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1. INTRODUCCION.

México es considerado un pais megadiverso debido a su amplia variedad de especies.
En efecto, el privilegiado quinto lugar que ocupa a nivel mundial en lo que respecta a
plantas vasculares® ha sido determinante para inferir y comprender los usos de su flora
que desde tiempos prehispanicos han sido medicinales, alimenticios, higiénicos,

textiles, estimulantes, ornamentales, como aromatizantes, entre muchos otros.>

El uso de las plantas con fines medicinales se debe a que contienen una serie de
compuestos quimicos denominados metabolitos secundarios; que aparentemente no
le son indispensables para vivir y se caracterizan porque presentan una distribucién
taxondmica restringida; tal es el caso de las resinas glicosidicas que forman parte de un
grupo de metabolitos secundarios conocido como glicolipidos, cuyo origen biosintético
es mixto. Estos glicolipidos presentan alto peso molecular, una elevada complejidad

estructural y son tnicos en la familia de las convolvulaceas.?

Estudios farmacoldgicos de los extractos organicos de estas plantas han demostrado
actividad analgésica, espasmolitica, antimicrobiana, hipotensiva y efectos
anticancerigenos.® Los glicolipidos de este género constituyen una serie de
oligosacaridos que tienen la particularidad de ser moléculas anfipaticas por la
presencia simultdnea en su estructura de un oligosacdarido hidrofilico y una porcién
hidréfoba constituida por la aglicona. Debido a esta caracteristica estructural, se ha
postulado que estos glicolipidos desempefian un papel importante en la quimica de la
familia de las convolvuldceas ya que un gran nimero de sus propiedades bioldgicas

pueden explicarse como resultado de su posible accién ionoférica.”

Por otra parte, uno de los propdsitos de mayor relevancia en las ciencias médicas y
farmacéuticas es la busqueda de nuevos prototipos de farmacos, cuyo origen sea

plantas previamente seleccionadas bajo un criterio etnomédico.”

De esta manera, en la presente disertacién, se describe la resolucién, mediante el uso
de Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia HPLC, (por sus siglas en inglés) de la

porcidn soluble en metanol de la resina comercial de Ipomoea purga.
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2. ANTECEDENTES TEORICOS.
2.1 Familia Convolvulaceae.

Las especies pertenecientes a la familia Convolvulaceae incluyen cinco géneros
representativos por sus usos medicinales como agentes purgantes en la medicina
tradicional: Ipomoea, Merremia, Convolvulus, Operculina, y Calystegia.* Esta familia
pertenece al grupo de las angiospermas y posee alrededor de 55 géneros y 1650
especies con distribucién cosmopolita, especialmente en las regiones de clima tropical
y subtropical de Asia y América. La familia incluye a especies herbaceas trepadoras,
arbustivas y arboreas bajas con latex, que presentan hojas simples, alternas y enteras;
flores grandes con pétalos fusionados (simpétalas) en forma de embudo radial y
simétrico (de ahi su nombre vulgar de campanitas), solitarias o en inflorescencias en
forma de cimas, racimos o paniculas; y frutos capsulares con semilla cubierta por
vellosidades. El vastago de estas plantas generalmente estad enrollado, caracteristica
gue deriva su nombre latino la palabra “convolvo” (convolvere = enrollar) que significa
entrelazado y se refiere al crecimiento en forma de enredaderas (Figura 1) que se
sujetan alrededor de un soporte. Dentro del reino vegetal, esta familia es la que mejor
representa las propiedades medicinales purgantes (resinas glicosidicas) y alucinégenas
(alcaloides tipo ergolinas).>* Una de las caracteristicas mas notable de esta familia es la
presencia de células secretoras de resinas glicosidicas en sus tejidos foliares vy

radiculares.’

Figura 1. Enredadera de la familia Convolvulaceae.
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2.2 Género Ipomoea.

