EM-FAB (negativo) y EM-MALDI-TOF del batatinésido VIII (11).

Las batatinas V (5), VI (6), VII (1), VIII (2), IX (12), X (7) y XI (8) son dimeros
oligosacaridos constituidos por dos unidades del mismo acido glicosidico, designadas
arbitrariamente como unidades A y B.11 El analisis espectrométrico de las batatinas V-XI se llevd
a cabo con dos técnicas de ionizacidn: ESI y FAB con deteccidn de iones negativos, con la finalidad

de obtener mayor informacion estructural a través del registro de los diferentes productos de
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fragmentacion obtenidos en cada una de las técnicas. 11.182568-70 Este andlisis también permitié
detectar el fragmento [M/2 - H]- en las dos técnicas de ionizacion, el cual representa la ruptura
del enlace tipo éster entre las dos unidades que constituyen el dimero: ([A - H]- y [B - H]-) como

se ilustra para la batatina I (Figura 40). 11,18.25,68-70
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Figura 40. Ruptura de la unién del enlace tipo éster de las estructuras diméricas.
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Flgura 41. Ampliacion del espectro EM-HRESI de la batatina V (5).
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En la EM-ESI, de alta resolucién, las batatinas V (5) y VI (6) produjeron el mismo ién
pseudomolecular [M - H]- a m/z 2468.4040 (calculado para Ci32H211042 + 13.5 ppm) y a m/z
2468.4256 (calculado para Ci32H211042 + 4.8 ppm), respectivamente, con el que se calculd la
misma férmula molecular para ambos compuestos, Ci132H212042, y se confirmé que estos
compuestos también representan un par de diasteroisémeros. Otros fragmentos observados en la
modalidad ESI fueron producidos por la eliminacion de los grupos acilantes observadas a m/z
2367 [2469 - CsHgOz2]- y m/z 2339 [2469 - C9HeO]- que corresponden a la pérdida de los
residuos de acido 2-metilbutanoilo (Mba) y trans-cinamoilo (Cna), respectivamente (Figura 41).
En la EM-FAB- de las batatinas V (5) y VI (6) el pico [M/2 - H]- se observ6 a una m/z de 1235 (|B
- HJ-, Ce6H107021). El fragmento de m/z 1133 corresponde a la pérdida del residuo de 2-
metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades mas H;0 con respecto al peso del i6n a m/z
1235. El fragmento de m/z 1103 corresponde a la pérdida del residuo de trans-cinamoilo con
una diferencia de 130 unidades con respecto al peso del i6n de m/z 1233 ([A - H]-, CesH105021); el
fragmento de m/z 921 corresponde a la pérdida del residuo de dodecanoilo con una diferencia de
182 unidades con respecto al peso del i6n de m/z 1103 y el fragmento de m/z 837 corresponde a
la pérdida del residuo de 2-metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades con respecto al

peso del ion de m/z 921 (Figura 42).
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Figura 42. Espectro de masas FAB (negativo) de la batatina V (5).
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Este andlisis permitié determinar que las batatinas V (5) y VI (6) contienen al acido
operculinico C (Figura 15), el cual es un tetrasacarido conformado por una unidad de fucosa
(Fuc) y tres de ramnosa (Ram, Ram’, Ram”) mediante los picos observados de m/z 271, 417, 545
y 837 (Figura 43) comunes a cada uno de las unidades tetrasacaridas que constituyen al dimero
y que se observan en los oligosacaridos de las convolvulaceas. 2:810.759098-100 E] pico de m/z 837,
que indica la presencia de cuatro metilpentosas y del acido jalapindlico, también se observa en
los espectros de las batatinas VII (1) y VIII (2), el batatindsido VI (4), las batatinas V (5), VI
(6), X (7) y XI (8), la pescapreina I (9), los batatindsidos VII (10), VIII (11), la batatina IX (12)
y batatindsidos IV (13) y IX (14).
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(CH,)4
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Figura 43. Patrdon de fragmentacion de las batatinas V (5) y VI (6).

Ademas de los fragmentos producidos por la ruptura de los enlaces glicosidicos, los
espectros de masas FAB- de las batatinas VII (1), VIII (2), IX (12), X (7) y XI (8) indican la
presencia del fragmento diagndstico que evidencia claramente la conexion entre dos unidades

pentasacaridas, el pico [M/2 - H]-. 1118256870 En |]a EM-FAB- de la batatina VII (1) el pico [M/2 -
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H]- se observé a una m/z 1235 ([A - H]-). El fragmento de m/z 1053 corresponde a la pérdida
del residuo de n-dodecanoilo con una diferencia de 182 unidades con respecto al peso del i6n de
m/z 1235, el fragmento de m/z 965 corresponde a la pérdida del residuo de isobutanoilo con una
diferencia de 70 unidades mas Hz0 con respecto al peso del ié6n de m/z 1053 y el fragmento de
m/z 819 corresponde a la pérdida de una metilpentosa (ramnosa) con una diferencia de 146
unidades con respecto al peso del ion de m/z 965. En la EM-HRESI de la batatina VII (1) se
produjo el ion [M - H]- de m/z 2487.3860 (calculado para Ci25H217048 — 30.43 ppm 2487.4617)

con el que se calcul6 la formula molecular C125H21804s.
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Figura 44. Espectro de masas FAB (negativo) de la batatina VIII (2).

Para las batatinas VIII (2), IX (12) y XI (8), el pico [M/2 - H]- se observa a m/z de 1249. En
el espectro de masas de la batatina VIII (2) el fragmento de m/z 1103 corresponde a la pérdida
de una metilpentosa (ramnosa) con una diferencia de 146 unidades con respecto al peso del i6n

de m/z 1249 (Figura 44), el fragmento de m/z 1019 corresponde a la pérdida del residuo de 2-
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metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades con respecto al peso del i6n de m/z 1103 y el
fragmento de m/z 837 corresponde a la pérdida del residuo de n-dodecanoilo con una diferencia
de 182 unidades con respecto al peso del ion de m/z 1019. Para la batatina VIII (2) la EM-HRESI
produjo el i6n pseudomolecular [M - H |- de m/z 2449.3231 (calculado para C123H203048 - 11.88

ppm 2449.3522) con el que se calcul6 la formula molecular C123H204045 (Figura 45).

[M/2-H]
1249.72
Ci23H30304 [M-H]

|

24493231 [M+F]

Figura 45. Ampliacion del espectro de la EM-HRESI de la batatina VIII (2).

En el espectro de masas FAB- de la batatina IX (12) el pico [M/2 - H]- se observ6 a una m/z
de 1249 ([A - H]-) o a una de m/z 1251 ([B - H]"). El fragmento de m/z 1165 corresponde a la
pérdida del residuo de 2-metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades con respecto al peso
del i6n de m/z 1249 ([A - H]"), el fragmento de m/z 1019 corresponde a la pérdida de una
metilpentosa (ramnosa) con una diferencia de 146 unidades con respecto al peso del ié6n de m/z
1165 y el fragmento de m/z 837 corresponde a la pérdida del residuo de n-dodecanoilo con una
diferencia de 182 unidades con respecto al peso del i6n de m/z 1019. En la EM-HRESI de la
batatina IX (12) produjo el i6n pseudomolecular [M - H]- de m/z 2501.4556 (calculado para
C126H219048 — 8.71 ppm 2501.4774) con el que se calculé la formula molecular Ci126H220048 para

este compuesto (Figura 46).
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Figura 46. Espectro de masas ESI y FAB (negativo) de la batatina IX (12).

Con respecto a la batatina X (7) en la EM-FAB- el pico [M/2 - H]- se observa a m/z 1221 ([A
- H]-). El fragmento de m/z 1137 corresponde a la pérdida del residuo de 2-metilbutanoilo con
una diferencia de 84 unidades con respecto al peso del i6n a una m/z de 1221, el fragmento de
m/z 991 corresponde a la pérdida de una metilpentosa con una diferencia de 146 unidades con
respecto al peso del i6n de m/z 1137 y el fragmento de m/z 837 corresponde a la pérdida del
residuo de n-dodecanoilo con una diferencia de 182 unidades con respecto al peso del ion de m/z
1019. En la EM-HRESI la batatina X (7) produjo el iéon pseudomolecular [M - H]- de m/z
2445.4015 (calculado para Ci22H211048 — 5.43 ppm 2445.4148) con el que se calcul6 su formula
molecular Ci22H21204¢ (Figura 47). En la EM-FAB- de la batatina XI (8) el pico [M/2 - H]- se
observo am/z 1249 ([A - H]-). El fragmento de m/z 1165 corresponde a la pérdida del residuo de

2-metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades con respecto al peso del i6n a m/z 1249, el
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fragmento de m/z 1019 corresponde a la pérdida de una metilpentosa con una diferencia de 146

unidades con respecto al peso del i6n a m/z 1165, el fragmento de m/z 837 corresponde a la

pérdida del residuo de n-dodecanoilo con una diferencia de 182 unidades con respecto al peso

delion a m/z 1019 y en la EM-HRESI produjo el i6n pseudomolecular [M - H]- de m/z 2501.4543

(calculado para Ci26H219048 — 9.23 ppm 2501.4774) con el que se calcul6 la férmula molecular

C126H22004s.
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Figura 47. Espectro de masas FAB modo negativo de la batatina X (7).

Este andlisis permiti6 determinar que las batatinas VII-XI contienen al acido siménico B

(Figura 18), mediante los picos observados a m/z 271, 417, 545, 837, 965. 2.6,10-12,17,28-29,96,100-104

Este andlisis también permitié confirmar que las batatinas IX (12) y XI (8) representan un par

de diasteroisémeros.
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6.3 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR UNIDIMENSIONAL Y BIDIMENSIONAL DE LOS

BATATINOSIDOS IV, VII-IX Y PESCAPREINA 1.

El andlisis de los espectros unidimensionales de RMN 1H y 13C y bidimensionales (COSY,
TOCSY, HSQC y HMBC) fue de gran utilidad para la elucidacién estructural de los glicolipidos
individuales purificados. El procedimiento de asignacién de las resonancias se realiz6 iniciando
con la localizacion de las sefiales mejor resueltas y diagnoésticas las cuales corresponden a las
generadas por los protones y carbonos anoméricos de las unidades monosacaridas. Ya que los
batatindsidos VI (4), VII (10) y IX (14) contienen al &cido pentasacarido operculinico A (Figura
14) y los batatinésidos IV (13) y VIII (10), y la pescapreina I (3 y 9) contienen al acido
pentasacarido simodnico B (Figura 18), la elucidacion estructural se realizd6 mediante la
comparacién de sus respectivas constantes espectroscopicas. Sus principales diferencias se
encuentran en el tipo de la unidad monosacarida terminal de la cadena oligosacarida ramificada
ya que en el acido operculinico A es una unidad de hexosa (glucosa) y en el acido simonico B es
una unidad de metilpentosa (ramnosa);%610-1217,28-29,90-97,100-104,107-109 en |a naturaleza de los
grupos acilantes de la cadena oligosacarida y su posicion de esterificaciéon; asi como la posicién

de lactonizacién del nucleo oligosacarido por la aglicona.
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Figura 48. Region anomérica entre 4.7 y 6.4 ppm de espectro de RMN 'H del batatinésido IX (14).
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En la region entre 4.7 y 6.4 ppm de los espectros de RMN H de los batatinésidos VI (4), VII
(10) y IX (14) se observan cinco sefiales generadas por los protones anoméricos de las unidades
monosacaridos, asi como las dos sefiales que aportan las posiciones de esterificacion y
lactonizacion. Como se ilustra en la Figura 48, al analizar las constantes de acoplamientos para
los batatinésidos VI (4), VII (10) y IX (14), se determind que sus nucleos oligosacaridos estan
constituidos por una unidad de fucosa, una de glucosa y tres de ramnosa. Los dobletes de los
protones anoméricos que registraron la constante de acoplamiento grande ( J = 7.5 Hz)
correspondieron a la presencia de una unidad de glucosa y una de fucosa; y los dobletes de los
protones anomeéricos que registraron la constante de acoplamiento pequeia ( / = 1.5 Hz) a las

ramnosas., 6:10.17,29,90-97

Localizados entre 1.4 y 1.6 ppm, se observan cuatro dobletes que indican la presencia de un
numero correspondiente de unidades de metilpentosa en la estructura de estos compuestos y
también se observan dos tripletes entre 0.8 y 1 ppm que son caracteristicos de los protones de
los metilos terminales de los acidos alifaticos de cadena larga, correspondientes al acido que

esterifica a la cadena oligosacarida y a la aglicona (Figura 49).
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Figura 49. Region entre 0.8 y 1.7 ppm del espectro de RMN H del batatindsido IX (14).
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Al analizar las constantes de acoplamiento de las sefiales en la regién entre 4.7 y 6.4 ppm de
los espectros de RMN 'H para los batatindsidos IV (13) y VIII (10), y la pescapreinal (3 y 9), se
determiné que sus nucleos oligosacaridos estan constituidos por una unidad de fucosa y cuatro
de ramnosa (Figura 50). El doblete del proton anomérico que registr6 la constante de
acoplamiento mayor ( / = 7.5 Hz) correspondid a la presencia de una unidad de fucosa; y los
dobletes de los protones anoméricos que registraron la constante de acoplamiento menores ( J =

1.5 Hz) se asignron a las ramnosas.610-12,17,28-29,96,100-104
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Figura 50. Sefiales anoméricas en la RMN 1H del batatinésido VIII (11).

Se observan cinco dobletes localizados entre 1.3 y 1.6 ppm (Figura 51a) que indican la
presencia de un nimero correspondiente de unidades metilpentosa en la estructura para los
batatindsidos IV (13) y VIII (10), y la pescapreina I (3 y 9). También, se observan tres tripletes
entre 0.8 y 1 ppm que son caracteristicos de los protones de los metilos terminales de los acidos
grasos que esterifican a la cadena oligosacarida, uno a 0.86 ppm que corresponde al metilo

terminal de la aglicona (Figura 51b).
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Figura 51. Region entre a) 0.9 y b) 1.5 ppm del espectro de la RMN 1H del batatinésido IV (13).

Después de identificar y diferenciar las sefiales mejor resueltas y diagnésticas en la RMN 1H,
se procedi6 a la asignacion de sus sefiales respectivas de 13C, siendo la primera observacién
importante el nimero de seflales anoméricas observadas entre 97 a 105 ppm (Figura 52) que
indican directamente el nuimero de unidades monosacaridas constituyentes del nucleo
estructural de estas moléculas oligosacaridas, asi como las sefiales entre 173-175 ppm las cuales
corresponden a los grupos carbonilo de los acidos que se encuentra acilando la porcién

glicosidica y al carbonilo aportado por la aglicona que forma la macrolactona caracteristica de

estos compuestos.610,17,29,90-97

En la region para la resonancia de los metilos (16 a 19 ppm) en los espectros de RMN 13C de los
batatindsidos VI (4), VII (10) y IX (14), se observan cuatro sefiales caracteristicas de los
carbonos de los metilos terminales, que indican la presencia de un nimero correspondiente de

unidades de metilpentosas en la estructura de estos compuestos. También, se observan dos
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sefiales entre 14 y 15 ppm, caracteristicas de los metilos terminales, correspondientes al acido
que esterifica a la cadena oligosacarida y a la aglicona (Figura 53). En todos los espectros se

observa la sefal caracteristica del carbono del grupo hidroximetileno de una hexosa
(glucosa),6:10.17.29,90-97 centrado en 62 ppm.
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Figura 52. Region entre 95 y 175 ppm del espectro de RMN 13C del batatindsido IX (14).
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Figura 53. Region entre 14 y 19 ppm del espectro de RMN 1H del batatindsido IX (14).
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Para los batatindsidos IV (13) y VIII (10), y la pescapreina I (3 y 9), en la regiéon anomérica
observada entre 97 a 105 ppm (Figura 54) se observan cinco sefiales que indican directamente
el nimero de unidades monosacaridas constituyentes del ntcleo estructural de estas moléculas
oligosacaridas, asi como tres sefiales entre 173-175 ppm las cuales corresponden a los
carbonilos de los acidos que se encuentran acilando la porcion glicosidica y al carbonilo aportado

por la aglicona que forma la macrolactona.
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Figura 54. Region entre 95y 175 ppm del espectro de RMN 13C del batatindsido VIII (10).

Para estos compuestos, en la regidon para la resonancia de los metilos, en los espectros de
RMN 13C, se observan cinco sefiales caracteristicas de los carbonos de los metilos terminales,
ademas se observan tres sefiales entre 11 y 15 ppm, caracteristicas de los metilos terminales,
correspondientes a los acidos que esterifican a la cadena oligosacarida y a la aglicona (Figura

55).
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Figura 55. Region entre 11 y 19 ppm del espectro de RMN *H del batatindsido VIII (11).

La elucidacion estructural no sélo se realiz6 mediante técnicas espectroscdpicas
unidimensionales, también se utilizaron técnicas espectroscépicas bidimensionales (HSQC, COSY,
TOCSY y HMBC). La asignacion de las sefiales de RMN 1H y 13C se inici6 localizando en el espectro
heteronuclear HSQC los carbonos anoméricos (desplazamientos quimicos alrededor de 97-105
ppm) y sus correspondientes protones anoméricos (desplazamientos quimicos alrededor de 4.7-

6.4 ppm). En la Figura 56 se ilustra las correlaciones anoméricas observadas para el

batatindsido VII (10).
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Figura 56. Espectro heteronuclear HSQC los carbonos anoméricos y sus correspondientes
protones anoméricos del batatinésido VII (10). A) Fuc C1/Fuc H1; B) Ram C1/Ram H1;
C) Ram’ C1/Ram’ H1; D) Ram” C1/Ram” H1; E) Glu C1/Glu H1.

Como segundo paso, se establecieron los cuadros de conectividades para las sefiales de 1H en
el experimento COSY para establecer la secuencia de conectividades vecinales (3/u.u) para asignar
los desplazamientos quimicos de cada una de las sefiales correspondientes a las unidades

monosacaridas individuales del nucleo oligosacaridos, como se ilustra en la Figura 57.
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Figura 57. Conectividad en el experimento COSY (conectividades }Ju.u) de la cuarta
metilpentosa (Ram”) del batatindsido VIII (11)(sefiales de los protones H-1 al H-5).

A pesar de que el establecimiento de los cuadros de conectividad en el experimento COSY
puede representar una herramienta espectroscopica que por si misma resulta eficaz para lograr

la localizacion y la asignacion completa de las sefiales oligosacaridas en la RMN 1H, en la
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elucidacion estructural de las resinas glicosidicas se recurre también a otra técnica bidimensional
homonuclear, el experimento TOCSY.107-109 Este permite localizar las interacciones vecinales y
también todas las correlaciones a larga distancia 'H-'H dentro de una unidad monosacarida
completa. Asi, los cuadros de conectividad que se establecen en el TOCSY son de gran utilidad
cuando existe sobreposicion de sefiales como sucede en la mayor parte de los glicolipidos de las
convolvulaceas, cuyas estructuras oligosacaridas generan espectros de RMN sumamente
complejos, en especial para aquellos polimeros superiores a cuatro unidades monosacaridas y
aquellos que se encuentran con un numero bajo de grupos acilantes.26:10-12,17,28-29,90-97,100-104,107-109
La busqueda de correlaciones a larga distancia 'H-1H en el experimento TOCSY se inicia buscando
nuevamente una sefial oligosacarida diagndstica y claramente resuelta en el espectro
bidimensional, siguiendo en linea recta las sefiales transversales que indican las interacciones
con los demdas protones de la unidad monosacarida completa en una tendencia vertical u

horizontal (Figuras 58).
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Figura 58. Correlaciones a larga distancia para las sefiales de H2-H5 en el experimento TOCSY
correspondientes a la segunda metilpentosa (Ram) del batatinésido VI (4).
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Después de identificar y diferenciar las sefiales aportadas por los protones de cada unidad
monosacarida en la RMN 1H, se procedié a la asignacion de las sefiales de RMN 13C mediante la

técnica HSQC (Figura 59).
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Figura 59. Ampliacion del espectro heteronuclear HSQC del batatinésido VII (10).

La identificacion de las correlaciones a tres enlaces (3/c.n) entre H1-C5 (Figura 60) y a dos

enlaces (%Jcu) entre H6-C5 (Figura 61) en el experimento HMBC permitié sustentar las
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asignaciones hechas para cada una de las unidades monosacaridas que componen al nucleo

oligosacaridos (Cuadros 11y 12).
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Figura 60. Identificacion de las correlaciones a tres enlaces (3Jc.u) entre H1-C5
en el espectro HMBC, del batatindsido IV (13). A) Ram C5/Ram H1; B) Ram’ C5/Ram’ H1;
C) Ram” C5/Ram” H1; D) Ram’ C5/Ram’ H1.
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Figura 61. Correlaciones a dos enlaces (?/c.u) en el experimento HMBC del batatindsido IX (14).
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Cuadro 11. Desplazamientos quimicos en RMN 1H y 13C

de los batatindsidos VI (4), VII (10) y IX (14)

Batatinésido VI2 Batatinésido VIIP Batatinésido IX2
posicion¢ u dc¢ Ou dc¢ Ou dc

Fuc-1 4.80 d (8.0) 101.5 4.81d(8.0) 99.7  4.81d(8.0) 101.6
2 4.49 dd (9.7, 8.0) 73.6  4.51dd (9.7, 8.0) 73.6  4.51dd(9.7,8.0) 73.6
3 4.18dd (9.7, 3.5) 76,5  4.16dd (9.7, 3.5) 76,5  4.19dd (9.7,3.5) 76.5
4 3.91d(3.5) 74.0 4.02d (3.5) 73.6 3.92d(3.5) 73.6
5 3.80q (6.5) 71.2 3.81q(6.5) 71.3 3.81q(6.5) 71.3
6 1.51d (6.0) 17.2 1.51d (6.0) 17.2 1.51d (6.0) 16.9

Ram-1 6.31d (1.5) 100.1 6.26d(1.5) 100.0 6.33d(1.5) 100.1
2 5.21dd (3.5, 1.5) 65.0 6.36 dd (9.5, 3.0) 68.0 5.23dd (3.5, 1.5) 68.0
3 5.63dd (9.5, 3.0) 77.9 4.68dd (3.5,1.5) 78.0 5.65dd (9.5, 3.0) 78.0
4 4.64t(9.5) 76.2 4.26t(9.5) 76.3 4.67t(9.5) 76.3
5 4.97 dq (9.5, 6.0) 68.0  4.32dq (9.5, 6.0) 68.0  4.97dq (9.5, 6.0) 68.0
6 1.55d (6.0) 19.2  1.56d (6.0) 19.2  1.56d (6.0) 18.9
Ram’-1  5.61d(2.0) 99.2  5.80d(1.5) 98.4  5.63d(2.0) 99.2
2 5.97 dd (3.0, 2.0) 72.6  6.39dd (3.5, 1.5) 724  5.99dd (3.0,2.0) 72.4
3 4.61 dd (9.0, 3.0) 80.3  4.84dd (9.5,3.0) 80.3  4.63dd (9.0,3.0) 80.3
4 4.32t(9.0) 779  439t(9.5) 779  4.34t(9.0) 77.9
5 4.33* 68.3 4,92 dq (9.5, 6.0) 68.3 4.33* 68.3
6 1.58d (6.0) 18.7 1.60d (6.0) 18.7 1.60d (6.0) 18.4
Ram”-1 6.21d (1.5) 103.4 6.28d(1.5) 1019 6.23d(1.5) 103.4
2 4.88dd (3.0,1.5) 72.4 4.92dd (3.5,1.5) 724  4.904dd (3.0,1.5) 72.4
3 4.41dd (9.0, 3.0) 72.8 4.25dd (9.5, 3.0) 72.8  4.42dd (9.0,3.0) 72.8
4 4.22t(9.0) 74.0 4.26t(9.5) 74.0  4.26t(9.0) 74.0
5 4.33* 70.8 4.32dq (9.5, 6.0) 70.7 432 70.7
6 1.64 d (6.0) 185  1.65d (6.0) 185  1.65d (6.0) 18.2

Glu-1 5.08d (7.5) 1049 5.18d(7.5) 1043  5.09d(7.5) 104.9
2 3.94 dd (9.0, 8.5) 752  4.03dd (9.0, 8.5) 752 3.96dd (9.0,8.5) 75.2
3 411* 77.9 416 * 78.3 414 * 78.3
4 412 % 70.8 418 * 70.7 4.18 * 70.7
5 3.86 m 76.5 3.87m 78.0 3.87m 78.0
6a 4.36t(10.0) 62.5 4.38t(10.0) 62.5 4.38t(10.0) 62.5
6b 4.46 dd (10.0, 8.0) 4.47 dd (10.0, 8.0) 4.47 dd (10.0, 8.0)

Jal-1 174.9 172.6 174.7
2a 2.26 ddd (14.5, 7.0, 2.0) 34.2 2.27 ddd (14.5, 7.0, 2.0) 34.2 2.28 ddd (14.5, 7.0, 2.0) 34.2
2b 2.65 ddd (14.5,10.5, 3.0) 2.41 ddd (14.5,10.5, 3.0) 2.67 ddd (14.5,10.5, 3.0)

11 3.86 m 79.6 3.81m 79.6 3.87m 79.6
16 0.85t(7.0) 14.3 0.86t(7.0) 12.8 0.87t(7.0) 14.0
Deca-1 173.5
2 2.39.ddd (16.0, 7.5, 2.0) 34.5
10 0.92 t (7.0) 14.5
Dodeca-1 1721 173.5
2 2.40 ddd (16.0, 7.5, 2.0) 345  2.40ddd (16.0, 7.5, 2.0) 34.5
12 0.93t (7.0) 13.0  0.92t(7.0) 14.2

Datos registrados a 5002 y 400Pb

MHz para 'H y 125 MHz para 13C en CsDsN. “Senales

sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes de acoplamiento ( / ) en Hz. s = singulete, d =

doblete, t = triplete, m = multiplete. cAbreviaciones: Fuc = fucosa; Ram = ramnosa; Glu = glucosa;

Jal = &cido 11-hidroxihexadecanoico; Deca = acido decanoico; Dodeca = acido dodecanoico.
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Cuadro 12. Desplazamientos quimicos en RMN 1H y 13C de los

batatindsidos IV (13), VIII (11) y de la pescapreinal (3 y 9).

Batatinésido IVa Batatinésido VIIIP Pescapreina IP
posicion¢ OH dc On dc On dc

Fuc-l  4.79d (8.0) 101.6  4.83d (8.0) 101.8  4.79d (7.8) 101.6

2 4.50 dd (9.5, 8.0) 733 4.54dd (9.5,8.0) 725  4.49-4.52% 73.4

3 4.17 dd (9.5, 3.5) 76.6  4.24dd (9.5,3.5) 76.6  4.18dd (9.53.1) 76.6

4 3.90 73.5 3.94 73.6 3.90 bs 73.6

5 3.80 q (6.0) 712 3.83q(6.0) 713 3.80q (6.4) 71.2

6 1.51d (6.0) 172 1.54d(6.0) 173 1.50d (6.4) 17.2

Ram-1 6.30 bs 100.2 6.36bs 100.3 6.33bs 100.5

2 5.28 bs 69.7 5.33 bs 69.9 5.30 bs 69.8

3 5.58 dd (9.6, 3.0) 778  5.65dd (9.6, 3.0) 779  5.60 dd (9.7,2.5) 77.9

4 4.61dd (9.6,9.6) 780  4.66dd (9.6,9.6) 775  4.64dd (9.7,9.7) 77.5

5 4.99 dq (9.6, 6.0) 67.8  5.03dq(9.6,6.0) 68.0 4.98dq(9.3,6.2) 67.9

6 1.56 d (6.0) 191  1.57d(6.0) 193  1.57d(6.2) 18.6

Ram’-1 5.63 bs 99.1 5.67 bs 99.1 5.65d (1.0) 99.4

2 5.80 bs 72.9 5.85 bs 73.1 5.81dd (3.7,1.0) 73.0

3 4.49dd (9.8,3.0) 80.2 4.61dd (9.8,3.0) 80.2 4.49-4.52* 80.4

4 4.24 dd (9.8, 9.8) 79.1  431dd (9.8,9.8) 785  4.31dd (8.58.5) 78.5

5 432 dq (9.8, 6.3) 683 4.32dq(9.8,6.3) 684  4.29dq(8.55.9) 68.5

6 1.59d (6.3) 187  1.50d(6.3) 187  1.63d(5.9) 183

Ram”1  5.88d(L5) 103.6  5.95d(L5) 103.6  5.92bs 103.2

2 4.60 bs 72.6 4.78 bs 72.7 4.64* 72.6

3 4.39.dd (9.5, 3.0) 701  5.76dd (9.5, 3.0) 755  4.36dd (9.5,3.1) 72.5

4 5.74 dd (9.5, 9.5) 747  4.43dd (9.5,9.5) 713 4.25dd (9.5,9.5) 73.8

5 4.33dq (9.5, 6.0) 68.1 4.40 dq (9.5, 6.0) 71.0 4.27-4.33* 70.7

6 1.38d (6.0) 178  1.67d(6.0) 184  1.54d(6.1) 19.1

Ram™-1  5.53d (1.0) 1043  5.65d (1.0) 1043 558bs 104.4

2 4.75 dd (3.7, 1.0) 72.6  4.65dd (3.7, 1.0) 72.6  4.82dd (2.9,1.3) 72.6

3 4.49dd (9.1,3.7) 72.5 4.35dd (9.1,3.7) 72.6 4.49-4.52* 72.5

4 4.19dd (9.1,9.1) 73.7 4.19dd (9.1,9.1) 73.7 4.27-4.33* 73.6

5 4.27 dq (9.1, 6.1) 70.8  4.29dq(9.1,6.1) 70.5  4.27-4.33* 70.7

6 1.69d (6.1) 187 1.73d(6.1) 188  1.71d (6.0) 18.8

Jal-1 174.8 1749 1749

2a 2.25ddd (15.3, 7.1, 3.1) 336  2.29ddd (15.3,7.1,3.1) 338  2.25ddd (15.3, 6.1, 2.0) 33.7

2b 2.92t(11.7) 2.95t(11.7) 2.91t(12.1)

11 3.86m 79.3 3.89m 79.6 3.84m 79.4

16 0.87 t (6.8) 143 0.88t(6.8) 143 0.85t(7.5) 143
Mba-1 176.3 176.6
2 2.49tq (7.0, 6.7) 415  2.42tq(7.0,6.7) 41.4
2-Me  1.20d(7.5) 170  1.07d(7.5) 16.6
3-Me  0.93t(7.5) 118 091t (7.5) 11.7

Dodeca-1 1729 172.9 1729

2 2.36t(7.2) 344  235t(7.2) 344  2.33t(7.4) 34.4

12 0.94t(7.0) 144 100t 145 092t (7.1) 14.4

Datos registrados a 5002 y 400> MHz para 'H y 125 MHz para 13C en CsDsN. *Sefiales
sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes de acoplamiento ( / ) en Hz. s = singulete, d =
doblete, t = triplete, m = multiplete. cAbreviaciones: Fuc = fucosa; Ram = ramnosa; Jal = acido 11-

hidroxihexadecanoico; Mba = 4cido 2-metilbutanoico; Dodeca = &cido dodecanoico.

74

Fctindin da lac racinac aliracidicac da trac variadadac dal camata (Tnamanon hatatac)



La secuencia de glicosidacién se asigné mediante las correlaciones 'H-13C observadas en el
espectro HMBC en la region oligosacarida, entre los protones anoméricos con los carbonos de las
unidades monosacaridas vecinales.107-109 .a Figura 62 ilustra las conectividades que permitieron

verificar la secuencia de glicosidacidn para la cadena oligosacarida de estos compuestos.
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Figura 62. Correlaciones a tres enlaces (3Jc.u) para la secuencia de glicosidacion en el
experimento HMBC del batatindsido IV (13). A) Fuc C2/Jal C11; B) Ram C1/Fuc H2;
C) Ram ‘C1/Ram H4; D) Ram” C1/Ram’ H4; E) Ram’ C1/Ram’ H3.

La posicion de esterificacion y lactonizacion para los batatinésidos VI (4), VII (10) y IX (14)
se determinaron mediante las siguientes observaciones: en primer lugar, se localizé las sefales
mejor resueltas y diagnostica de la cadena alifatica que corresponden a los grupos metileno alfa a
los dos grupos carbonilos observados en la regiéon de 174 a 175 ppm. En el espectro de RMN 1H
del batatinésido VII (10) se observd un triplete en 2.34 ppm con una constante de
acoplamiento de 7.3 Hz (Figura 63), dificil de interpretar por una sobreposiciéon debido a la
similitud en su desplazamiento quimico con los protones del grupo metileno alfa al grupo
carbonilo de la aglicona que forma la macrolactona a través de la esterificacion intramolecular

con el hidroxilo de la posicién C-2 de la unidad de ramnosa interna (Ram).
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Figura 63. Regién entre 2.2 y 2.5 ppm de espectro de RMN H del batatindsido VII (10).

En el caso de los espectro de RMN 'H de los batatindésidos VI (4) y IX (14) se observd un

doble de doble de dobles en 2.4 ppm. En algunos casos, donde evidentemente hay alguna

restriccion en la libertad conformacional para el residuo de acido graso, estas sefales aparecen

como sefiales magnéticamente no equivalentes y semejantes a un doblete de dobletes de dobletes

para los protones (CHz) correspondiente al grupo metileno alfa al grupo carbonilo de los acidos

n-decanoico (Deca) y n-dodecanoico (Dodeca) (Figura 64).
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Figura 64. Region entre 2.2 y 2.7 ppm de espectro de RMN H del batatindsido IX (14).
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Ademas de estas sefales en 2.4 ppm, en el espectro de RMN H de los batatinésidos VIy IX
se registran dos dobles de dobles de dobles en 2.66 y 2.26 ppm, las cuales son sefiales
diagnosticas correspondientes a los protones del grupo metileno alfa al grupo carbonilo de la
aglicona que forma la esterificacion intramolecular en el hidroxilo de la posicién C-3 de la unidad

de ramnosa interna (Ram).

En el espectro de RMN 'H del batatindsido IV (13) se observa un triplete en 2.35 ppm
(CH2) con una constante de acoplamiento de 7.2 Hz (Figura 65) para los protones
correspondiente a un grupo metileno alfa al grupo carbonilo del acido n-dodecanoico (Dodeca), el

cual se confirma mediante la eliminacion observada de este grupo en la espectrometria de masas.
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Figura 65. Region entre 2.2 y 2.7 ppm de espectro de RMN H del batatindsido IV (13).

Estas senales son dificiles de interpretar en muchos casos por una sobreposicion debido a la

similitud en su desplazamiento quimico con alguno de los protones del grupo metileno alfa al
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carbonilo de la aglicona o a los protones de otro residuo de acido graso, como se observa en el

espectro de RMN 'H del batatinésido VIII (11) (Figura 66).
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Figura 66. Region entre 2.2 a 3.1 ppm de espectro de RMN H del batatindésido VIII (11).

En el espectro de RMN H de la pescapreina I (3 y 9) se observo un triplete en 2.34 ppm
con una constante de acoplamiento de 7.3 Hz (Figura 67), correspondiente al metileno alfa al
grupo carbonilo del acido n-dodecanoico (Dodeca), el cual se confirmé mediante la eliminaciéon

observada de este grupo en la espectrometria de masas.
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Figura 67. Region entre 2.2 y 2.7 ppm de espectro de RMN H de la pescapreina I (9).
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En el espectro de RMN !H de la pescapreina I (3 y 9) se registran dos senales en forma de
doble de doble de dobles centradas en 2.95 y 2.27 ppm (Figura 67), las cuales son sefiales
diagnosticas para los protones del grupo metileno alfa al grupo carbonilo de la aglicona y que
estd formando la esterificacidon intramolecular con la unidad de ramnosa interna inferior (Ram)
en la posicion C-3 de la unidad de ramnosa interna inferior (Ram). También, en los espectros de
RMN H de los batatindsidos IV (13) y VIII (11) en la regi6n de 2.4 ppm (Figuras 65 y 66), se
observo un doble de triplete correspondiente al proton de un metino alfa al grupo carbonilo del
acido 2-metilbutanoico. Otras sefiales diagnosticas para la identificacidn del residuo del acido 2-
metilbutanoico en la RMN 1H 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
aproximadamente a 40 ppm en la RMN 13C. La presencia de cada uno de los residuos de acidos

grasos se confirmé mediante espectrometria de masas.

En segundo lugar, la diferenciacién entre las sefiales de cada uno de los ésteres se determind
en el experimento de HMBC a partir de las correlaciones a dos enlaces (?/cu) entre la sefial de
cada carbonilo y sus correspondientes metilenos en posicion alfa, como se ilustra en las Figuras

68y 69.
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Figura 68. Correlaciones a tres enlaces (¥c.u) en el experimento HMBC del batatinésido VIII (11).
A1) Jal C1/Jal H2a; A2) Jal C1/]Jal H2b; B) Dodeca C1/Dodeca H2ab; C) Mba C1/Mba H2.
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Figura 69. Correlaciones a tres enlaces (¥/c.u) en el experimento HMBC del batatinésido IX (14).
A1) Jal C1/Jal H2a; A2) Jal C1/Jal H2b; B) Dodeca C1/Dodeca H2ab.

El sitio de esterificacion y lactonizacion se dedujo a partir de las correlaciones a tres enlaces
(3Jcu) entre el carbono C-1 (el carboxilo) de cada uno de los ésteres con las sefales protonicas
geminales a estos grupos en el nucleo oligosacarido. El nucleo oligosacarido del batatinésido VII
(10) esta lactonizado en C-2 de la ramnosa interna (Ram) (Figura 70), mientras que el nucleo
oligosacarido de los batatindsidos IV (13), VI (4), VIII (11) y IX (14), asi como de la
pescapreina I, se establece la lactonizacion con la aglicona en la posicion C-3 de la ramnosa
interna (Ram) (Figura 71). También, de este andlisis se pudo determinar que los batatindsidos
VI, VI-IX y la pescapreina I se esterifican en la posicion C-2 de la ramnosa externa (Ram’) con los

acidos grasos acilantes.
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Figura 70. Correlaciones a tres enlaces (3/c.u) en el experimento HMBC
del batatinésido VII (10). A) Jal C1/Ram H2; B) Dodeca C1/Ram’ H2.
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En los espectros de RMN H de los batatindsidos IV (13) y VIII (11), en la regién de 2.4
ppm, se observa un doble de triplete correspondiente al protén de un grupo metino alfa al grupo
carbonilo del acido 2-metilbutanoico (Figuras 65 y 66) y su sitio de esterificacién también se
dedujo a partir de las correlaciones a tres enlaces (3/c.u) en el experimento de HMBC. De esta
forma, se determind que el batatindsido IV (13) esta esterificado en C-4 de la ramnosa externa
inferior (Ram”) (Figura 72), mientras que el batatindsido VIII (13) estd esterificado en C-3 de la

ramnosa externa inferior (Ram”) (Figura 73).
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Figura 72. Correlaciones a tres enlaces (3/c.u) en el experimento HMBC
del batatindsido IV (13). A) Jal C1/Ram H3; B) Dodeca C1/Ram’ H2; C) Mba C-1/Ram” H4.
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6.3.1 ESTRUCTURA DE LOS BATATINOSIDOS IV,VI-IX Y LA PESCAPREINA I:

Este analisis de los datos espectroscOpicos y espectrométricos permitié proponer las

siguientes estructuras:

6.3.1.1 Batatindsido IV (13):

Ester intramolecular 1,3”-11-0-a-L-ramnopiranosil- (1—3) -0- [4-0-(25)-metilbutanoil]
—-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -0-[2-0-n-dodecanoil] -a-L-ramnopiranosil- (1—4) -0O-a-L-

ramnopiranosil- (1—2) -p-D-fucopirandsido del acido jalapinélico.

6.3.1.2 Batatinosido VI (4):

Ester intramolecular 1,3""-11-0- f - D - glucopiranosil -(1—3)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-
0-[2-0-n-decanoil] -a-L-ramnopiranosil- (1—4)-0-a-L-ramnopiranosil  -(1—2)-  (-D-

fucopiranoésido del acido (11S5)-hexadecanoico.

6.3.1.3 Batatinosido VII (10):

Ester intramolecular 1,2"-11-0- f - D - glucopiranosil -(1—3)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-
0-[2-0-n-dodecanoil]  -a-L-ramnopiranosil-  (1—4)-0-a-L-ramnopiranosil -(1—2)-  (-D-

fucopiranoésido del acido (11S5)-hexadecanoico.