El género Ipomoea es el mas grande de la familia, con 500 a 700 especies a nivel
mundial, con su mayor diversidad en los trépicos. La distribucion del género Ipomoea
en México es de aproximadamente 160 especies de las cuales el 65% se consideran
endémicas (104 especies) y se distinguen por sus propiedades nutricionales (lpomoea
batatas, el camote), medicinales (lpomoea purga), alucindgenas en rituales religiosos
(Ipomoea violacea) y alelopaticas de importancia agricola (lpomoea tricolor).* El
nombre de este género proviene de las raices griegas “Ips” o “Ipos” que significa
gusano o enredadera y “homoios” que significa similar o semejante y esto sugiere la
forma de crecimiento de la mayor parte de sus especies. El género Ipomoea no
presentan variabilidad importante en su morfologia, siendo que la mayoria de éstas
son enredaderas con tallos enroscados que alcanzan de 1 a 5 metros. Las flores del

grupo son tipicamente conocidas por su aspecto tubular y sus colores brillantes.?

La actividad alucinégena propia de algunas especies de debe a la presencia de
alcaloides derivados del acido lisérgico. La actividad purgante y citotdxica esta asociada
a la presencia de resinas glicosidicas de sus tejidos foliares y radiculares. Los estudios
farmacoldgicos han confirmado algunos usos en la medicina tradicional. Por ejemplo,
un estudio realizado en ratas con el extracto acuoso de las raices de Ipomoea stans
indicé la presencia de sustancias activas que pueden ejercer un efecto vasodilatador

confirmando su uso popular como agente antiespasmadico.?

2.3 Ipomoea purga.

La raiz de jalapa (Figura 2) es una planta medicinal cuyas propiedades fueron
conocidas y aprovechadas por los aztecas y tlaxcaltecas en México antes de la
conquista.’ El cédice Cruz-Badiano™ es tal vez la referencia mas antigua del uso de la

raiz de jalapa.
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Figura 2. llustracion de Ipomoea purga: del lado izquierdo, la raiz en color café; del

lado derecho, flores y hojas.

Por su parte, Nicolas Monardés, en su obra Historia Medicinal de las Cosas que Traen
de Nuestras Indias Occidentales que Sirven en Medicina,*! hace mencién de gue la raiz
de jalapa se exportaba de México a Europa, en donde tuvo una gran demanda.
Miranda y Valdés' llegaron a la conclusion, basada en el estudio del cédice Cruz-
Badiano, que la planta del cddice corresponde a la especie Ipomoea purga. El empleo
de la planta llamd la atencién de los espafioles por su efectividad purgante. La noticia
de tales propiedades medicinales se propagé rapidamente entre los conquistadores,
quienes iniciaron la comercializacién a gran escala de la raiz de jalapa.14 El nombre de
raiz de jalapa se debe a que en los alrededores de esta ciudad veracruzana fue el lugar
de mayor distribucion de esta planta medicinal y, en donde, posteriormente, se
desarrollé con mayor escala el cultivo de la misma. En la década de 1940, la region de
Xico Veracruz, cultivaba y exportaba cerca de 40 toneladas de raiz seca de Ipomoea
purga a los Estados Unidos, por afio, manteniéndose hasta la década de 1990, después

su exportacion se redujo hasta casi cero.®

Fue tal el auge de esta planta que incluso cuando la poblacién de Jalapa fue nombrada
villa por el Rey Carlos IV en el afio de 1791, en el edicto se describe lo valiosa que fue
considerada en Europa y estan representadas las hojas, tubérculos y flores de la raiz de
jalapa en el escudo de armas de la recién nombrada villa.*® Probablemente, la
ubicacion de la especie Ipomoea purga como la que producia la jalapa verdadera, se

establecié poco antes de la segunda mitad del siglo XVIIl ya que Balfour” menciona
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que después de ser usada por casi dos siglos y medio como purgante en Europa, se
aclard su origen botanico pocos afios atras de la fecha de su publicacion, aunque ya se
conocian varios sucedaneos?’ para la raiz de jalapa auténtica, I. purga (Wender.)
Hayne: I. orizabensis (Pelletan) Lebed. ex Steud., I. stans Cav., I. jalapa (L.) Pursh., /.
batatas (L.) Lam.,e I. simulans Hanbury, entre otros. La difusidn internacional que
consiguié la raiz de jalapa, a partir de la conquista espafiola y el éxito de sus
aplicaciones como purgante, que continua vigente hasta hoy, trajo como consecuencia

, . .. o . ., 14
la busqueda de especies que sirvieran para sustituir la mencionada raiz.