6.3.1.4 Batatindsido VIII (11):

Ester intramolecular 1,3"-11-0-a-L-ramnopiranosil- (1—3) -0-[3-0-(25)-metilbutanoil]-
a-L-ramnopiranosil- (1—4) -0-[2-0-n-dodecanoil]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -0-a-L-

ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopirandsido del acido jalapinélico.

6.3.1.5 Batatinosido IX (14):

Ester intramolecular 1,3""-11-0- § - D - glucopiranosil -(1—3)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-

0-[2-0-n-dodecanoil]  -a-L-ramnopiranosil- (1—4)-0-a-L-ramnopiranosil -(1—2)-  S-D-

fucopiranoésido del acido (11S5)-hexadecanoico.

6.3.1.6 Pescapreinal (3 y9):

Ester intramolecular 1,3"-11-0O-a-L-ramnopiranosil- (1—3)-0-a-L-ramnopiranosil-
(1—4) -0-[2-0-n-dodecanoil]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -O-a-L-ramnopiranosil- (1—2) -

p-D-fucopirandsido del acido jalapindlico.
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En las Figuras 74 a la 79 se ilustran las estructuras moleculares propuestas para los

batatindsidos VI, VII-IX y la pescapreina I.
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Figura 74. Estructura molecular propuesta para el Batatinésido IV (13).
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Figura 75. Estructura molecular propuesta para el Batatinésido VI (4).
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Figura 76. Estructura molecular propuesta para el Batatinésido VII (10).

Figura 77. Estructura molecular propuesta para el Batatinésido VIII (11).
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Figura 78. Estructura molecular propuesta para el Batatinésido IX (14).
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Figura 79. Estructura molecular propuesta para la Pescapreina I.
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6.4 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR UNIDIMENSIONAL Y BIDIMENSIONAL DE LAS

BATATINAS V-XI.

Las batatinas V (5), VI (6), VII (1), VIII (2), IX (12), X (7) y XI (8) son dimeros
oligosacaridos constituidos por dos unidades del mismo acido glicosidico. Las batatinas V (5) y
VI (6) son dimeros constituidos por dos unidades del acido operculinico C (Figura 15),
tetrasacarido conformado por una unidad de fucosa y tres unidades de ramnosa y como aglicona
al acido jalapindlico, a diferencia de las batatinas VII (1), VIII (2), IX (12), X (7) y XI (8) que son
dimeros constituidos por dos unidades del acido simoénico B (Figura 18), pentasacarido
conformado por una unidad de fucosa y cuatro de ramnosa y como aglicona al acido jalapindlico.
Debido a que las batatinas V-XI son dimeros constituidos por el mismo tipo de unidades
oligosacaridas, la elucidacion estructural se realiz6 mediante la comparacion de sus constantes
espectroscdpicas. Sus principales diferencias se encuentran en el numero de unidades
monosacaridas que forman su cadena oligosacarida, en la naturaleza de los acidos que esterifican
a estos nucleos glicosidicos, y en la posicién de esterificacion y lactonizacién. Cada unidad del
acido glicosidico (unidades A y B) presentan residuos de los acidos n-decanoico, n-dodecanoico,

2-metilbutanoico, trans-cinamico y 2-metilpropanoico.

6.4.1 BATATINAS III-VI.

La elucidaciéon de las estructuras y la asignacién de los desplazamientos quimicos de sus
sefiales se llevd a cabo combinando las técnicas espectroscopicas en la RMN y en la
espectrometria de masas. La elucidacion se inicié como en los casos descritos anteriormente con
el registro de los espectros unidimensionales de RMN 1H y 13C (Figuras 80-83) de los
compuestos puros para obtener informacién general acerca de su estructura. La estructura
oligosacarida de las batatinas V (5) y VI (6), al igual que la de las batatinas III y IV (Figura 22),
estan constituidas por dos unidades del acido operculinico C (Figura 15).810187590,9298-100 [ag
batatinas III y IV se aislaron del extracto soluble en hexano de la variedad de cascara blanca,
mientras que las batatinas V (5) y VI (6) se aislaron del extracto soluble en cloroformo de la

variedad de ciscara morada.
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Figura 83. Espectros de RMN A)lH y B)13C, de la batatina VI (5).
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Es importante mencionar que toda la espectroscopia en la RMN de las batatinas III, IV, V (5)
y VI (6) es practicamente similar y no hay diferencias significativas en los desplazamientos
quimicos generados por las sefiales de estos compuestos. Mediante la espectrometria de masas se
demostré que estos compuestos poseen la misma féormula molecular, con esta evidencia se
dedujo que ambos representan diasteroisémeros. La propuesta de que la estructura de estos
compuestos esta constituida por dos unidades del nucleo tetrasacarido del acido operculinico C,
pudo deducirse tras observar ocho sefiales anoméricas de carbono relacionadas con ocho
protones anoméricos en el espectro HSQC (Figura 84), seis de ramnosa y dos de fucosa lo cual

también se confirmo verificando las secuencias de glicosilacion con los espectros HMBC.
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En el andlisis de los espectros de RMN !H de la regién anomérica se observaron sefiales no
anoméricas paramagnéticamente desplazadas a campo bajo y de acuerdo con las conectividades
observadas en la expansion del espectro COSY (Figura 85), se determiné que en la estructura de
las batatinas III y IV 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, las dos restantes estan ocupadas por el éster intramolecular
(macrolactona) y la unidn éster entre los dos nucleos oligosacaridos que constituyen la
estructura dimérica de estos compuestos. En la estructura de las batatinas V (5) y VI (6) hay
ocho posiciones de esterificacion, seis de las cuales estan ocupadas por los residuos alquilicos de
los acidos 2-metilbutanoico, trans-cindmico y n-dodecanoico, también confirmado por
espectrometria de masas. Las dos posiciones de esterificacion restantes estdn ocupadas por la

macrolactona y la unién éster entre las dos unidades oligosacaridas que establece su estructura

. o
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Figura 85. Seccién del espectro COSY para la porcidn oligosacarida de la batatina IV (8).
Correlaciones (3/u.1): A) Ram H2/H3, unidad A; B) Ram’ H2/H3, unidad A; C) Ram’ H3/H4, unidad A;
D) Ram” H3/H4, unidad A; E) Ram” H4/H5, unidad A; F) Ram H1/H2, unidad B; G) Ram H2/H3,
unidad B; H) Ram’ H2/H3, unidad B; I) Ram” H3/H4, unidad B; ]) Ram” H4/H5, unidad B.

92

Fctindin da lac racinac aliracidicac da trac variadadac dal camata (Tnamanon hatatac)



Después de haber realizado la asignacion de las sefales y sus desplazamientos quimicos
mediante los espectros COSY, TOCSY y HSQC, se procedid con el establecimiento de la asignacién
de las distintas posiciones de esterificacion por medio de los espectros HMBC (Figuras 86 y 87).
El andlisis detallado permiti6 determinar las diferencias estructurales de este par de
diasteroisomeros y con lo cual se concluyé que comparten el mismo patron de sustitucion, siendo
la Unica diferencia para las batatinas III y IV en la posicion en la que los acidos n-decanoico y n-
dodecanoico esterifican a la unidad B, especificamente en sus unidades monosacaridas ramnosa

externa superior (Ram’) y ramnosa terminal (Ram”).
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Figura 86. Seccién del espectro HMBC de la batatina III para la determinacién de las posiciones de esterificacidn.
Conectividades (3/c.u): A) Jal C1/Ram H3, unidad A; B) Jal C1 unidad B/Ram’ H3 unidad A; C) Dodeca C1/Ram” H4,
unidad A; D) Deca C1/Ram H3, unidad A; E) Dodeca’ C1/Ram’ H2, unidad B; F) Deca’ C1/Ram” H4, unidad B.
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Figura 87. Seccion del espectro HMBC de la batatina IV para la determinacién de las posiciones de esterificacion.
Conectividades (3/c.u): A) Jal C1/Ram H3, unidad A; B) Jal C1 unidad B/Ram’ H3, unidad A; C) Dodeca C1/Ram” H4,
unidad B; D) Dodeca C1/Ram H4”, unidad A; E) Deca C1/Ram’ H2, unidad B;

F) Deca C1/RamH3, unidad B.

Las batatinas V (5) y VI (6) comparten el mismo patrén de sustituciéon pero no la misma
posicion de lactonizaciéon ya que en la unidad glicosidica A de la batatina V se establece la
macrolactonizacion en C-3 de la ramnosa interna inferior (Ram), mientras que este nucleo
oligosacarido de la batatina VI esta lactonizado por la aglicona en la posicion C-2 de la ramnosa
interna inferior (Ram). Para las batatinas IIl y IV se determin6 que comparten la misma posicion
de lactonizacién que la batatina V (5). Para las batatinas III-VI, la posicién de la union éster
entre las dos unidades oligosacaridas se localiza por las conectividades 3/cy entre el grupo
carbonilo por el éster (6c.1 174.1-174.4; unidad B) y el H-3 de la tercera unidad monosacarida
(Ram’) (6u-3 5.67-5.68 unidad A). Para las batatinas III-1V, el grupo n-dodecanoilo en la unidad A
(O6¢c-1173.4-173.5) fue localizado en la unidad monosacarida terminal (Ram'’) (éu 5.80); y el grupo

n-decanoilo en la unidad B (¢-1 173.2) fue localizado en C-3 de la segunda unidad monosacarida
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(Ram) (8 5.58). Las figuras 86 y 87 muestra una expansion del espectro de HMBC de
correlaciones 3Jcy entre la posicion de aislacion en la cadena oligosacarida y entre los tres
distinguibles resonancias de tipo carbonil. Los residuos de dodecanoil fueron diferenciados de
los sustituyentes decanoil mediante el pequefio cambio en su desplazamiento quimico a campo
bajo (Ad ca. +0.3 ppm) inducido por el incremento (CHz)2 en el largo de la cadena alifatica.l19 La
diferencia entre las estructuras isoméricas de las batatinas III y IV consiste en la posicién de los
residuos n-decanoilo o n-dodecanoilo en C-2 de la segunda ramnosa y C-4 de la ramnosa termina

en la cadena glicosidica.

Para la batatina V (5), la sefial de carbonilo centrado en § 174.5 se asign6 a la lactona y el
sitio de lactonizacién en la unidad A se corroboré su ubicacién en C-3 de la segunda unidad
monosacarida (Ram, unidad A). Para la batatina VI (6), la sefial del carbonilo centrado en § 174
se asignd a la lactona y el sitio de lactonizacion se ubicoé en el C-2 de la segunda unidad
monosacarida (Ram, unidad A). Para los dos compuestos, al igual que las batatinas III y IV, la
posicion del enlace entre la unida B aciclica y la unidad A macrociclica se identifico entre el grupo
carbonilo del éster (6c 174.1-174.4; unidad B) y H-3 de la ramnosa intermedia (6u 5.67-5.68;
unidad A), ademas de mostrar el mismo patron de acilacion por tres acidos grasos diferentes en
cada fraccion oligosacarida. Los sitios de esterificacion fueron: cada residuo de n-metilbutanoilo
(6c-1 175.4 -175.5) en H-2 de la ramnosa intermedia (Ram’) a éu 6.45 (unidad A) o a 6.46 (unidad
B); los grupos n-dodecanoilo (6c-1 173.3-173.4) en H-4 de la ramnosa terminal (Ram”) a éu 5.77
(unidad A) o a 5.84 (unidad B); y los residuos de cinamoilo (d¢c-1 166) se localizaron en C-2 de la
tercera ramnosa (Ram”). Estas estructuras diastereoméricas difieren en la posicién de
lactonizacién por la aglicona en la unidad A. Para la batatina V (5), la lactona macrociclica (6c-1
174.5) se ubic6 en C-3 de la segunda unidad sacarida (Ram) (éu-3 5.68), mientras que para la
batatina VI (6) se localizé (6c-1 174) en C-2 de la segunda unidad sacarida (Ram) (6u-2 5.96). Para
las batatinas III-V, la sefial del carbonilo centrada a § 174.5-174.8 se asigno al grupo lactona por
los acoplamientos %Jcu con el metileno diastereotopico C-2 de la aglicona (én 2.13-2.17 y 2.24-
2.27). El sitio de lactonizacion en la unidad A se corrobor6 en C-3 de la segunda unidad
monosacarida (Ram) por las constantes 3/cy entre este grupo carbonilo de la lactona y sus

protones geminales (6n 5.57-5.58) en el anillo piranésido.



6.4.2 ESTRUCTURAS PARA LAS BATATINAS III - VI

De acuerdo con toda

la informacion espectroscopica y espectromeétrica analizada se

propusieron la siguientes estructuras para las batatinas III - VL.

6.4.2.1 BATATINAIII:

Ester intramolecular 1-3”- 11 - O -a - L - ramnopiranosil - {4 - 0 -(n-dodecanoil)}- (1—4) - 0

-a-L-[3-0-(11S-hidrohexadecanoil) - 11 -0 -a -L -ramnopiranosil - {4 - O - (n-decanoil)} -

(1—4) - O - a - L - ramnopiranosil - {2 - 0 - (n-dodecanoil)}- (1—4) - O - « - L - ramnopiranosil -

{3-0-(n-decanoil)} - (1—2) - O - B -D - fucopiranésido] ramnopiranosil - (1—-4) - 0 - a - L -

ramnopiranosil - (1—2) - O - § -D - fucopirandsido del acido (115)-hidroxihexadecanoico.

6.4.2.2 BATATINAIV:

Ester intramolecular 1-3”- 11 - 0 -a - L - ramnopiranosil - {4 - 0 -(n-dodecanoil)}- (1—=4) - 0

-a-L-[3-0-(11S-hidrohexadecanoil) - 11 -0 -« - L -ramnopiranosil - {4 - O - (n-dodecanoil)} -

(1—-4) - 0 - @ - L - ramnopiranosil - {2 - O -(n-decanoil)} - (1—=4) - O - a - L - ramnopiranosil - {3-

0-(n-decanoil)} - (1—=2) - O - B -D - fucopirandsido] ramnopiranosil - (1—4) - 0 - « - L

ramnopiranosil - (1—2) - O - £ -D - fucopirandsido del acido (115)-hidroxihexadecanoico.

6.4.2.3 BATATINA 'V (5):

Ester intramolecular 1-3”- 11 - O -a - L - ramnopiranosil - {4 - 0 —-(n-dodecanoil); 2 - 0
(trans-cinamoil)} - (1—4) - O - @« - L - [3 - O - (11S-hidrohexadecanoil) - 11 -0 -a -L

ramnopiranosil - {4 - O - (n-dodecanoil); 2 - O -(2- trans-cinamoil)} - (1—-4) - 0 - a - L

ramnopiranosil - {2 - O - (2-metilbutanoil)} - (1—=4) - O - a - L - ramnopiranosil - (1—2) - 0 -

B - D - fucopiranésido] - {2 - O - (2-metilbutanoil)} ramnopiranosil - (1—-4) - 0 - a - L -

ramnopiranosil - (1—2)
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6.4.2.4 BATATINA VI (6):

Ester intramolecular 1-2”- 11 - O -a - L - ramnopiranosil - {4 - 0 —-(n-dodecanoil); 2 - 0 -

(trans-cinamoil)} - (1—»4) - 0 - a - L - [3 - O - (11S-hidrohexadecanoil) - 11 -0 -a -L

ramnopiranosil - {4 - O - (n-dodecanoil); 2 - 0 -(2- trans-cinamoil)} - (1-4) -0 - a - L

ramnopiranosil - {2 - O - (2-metilbutanoil)} - (1—4) - 0 - a - L - ramnopiranosil - (1—2) - 0

B - D - fucopiranésido] - {2 - O - (2-metilbutanoil)} ramnopiranosil - (1—-4) - 0 - a - L

ramnopiranosil - (1—2) - O - § - D - fucopiranédsido del acido (11S5)-hidroxihexadecanoico.

En las Figuras 88 y 91 se ilustran las estructuras moleculares propuestas para las batatinas

III - VL.
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Figura 89. Estructura molecular propuesta para la Batatina IV.
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Cuadro 13. Desplazamientos quimicos en RMN 1H de las batatinas IIl y IV.

Batatina III Batatina IV
protont Unidad A Unidad B Unidad A Unidad B
Fuc-1 4.78 d (8.0) 4.79d (7.5) 4.78d (8.0) 4.79d (7.8)
2 4.53 dd (9.5, 7.5) 4.54 dd (9.5, 7.5) 4.52 dd (9.5, 7.8) 4.54 dd (9.5, 8.0)
3 4.18dd (9.5, 3.0) 418 dd (9.5, 3.0) 419 dd (9.5, 3.5) 419 dd (9.5, 3.5)
4 3.92d(2.0) 3.92d (2.0) 3.92d(1.0) 3.92d(1.0)
5 3.82 qd (6.0, 2.0) 3.82 qd (6.0, 2.0) 3.816 qd (6.5, 1.0) 3.821qd (6.5, 1.0)
6 1.521d (6.0) 1.518d (6.0) 1.52d (6.5) 1.515d (6.0)
Ram-1 6.36d (2.0) 5.89d(1.5) 6.36d (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) 5.58dd (9.8, 3.0) 5.72.dd (9.5, 2.5)
4 4.581(9.7) 4.561(9.8) 4.581(9.8) 456 (9.5)
5 5.00 dq (9.7, 6.3) 4.40 dq (9.8, 6.0) 5.01dq (9.8, 6.3) 4.40 dq (9.5, 6.0)
6 1.593 d (6.3) 1.586 d (6.0) 1.59d (6.3) 1.58d (6.0)
Ram‘-1 6.38d (1.5) 5.55d(1.3) 6.38d (2.0) 5.55d (1.5)
2 5.25 bs 5.78dd (3.0, 1.3) 5.26 bs 5.78dd (2.0, 1.5)
3 5.67 dd (9.8, 3.0) 4.59 dd (9.4, 3.0) 5.67 dd (9.5, 2.5) 4.59 dd (9.5, 2.0)
4 4.71t(9.8) 4.25t(9.4) 4.71t(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) 4.36dq (9.5, 6.5)
6 1.59 d (6.3) 1.67 d (6.0) 1.59d (6.3) 1.67 d (6.5)
Ram”-1 5.69d (1.5) 6.17d (1.5) 5.69d (1.5) 6.17 d (1.0)
2 4.48 dd (3.0, 1.5) 4.78 bs 4.49 bs 4.78 bs
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) 5.84t(9.5.0) 5.80t(9.5) 5.84t(9.5)
5 4.314dq (9.5, 6.0) 4.41dq (9.5, 6.0) 4.31dq (9.5, 6.0) 4.41dq (9.5, 6.0)
6 1.38d (6.0) 1.47 d (6.0) 1.38d (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) 2.13ddd (14.0,7.0,3.5) 2.23ddd (15.2, 6.6,2.8)
2.27 ddd (16.0, 8.5,3.0) 2.70 ddd (14.0,7.0,2.5) 2.27 ddd (14.0,8.5,3.5) 2.70ddd (14.6,7.0,3.0)
11 3.84-386* 3.84-386* 3.84-386* 3.84-386*
16 1.00 t (7.5) 1.02 t (7.0) 1.00 t (7.5) 1.02 t (7.0)
Deca -2 2.29* 2.28 *
2.40 ddd (16.0,8.0 1.5) 2.40 ddd (16.0, 7.5, 2.0)
10 0.861t (7.5) 0.862 t (7.5)
Deca -2 2.29% 2.28*
2.40 ddd (16.0, 8.0 1.5) 2.40 ddd (16.0, 7.5, 2.0)
10 0.859t(7.0) 0.860t (7.0)
Dodeca-2 2.47 ddd (15.5,7.5,6.0) 2.33t(7.5) 2.47 ddd (15.5,7.5,6.0) 2.34dd (8.5,7.0)
12 0.874 t (7.0) 0.876 t (7.0) 0.873 t (7.0) 0.871t(7.0)

aDatos registrados a 500 MHz en CsDsN. “Sefiales sobrepuestas. Los acoplamientos ( ]/ ) se
encuentran en paréntesis y se expresan en Hz. s = sefial simple, d = doble, t = sefial triple, q =

sefial cuadruple, m = sefial multiple. PAbreviaciones: Fuc = fucosa; Ram = ramnosa; Jal = 11-

hidrohexadecanoilo; Deca = decanoilo; Dodeca = dodecanoilo.
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Cuadro 14. Desplazamientos quimicos en RMN H de las batatinas V (5) y VI (6).

Batatina V2 Batatina VI2
protén® Unidad A Unidad B Unidad A Unidad B
Fuc-1 4.77 d (8.0) 4.78d (7.8) 4.85d (8.0) 4.87d (7.7)
2 4.53dd (9.5,7.5) 4.55dd (9.5,7.5) 4.17dd (9.5,7.8) 4.53 dd (9.5, 8.0)
3 4.17dd (9.5,3.5) 4.18dd (9.5,3.5) 4.07 dd (9.5, 3.2) 4.17 dd (9.5, 3.2)
4 3.89 * 3.89 * 3.96d (2.0) 3.96d (1.0)
5 3.79 bs 3.81 bs 3.84 bs 3.84 bs
6 1.50d (6.0) 1.52d (6.0) 1.58d (6.1) 1.61d(6.2)
Ram-1 6.35 bs 5.89 bs 5.66 bs 5.90 bs
2 5.28 bs 4.71 bs 5.96 bs 4.70 bs
3 5.57dd (9.8,3.0) 5.72dd(9.8,3.3) 5.04dd(9.0,3.3) 5.73dd (9.5, 2.5)
4 4.59t(9.6) 4.56 1 (9.8) 4.581(9.8) 4.531t(10.1)
5 5.01dq(9.5,6.0) 4.40dq(9.5,6.0) 5.04dq(9.5,6.0) 4.40 dq (9.5, 6.0)
6 1.58d (6.3) 1.57 d (6.0) 1.64d (6.1) 1.63d(6.1)
Ram‘-1 6.37 bs 5.55 bs 6.37 bs 5.55 bs
2 6.45 bs 6.45dd (3.0,1.3) 6.46bs 6.46 bs
3 5.68dd (9.8,3.0) 4.59dd(9.4,3.0) 5.68dd (9.5,2.5) 4.60 dd (9.5, 2.0)
4 4.71t(9.8) 4.25t(9.4) 4.70t(9.5) 4.23t(9.5)
5 5.07dq (9.8,6.3) 4.35dq(9.4,6.0) 5.04dq(9.5,6.5) 4.34 dq (9.5, 6.5)
6 1.60d (6.3) 1.67 d (6.0) 1.67 d (6.2) 1.69d (6.1)
Ram”-1 5.62d(1.5) 6.16 bs 5.69d (1.5) 6.16 bs
2 6.17 bs 5.91 bs 6.17 bs 5.98 bs
3 4.42dd (9.5,3.0) 4.53dd(9.53.0) 4.47dd (9.5 3.0) 4.55dd (9.5, 3.2)
4 5.77 t(9.5) 5.84t(9.5.0) 5.78 t (9.5) 5.81t(9.5)
5 4.33dq(9.5,6.0) 4.41dq(9.56.0) 4.35dq (9.5, 6.0) 4.42 dq (9.5, 6.0)
6 1.37 d (6.0) 1.47 d (6.0) 1.54 d (6.2) 1.57d (6.1)
Jal-2 2.17* 2.20* 2.24* 2.19 ddd (13.6, 6.5, 2.8)
2.24* 2.64* 2.78ddd (13.8,6.8,2.8)  2.64ddd (13.9, 6.9, 2.8)
11 3.80 bs 3.84 bs 3.84 bs 3.84 bs
16 0.99t(7.5) 1.02t(7.0) 0.98t(7.5) 0.99t(7.2)
Dodeca-2  2.52%* 2.52* 2.50* 2.50
12 0.86t(7.0) 0.876 t(7.0) 0.86t(7.4) 0.87t(7.5)
Mba-2 2.45* 2.47* 2.44ddd (13.8,7.0,2.2) 2.46ddd (13.8,6.7,2.2)
2-Me 1.15d (7.5) 1.14d (7.5) 1.15d (6.9) 1.9d (7)
3-Me 0.84t(7.5) 0.93t(7.5) 0.84t(7.1) 0.881t(7.6)
Cna-2 6.62 d (16.0) 6.40d (15.9) 6.54 d (16.0) 6.40d (15.9)
3 7.89d (15.9) 7.69d (16.0) 7.85d (16.0) 7.69d (15.9)

aDatos registrados a 500 MHz en CsDsN. Los acoplamientos se encuentran en paréntesis (/) y se
expresan en Hz. “Sefales sobrepuestas. s = singulete, d = doblete, t = triplete, m = multiplete.
bAbreviaciones: Fuc = fucosa; Ram = ramnosa; Jal = 11-hidroxihexadecanoilo; Mba = 2-

metilbutanoilo; Dodeca = dodecanoilo; Cna = trans-cinamoilo.
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Cuadro 15. Desplazamientos quimicos en RMN 13C de las batatinas III-VI.

Batatina III2 Batatina IV2 Batatina Va Batatina VI2
carbénb Unidad A  Unidad B Unidad A  Unidad B Unidad A Unidad B Unidad A Unidad B
Fuc- 1 101.7 101.5 101.7 101.5 101.3 101.4 101.3 101.4
2 73.0 73.1 73.0 73.2 72.9 73.2 80.5 73.3
3 76.7 76.6 76.9 76.8 76.6 76.4 73.2 76.5
4 73.4 73.4 73.6 73.6 73.4 73.4 73.6 73.6
5 71.2 71.2 71.2 71.2 71.0 71.0 70.5 71.0
6 17.2 17.2 17.2 17.2 17.4 17.4 17.6 17.6
Ram -1 100.2 102.4 100.3 102.4 100.0 102.2 100.0 102.3
2 69.4 70.3 69.6 70.4 69.3 70.3 72.9 70.4
3 77.9 75.5 77.9 75.6 77.8 72.5 71.0 72.5
4 79.1 78.1 79.1 78.1 79.0 78.1 79.9 78.1
5 67.7 69.0 67.7 69.0 67.8 69.3 67.8 69.3
6 18.9 18.5 19.0 18.5 18.9 18.4 18.9 18.4
Ram’-1 100.2 100.6 100.3 100.6 100.0 100.4 100.0 100.4
2 69.5 74.2 69.7 74.3 72.9 72.9 72.9 72.7
3 78.9 70.8 79.0 70.9 78.6 71.0 79.0 71.0
4 76.0 80.6 76.0 80.7 76.4 79.5 76.4 79.5
5 67.4 68.5 67.4 68.5 67.4 68.3 67.4 68.3
6 19.3 18.7 19.3 18.7 19.1 18.8 19.1 18.8
Ram”-1 103.5 103.6 103.6 103.7 103.6 103.7 103.6 103.7
2 72.4 72.1 72.6 72.3 72.7 719 72.7 719
3 69.9 70.1 70.1 70.2 73.3 73.3 73.3 73.3
4 75.0 75.3 75.4 75.0 75.0 75.3 75.4 75.0
5 68.1 67.9 68.1 68.0 67.8 68.0 67.8 68.0
6 17.8 18.0 17.9 18.0 17.6 17.8 17.6 17.8
Jal-1 174.8 174.3 174.8 174.4 174.5 174.4 174.0 174.1
2 34.6 34.2 34.6 34.3 34.3 339 349 34.0
11 79.7 79.3 79.8 79.3 79.5 79.3 81.4 79.5
16 14.5 14.5 14.6 14.6 14.3 14.3 14.3 14.3
Deca-1 173.2 173.2
2 34.4 344
10 14.2 14.3
Deca -1 172.6 172.6
2 34.4 344
10 14.2 14.3
Dodeca -1 173.5 173.4 173.4 173.5 173.3 173.4 173.3 173.4
2 34.6 34.6 34.7 34.7 34.6 34.6 34.7 34.7
12 14.2 14.2 14.3 14.3 14.0 14.0 14.0 14.0
Mba-1 175.5 175.5 175.4 175.4
2 41.3 41.3 41.3 41.3
2-Me 16.6 16.6 16.5 16.5
3-Me 11.3 11.3 11.3 11.3
Cna-1 166.0 166.0 166.0 166.0
2 118.3 118.3 118.3 118.3
3 144.8 144.8 145.1 145.1

Datos registrados a 1252 MHz en CsDsN. s = singulete, d = doblete, t = triplete, m = multiplete.
bAbreviaciones: Fuc = fucosa; Ram = ramnosa; Jal = 11-hidroxihexadecanoilo; Mba = 2-
metilbutanoilo; Deca = decanoilo; Dodeca = dodecanoilo; Cna = trans-cinamoilo.
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6.4.3 BATATINAS VII (1), VIII (2), IX (12), X (7) YXI (8)

La estructura oligosacarida dimérica de las batatinas VII-XI, al igual que la de las batatinas I
y II (Figura 21), esta constituida por dos unidades del ntcleo pentasacarido del 4cido siménico B
(Figura 18) y, por lo tanto, la elucidacion estructural se realizé6 mediante la comparacién de sus
constantes espectroscopicas.t10-12,17,28-29,96,100-104 Sin embargo, sus principales diferencias se
encuentran en los acido que esterifican a la cadena oligosacarida, en la posicion de esterificaciéon
y en la posicion de lactonizacion. Las batatinas I, 11, VII (1) y VIII (2) se aislaron del extracto
soluble en hexano de la variedad de cascara blanca, las batatinas X (7) y XI (8) se aislaron del
extracto soluble en cloroformo de la variedad de cascara morada mientras que la batatina IX

(12) se aislo6 del extracto soluble en cloroformo de la variedad de cascara amarilla.
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Figura 92. Seccién del espectro HSQC de la batatina VIII (2) para la identificacién de los carbonos anoméricos y sus

correspondientes protones. A) Fuc C1/Fuc H1, unidad A; B) Fuc C1/Fuc H1, unidad B; C) Ram C1/Ram H1, unidad A;

D) Ram C1/Ram H1, unidad B; E) Ram’ C1/Ram’ H1, unidad A; F) Ram’ C1/Ram’ H1, unidad B; G) Ram” C1/Ram” H1,
unidad A; H) Ram” C1/Ram” H1, unidad B; I) Ram”” C1/Ram’” H1, unidad A; J) Ram”’ C1/Ram’” H1, unidad B.
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La primera evidencia para confirmar que las batatinas VII-XI poseen una estructura
polimérica fue la identificacién de las sefiales en la regién de desplazamiento quimico
comprendida entre los 95 y 105 ppm en la RMN 13C. Se demostr6é mediante el espectro HMQC que

estas sefiales se correlacionan exactamente con diez sefiales anoméricas en la RMN 1H (Figuras
92 y 93).11,18,2568-70
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Figura 93. Seccién del espectro HSQC del batatina IX (12) para la identificacidn de los carbonos
anoméricos y sus correspondientes protones. A) Fuc C1/Fuc H1 unidad A; B) Fuc C1/Fuc H1 unidad B;
C) Ram C1/Ram H1 unidad A; D) Ram C1/Ram H1 unidad B; E) Ram’ C1/Ram’ H1 unidad A;

F) Ram’ C1/Ram’ H1 unidad B; G) Ram” C1/Ram” H1 unidad A; H) Ram” C1/Ram” H1 unidad B;

[) Ram” C1/Ram’ H1 unidad A; J) Ram’” C1/Ram’” H1 unidad B.

Como siguiente paso, se establecieron los cuadros de conectividad para estas sefiales en el
experimento COSY y TOCSY simultaneamente con el objetivo de asignar las sefales
correspondientes a cada unidad monosacarida del nucleo oligosacarido. Con los cuadros de
conectividad en el experimento COSY se obtiene la secuencia de conectividades 3JH-H para cada

sefial (Figura 109 y 110).
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Figura 94. Cuadros de conectividades para las sefiales de H1-H5 en el experimento COSY
correspondientes a la ramnosa interna superior (Ram, unidad A) de la batatina IX (12).
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correspondientes a la ramnosa interna superior (Ram, unidad A) de la batatina X (7).
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En la Figura 96 se muestra la porcién oligosacarida del espectro TOCSY, el cual permite
localizar las interacciones vecinales y también pueden hallarse las correlaciones a larga distancia
1H-1H entre los protones de una unidad monosacarida completa (sefiales de los protones H-1 al
H-6). La busqueda de correlaciones a larga distancia 1H-1H en el experimento TOCSY se inicia
buscando nuevamente una sefial oligosacarida diagndstica y claramente resuelta en el espectro
bidimensional, siguiendo en linea recta las sefiales transversales que indican las interacciones
con los demas protones de la unidad monosacarida completa en una tendencia vertical u

horizontal.
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Figura 96. Porcion oligosacarida de la ramnosa (sefiales de los protones H-1 al H-5, Ram unidad A)
de la batatina IX (12) en el espectro TOCSY.

Después de identificar y diferenciar las sefiales aportadas por los protones de cada unidad
monosacarida en la RMN 1H, se procedi6 a la asignacién de las sefales de 13C mediante la técnica

HSQC (Figura 97).
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Figura 97. Asignacidn de las sefiales de RMN 13C mediante la técnica HSQC de la batatina XI (8).

La identificacion de las correlaciones a tres enlaces (3/c-n) entre C5-H1 (Figura 98) y a dos
enlaces (%Jcu) entre C5-H6 (Figura 99) en el experimento HMBC permitié sustentar estas
asignaciones en las diferentes unidades monosacaridas que componen a cada unidad

oligosacarida.
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Figura 98. Identificacién de las correlaciones a tres enlaces (3]c.u) diagnédsticas en el espectro HMBC de la batatina
IX (12). A) Fuc C5/Ram H1, unidades Ay B; B) Ram C5/Ram’ H1, unidades A y B; C) Ram’ C5/Ram” H1, unidades Ay
B; D) Ram” C5/Ram’ H1, unidades Ay B.
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Figura 99. Identificacién de las correlaciones a dos enlaces (3/c-u) diagndsticas en el espectro HMBC de la batatina
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La secuencia de glicosidacion de las batatinas VII-XI se asign6 mediante las correlaciones
1H-13C observadas en el espectro HMBC en la region oligosacarida entre los protones anoméricos
con los carbonos de las unidades monosacaridas vecinales que constituyen el enlace glicosidico.
Las Figuras 100 y 101 ilustran las conectividades en el experimento HMBC que forman la

cadena oligosacarida de estos compuestos.
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Figura 101. Correlaciones a tres enlaces (3/c-u) para la secuencia de glicosidacion de la batatina X (7).
A) Fuc C1/Jal H11, unidad A; B) Fuc C1/Jal H11, unidad B; C) Ram C1/Fuc H2, unidad A; D) Ram C1/Fuc H2, unidad
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H4, unidad B; I) Ram’” C1/Ram’ H3, unidad A; J) Ram’” C1/Ram’ H3, unidad B.

Las correlaciones mas importantes presentes en los espectros HMBC de los las batatinas
VII-XI son:

* Lasefial del carbono C-2 de la unidad fucosa con el H-11 del acido jalapinélico, unidad A.

* La sefial del carbono C-1 de la unidad de ramnosa interna superior (Ram) con el H-2 de
la fucosa (Fuc).

* Lasenal 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’).

* Lasenal del carbono C-1 de la unidad de ramnosa externa inferior (Ram”’) con el H-3 de a

ramnosa interna inferior (Ram’).

Para poder determinar la posicién de esterificacion y lactonizacion para las batatinas VII-XI,
en primer lugar, se localiz6 las sefiales centradas entre 2.0-2.8 ppm para los protones del grupo
metileno, o protén del grupo metino como del 2-metilpropanoilo (Iba) o del 2-metilbutanoilo
(Mba)(Figura 102), alfa a los grupos carbonilos y sus correlaciones a dos ligaduras con los

carbonos anoméricos observados en la regién de 160 a 175 ppm (Figuras 103-104). Luego, se
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detectaron las sefiales desplazadas a campo bajo producto de la acilacién.28-29,90-97,100-104,107-109
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Figura 102. Sefiales centradas entre 2.0-2.8 ppm del espectro de RMN 'H
para los protones del grupo metileno y protén de los grupos metino de la batatina VII (1).

En la estructura de las batatinas VII-XI, hay seis posiciones de esterificacion, cuatro de las
cuales estan ocupadas por los acidos 2-metilbutanoico, 2-metilpropanoico, trans-cinamico, n-
decanoico y n-dodecanoico (confirmado por espectrometria de masas) y las dos restantes estan
ocupadas por el éster intramolecular (macrolactona) y la unién éster entre las dos unidades
glicosidicas que constituyen su estructura dimérica. 11.18.2568-70 En algunas casos, se observé hay

una sobreposicion entre las sefnales proténicas geminales a los grupos de esterificacion en el

nucleo oligosacaridos y las sefales anoméricas.
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Figura 103. Correlaaones a dos enlaces (¥cu) en el experimento HMBC de la batatina VII (1). A) Jal C1/]Jal H2ab,
unidad A; B) Jal C1/Jal H2, unidad B; C) Dodeca C1/Dodeca H2, unidades A y B; D) Mba C1/Mba H2, unidad B; E) Iba
C1/Iba H2, unidad A.
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Figura 104. Correlaciones a dos enlaces (¥/cu) en el experimento HMBC de la batatina VIII (2).
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D) Mba C1/Mba H2, unidad A; E) Mba C1/Mba H2, unidad B.

El grupo carbonilo del trans-cinamoilo para la batatina VIII (2) pudo identificarse
facilmente del resto de los otros ésteres por su desplazamiento quimico caracteristico (ca. §
167).103 También, la asignacidn de esta sefial se confirmé a través de las conectividades con los
protones vinilicos (dobletes Jirans = 16 Hz en la RMN 1H) de las posiciones 2 y 3 de este residuo

(Figura 105).
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Figura 105. Seccidn del espectro HMBC de la batatina VIII (2) para la identificacién y determinacién del residuo
trans-cinamoilo. Conectividades (3/c-u): A) Cna C1/Cna H2, B) Cna C1/Ram” H3 unidad B.
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La diferenciacion entre las sefiales de los carboxilos de las agliconas y de los residuos de
acidos grasos se logré mediante las correlaciones a dos enlaces (%Jcu) en el experimento de HMBC
(Figura 106), utilizando las sefiales distinguibles de los protones del grupo metileno alfa al
grupo carbonilo de la macrolactona (en forma de dos multipletes que integran para un hidrégeno
ya que no son sefiales magnéticamente equivalentes) y del residuo de acido graso (en forma de

un triplete que integra para dos hidrégenos ya que son equivalentes).
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o
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Figura 106. Correlaciones a dos enlaces (3/c.u) en el experimento HMBC de la batatina IX (12).
A) Jal C1/Jal H2ab, unidad A; B) Jal C1/Jal H2, unidad B; C) Dodeca C1/Dodeca H2, unidades Ay B;
D) Mba C1/Mba H2, unidades Ay B

Este analisis permiti6 determinar los grupos que estan esterificando las dos unidades
oligosacaridas de cada uno de estos compuestos; para la batatina VII (1), se determiné que se
encuentra esterificada por un residuo del acido 2-metilbutanoico, uno del acido 2-
metilpropanoico y dos del 4cido n-dodecanoico; para la batatina VIII (2), se determiné que los
grupos acilantes corresponden a dos residuo del acido 2-metilbutanoico, uno del acido trans-
cindmico y uno del acido n-dodecanoico; con respecto a las batatinas IX (12) y XI (8) se
determind que ésta presenta dos residuos del acido 2-metilbutanoico y dos residuos del acido n-

dodecanoico y para la batatina X (7) se determiné que ésta presenta dos residuos del acido 2-
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metilbutanoico y dos residuos del acido n-decanoico. El sitio de esterificacién y lactonizacién se
dedujo a partir de las correlaciones a tres enlaces (3/c-n) en el experimento de HMBC, entre el
carbono C-1 (el carboxilo) de cada uno de los ésteres con las sefiales proténicas geminales a
estos grupos en el nucleo oligosacaridos (Figura 107). El nucleo oligosacarido A de las batatinas
VII (1) y VIII (2) esta lactonizado por la aglicona en la posicion C-2 de la segunda unidad
monosacarida (Ram), mientras que para las batatinas IX (12) X (7) y XI (8) esta en la posicion
C-3 de la segunda unidad monosacarida (Ram). También, se pudo determinar que la unién éster
entre las dos unidades oligosacaridas (unidades A y B) se localiza en la posiciéon C-2 de la

”n”

ramnosa externa ramificada (Ram’”) para las batatinas VII, VIII y IX, y en la posicidn C-4 de la

”n”

ramnosa externa ramificada (Ram’’) para las batatinas X y XI.
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Ram''-H2A YWAN
Ram™-H2A o

Ram"-H4A )
Ram-H3A Ramnosa" Homé
Ram"-H4E|! | |

AV Aa Ul thujhf\wg_ N o@&%
HO

Acido jalapinélico

g:z::::g: g‘:‘. D I C - 173 2-metilbutanoilo \ jﬁj//\i Y\/\/m
174
Jal-C1A _$ A
Jal-C1B | B

Mba-C1A | E
Mba-C1B F

T T T T T T T T T T T
6.00 595 580 585 5.80 575 570 565 560 555 550

Figura 107. Correlaciones a tres enlaces (3/c-u) en el experimento HMBC de la batatina IX (12).
A) Jal C1/Ram H2, unidad A ; B) Jal C1 unidad B/Ram’” H2 unidad A; C) Dodeca C1/Ram’ H2, unidad A;
D) Dodeca C1/Ram’ H2, unidad B; E) Mba C1/Ram” H4, unidad A; F) Mba C1/Ram” H4, unidad B.