2.4 Falsas jalapas.

En general, el término jalapas se emplea para designar a las plantas con propiedades
purgantes o laxantes pertenecientes a la familia de las convolvulaceas;™ la mayor
parte de las cuales son del género Ipomoea. En el pasado, se distinguieron muchas
especies, pero sélo una fue la verdadera: la Ipomoea purga; las otras, aunque muy

1819 A continuacion, se

frecuentemente usadas, han sido llamadas falsas jalapas.
mencionan las mas usadas en la época: jalapa de tampico (lpomoea simulans), jalapa
macho, jalapa de orizaba o escamonea mexicana (Figura 3) (lpomoea orizabensis;

sinénimo de Convolvulus orizabensis Pellet)."®>*

Figura3. Ipomoea orizabensis. Especie con una raiz purgante y restringida a las zonas

tropicales de Veracruz, es utilizada para sustituir a la jalapa verdadera (lpomoea

purga).
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Otras jalapas falsas son Exogonium arenarum Choisy; sindnimo de Ipomoea arenaria
Steud; asi como Convolvulus jalapa, cuyo sindnimo es Ipomoea macrorhiza Michx.
(jalapa monstruosa).** Es comdn confundir la Ipomoea dumosa L.O. Williams con la .
purga, pero la primera no posee el principio activo y lleva a cabo su vegetacion en
lugares de menor altitud (1300-1700 metros sobre el nivel del mar); en Xico y las
comunidades aledafas; recibe el nombre de xonequi y sus hojas son usadas como
condimento en la preparacién de diversas comidas, frecuentemente combinadas con

. Sy 14
epazote y otras hierbas aromaticas.

2.5 Usos y propiedades medicinales de Ipomoea purga.

La raiz de jalapa se usa como purgante suave y es emética, antihelmintica vy
emenagoga; el extracto acuoso es conocido como diurético;*® se ha utilizado también
para curar llagas y ulceras. Farmacolégicamente, esta clasificada como catartico

drastico hidragogo?"**

y es empleada para tratar hidrocefalias, fiebres gastronerviosas,
enteromeningitis e incluso disenteria.>®® Asi mismo, se le atribuyen propiedades
curativas para padecimientos cardiacos, hemorragias cerebrales y estados

. . 1
inflamatorios.**

Aunque la jalapa fue conocida principalmente por sus propiedades purgantes, algunos
autores mencionan diversas aplicaciones no medicinales de la planta. Por ejemplo, en
el siglo XVIIl en Londres, la raiz de jalapa fue utilizada en la elaboracién de cerveza
durante la fermentacién y se hace referencia a su uso en la medicina veterinaria.” Por
su parte, Casas®® hace referencia a su uso para fijar tintes en la industria textil en
Europa. El tubérculo puede ser transformado para ser utilizado de diversas formas,
como es el polvo estandarizado a partir de la raiz triturada; de igual manera, se puede
aplicar la resina obtenida por extraccion alcohdlica como jalapina, que es la porcién
insoluble en éter y decolorada de la resina.” Cabe mencionar que la forma mas comdn
de empleo seglin De Jauregui'® fue como polvo suministrada disuelta en vino o en
agua. Eran comunes tres presentaciones: azucar anaranjada, polvos catélicos y el
aguardiente alemdn; también, las tinturas y pastillas como la coloquintida y las pildoras

catdrticas compuestas. Ademds, se usaba en polvo asociada al calomel (HgCl) o a otros
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purgantes de su género mads enérgicos. La dosis es de 1.3 a 2 g; si la cantidad es mayor,
puede ocasionar cdlicos intensos, vomitos y aun la inflamacidn de las vias digestivas.