Para las batatina VII (1) y VIII (2), la sefial de carbonilo centrado en 6 172.4 y 172.9 se
asigno a la lactona y el sitio de lactonizacidn en la unidad A se corrobord su ubicacion en C-2 de la

segunda unidad monosacarida (Ram, unidad A). Para las batatina IX (12), X (7), XI (8), X (7) y XI
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(8) Ila senial del carbonilo centrado en 6 175.1 y 173.4 se asign6 a la lactona y el sitio de
lactonizacién se ubicé en el C-3 de la segunda unidad monosacarida (Ram, unidad A). Para las
batatinas VII (1), VIII (2) y 1X (12) la posicion del enlace entre la unidad B aciclica y la unidad A
macrociclica se identificd entre el grupo carbonilo del éster (6c 172.4, 173.1 y 174.9; unidad B) y
H-2 de la ramnosa externa inferior (Ram”) (éu 5.94, 5.96 y 5.68; unidad A). Los sitios de
esterificacion para la batatina VII (1) fueron: los grupos n-dodecanoilo (6c-1 172.6) en H-2 de la
ramnosa externa superior (Ram’) a éu 6.0 (unidades A y B); un residuo de isobutanoilo (6c-1
176.2) en H-4 de la ramnosa externa inferior (Ram”) a 6u 5.82 (unidad A); y por un residuo de 2-
metilbutanoilo (8¢c-1 175.4) en H-4 de la ramnosa externa superior (Ram”) a 6u 5.78 (unidad B).
Para la batatina VIII (2) los grupos n-dodecanoilo (6c-1 172.9-1731) se localizaron en H-2 de la
ramnosa externa superior (Ram’) a 6y 6.00 (unidad A) o a 5.98 (unidad B); cada residuo de 2-
metilbutanoilo (6¢.1 175.4 -176.3) en H-4 de la ramnosa externa inferior (Ram”) a éu 5.78 (unidad
A) o a 5.96 (unidad B); y por un residuo de acido trans-cinamoilo (6c.1 166.9) en H-3 de la
ramnosa externa inferior (Ram”) a éu 5.93 (unidad B). Con respecto a la batatina IX (12), las dos
unidades oligosacaridas (unidades A y B) estan esterificadas en las mismas posiciones; los grupos
n-dodecanoilo (6¢-1 172.9) se localizaron en H-2 de la ramnosa externa superior (Ram’) a éu 5.67
(unidad A) o a 5.83 (unidad B); y cada residuo de 2-metilbutanoilo (6¢c.1 175.4 -175.5) en H-4 de
la ramnosa externa inferior (Ram”) a du 5.85 (unidad A) o a 5.97 (unidad B). Para las batatinas
X (7) y XI (8) la posicion del enlace entre la unidad B aciclica y la unidad A macrociclica se
identifico entre el grupo carbonilo del éster (6c 173.4 unidad B) y H-4 de la ramnosa externa
ramificada (Ram’’) (6u 5.60; unidad A) y las dos unidades oligosacaridas (unidades A y B) estan
esterificadas en las mismas posiciones; los grupos n-decanoilo y n-dodecanoilo (6c1 171.5 y
171.6) se localizaron en H-2 de la ramnosa externa superior (Ram’) a éu 5.95 (unidad A) o a 6.0
(unidad B); y cada residuo de 2-metilbutanoilo (6c-1 174.8) en H-4 de la ramnosa externa inferior

(Ram”) a 6u 5.78 (unidad A) o a 5.82 (unidad B).



Cuadro 16. Desplazamientos quimicos en RMN 1H de las batatinas VII (1) y VIII (2).

Batatina VII= Batatina VIII2
protonb Unidad A Unidad B Unidad A Unidad B
Fuc-1 4.73d (7.5) 4.73d(7.5) 477 d (7.5) 4.73d (7.5)
2 4.16 dd (8.5, 7.5) 4.15dd (8.0, 7.5) 4.16 dd (8.5, 7.5) 4.15dd (8.0, 7.5)

3 4.07 dd (8.5, 2.5) 4.08 dd (8.0, 2.5) 4.06 dd (8.5, 2.5) 4.10 dd (8.0, 2.5)

4 3.99d (1.0) 3.99d (1.0) 3.99d (1.0) 3.99d (1.0)

5 3.77 dq (6.5, 2.0) 3.76 dq (6.5, 1.0) 3.77 dq (6.5, 2.0) 3.79dq (6.5, 1.0)

6 1.51d (6.5) 1.51d (6.5) 1.52d (6.5) 1.51d (6.5)
Ram-1 5.47 d (2.0) 5.59d (1.0) 5.49 d (2.0) 5.59d (1.0)

2 5.94 dd (3.0, 2.0) 4.81bs 5.95dd (3.0, 2.0) 4.81bs

3 5.01dd (9.4, 3.0) 4.48dd (9.9, 3.2) 4.99 dd (9.4, 3.0) 4.49dd (9.9,3.2)

4 4.22t(9.4) 4.22t(9.9) 4.18t(9.4) 4.21t(9.9)

5 4.44 dq (94, 6.0) 4.44dq (9.9, 6.5) 4.43dq (9.4, 6.0) 4.18dq (9.9, 6.5)

6 1.61d (6.0) 1.62d (6.5) 1.61d (6.0) 1.59d (6.5)

Ram’-1 6.15d (2.0) 6.14 d (2.0) 6.16 d (2.0) 6.03d (2.0)

2 6.00 dd (3.0, 2.0) 6.00 dd (3.0, 2.0) 6.00 dd (3.0, 2.0) 5.98 dd (3.0, 2.0)

3 4.59dd (9.0, 3.0) 4.59 dd (9.5, 3.0) 4.59 dd (9.0, 3.0) 4.61dd (9.5, 3.0)

4 4.29t(9.0) 4.29t(9.5) 4.29t(9.0) 4.30t(9.5)

5 4.32dq (9.0, 6.0) 4.33dq (9.5, 6.0) 4.33dq (9.0, 6.0) 4.31dq (9.5, 6.0)

6 1.65 d (6.0) 1.65 d (6.0) 1.65 d (6.0) 1.60 d (6.0)
Ram”-1 5.92d (1.0) 5.92d(1.2) 5.92d (1.0) 5.97d (1.2)

2 4.68dd (3.0, 1.0) 4.68dd (3.0, 1.2) 4.67 dd (3.0, 1.0) 4.97dd (3.0,1.2)

3 4.48dd (9.7, 3.0) 4.48 dd (9.5, 3.0) 4.48 dd (9.7, 3.0) 5.93 dd (9.5, 3.0)

4 5.82t(9.7) 5.78 £ (9.5) 5.78 t(9.7) 5.96 t (9.5)

5 4.37 dq (9.8, 6.5) 4.35dq (9.5, 6.5) 4.36 dq (9.8, 6.5) 4.51dq (9.5, 6.5)

6 1.39d (6.5) 1.39d (6.5) 1.39d (6.5) 1.72 d (6.5)
Ram’’- 5.48d (1.0) 5.59d (1.0) 5.48 d (1.0) 5.69d (1.0)

2 5.94 dd (3.0, 1.0) 4.81bs 5.94 dd (3.0, 1.0) 4.81bs

3 5.01 dd (9.3, 3.0) 4.48 dd (9.5, 3.0) 5.00 dd (9.3, 3.0) 4.38dd (9.5, 3.0)

4 4.241(9.3) 4.21t(9.5) 4.181t(9.3) 419t (9.5)

5 4.29dq (9.3, 6.0) 4.44 dq (9.5, 6.0) 4.45 dq (9.3, 6.0) 4.21dq (9.5, 6.0)

6 1.60d (6.0) 1.61d (6.0) 1.61d (6.0) 1.55d (6.0)

Jal-2 2.24 ddd (12.0, 8.0, 3.5) 2.24 ddd (12.0, 8.0, 3.5) 2.22 ddd (12.0, 8.0, 3.5) 2.25*%
2 2.39.ddd (12.0, 8.0, 3.5) 2.39ddd (12.0, 8.0, 3.5) 2.38ddd (12.0, 8.0, 3.5) 241*
11 3.85m 3.85m 3.85m 3.89m
16 0.88t(7.0) 0.89t (7.0) 0.88t(7.0) 0.88t(7.0)

Mba - 2 2.50tq (7.0,7.0) 2.37tq(7.0,7.0) 2.50tq (7.0, 7.0)
2-Me 1.20d (7.0) 1.06 d (7.0) 1.20d (7.0)
3-Me 0.93t(7.5) 0.84t(7.5) 0.93t(7.5)

Iba -2 2.63 sept (7.0)

3 1.19d (7.0)
3 1.16d (7.0)

Cna-2 6.67 d (15.9)

3 7.79 d (15.7)
Dodeca-2 2.31dd (16.0,7.5) 2.25-2.40* 2.31dd (16.0,7.5)
12 0.86t(7.0) 0.87 t (7.0) 0.88t (7.0)

aDatos registrados a 500 MHz en CsDsN. *Sefiales sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes
de acoplamiento (/) en Hz. s = singulete, d = doblete, t = triplete, m = multiplete. PAbreviaciones:
Fuc = fucosa; Ram = ramnosa; Jal = 11(S)-hidroxihexadecanoilo; Mba = 2-metilbutanoilo; Dodeca
= n-dodecanoilo; Cna = trans-cinamoilo.
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Cuadro 17. Desplazamientos quimicos en RMN 13C de las batatinas I (1) y VIII (2).

Batatina VII2 Batatina VIII2
carbon® Unidad A Unidad B Unidad A Unidad B
Fuc-1 104.3 104.3 104.3 104.3
2 80.2 80.2 80.2 80.2
3 73.3 73.3 73.3 73.3
4 72.9 72.9 72.9 72.9
5 70.8 70.8 70.8 70.8
6 17.4 17.4 17.4 17.4
Ram-1 98.7 104.6 98.7 104.6
2 73.8 72.5 73.8 72.5
3 69.7 72.6 69.7 72.6
4 80.0 80.6 80.0 80.6
5 68.6 68.6 68.6 68.6
6 19.4 18.6 19.4 18.6
Ram’-1 99.1 99.5 99.1 99.5
2 73.1 73.2 73.1 73.2
3 79.8 79.8 79.8 79.8
4 79.3 79.5 79.3 79.5
5 68.4 70.8 68.4 70.8
6 18.8 18.7 18.8 18.7
Ram”-1 103.6 103.8 103.6 103.8
2 72.7 70.5 72.7 70.5
3 73.3 76.5 73.3 76.5
4 74.8 74.8 74.8 74.8
5 68.2 71.0 68.2 71.0
6 17.9 18.4 17.9 18.4
Ram’’-1 98.7 104.6 98.7 104.6
2 73.8 72.5 73.8 72.5
3 69.7 72.6 69.7 72.6
4 73.6 73.5 73.6 73.5
5 70.7 70.7 70.7 70.7
6 19.4 18.5 19.4 18.5
Jal-1 1729 173.1 1729 173.1
2 34.2 34.3 34.2 34.3
11 82.3 82.3 82.3 82.3
16 14.3 14.3 14.3 14.3
Mba -1 176.3 175.4 176.3
2 41.5 41.4 41.5
2-Me 17.0 16.8 17.0
3-Me 11.8 11.8 11.8
Iba -1 175.4
2 41.4
3 16.8
3 11.8
Cna-1 166.9
2 118.4
3 128.7
Dodeca-1 172.9 173.1 172.9 173.1
2 34.5 34.2 34.5 34.2
12 14.3 14.3 14.3 14.3

aDatos registrados a 125 MHz en CsDsN. * PAbreviaciones: Fuc = fucosa; Ram = ramnosa; Jal =
11(S)-hidroxihexadecanoilo; Mba = 2-metilbutanoilo; Dodeca = n-dodecanoilo; Cna = trans-
cinamoilo.
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Cuadro 18. Desplazamientos quimicos en RMN 1H y 13C de la batatina IX (12).

On? ocP
Unidad A Unidad B Unidad A Unidad B

Fuc-1 4.73d (7.5) 4.73d (7.5) 104.3 104.3
2 4.16 dd (8.5, 7.5) 4.15dd (8.0, 7.5) 80.2 80.2
3 4.07 dd (8.5, 2.5) 4.08 dd (8.0, 2.5) 73.3 73.3
4 3.99d (1.0) 3.99d (1.0) 72.9 72.9
5 3.77 dq (6.5, 2.0) 3.76 dq (6.5, 1.0) 70.8 70.8
6 1.51d (6.5) 1.51d (6.5) 17.4 17.4
Ram-1 5.47 d (2.0) 5.59d (1.0) 98.7 104.6
2 5.94 dd (3.0, 2.0) 4.81 bs 73.8 72.5
3 5.01dd (9.4, 3.0) 4.48 dd (9.9, 3.2) 69.7 72.6
4 4.22t(9.4) 4.221t(9.9) 80.0 80.6
5 4.44dq (9.4, 6.0) 4.44dq (9.9, 6.5) 68.6 68.6
6 1.61d (6.0) 1.62 d (6.5) 19.4 18.6
Ram’-1 6.15d (2.0) 6.14 d (2.0) 99.1 99.5
2 6.00 dd (3.0, 2.0) 6.00 dd (3.0, 2.0) 73.1 73.2
3 4.59 dd (9.0, 3.0) 4.59 dd (9.5, 3.0) 79.8 79.8
4 4.29t(9.0) 4.29t(9.5) 79.3 79.5
5 4.32dq (9.0, 6.0) 4.33dq (9.5, 6.0) 68.4 70.8
6 1.65d (6.0) 1.65d (6.0) 18.8 18.7
Ram”-1 5.92d(1.0) 5.92d(1.2) 103.6 103.8
2 4.68 dd (3.0, 1.0) 6.00 dd (3.0, 1.2) 72.7 70.5
3 5.77 dd (9.7, 3.0) 4.48 dd (9.5, 3.0) 73.3 76.5
4 5.82t(9.7) 5.78t (9.5) 74.8 74.8
5 4.37 dq (9.8, 6.5) 4.35dq (9.5, 6.5) 68.2 71.0
6 1.39d (6.5) 1.39d (6.5) 17.9 18.4
Ram’”’- 5.48d (1.0) 5.59d (1.0) 98.7 104.6
2 5.94 dd (3.0, 1.0) 4.81 bs 73.8 72.5
3 5.01dd (9.3,3.0) 4.48 dd (9.5, 3.0) 69.7 72.6
4 4.24 t(9.3) 4.21t(9.5) 73.6 73.5
5 4.29dq (9.3, 6.0) 4.44dq (9.5, 6.0) 70.7 70.7
6 1.60 d (6.0) 1.61d (6.0) 19.4 18.5
Jal-1 172.9 173.1
2a 2.24 ddd (12.0, 8.0, 3.5) 2.24 ddd (12.0, 8.0, 3.5) 34.2 34.3

2b 2.39ddd (12.0, 8.0, 3.5) 2.39ddd (12.0, 8.0, 3.5)
11 3.85m 3.85m 82.3 82.3
16 0.88t(7.0) 0.89t(7.0) 14.3 14.3
Mba -1 175.4 176.3
2 2.63 sept (7.0) 2.50tq (7.0, 7.0) 41.4 41.5
2-Me 1.19d (7.0) 1.20d (7.0) 16.8 17.0
3-Me 1.16d (7.0) 0.93t(7.5) 11.8 11.8
Dodeca-1 172.9 173.1
2 231dd(16.0,7.5) 2.25 - 2.40* 34.5 34.2
12 0.86t(7.0) 0.87 t(7.0) 14.3 14.3

Datos registrados a 4002 MHz para 'H y a 125> MHz para 13C en CsDsN. *Sefiales sobrepuestas.
Entre paréntesis las constantes de acoplamiento ( /) en Hz. s = singulete, d = doblete, t = triplete,
m = multiplete. PAbreviaciones: Fuc = fucosa; Ram = ramnosa; Jal = 11(S)-hidroxihexadecanoilo;
Mba = 2-metilbutanoilo; Dodeca = n-dodecanoilo.
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Cuadro 19. Desplazamientos quimicos? en RMN 1H de las batatinas X (7) y XI (8).

Batatina X2 Batatina XI2
protonb Unidad A Unidad B Unidad A Unidad B

Fuc-1 4.73d (7.5) 4.73d(7.5) 477 d (7.5) 4.73d (7.5)

2 4.16 dd (8.5, 7.5) 4.15dd (8.0, 7.5) 4.16 dd (8.5, 7.5) 4.15dd (8.0, 7.5)

3 4.07 dd (8.5, 2.5) 4.08 dd (8.0, 2.5) 4.06 dd (8.5, 2.5) 4.10 dd (8.0, 2.5)

4 3.99d (1.0) 3.99.d (1.0) 3.99d (1.0) 3.99d (1.0)

5 3.77 dq (6.5, 2.0) 3.76 dq (6.5, 1.0) 3.77 dq (6.5, 2.0) 3.79dq (6.5, 1.0)

6 1.51d (6.5) 1.51d (6.5) 1.52d (6.5) 1.51d (6.5)
Ram-1 5.47 d (2.0) 5.59d (1.0) 5.49 d (2.0) 5.59d (1.0)

2 5.94 dd (3.0, 2.0) 4.81bs 5.95 dd (3.0, 2.0) 4.81bs

3 5.01 dd (9.4, 3.0) 4.48 dd (9.9, 3.2) 4.99 dd (9.4, 3.0) 4.49 dd (9.9, 3.2)

4 422 t(9.4) 4.22t(9.9) 4181t (9.4) 4.21t(9.9)

5 4.44 dq (94, 6.0) 4.44dq (9.9, 6.5) 4.43dq (9.4, 6.0) 4.18dq (9.9, 6.5)

6 1.61d (6.0) 1.62d (6.5) 1.61d (6.0) 1.59d (6.5)

Ram’-1 6.15d (2.0) 6.14d (2.0) 6.16 d (2.0) 6.03d (2.0)

2 6.00 dd (3.0, 2.0) 6.00 dd (3.0, 2.0) 6.00 dd (3.0, 2.0) 4.80dd (3.0, 2.0)
3 4.59dd (9.0, 3.0) 4.59 dd (9.5, 3.0) 4.59 dd (9.0, 3.0) 4.61dd (9.5, 3.0)
4 4.29t(9.0) 4.29t(9.5) 4.29t(9.0) 4.30t(9.5)
5 4.32dq (9.0, 6.0) 4.33 dq (9.5, 6.0) 4.33 dq (9.0, 6.0) 4.31dq (9.5, 6.0)
6 1.65d (6.0) 1.65d (6.0) 1.65d (6.0) 1.60d (6.0)
Ram”-1 5.92d (1.0) 5.92d(1.2) 5.92d (1.0) 5.97d(1.2)
2 4.68dd (3.0, 1.0) 4.97dd (3.0, 1.2) 4.67 dd (3.0, 1.0) 4.97dd (3.0,1.2)
3 4.48dd (9.7, 3.0) 4.48dd (9.5, 3.0) 4.48dd (9.7, 3.0) 5.93dd (9.5, 3.0)
4 5.82t(9.7) 5.78t(9.5) 5.78t(9.7) 5.96 t (9.5)
5 4.37 dq (9.8, 6.5) 4.35dq (9.5, 6.5) 4.36 dq (9.8, 6.5) 4.51dq (9.5, 6.5)
6 1.39d (6.5) 1.39d (6.5) 1.39d (6.5) 1.72d (6.5)
Ram’’- 5.48d (1.0) 5.59d (1.0) 5.48d (1.0) 5.69d (1.0)
2 5.94 dd (3.0, 1.0) 4.81bs 5.94 dd (3.0, 1.0) 4.81bs
3 5.01 dd (9.3, 3.0) 4.48 dd (9.5, 3.0) 5.00 dd (9.3, 3.0) 4.38dd (9.5, 3.0)
4 4.24t(9.3) 4.21t(9.5) 4.181t(9.3) 4.19t(9.5)
5 4.29 dq (9.3, 6.0) 4.44 dq (9.5, 6.0) 4.45 dq (9.3, 6.0) 4.21dq (9.5, 6.0)
6 1.60 d (6.0) 1.61d (6.0) 1.61d (6.0) 1.55 d (6.0)
Jal - 2 2.24ddd (12.0,8.0,3.5)  2.24ddd (12.0,8.0,3.5)  2.22ddd (12.0,8.0,3.5)  2.25*
2’ 2.39.ddd (12.0,8.0,3.5)  2.39ddd (12.0,8.0,3.5)  2.38ddd (12.0,8.0,3.5)  2.41*
11 3.85m 3.85m 3.85m 3.89m
16 0.88t (7.0) 0.89 t (7.0) 0.88t(7.0) 0.88t (7.0)

Mba - 2 2.50 tq (7.0, 7.0) 2.50 tq (7.0, 7.0) 2.37tq (7.0, 7.0) 2.50 tq (7.0, 7.0)
2-Me 1.20d (7.0) 1.20 d (7.0) 1.06 d (7.0) 1.20d (7.0)
3-Me 0.93t(7.5) 0.93t(7.5) 0.84t(7.5) 0.93t(7.5)

Deca-2 2.31dd (16.0,7.5) 2.25-2.40*
10 0.86t(7.0) 0.87 t (7.0)
Dodeca-2 2.31dd (16.0,7.5) 2.31dd (16.0,7.5)
12 0.88t(7.0) 0.88t(7.0)

aDatos registrados a 400 MHz en CsDsN. *Sefiales sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes
de acoplamiento (/) en Hz. s = singulete, d = doblete, t = triplete, m = multiplete. PAbreviaciones:
Fuc = fucosa; Ram = ramnosa; Jal = 11(S)-hidroxihexadecanoilo; Mba = 2(S)-metilbutanoilo;
Dodeca = n-dodecanoilo.
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Cuadro 20. Desplazamientos quimicos en RMN 13C de las batatinas X (7) y XI (8)..

Batatina X2 Batatina XI

carbon® Unidad A UnidadB UnidadA UnidadB

Fuc-1 104.3 104.3 104.3 104.3

2 80.2 80.2 80.2 80.2

3 73.3 73.3 73.3 73.3

4 72.9 72.9 72.9 72.9

5 70.8 70.8 70.8 70.8

6 17.4 17.4 17.4 17.4

Ram-1 98.7 104.6 98.7 104.6

2 73.8 72.5 73.8 72.5

3 69.7 72.6 69.7 72.6

4 80.0 80.6 80.0 80.6

5 68.6 68.6 68.6 68.6

6 19.4 18.6 19.4 18.6

Ram’-1 99.1 99.5 99.1 99.5

2 73.1 73.2 73.1 73.2

3 79.8 79.8 79.8 79.8

4 79.3 79.5 79.3 79.5

5 68.4 70.8 68.4 70.8

6 18.8 18.7 18.8 18.7

Ram”-1 103.6 103.8 103.6 103.8

2 72.7 70.5 72.7 70.5

3 73.3 76.5 73.3 76.5

4 74.8 74.8 74.8 74.8

5 68.2 71.0 68.2 71.0

6 17.9 18.4 17.9 18.4

Ram’’-1 98.7 104.6 98.7 104.6

2 73.8 72.5 73.8 72.5

3 69.7 72.6 69.7 72.6

4 73.6 73.5 73.6 73.5

5 70.7 70.7 70.7 70.7

6 19.4 18.5 19.4 18.5

Jal-1 172.9 173.1 172.9 173.1

2 34.2 34.3 34.2 34.3

11 82.3 82.3 82.3 82.3

16 14.3 14.3 14.3 14.3

Mba -1 175.4 176.3 175.4 176.3

2 41.4 41.5 41.4 41.5

2-Me 16.8 17.0 16.8 17.0

3-Me 11.8 11.8 11.8 11.8
Deca-1 172.9 173.1
2 34.5 34.2
10 14.3 14.3

Dodeca-1 172.9 173.1

2 34.5 34.2

12 14.3 14.3

aDatos registrados a 125 MHz en CsDsN. PAbreviaciones: Fuc = fucosa; Ram = ramnosa; Jal =
11(S)-hidroxihexadecanoilo; Mba = 2(S)-metilbutanoilo; Dodeca = n-dodecanoilo.
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6.4.4 ESTRUCTURAS PARA LAS BATATINAS VII, VIII, IX, X vy XI.

De acuerdo con toda la informacion espectroscopica y espectrométrica analizada se

propusieron la siguientes estructuras para las batatinas VII, VIII, IX, X y XI.

6.4.4.1 BATATINA VII (1):

Ester intramolecular 1,2-11-0-[2 -O- 11S-hidroxihexadecanoil)- 11-O-a-L-ramnopiranosil
(1—3) -0-[4-0-(2S-metilbutanoil)]-a- L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-0-n-dodecanoil]-a-L-
ramnopiranosil- (1—-4) -0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-f-D-fucopiranésido]-a-L-
ramnopiranosil- (1—3) -0-[4-0-(2-metilpropanoil)]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -0-[2-0-n-
dodecanoil]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -O-a-L-ramnopiranosil- (1—2) -f-D-fucopiranésido

del acido (11S5)-hidroxihexadecanoico.

6.4.4.2 BATATINA VIII (2):

Ester intramolecular 1,2"-11-0-[2 -O- 11S-hidroxihexadecanoil)- 11-O-a-L-ramnopiranosil
(1-3) -0-[4-0-(25-metilbutanoil) -3-0-(trans-cinamoil)]-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-a-
L-ramnopiranosil- (1—-4) -0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-f-D-fucopiranésido]-a-L-
ramnopiranosil- (1—3) -0-[4-0-(2S-metilbutanoil)]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -0-[2-0-n-
dodecanoil]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -O-a-L-ramnopiranosil- (1—2) -f-D-fucopiranésido

del acido (11S5)-hidroxihexadecanoico.

6.4.4.3 BATATINAIX (12):

Ester intramolecular 1,3"-11-0-[2 -O- 11S-hidroxihexadecanoil)- 11-O-a-L-ramnopiranosil

(1-3) -0-[4-0-(2S-metilbutanoil)]-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-0-n-dodecanoil]-a-L-
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ramnopiranosil- (1—4) -0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopiranésido]-a-L-
ramnopiranosil- (1—3) -0-[4-0-(2S-metilbutanoil)]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -0-[2-0-n-
dodecanoil]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -O-a-L-ramnopiranosil- (1—2) -f-D-fucopiranésido

del acido (11S5)-hidroxihexadecanoico.

6.4.4.4 BATATINAX (7):

Ester intramolecular 1,3-11-0-[4 -0- 11S-hidroxihexadecanoil)- 11-0-a-L-ramnopiranosil
(1-3) -0-[4-0-(2S-metilbutanoil)]-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-0-n-decanoil |-a-L-
ramnopiranosil- (1—4) -0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopiranésido]-a-L-
ramnopiranosil- (1—3) -0-[4-0-(2S-metilbutanoil)]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -0-[2-0-n-
decanoil]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -O-a-L-ramnopiranosil- (1—2) -f-D-fucopirandsido del

acido (11S5)-hidroxihexadecanoico.

6.4.4.5 BATATINAXI (8):

Ester intramolecular 1,3-11-0-[4 -0- 11S-hidroxihexadecanoil)- 11-0-a-L-ramnopiranosil
(1—-3) -0-[4-0-(2S-metilbutanoil)]-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-0-n-dodecanoil]-a-L-
ramnopiranosil- (1—4) -0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopiranésido]-a-L-
ramnopiranosil- (1—3) -0-[4-0-(2S-metilbutanoil)]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -0-[2-0-n-
dodecanoil]-a-L-ramnopiranosil- (1—4) -O-a-L-ramnopiranosil- (1—2) -f-D-fucopiranésido

del acido (11S5)-hidroxihexadecanoico.
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En las Figuras 108-112 se ilustran las estructuras moleculares propuestas para las
batatinas Vy VL.
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Figura 108. Estructura molecular propuesta para la Batatina VII (1).
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Figura 109. Estructura molecular propuesta para la Batatina VIII (2).
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Figura 110. Estructura molecular propuesta para la Batatina IX (12).
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Figura 111. Estructura molecular propuesta para la Batatina X (7).
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Figura 112. Estructura molecular propuesta para la Batatina XI (8).
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7 CONCLUSIONES

La particion de las fracciones ricas en mezclas de glicolipidos en una columna C-18 a nivel
preparativo, mediante la sobrecarga de columna y el corte de nucleo, se efectu6 para reunir
cantidades suficientes de las mezclas de menor complejidad que pudieran ser resueltas con
mayor facilidad. Estas mezclas se inyectaron utilizando la técnica de reciclaje de muestra para
separar y purificar sus constituyentes y realizar el estudio de elucidacién estructural de las
resinas glicosidicas de tres variedades del camote. Las batatinas VII (1) y VIII (2), la
pescapreina I (3) y el batatindsidos VI (4), fueron aislados del extracto soluble en hexano de la
variedad de cascara blanca, mientras que las batatinas V (5), VI (6), X (7) y XI (8) fueron
obtenidas del extracto soluble en cloroformo de la variedad de cascara morada. La serie de los
batatindsidos IV (13), VII (10), VIII (11) y IX (14), asi como la batatina IX (12) y la
pescapreina I (9) fueron aislados del extracto soluble en cloroformo de la variedad de cascara
amarilla. El éxito en la purificacién de estos constituyentes ha dependido exclusivamente del
empleo de la cromatografia de liquidos de alta eficacia, ya que éstos se presentaron en forma de
mezclas diastereoisoméricas, dificultando su purificacién mediante el empleo de las técnicas

cromatograficas convencionales.

El andlisis de los espectros unidimensionales de RMN 1H y 13C y bidimensionales (COSY,
TOCSY, HSQC y HMBC) fue de gran utilidad para la elucidacién estructural de los glicolipidos
individuales purificados. El procedimiento de asignacién de las resonancias se realiz6 iniciando
con la localizacion de las sefiales mejor resueltas y diagndsticas las cuales son las sefales
generadas por los protones y carbonos anoméricos de las unidades monosacaridas. En la region
entre 4.7 y 6.4 ppm de los espectros de RMN H se observan las sefiales generadas por los
protones de las unidades monosacaridos, asi como las sefiales que aportan las posiciones de
esterificacion y lactonizacion. Los desplazamientos quimicos alrededor de 98-106 ppm en el
espectro de 13C correspondientes a los carbonos anoméricos, asistido con el HSQC, permitieron
establecer el nimero de unidades monosacaridas presentes en los compuestos. Con el analisis de
las técnicas bidimensionales homonucleares en la RMN (COSY y TOCSY), se resolvieron las

asignaciones de las sefiales para los metinos entre 4.0-5.7 ppm para cada unidad monosacarida.
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Después de identificar y diferenciar las senales aportadas por los protones de cada unidad
monosacarida en la RMN !H, por medio de los experimentos COSY y TOCSY, se completé la
asignacion de las seflales de RMN 13C mediante la técnica HSQC. Finalmente, la técnica
espectroscdpica de RMN bidimensional HMBC permiti6 la asignacion de la secuencia de
glicosidacion y los sitios de acilacion, mediante el estudio de los acoplamientos 1H-13C a larga
distancia (?3/cu). La primera evidencia para confirmar que las batatinas V-XI poseen una
estructura polimérica fue la identificacion de las sefiales en la regién de desplazamiento quimico
comprendida entre los 95y 105 ppm en la RMN 13C. Se demostré mediante el espectro HSQC que
estas sefiales se correlacionan exactamente con el mismo numero de protones anomeéricos en la

RMN 1H.

Los espectros de masas FAB (modo negativo) permitieron determinar los pesos moleculares
y con ello la férmula molecular, ademas de que en cada uno de los espectros se observaron los
picos comunes provocados por las rupturas de los enlaces glicosidicos. Al analizar las diferencias
de peso que hay entre cada uno de los iones pseudomoleculares [M - H]- y los fragmentos de
mayor peso formados por las eliminaciones de los grupos acilos se establecieron sus respectivos
sustituyentes. Este analisis permitié determinar que los batatindsidos VI, VII y IX contienen al
acido pentasacarido operculinico A, y con respecto a los batatindsidos IV, VIII y la pescapreina
I contienen al acido pentasacarido simonico B, lo cual se confirmo con la técnica de ionizacién

MALDI-TOF.

La elucidacion estructural de las batatinas V-XI se facilit6 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 (modo negativo) indican la presencia de dos fragmentos
diagnosticos que evidencian claramente la conexién entre dos unidades oligosacaridas. El analisis
espectrométrico de las batatinas V-XI se llevé a cabo con dos técnicas de ionizacion; ESI y FAB
con deteccién de iones negativos, lo que permitié confirmar los pesos moleculares y con ello la

formula molecular.

El trabajo experimental realizado permitié la elucidacién estructural de once nuevos

oligbmeros, los batatindsidos VI-IX y las batatina V-XI, dimeros tipo éster, asi como los
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glicolipidos ya reportados, la pescapreina I y el batatindsido IV. La pescapreina I se

caracterizo en las variedades del camote de cascara blanca y amarilla.

Las estructuras de los batatinésidos VI (4), VII (10) y IX (14) no han sido descritos en la
literatura y las principales diferencias estructurales son la posiciéon de lactonizacién y la longitud
de la cadena alifatica del acido que esterifica al nucleo oligosacarido ya que la posicion de
esterificacion es la misma. El batatindsidos IV (13) y la pescapreina I fueron previamente
asilados de Ipomoea batatas'® y de Ipomoea pes-caprae,?® respectivamente.?8 El batatindsido
VIII (11) también constituye un nuevo producto natural y la principal diferencia estructural de
los batatinésidos IV y VIII es la posicion de esterificacion para el residuo de acido 2-
metilbutanoilo. Los batatindsidos IV (13) y VIII (11) estan esterificados en C-2 de la ramnosa
externa superior (Ram’) por el acido n-dodecanoilo, ademdas se establece la posicion de
lactonizacién entre el ndcleo C-1 de la aglicona con el hidroxilo en C-3 de la ramnosa interna
inferior (Ram). Las estructuras diméricas de las batatinas V-XI no han sido descrito en la

literatura.

El aislamiento y la caracterizacion estructural de las batatinas V-VI, oligdmeros tipo éster
del acido operculinico C, a partir del extracto cloroférmico de la variedad morada, asi como del
batatindsido VI, pentasacarido del acido operculinico A, a partir del extracto hexanico de la

variedad blanca, se describieron en dos articulos de investigacion.

El aislamiento y la caracterizacion estructural de las batatinas VII-XI, cinco oligdmeros tipo
éster del acido simonico B, a partir del extracto hexanico de la variedad blanca y del extracto
cloroférmico de las variedades morada y amarilla, asi como de los batatindsidos VII-IX, tres
pentasacaridos de los acidos siménico B y operculinico A, a partir del extracto cloroférmico de la

variedad amarilla, permitiran la publicacién de dos articulos de investigacién adicionales.
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Batatins I1I-VI (1-4), glycolipid ester-type dimers, were isolated from the tuberous roots of sweet potato
(Ipomoea batatas) using recycle high performance liquid chromatography. Their structures were charac-
terized by means of several high-resolution NMR and mass spectrometry techniques. These compounds
are the first examples of ester-type dimers which consist of two units of the heterotetrasaccharide oper-
culinic acid C. Each unit was esterified by a different amount and type of acid residues: (25)-methylbu-
tanoic, cinnamic, decanoic (capric) and dodecanoic (lauric) acids. Batatins IlI-VI (1-4) are an example of
the presence of a large number of resin glycoside congeners in each morning glory species caused by par-
tial acylation of their constitutive saccharide cores.

@ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The functional diversity of monosaccharides presents the possi-
bility of generating countless constitutional and stereochemical
variations (diastereoisomers) on their covalent combination to
form complex carbohydrates, as found in the chemical diversity
of morning glory resin glycosides (Pereda-Miranda et al., 2010).
Most of these oligosaccharides are glycosyl derivatives of (115)-
hydroxyhexadecanoic acid. Their sugar cores are composed by a
heteropolysaccharide of only a few residues of p-glucose and/or
epimers of pentoses (L-rhamnose, p-fucose, p-quinovose, and
p-xylose). The structural complexity of these glycolipids primarily
arises from the variable linkage positions among the saccharide
units, the size of the macrolactone ring formed by the aglycone
spanning two or more units of their oligosaccharide cores, and
the multiple variations caused by acylation of the sugar cores
(Pereda-Miranda et al., 2010). This chemical diversity makes it
extremely difficult to access homogeneous quantities of oligo-
saccharides for structural identification. Consequently, the
methodological approaches to achieve total homogeneity of oligo-
saccharides based on recycle HPLC offers the unique opportunity to
have a series of pure oligosaccharides for spectroscopic and
spectrometric characterization (Bah and Pereda-Miranda, 1997;
Pereda-Miranda and Hernandez-Carlos, 2002},

# Corresponding author. Tel.: +52 55 5622 5288; fax +52 55 5622 5329.

E-mail addresses: pereda@unam.mx, pereda@prodigy.netmx (R Pereda-
Miranda).
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Polar members of the resin glycosides possess high molecular
weights as a result of being ester-type polymers of glycolipids.
Prior to this investigation, only eight ester-type dimers from only
four different members of the morning-glory family (Convolvula-
ceae) had been isolated. Merremin was obtained from the roots
of Merremia hungaiensis and is the first example of an ester-type
heterodimer which consists of two units of the pentasaccharide
operculinic acid A, each one esterified by two residues of hexadeca-
noic (palmitic) acid (Noda et al., 1995). Tricolorins H-], three ester-
type heterohexasaccharides, were purified from Ipomoea tricolor
and consisting of two trisaccharide units of tricoloric acid C with
a difference in the position for the ester-type linkage. Only tricolo-
rin H was acylated in the macrocyclic unit by (25)-methylbutanoic
acid (Bah and Pereda-Miranda, 1997). Tyrianthins A and B, two
acylated ester-type dimmers, were isolated from Ipomoea orizaben-
sis. Scammonic acid A was determined to be the heterotetraglycos-
idic acid in both monomeric units and the esterifying residues
were identified as nilic, 2-methylbutanoic, and butanoic acids
(Ledn-Rivera et al., 2009).

Native to tropical America, sweet potato (Ipomoea batatas) is a
perennial vine that has been cultivated in Mexico, Central and low-
land South America, and the Caribbean for over 5000 years because
of its edible tubers. Today, it is cultivated around the world, espe-
cially in developing countries as a staple food, but also for its uses
in folk remedies (Escalante-Sanchez et al., 2008). Batatins I-1l were
acylated ester-type dimers isolated from hexane-soluble extracts
of the tuberous roots of this crop. Simonic acid B was confirmed
as the glycosidic acid forming each of the two branched hetero-
pentasaccharide units. Three acylating residues responsible for
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the lipophilicity of these high molecular weight oligomers were
identified as (25)-methylbutanoic, cinnamic, and dodecanoic (lau-
ric)acids (Escalante-Sanchez and Pereda-Miranda, 2007). The pres-
ent investigation describes the isolation and characterization of
four novel ester-type dimers of the tetrasaccharide operculinic acid
C and named batatins II-VI (1-4),
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0@&# o
0 HO  0OnR,

tified by comparison with authentic samples as previously
described (Chérigo et al., 2008; Escobedo-Martinez et al., 2010;
Pereda-Miranda et al., 2006). From compounds 1 and 2, two peaks
were detected: n-decanoic (deca) and n-dodecanoic (dodeca)
acids; compounds 3 and 4 afforded three peaks: 2-methylbutanoic
(mba), cinnamic (CA), and n-dodecanoic acids.