La resina aplicada sobre la piel y en inyecciones hipodérmicas produce irritacion local.

Como purgante actua solamente en medio alcalino, estimulando la secrecién
intestinal,?? comenzando su accién en las primeras porciones del intestino delgado.Por
su accion, se le agrupa entre los purgantes lipoliticos.?® En el hombre, hay variaciones
segln la sensibilidad individual a las diferentes dosis. De 0.5 a 1 6 2 g de polvo de raiz
produce efectos intensos, acompafiados de nauseas, a veces con vomitos y tenesmos.
Con 4 6 5 g, la resina produce la muerte con fendmenos coleriformes. Como laxante
suave, debe tomarse en dosis de 0.5 g surtiendo el efecto en aproximadamente 24
horas.?® Algunas experiencias en farmacologia, usando jalapina (0.01 al 1000) en
intestino delgado y 0.03 % en uUtero de conejo produce movimientos que aumentan el
tono y modifican la amplitud de las contracciones. La acetilcolina, la pilocarpina y la
arecolina pueden ser inhibidas, mientras que persisten las acciones de la adrenalina y

dela atropina.26

La demanda de estas raices disminuyd debido a la introduccion de productos
herbolarios de origen italiano y alemdan preparados con otras plantas como la jalapa

brasilefia (Ipomoea operculata) y la jalapa de la India (Ipomoea turpethum).”’

2.6 Distribucidn y descripcion botanica.

La raiz de jalapa se encuentra distribuida en la vertiente oriente de la Sierra Madre
Oriental, en altitudes entre 1800 a 2400 metros sobre el nivel del mar, generalmente
en sitios de exposicion al Sur y en sitios donde la precipitacién promedio anual es de
1500-2100 mm. Los estados de la republica en los que se encuentra distribuida son:
Veracruz, Hidalgo y Puebla. Se le ha mencionado también para los estados de Jalisco,
Guerrero, Michoacan y Estado de México, pero los ejemplares herborizados de dichos
estados pertenecen a otra especie que es Ipomoea dumosa, la cual se confunde

facilmente con Ipomoea purga por la gran semejanza que existe entre ellas.”
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Es una planta trepadora anual, con rizoma tuberoso perenne. Presenta tallos
cilindricos color purpureo o enredadores glabros al igual que toda la planta. Raiz
redonda piriforme o fusiforme; exteriormente amarillenta o bien negra y blanco
amarillenta en su interior. Hojas alterna, simples, oblongo, cordiformes, de 9-11 cm de
largo y 5-7 cm de ancho, acuminadas y profundamente sinuadas en la base; las hojas
inferiores casi astadas o con puntos angulares divergentes; venacién prominente en el
envés. Peciolos cilindricos de 5.5-6.5 cm pedunculos axilares de 4-6 cm de largo, dos
bracteas inconspicuas. Pedicelos engrosados de 1.5-2 cm de largo; una o dos flores
cimosas, sépalos desiguales, ovales, obtusos, los exteriores de 8 cm vy los interiores de
5 c¢m corola salveriforme, tubo delgado de 5-8 cm de largo, limbo de 4.5-5.5 cm de
largo, rosa traslicido cuando viva rosa azulado frecuentemente cuando esta
herborizada. Estambres fértiles exertos, blancos, filamentos apipétalos, estigmas
biglobosos, blanco exerto igual o mas que los estambres. Fruto capsular dehiscente,
axilar, capitado, clavado, aovado, con la base del estilo y sépalos persistentes, verde
blanquecino y de apariencia de grasa antes de madurar, coridceo y café oscuro cuando
madura. Semillas cuatro o menos por aborto, bilocular, negras, pulverulentas, con dos

1
caras planas y una dorsal convexa.”