=

o
g

O mmnpmng

RO © Or, Unit B

HO  OR;
Ri R, Rj R, Rs R
1 H H deca dodeca H deca
2 H H deca deca H dodeca
3 mba CA H mba CA dodeca

2. Results and discussion

Batatins 111 (1) and 1V (2) were isolated by recycle-preparative
HPLC from a hexane-soluble resin glycoside mixture of the
white-skinned cultivar, while the members V (3) and VI (4) of this
series were obtained from a chloroform-soluble extract of the
purple-skinned variety. Compounds 1-4 were submitted to sapon-
ification and yielded a water-soluble glycosidic acid and an
organic solvent-soluble acidic fraction. In all cases, the glycosidic
acid was characterized as operculinic acid C, hexadecanoic
acid (11S)-[0-6-deoxy-a-L.-mannopyranosyl-(1-—4)-0-6-deoxy-o-
t-mannopyranosyl-(1—4)-0-6-deoxy-o-L-mannopyranosyl-(1—2)-
6-deoxy-f-p-galactopyranosyljoxy. The sequence of glycosidation
for this isolated glycosidic acid and the absolute configuration
for its sugar core and aglycone have been extensively reported.
This glycosidic acid was originally isolated from the resin glyco-
sides of Ipomoea operculata (Ono et al., 1989) and named mammo-
side 1 after its isolation from Merremia mammosa (Kitagawa et al.,
1997). It has also been isolated from the resin glycosides of I. bata-
tas (Escalante-Sanchez et al., 2008; Noda et al., 1992; Noda and
Horiuchi, 2008; Yoshikawa et al., 2010), Ipomoea murucoides ( Chér-
igo et al., 2009), I operculata (Ono et al., 1992), Ipomoea pes-caprae
(Escobedo-Martinez and Pereda-Miranda, 2007), and Ipomoea
stolonifera (Noda et al., 1998). The organic-solvent soluble frac-

In the negative ESIMS, batatins Il (1) and IV (2) showed the
same iodine adduct at m/z 2477 [M+I]". HRESIMS registered the
exact mass at myz 2348.5427 for the quasimolecular ion [M—H]~
of 1 (caled for Cy34H31904 —13.8 ppm) and at m/z 2348.5467 for
the ion of 2 (calcd for Cy54Hz19040 —15.5 ppm), which corroborated
that these natural compounds represent a pair of diastereoisomers.
They shared the same high-mass fragment ions at m/z 1019 [mac-
rocyclic unit A]~ and 1173 [unit B-H-C;gH,50] ", resulting from the
cleavage of an ester-type dimer linkage. These peaks confirmed an
asymmetric substitution pattern for each tetrasaccharide core (Bah
and Pereda-Miranda, 1997; Escalante-Sanchez and Pereda-Miran-
da, 2007). Negative-ion FABMS was successful in detecting the
fragment ion for intact monomeric unit B at m/z 1329, allowing
for the exact mass estimation of a triacylated operculinic acid C
by observing the ester elimination at 991 [1173-C;;H3,0] and
837 [991-CygH,50] . Other shared fragments were produced by
the common glycosidic cleavage of the sugar moieties observed
in all resin glycosides (Escalante-Sanchez et al.,, 2008; Kitagawa
et al, 1997; Pereda-Miranda et al., 2005). For example, peaks
resulting from cleavage of the anomeric linkage at the four meth-
ylpentose moiety (Rha"”) in each pentasaccharide (units A and B)
were observed in secondary ion mass spectroscopy at m/z 329
[CsH1QO4+C|2H230]_ and 301 [C5H1004+c;0H1gD]_ for Compound
1 and suggested that this monosaccharide was substituted either

tions wdi4analvzed by GC-MS and thediberatad acids aereddan-nciah¥ a decanoyl.or.dadecapoyl - residue. In, contask,.dimen 2 only
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showed the fragment at m/z 329 as an evidence for the presence of
a dodecanoyl moiety at the Rha” residue of each pentasaccharide
core.

In negative HRESIMS, batatins V (3) and VI (4) produced
their quasimolecular ion [M-H]~ at m/z 2468.4040 (calcd
for Cy3:H1104 +13.5 ppm) and at m/z 2368.4256 (calcd for
Cy32H211042 + 4.8 ppm), respectively, which corroborated that
these compounds represent a pair of diastereoisomers. In nega-
tive-mode FABMS, the [M/2—H]~ peak observed at m/z 1235
[M—H—CggH105021] represented the high-mass fragment ion from
the ester-type dimer cleavage (Escalante-Sanchez and Pereda-
Miranda, 2007). Other shared fragments were produced by the
ester eliminations observed at m/z 2368 [2470-CsHgO,]~ and
myz 2339 [2470-CgHg0]™ (Escalante-Sanchez et al., 2008).

A combination of '"H NMR spectra and 2D homonuclear tech-
niques (DQF-COSY and TOCSY) allowed all C-bonded protons to
be sequentially assigned within each ring system. For these com-
pounds, edited 'H NMR sub-spectra assigned all resonances in both
monomeric units (Bah and Pereda-Miranda, 1997; Pereda-Miranda
and Bah, 2003). Coupling constants for proton resonances were
simulated for all resonances (Tables 1 and 2) by means of non-lin-
ear fit of the '"H NMR spectrum through an iterative process using
the MestRe-C program as previously described (Escobedo-Marti-
nez and Pereda-Miranda, 2007; Mendoza-Espinoza et al., 2009).

All the resonances in the '*C NMR spectrum were assigned
(Table 3) by HSQC (Duus et al., 2000), Eight diagnostic carbon

signals in the anomeric region (ca. 100-104 ppm) were registered
and correlated with the same number of proton resonances ob-
served in the downfield region 6 4.78-6.38 (Tables 1 and 2) for
all compounds 1-4. Expansion of the COSY spectrum for the region
4 4.3-5.9 showed that compounds 1 and 2 present six sites of
esterification and compounds 3 and 4 have eight. HMBC was used
to locate the ester residues on each monomeric unit, the lactoniza-
tion on unit A, and the linkage formed by the ester-type dimer
structure (Bah and Pereda-Miranda, 1997; Escalante-Sanchez and
Pereda-Miranda, 2007). For compounds 1-3, the carbonyl signal
centred at § 174.5-174.8 was assigned to the lactone group be-
cause of its observed 2J-coupling with the C-2 diastereotopic meth-
ylene protons of the aglycon unit (dy 2.13-2.17 and 2.24-2.27). The
site of lactonization on unit A was corroborated at C-3 of the sec-
ond monosaccharide unit (Rha, unit A) because of the observed
3J-coupling between this lactone carbonyl group and its geminal
proton (dy 5.57-5.58) in the pyranose ring. For compound 4, the
lactonization was corroborated at C-2 of the second monosaccha-
ride unit (Rha, unit A) by the observed 3J-coupling between this
carbonyl group (6 174) and its geminal proton (6, 5.96) in the sac-
charide core. In batatins III-VI (1-4), the position for the ester link-
age established by the acyclic unit B at the macrocyclic unit A was
identified by the 3]-; connectivity between the carbonyl group for
the ester (éc 174.1-174.4; unit B) and H-3 of the Rha’ moiety (du
5.67-5.68 unit A). For compounds 1 and 2, the n-dodecanoic group
in unit A (éc.; 173.4-173.5) was located at C-4 of Rha” (é 5.80);

'll.‘llbhlli'llR spectroscopic data of compounds 1 and 2 (500 MHz).*
Proton® 1 2
Unit A Unit B Unit A Unit B
Fuc-1 478 d (8.0) 479d (7.5) 4.78 d (8.0) 479 d (8.0)

453 dd (9.5, 8.0)
418 dd (9.5, 3.0)

3.92d (3.0) 3.92d (2.0)
3.82 q (6.0) 3.82d (6.0)
152 d (6.0) 1.52 d (6.0)
ha-1 636 d (2.0) 5.89d (1.5)
527 bs 471 bs

4,54 dd (9.5, 7.5)
4,18 dd (9.5, 2.0)

452 dd (9.5, 8.0)
419 dd (9.5, 3.5)

454 dd (9.5, 8.0)
419 dd (9.5, 3.0)

3.92d(3.5) 3.92d (3.0)
3.82d(65) 3.82 d (6.0)
1.52 d (6.5) 1.52 d (6.0)
636d(1.5) 5.89d (1.5)
528 bs 471 bs

558 dd (9.7, 3.0)
458 dd (9.7, 9.7)
5.00 dq (9.7, 6.3)

5.72 dd (9.8, 3.3)
4,56 dd (9.8, 9.8)
4.40 dq (9.8, 6.0)

1.59d (6.3) 1.58 d (6.0)
638 d (1.5) 5.55d (1.3)
5.25 bs 5.78 dd (3.0, 1.3)

5.67 dd (9.8, 3.0)
471 dd (9.8, 9.8)
5.08 dq (9.8, 63)

4,59 dd (9.4, 3.0)
4,25 dd (9.4, 9.4)
435 dq (9.4, 6.0)

159 d (6.3) 1.67 d (6.0)
ha"-1 5.69d (1.5) 6.17 d (1.5)
448 dd (3.0, 1.5) 4,78 bs

L= I S N WL N B | UUU\LWI\J?U‘:U\JAWN” [= QS N VL N ]
-

443 dd (9.5, 3.0)
5.80 dd (9.5, 9.5)
431 dq (9.5, 6.0)

4,53 dd (9.5, 3.0)
5.84 dd (9.5, 9.5)
4.41dq (9.5, 6.0)

138d (6.0) 1.47 d (6.0)
Jal-2a 2.10-2.6° 2.10-2.6°

2b 2.70 ddd (14.0, 7.0, 2.5) 2.10-2.6°

11 3.84-3.86° 3.84-3.86°

16 1.00 t (7.5)" 1.02 t (7.0)**
Deca-2 2.10-2.6°

10 0861 t(7.5)
Deca-2 2.10-2.6°

10 0.874 t(7.0) 0859 t (7.0)**
Dodeca-2 2.10-2.6°

12 0876 t (7.0

558 dd (9.8, 3.0)
4,58 dd (9.8, 9.8)
5.01dq (9.8, 6.3)
1.59 d (6.3)

6.38 d (2.0)
5.26 bs

567 dd (9.5,2.5)
4.71dd (9.5,9.5)
5.09 dq (9.5, 6.3)
1.50d (63)

5.69d (1.5)
4.49 bs

4.43 dd (9.5, 3.0)
5.80 dd (9.5, 9.5)
4.31dq (9.5, 6.0)
1.38 d (6.0)

2.10-2.6"

227 ddd (14.0, 8.5,3.5)

3.84-3.86°
1.00 t (7.5)**

2.10-26°
0.873 t(7.0)°

5.72 dd (9.5, 2.5)
456 dd (9.5, 9.5)
440 dq (9.5, 6.0)
1.58 d (6.0)

555 d (1.5)
578 dd (2.0, 1.5)
4,59 dd (9.5, 2.0)
426 dd (9.5, 9.5)
436 dq (9.5,6.5)
1.67 d (6.5)

6.17 d (1.0)
478 bs

453 dd (9.5, 3.2)
5.84 dd (9.5, 9.5)
441 dq (9.5, 6.0)
1.47 d (6.0)

210-2.6*
2.10-2.6"
3.84-3.86°
1.02 t (7.0)**

210-2.6*
0.862 £ (7.5)

210-2.6°
0.860 t (7.0)"*

210-2.6°
0.871 t (7.0)"*

2 Data recorded in CsDsN. Chemical shifts (5) are in ppm relative to TMS. The spin coupling (J) is given in parenthesis (Hz). Chemical shifts marked with an asterisk (*)
indicate overlapped signals and those marked with a double asterisk (**) indicate interchangeable signals. Spin-coupled patterns are designated as follows: bs = broad singlet,
d = doublet, t = triplet, m = multiplet, g= quartet, sept = septet. All assignments are based on "H-"H COSY and TOCSY experiments.

b Abhreviations: Fuc = furnse. Rha = rhamnnse. lal = 11-hvdroxvhexadecanovl. deca = decanovl . dodeca = dodecanavl.
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Table 2
"H NMR spectroscopic data of compounds 3 and 4 (500 MHz)?
Proton® 3 4
Unit A Unit B Unit A Unit B
Fuc-1 4.77d(8.0) 478d(7.8) 4.85d (8.0) 4.87d(7.7)

453 dd (9.5, 8.0)
417 dd (9.5, 3.5)
3.89*

455 dd (9.5, 7.8)
418 dd (9.5, 3.5)
3.89°

3.79 q (6.0) 3.81q(6.0)
1.50 d (6.0) 1.52 d (6.0)

ha-1 6.35 bs 5.89 bs
5.28 bs 471bs

5.57 dd (9.6, 3.0)
4.59 dd (9.6, 9.6)
5.01 dq (9.6, 6.0)

5.72dd (9.7,3.3)
456 dd (9.7,9.7)
440 dq (9.7, 6.0)

1.58 d (6.0) 1.57 d (6.0)
637 bs 5.55 bs
6.45 bs 6.45 dd (3.0, 1.3)

5.68 dd (9.8, 3.0)
4,71 dd (9.8, 9.8)
5.07 dq (9.8, 6.3)

459 dd (9.4, 3.0)
425 dd (9.4, 9.4)
435 dq (9.4, 6.0)

1.60d (63) 167 d (6.0)
ha'-1 562d(15) 6.16 bs
6.17 bs 5.91 bs

442 dd (9.5, 3.0)
5.77 dd (95, 95)
433 dq (9.5, 6.0)

453 dd (9.5, 3.0)
5.84 dd (95,95)
441 dq (9.5, 6.0)

417 dd (9.5, 8.0)
407 dd (95, 2.5)
3.96d (2.5)
3.84q(6.1)
158 d (6.1)

5.66 bs
5.96 bs

5.04 dd (9.0, 3.3)
458 dd (9.5, 9.5)
5.04 dg (9.5, 6.0)
1.64 d (6.0)

637 bs
6.46 bs

5.68 dd (9.5, 2.5)
4,70 dd (9.5, 9.5)
5.04 dq (9.5, 6.5)
167 d (6.5)

5.69 d (1.5)

6.17 bs

447 dd (9.5, 3.0)
5.78 dd (9.5, 9.5)
435 dq (9.5, 6.0)

453 dd (9.5,7.7)
4.17 dd (9.5, 2.5)
3.96d(2.5)
3.84q(62)
1.61d(62)

5.90 bs
470 bs

5.73 dd (9.5, 2.5)
453 dd (9.5,9.5)
4.40dq (9.5, 6.0)
1.63 d (6.0)

5.55 bs
6.46 bs

4.60dd (9.5, 2.0)
423 dd (9.5, 9.5)
434 dq (9.5, 6.5)
1.69 d (6.5)

6.16 bs
5.98 bs
4,55 dd (9.5,3.2)
581dd(95,95)
4.42 dq (9.5, 6.0)

= QS I N VLR S - U‘aU\.thEO‘:U\.hWNm = IS ) QS VL 6 )
=

137 d (6.0) 147 d (6.0)
Jal-2 217 2.20°

224 264"
11 3.80 bs 3.84 bs
16 099t (7.5)" 102 t (7.0)""
Dodeca-2 252° 252*
12 0.86t(7.0) 0.876 t (7.0)
Mba-2 245° 247
2-Me 1.15d(75) 1.14d (7.5)
3-Me 084 t(7.5) 093 t(7.5)
CA-2 6.62 d (16.0) 6.40 d (15.9)
3 7.89 d (15.9) 7.69 d (16.0)

154 d (6.0) 1.57 d (6.0}
224° 2.19 ddd (13.6, 6.5, 2.8)
2.78 ddd (13.8, 6.8, 2.8) 2.64 ddd (13.9, 6.9, 2.8)
3.84 bs 3.84 bs

098 t(7.5)" 099t (7.2)°

250° 2.50*

0.861t(7.4) 0.87 t (7.5)

244 ddd (13.8,7.0,22) 2.46 ddd (13.8, 6.7, 2.2)
1.15d (6.9) 19d(7.0)

084 t(7.1) 0.88 ¢ (7.6)

6.54 d (16.0) 6.40d (15.9)

7.85 d (16.0) 7.69 d (15.9)

2 Data recorded in CsDsN. Chemical shifts (§) are in ppm relative to TMS. The spin coupling (J) is given in parenthesis (Hz). Chemical shifts marked with an asterisk (*)
indicate overlapped signals and those marked with a double asterisk (**) indicate interchangeable signals. Spin-coupled patterns are designated as follows: bs = broad singlet,
d = doublet, t = triplet, m = multiplet, q = quartet, sept = septet. All assignments are based on "H-"H COSY and TOCSY experiments.

b Abbreviations: Fuc = fucose, Rha = rhamnose, Jal = 11-hydroxyhexadecanoyl, deca = decanoyl, dodeca = dodecanoyl, mba = 2-methylbutanoyl, CA = trans-cinnamoyl.

and the n-decanoic group in unit B (é-4 173.2) was located at C-3
of Rha (dy 5.58). Fig. 1 shows an expansion of the HMBC spectrum
for 1 and 2 to display the 3]q; correlations between the acylated
saccharide core positions and the three distinguishable carbonyl-
type resonances. Dodecanoyl residues were differentiated from
the decanoyl substituents by means of the small downfield shift
(Aé ca. +0.3 ppm) induced by the (CHz)z-increment in the length
of the aliphatic chain (Lie Ken Jie and Mustafa, 1997). Isomeric
structural differences between compounds 1 and 2 consist in the
position of n-decanoyl or n-dodecanoyl residue at C-2 of the sec-
ond rhamnose and C-4 of the terminal rhamnose on the glycosidic
core.

Batatins V (3) and VI (4) showed the same pattern of acylations
by three different fatty acids in both saccharide moieties, Fig. 2
shows the key HMBC correlations (*]g4) for the sites of esterifica-
tion: each of the 2-methylbutyroyl groups (éc1 175.4-175.5)
showed a *Jcy cross-peak with H-2 of Rha' at 6y 6.45 (unit A) or at
6.46 (unit B); the n-dodecanoic groups (éc, 173.3-173.4) also
exhibited a 3], coupling with the H-4 signal of Rha” at 8y 5.77 (unit
A)or at 5.84 (unit B); and the cinnamic acid residues (éc_; 166) were
located at C-2 of the third rhamnose saccharide (Rha") by means of
the 3]y correlation with the protons centered at ;. 5.91 (unit B) or
at 6.17 (unit A). Their diastereomeric structures differed in the
position for lactonization by the aglycon in unit A. For compound

second saccharide (Rha) (d,.3 5.57), while for isomer 4, it was
placed (éc; 174) at C-2 of the second saccharide (Rha) (5,5 5.96).

3. Concluding remarks

The amphiphilic properties of theses hydrophobic oligosaccha-
rides 1-4 exemplify the subtle solubility equilibrium between
low-polarity solvents (i.e., hexane and chloroform) and polar or-
ganic solvents (methanol) that results from the fatty acid acylation
of the glycosidic core. The structural variety of resin glycosides is
considerably increased by partial acylation of their saccharide
cores. In fact, as reported here and in previous works on the resin
glycosides, a large number of congeners occur in each species of
the moming-glory family (Pereda-Miranda et al., 2010). The meth-
odological approaches used for the isolation and structural spec-
troscopy of 1-4 could be applicable for purification and
characterization of polar members with large molecular weights
(Du et al., 1999; Pereda-Miranda et al., 2010).

4. Experimental

4.1. General experimental procedures

Al cmmnlbiomer mniombe ssrnmn Anbaemeimnd am 2 Cichoae Tabhee cmemaes
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Table 3
3C NMR spectroscopic data of compounds 1-4 (125.7 MHz)?

Carbon® 1 2 3 4

Unit A Unit B Unit A Unit B Unit A Unit B Unit A Unit B
Fuc-1 101.7 101.5 101.7 101.5 101.3 1014 101.3 1014
2 3 73.1 73 73.2 729 732 80.5 733
3 76.7 76.6 76.9 76.8 76.6 76.4 73.2 76.5
4 734 734 73.6 73.6 734 734 73.6 73.6
5 7.2 7.2 71.2 71.2 71 71 70.5 71
6 17.2 17.2 172 17.2 17.4 17.4 17.6 176
Rha-1 100.2 102.4 1003 102.4 100 102.2 100 1023
2 69.4 703 69.6 704 69.3 703 72.9 704
3 779 75.5 779 75.6 77.8 725 71 725
4 79.1 78.1 79.1 78.1 79 78.1 79.9 78.1
5 67.7 69 67.7 69 67.8 69.3 67.8 69.3
6 189 18.5 19 18.5 18.9 18.4 18.9 184
Rha'-1 100.2 1006 100.3 100.6 100 1004 100 100.4
2 69.5 742 69.7 74.3 729 729 72.9 72.7
3 78.9 708 79 70.9 78.6 71 79 71
4 76 80.6 76 80.7 76.4 79.5 76.4 79.5
5 67.4 68.5 67.4 68.5 67.4 68.3 67.4 68.3
6 19.3 18.7 193 18.7 19.1 18.8 19.1 18.8
Rha"-1 103.5 103.6 103.6 103.7 103.6 103.7 103.6 103.7
2 724 72.1 726 72.3 72.7 719 72.7 719
3 69.9 70.1 70.1 70.2 733 733 73.3 733
4 75 753 75.4 75 75 753 75.4 75
5 68.1 67.9 68.1 68 67.8 68 67.8 68
6 17.8 18 179 18 17.6 17.8 17.6 17.8
Jal-1 174.8 174.3 174.8 174.4 174.5 174.4 174 174.1
2 34.6 342 34.6 34.3 343 339 34.9 34
11 79.7 793 79.8 79.3 79.5 79.3 81.4 79.5
16 14.5 14.5 146 14.6 143 14.3 14.3 143
Deca-1 173.2 173.2
2 34.4 34.4
10 14.2 14.3
Deca-1 172.6 172.6
2 34.4 34.4
10 14.2 14.3
Dodeca-1 1734 1734 173.5 173.5 1733 1734 173.3 1734
2 34.6 34.6 34.7 34.7 34.6 34.6 34.7 34.7
12 142 14.2 143 14.3 14 14 14 14
Mba-1 175.5 1755 175.4 1754
2 41.3 413 41.3 413
2-Me 16.6 16.6 16.5 16.5
3-Me 113 11.3 11.3 113
CA-1 166 166 166 166
2 1183 118.3 1183 1183
3 144.8 144.8 145.1 145.1

? Data recorded in CsDsN, Chemical shifts (d) are in ppm relative to TMS. All assignments are based on HMQC and HMBC experiments.
B Abbreviations: Fuc = fucose, Rha = rhamnose, Jal = 11-hydroxyhexadecanoyl, deca = decanoyl, dodeca = dodecanoyl, mba = 2-methylbutanoyl, CA = trans-cinnamoyl.

Perkin-Elmer model 241 polarimeter. 'H (500 MHz) and '*C
(125.7 MHz) NMR experiments were conducted on a Bruker MX-
500 instrument. Instrumentation used for HPLC analysis consisted
of a Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division,
Milford, MA) 600E multisolvent delivery system equipped with a
refractive index detector (Waters 410). Negative ion LR-FABMS
were recorded using a matrix of triethanolamine or glycerol on a
JEOL SX102A spectrometer. Negative ion ESIMS experiments were
performed on a Bruker MicrOTOF-Q high resolution quadrupole-
time of flight spectrometer. Nitrogen was used as both nebulizing
and drying gas. Mass spectra were acquired over a range of 50-
3500 Da in 5 s/scan using electrospray ionization with capillary
voltage set to 3.2kV. The sample (2 mg) was dissolved in HPLC
grade MeOH (0.5 mL). Aliquots were further diluted to give work-
ing solutions of 0.4 mg/mL and infused directly to the ESI source
using a syringe pump at a flow rate of 180 pl/h. Recordings were
processed using Bruker Data Analysis software. GCMS was per-
formed on a Hewlett-Packard 5890-11 instrument coupled to a JEOL
SX-102A spectrometer. GC conditions: HP-5MS (5%-phenyl)-meth-

ylpolysiloxane column (30 m x 0.25 mm, film thickness 0.25 pm);
He, linear velocity 30 cm/s; 50 °C isothermal for 3 min, linear gra-
dient to 300 °C at 20 °C/min; final temperature hold, 10 min. MS
conditions: ionization energy, 70eV; ion source temperature,
280°C; interface temperature, 300 °C; scan speed, 2 scans s-1;
mass range, 33-880 amu., NMR spectroscopic simulation was car-
ried out with the MestreC 4.0 program (Mestrelab Research, Santi-
ago de Compostela, Spain).

4.2. Plant material

The tuberous roots of the white-skinned cultivar of I. batatas
were collected in plantations in San Nicolas, Salvatierra, Guanaju-
ato, Mexico, in 1999. The tubers of the purple-skinned variety were
collected in Santa Rita, Maravatio, Guanajuato in 1999, The plant
material was identified by Dr. Robert Bye. A voucher specimen
(R. Bye FB 1312 for the purple-skinned cultivar; FB 1315 for the
white-skinned varietv) was deposited in the Ethnobotanical
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Fig. 1. HMBC spectra of compounds 1 (above) and 2 (below) showing connectivities
(*Jen) for the sites of esterification: (A) C;-Jal unit A/Hs;-Rha unit A; (B) C;-Jal unit B/
Hs-Rha' unit A; (C) C;-deca/H,-Rha" unit B, (D); C,-dodeca/H;-Rha” unit A; (E) C;-
dodeca/ Hz-Rha' unit B; (F) Cy-deca/Hs-Rha unit B; (G) C;-deca/Hz-Rha' unit B; (H);
C;-dodeca/H,-Rha" unit B.

Collection of the National Herbarium (MEXU), Instituto de Biologia,
UNAM.

4.3. Extraction and isolation of compounds 1-4

Powdered dry tuberous roots of the white-skinned cultivar
(2.6 kg) were extracted by maceration at room temperature with
hexane (8 L) to give, after removal of the solvent, a medium amber
syrup (13.1 g) (Escalante-Sanchez et al., 2008). The tubers of pur-
ple-skinned variety (2.1 kg) were extracted by maceration at room
temperature with CHCl; (8 L) to give, after removal of the solvent, a
dark amber syrup (38.74 g). The crude extracts prepared were
independently subjected to over silica gel column chromatography
(CC) (150 g) using gradients of CH,Cl, in hexane, Me,CO in CH,Cl,
and MeOH, The process was monitored by TLC, and a total of 36
fractions, rich in resin glycosides for the hexane extract (150 mL
each), were collected and combined in 7 resin glycoside-containing
fractions (I-VII). All fractions were subjected to over silica gel CC

(30 g) using a gradient of MeOH in CHCls to eliminate the pig-
mented residues. For the chloroform extract, a total of 42 fractions
(150 mL each), rich in resin glycosides, were collected and com-
bined in 5 resinous fractions (I-V). The elution with CH,Cl,-
Me;CO-MeOH (7:2.5:0.5), being the most abundant in resin glyco-
sides (6.68 g), was further subjected to treatment with activated
charcoal, followed by silica gel CC (180¢g; elution with CH,Cl>-
MeOH, 9:1) to eliminate pigments. All decolorized primary frac-
tions were analyzed by HPLC. These analytical separations were
done on a Symmetry Cyg column (Waters; 5 mm, 4.6 »x 250 mm)
with an isocratic elution of various proportions of CH;CN-MeOH
and a flow rate of 0.7 mL/min. The best chromatographic elution
system found was then applied to each fraction in preparative
HPLC on a reversed-phase C;g column (7 mm, 19 x 300 mm), and
a sample injection of 20 pL (sample concentration: 10 mg/mL).
The elution was isocratic with CH;CN-MeOH (9:1) using a flow
rate of 9 mL/min. From the hexane-soluble extract obtained with
the white-skinned cultivar, fraction I (30 mg) provided an eluate
with tp of 28.9 min (peak I); a peak with tg of 11.7 min (peak II)
was eluated from fraction II (20 mg); isolation of lipooligosaccha-
rides from fractions V and VI were previously reported (Escalan-
te-Sanchez et al., 2008). From the CHCl3-soluble extract prepared
with the purple-skinned variety, fraction II (4.16 g) was further
subjected to Si gel (80 g) CC using a gradient of MeOH in CHCl5.
Elution with CH,Cl,-MeOH (1:1) afforded 144 mg of a mixture
which was purified by preparative HPLC and yielded an eluate with
tg 16.1 min (peak IIT). All HPLC peaks were collected by the tech-
nique of heart cutting and independently reinjected in the appara-
tus operated in the recycle mode (Pereda-Miranda and Hernandez-
Carlos, 2002) to achieve total homogeneity after 10-20 consecutive
cycles employing the same isocratic elution. Each peak was recy-
cled on a reversed-phase Cyg column (7 mm, 19 x 300 mm) with
a flow rate of 9 mL/min. These techniques afforded pure com-
pounds 1 (14.5mg) and 2 (12.1 mg) from peak I and II, respec-
tively. Recycling of peak III allowed the separation of compounds
3(16.4 mg) and 4 (12 mg).

4.4. Compound characterization

4.4.1. Batatin 11 (1)

White powder; mp 93-94 °C; [«]p —82 (c 0.1, MeOH); For 'H
and '*C NMR spectroscopic data, see Tables 1 and 3; negative
ESIMS m/z 2477 [M+1]~, 2349 [M—H]", 1173 [1329-H—C;oH;z0]",
1019 [M—H-1329; unit A]~, 991 [1329—C,gH;50—-Cy2H2,0]", 527,
417; negative-ion FABMS m/z: 2348 [M—H]~, 1329 [unit B]~, 1173
[1329-H-C;oH50]-, 1019 [M—H-1329]", 991 [1173-C;5H5,0]",
837 [991-C,oH,50]", 691 [837-146]", 545, 417, 271; HRESIMS
m/z 2348.5427 [M—H] (calcd for Cy24H219040 2348.5103).

4.4.2. Batatin IV (2)

White powder; mp 95-96 °C; [«]p —61 (c 0.1, MeOH); For 'H
and '*C NMR spectroscopic data, see Tables 1 and 3; negative
ESIMS m/z 2477 [M+1]~, 2349 [M—H]", 1173 [1329-H—C;oH;:0]",
1019 [M—H-1329; unit A]~, 991 [1329—C,gH;50—-Cy2H2,0]", 527,
417; negative-ion FABMS m/z: 2348 [M—H]~, 1329 [unit B]~, 1173
[1329-H—-C;oH,50]-, 1019 [M—H-1329]", 991 [1173-C;,H5,0]",
837 [991-C,oH,50]", 691 [837-146]", 545, 417, 271; HRESIMS
m/z 2348.5467 [M—H] (calcd for Cy24H210040 2348.5103).

4.4.3. Batatin V (3)

White powder; mp 114-115°C; [a]p —45 (¢ 0.15, MeOH);
For 'H and '3C NMR spectroscopic data, see Tables 2 and 3;
negative-ion FABMS m/z: 2469 [M-H]~, 2385 [M—-H-CsHz0],

2367 |[M-H-CsHgO-H,0]", 2339 |[M-H-CgHgO], 2157
[M—H—-CgHgO—-Cy2H220]7, 1235 [unit B, CggHio7021]", 1133
[1235-C5HgO-H,0]~, 1105 [1235-CgHgO]~, 1019 [1105
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Fig. 2. Key HMBC correlations (3|¢) for the sites of esterification.

CsHg0], 923 [1105-C;,H2,0]", 837 [1019-Cy,H,,0] ", 545, 417,
271; HRESIMS m/z 2504.3865 [M+Cl]~ (calcd for Cy35Hy12Cl04
2504.4141), 2468.4040 [M-H]|~ (calcd for Cy3;Hy 1,04, 2468.4375).

4.4.4. Batatin VI (4)

White powder; mp 83-85 °C; For [a]p —31 (c 0.17, MeOH); 'H
and '¥C NMR spectroscopic data, see Tables 2 and 3; negative-ion
FABMS m/z: 2469 [M-H]~, 2367 [M-H-CsHg0-H20]-, 2339
[M H CQHsol_, 1235 [Unit B, CS5H107021]_, 1133 [1235
CsHsO0—H»0]™, 1105 [1235-CsHs0]™, 1019 [1105-CsHs0], 923
[1105—Cy,H,,0]", 837 [1019-C,,H,,0]", 545, 417, 271. HRESIMS
mjz 25044085 [M+Cl]~ (caled for Cy35Hp12Cl04 2504.4141),
2468.4256 [M—H]~ (calcd for Cy35H21104; 2468.4375).

4.5, Alkaline hydrolysis of compounds 1-4

Individual solutions of compounds 1-4 (5 mg each) in 5% KOH-
H,0 (3 mL) were heated until reflux began at 95 °C, this being held
for 2 h. The reaction mixtures were acidified to pH 4.0 and ex-
tracted with CHCl3 (5 mL). The organic layers were washed with
Hz0 and dried over anhydrous NazSO4. The solutions were directly
analyzed by GC-MS. From compounds 1 and 2, two peaks were de-
tected: n-decanoic acid (tg 14.6 min): m/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 acid
(tg 17.8 min): m/z [M]* 200 (15), 183 (2), 171 (18), 157 (40), 143
(20), 129 (48), 115 (20), 101 (15), 85 (33), 73 (100), 60 (80), 57
(30), 55 (47), 43 (30). From compounds 3 and 4, three peaks were
detected: 2-methylbutanoic acid (tz 7.2 min), m/z [M]* 102 (3), 87
(33), 74 (100), 57 (50), 41 (28), 39 (8); cinnamic acid (tg 16.5 min),
my/z [M]* 148 (100), 147 (96), 131 (25), 103 (40), 102 (20), 77 (25),
74 (8), 51 (20), 50 (8), 39 (5), 38 (4); and n-dodecanoic acid (ty
17.8 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 (30). The preparation and identification of 4-

bromophenyacyl (25)-2-methylbutyrate were performed accord-
ing to previously reported procedures: mp 40-42 °C; [a]p + 18 (c
1.0, MeOH); GC-MS (tg 4.75 min): m/z [M+2]* 272 (6.8), [M]* 270
(7.3), 254 (3.8), 252 (3.8), 186 (2.1), 172 (8.6), 171 (100), 70
(9.7), 169 (88.7), 90 (13.9), 89 (23.4), 85 (11.5), 63 (5.3) 57 (19),
51 (2.3), 50 (2.9), 41 (8.5), 39 (9.4) (Pereda-Miranda and Hernan-
dez-Carlos, 2002). This transesterification procedure has been used
to confirm the absolute configuration for 2-methylbutyric acid
(Bah et al., 2007; Escobedo-Martinez et al., 2010).

The aqueous phase from each reaction was extracted with n-
BuOH (5 mL) and concentrated to give a colorless solid. Each resi-
due was analyzed by HPLC; Symmetry Cy5 column (Waters; 5 mm,
4.6 x 250 mm) with an isocratic elution of CH;CN-H,0 (4:1) and a
flow rate of 0.5 mL/min. This procedure identified the same glyco-
sidic acid in all fractions (tg = 7.80 min) which were combined and
subjected to preparative HPLC on a Waters pBondapak NH; col-
umn (7.8 x 300 mm; 10 pm). The elution was isocratic with
CH5CN-H,0 (4:1), using a flow rate of 3 mL/min and a sample
injection of 500 pL (sample concentration: 15 mg/mL). This proce-
dure yielded operculinic acid C (13.5 mg, tg = 6.70 min) which was
identified by comparison of their physical constants and NMR data
with published values: mp 132°C; [«]p —80 (c 1.0, MeOH) ([#]p

87; Kitagawa et al., 1997). This residue (7 mg) was acetylated
(Ac20-CsHsN, 2:1) to give a waxy solid (10 mg) that was subjected
to preparative HPLC on a reversed-phase C;g column (7 mm,
19 x 300 mm). The elution was isocratic with CH3CN using a flow
rate of 8 mL/min. Peak with tr value of 12.6 min afforded peracetyl
operculinic acid C (7.5 mg): mp 93-94°C; [at]p —18 (c 0.35, MeOH);
TH NMR (CsDsN, 500 MHz) & 1.49 (3H, d, J = 6.0 Hz, Fuc-6), 3.75
(1H, q, J=6.5 Hz, Fuc-5), 4.47 (1H, dd, J=9.5, 8.5 Hz, Fuc-2), 4.73
(1H, d, J=8.0 Hz, Fuc-1), 4.11 (1H, dd, J=10.0, 3.5 Hz, Fuc-3),
3.90 (1H, d, J= 3.0 Hz, Fuc-4), 1.56 (3H, d, J = 6.5 Hz, Rha-6), 4.29
(1H, dd, J=9.5, 9.5 Hz, Rha-4), 4.83 (1H, dd, J = 10.0, 6.5 Hz, Rha-
5), 6.20 (1H, bs, Rha-1), 4.62 (1H, dd, J=3.5, 1.5 Hz, Rha-2), 4.58
(1H. dd. 1=9.0. 3.5 Hz Rha-3). 1.56 (3H. d. [ = 6.0 Hz. Rha'-6). 4.31
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(1H, dd, J = 9.5, 6.0 Hz, Rha'-5), 4.53 (1H, dd, ] = 9.5, 3.5 Hz, Rha'-3),
6.19 (1H, bs, Rha'-1), 4.39 (1H, dd, ] = 9.5, 9.5 Hz, Rha'-4), 4.77 (1H,
bs, Rha-2), 1.57 (3H, d, ] = 6.0 Hz, Rha"-6), 4.32 (1H, dd, J=9.0,
5.5 Hz, Rha’-5), 4.23 (1H, dd, J = 9.0, 9.0 Hz, Rha"-4), 4.44 (1H, dd,
J=9.0, 3.0Hz, Rha"-3), 6.27 (1H, bs, Rha’-1), 4.80 (1H, bs, Rha"-
2), 0.89 (3H, t, J=7.0 Hz, Jal-16), 2.62 (2H, t, ] = 7.3 Hz, CH,CO,),
3.88 (1H, bs, Jal-11); '3C NMR (CsDsN, 125MHz) ¢ 17.1 (CHa,
Fuc-6), 76.6 (CH, Fuc-3), 71.1 (CH, Fuc-5), 73.4 (CH, Fuc-4), 75.4
(CH, Fuc-2), 101.6 (CH, Fuc-1), 19.0 (CHs, Rha-6), 67.1 (CH, Rha-
5), 72.7 (CH, Rha-2), 73.2 (CH, Rha-3), 80.6 (CH, Rha-4), 101.4
(CH, Rha-1), 18.8 (CHs, Rha'-6), 73.0 (CH, Rha’-2), 79.5 (CH, Rha-
4), 73.4 (CH, Rha-3), 68.3 (CH, Rha'-5), 102.8 (CH, Rha'-1), 18.4
(CH5, Rha"-6), 70.2 (CH, Rha’-5), 72.8 (CH, Rha'-3), 73.9 (CH,
Rha”-4), 72.3 (CH, Rha’-2), 103.0 (CH, Rha’-1), 14.3 (CH3, Jal-16),
35.7 (CH2C03), 77.9 (CH, Jal-11), 172.6 (C, Jal-1).

4.6. Sugar analysis and aglycone identification

Operculinic acid C (5 mg) in 4 N HCI (5 mL) was heated at 90 °C
for 2 h. The reaction mixture was diluted with H,0 (2.5 mL) and
extracted with Et2O (15 mL). The aqueous phase was neutralized
with 1N KOH, extracted with n-BuOH (20 mL), and concentrated
to give a colorless solid. The residue was analyzed by HPLC: Waters
standard column for carbohydrate analysis (3.9 x 300 mm, 10 pm),
using an isocratic elution of CH;CN-H,0 (17:3), a flow rate of 1 mL/
min, and a sample injection of 20 pL (sample concentration: 2 mg/
mL), Co-elution experiments with standard carbohydrate samples
allowed the identification of rhamnose (tg =6.9 min) and fucose
(tg = 8.3 min). Each of these eluates was individually collected, con-
centrated, and dissolved in H,0. Optical activity was recorded after
stirring the solutions for 2 h at room temperature and values were
identical with those registered for commercially available samples:
t-rhamnose [ot]sos + 8, [ot]s75+ 8, [ot]sas + 9, [0t]azs + 15, [ot]3es + 21
(c 0.1, H;0), control [¢t]p+8 (c 0.1, Hy0); p-fucose [ot]ses + 79,
[ot]s7s + 83, [ot]sas + 94, [ot]azs + 155, [¢]zss + 236 (c 0.1, H20), con-
trol [a]p + 81 (¢ 0.1, H,0). The organic phase-soluble product was
methylated with CH,N, to further perform its separation by HPLC
using a normal phase ISCO column (10 x 250 mm, 10 pm), an iso-
cratic elution of hexane-CHCl;-Me»CO (6:3:1), and a flow rate of
0.5 mL/min to afford methyl (115)-hydroxyhexadecanoate (jala-
pinolic acid methyl ester); tg 16.4 min; mp 42-44 °C; [#]p + 7.3 (¢
2, CHCl3); '3C NMR; 174.4, 72,0, 51.4, 37.5, 37.4, 34.1, 31.9, 29.6,
29.5, 294, 29.2, 29.1, 256, 25.3, 24.9, 22.6, 14.1. This aglycone
(1 mg) was derivatized with Sigma Sil-A and analyzed by GC-MS
analysis, (tg 12.8 min): m/z [M]* 358 (0.3), 343 (0.5), 311 (10.5),
287 (59.7), 173 (100), 73 (46.3) (Pereda-Miranda et al., 2006).
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