2.7 Composicion quimica.

La resina contenida en el tubérculo estd formada por una porcion soluble en éter
llamada jalapina y otra, soluble en metanol, llamada convolvulina.'* La resina contiene
ademds materia colorante, manitol, azucar, almidén, B-metil esculentina, fitoesterinas,
oxalato de calcio, ipuranol, acido butirico, isovalérico y tl'glico.22 Ademas, se ha
estudiado la composicion de la resina de tubérculos comerciales por métodos
cromatograficos y colorimétricos encontrando e identificando nuevas sustancias que

constituyen el principio activo.?®

A partir de la jalapina o porciéon soluble en cloroformo obtenida de las resinas
glicosidicas presentes en las partes aéreas de Ipomoea purga, se han caracterizado dos
nucleos oligosacaridos: el acido operculinico A (Figura 4) (11-O-B-p-glucopiranosil-

(1->3)-0-[a-L-ramnopiranosil-(1->4)]-O-[a-L-ramnopiranosil-(1->4)]-0-[a-L-
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ramnopiranosil-(1->2)]-B-b-fucopirandsido del acido (S)-11-hidroxihexadecanoico) y el
acido operculinico B (11-0O-B-b-glucopiranosil-(1-3)-O-[a-L-ramnopiranosil-(1-4)]-0-
[a-L-ramnopiranosil-(1->4)]-O-[a-L-ramnopiranosil-(1->2)]-B-b-glucopirandsido del
acido (S)-11-hidroxihexadecanoico).®® Estos nicleos oligosacaridos se identificaron
como los acidos glicosidicos constitutivos de siete glicolipidos novedosos, los
purgindsidos I-IV y las purginas I-lll (Figura 5), las purginas son dimeros de
oligosacdridos, cuyas diferencias residen en el tipo de sustituyente acido que se
encuentra acilando la posicion C4 de la ramnosa terminal. Las principales diferencias
entre los purgindsidos es el tipo de sustituyente acilante de las posiciones C; 0 Ca y C4
de la unidad ramnosa terminal.*Las purginas como dimeros de oligosacdridos del
acido operculinico B, tienen tres residuos acilantes en ambas unidades monoméricas:
los acidos trans-cinamico, (S)-2-metilbutirico, n-hexanoico y/o n-dodecanoico. La

macrolactonizacidn se ubicé en la posicién C-2 de la segunda unidad sacdrida.

De la convolvulina, se han aislado los acidos purgicos A-D’, asi como los jalapindsidos |
29 . . , . s . . .

y lI”” que representan los primeros oligosacaridos macrociclicos intactos caracterizados

a partir de las fracciones ricas en resinas glicosidicas insolubles en cloroformo, la

convolvulina (fraccion soluble en metanol).

Los dacidos purgicos son heterohexasacdridos no lineales y se componen de dos

unidades de D-glucosa, dos de D-quinovosa, una de D-fructosa y una de L-ramnosa®’.

Estos acidos se diferencian en el tipo de aglicona que se encuentra unida al nucleo
oligosacarido, identificandose al acido (S)-11-hidroxitetradecanoico en el dcido purgico
Ay el acido (S)-11-hidroxihexadecanoico en el dcido purgico B. El 4cido purgico A*! se
caracterizé como el acido  (11S)-11-[O-B-D-quinovopiranosil-(1—2)-O-B-D-
glucopiranosil-(1—3)-0-[B-D-fuco-piranosil-(1—4)]-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-0-B-

D-glucopiranosil-(1—2)-0-B-D-quinovopirandsido]-hidroxitetradecanoico; asi que el
acido purgico B*? representé al homolégo que presenta al acido (S)-11-hidroxi-
hexadecanoico como la aglicona pero que contiene la misma secuencia de
glicosidacion en el nucleo oligosacarido.”’ La estructura quimica del jalapindsido

corresponde a un bidesmdsido del acido ipurdlico (acido (3S,11S)
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dihidroxitetradecanoico) donde un residuo monosacarido se une en la posicion C-3 y el

mismo hexasacérido de los acidos purgicos en la posicién C-11.%

HO Q

o

HO

HO

0]
0
OH
0 OH
0 OH
OH

Figura 4. Acido operculinico A.

HO

0
HO
OH
H

Figura 5. Estructura de la purgina | (izquierda) y el purgindsido IV en la parte derecha.
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2.8 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC).

Seguin define la IUPAC?* “La cromatografia es un método, usado primariamente para la
separacion de los componentes de una muestra, en el cual los componentes se
distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras que la otra es
movil; esta caracteristica distingue a la cromatografia de la mayoria de los métodos
fisicos y quimicos de separacién.® La fase estacionaria puede ser un sélido, un liquido
retenido sobre un sélido o un gel. La fase estacionaria puede estar extendida como
una capa o distribuida como una pelicula, etc. La fase mévil puede ser liquida o
gaseosa”. En 1965 Guiddings define la cromatografia como un “método de migracién

en zonas”.

Las especies de la muestra experimentan interacciones repetidas (repartos) entre la
fase moévil y la fase estacionaria. Cuando ambas fases se han escogido en forma
apropiada los componentes de la muestra se separan gradualmente en bandas en la
fase movil. Al final del proceso, los componentes separados emergen en orden
creciente de interaccion con la fase estacionaria. El componente menos retardado
emerge primero, el retenido con mayor fuerza, eluye al ultimo. El reparto entre las
fases aprovecha las diferencias entre las propiedades fisicas y quimicas de los

componentes de la muestra.*

2.8.1 Bases de la separacién.

La columna de separacién es el corazon del cromatografo. Proporciona versatilidad en
los tipos de andlisis que pueden realizarse. Esta caracteristica, debida a la amplia gama
de seleccién de materiales para la fase mavil y estacionaria, permite separar moléculas
que difieren muy poco en sus propiedades fisicas y quimicas. En un sentido amplio, la
distribucién de un soluto entre dos fases es el resultado del balance de fuerzas entre
las moléculas del soluto y las moléculas de cada fase. La columna refleja las fuerzas de
atraccién o de repulsiéon relativas que presentan las moléculas o iones de las fases

competidoras por el soluto y entre si. Estas fuerzas pueden ser de naturaleza polar,
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proviniendo de momentos dipolares permanentes o inducidos, o pueden deberse a

fuerzas de dispersién del tipo London.>®

Cuando la muestra y la fase movil son forzados a atravesar la fase estacionaria (Figura
6), entran en accidon distintos tipos de interacciones entre cada uno de estos
componentes: interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno, interacciones
dipolares y electrostaticas: éstas son las responsables de la mayor o menor afinidad de

cada uno de los componentes de la muestra por la fase movil o la fase estacionaria.*

Figura 6. Separacioén hipotética de los solutos A, By C, en equilibrio entre la fase movil

(m) y la fase estacionaria (e). S representa las moléculas de la fase movil.*’

Para cada caso, en la columna se establecera un equilibrio que involucra la fraccién de
cada especie “disuelta” por cada fase en equilibrio (Figura 7). Por ejemplo, para A, By

C:

A=A, B,+=B, Co=C,

Figura 7. Representa los equilibrios hipotéticos en una columna de las especies A, By
C. El subindice “m” representa la fraccidn del soluto disuelta en la fase movil y el

subindice “e” la disuelta en la fase estacionaria.’’
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2.8.2 Modalidades de la Cromatografia.

La clasificacion de las modalidades cromatograficas esta en funcidn de varios

parametros:

a) La naturaleza de la fase movil. Si la fase moévil es un gas, la modalidad
cromatografica se denomina gaseosa GC (por sus siglas en inglés) y si es un liquido,
cromatografia liquida (LC). A este ultimo grupo pertenecen la cromatografia en capa
delgada (TLC), la cromatografia liquida en columna abierta y la cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC). A pesar de las diferencias entre las distintas modalidades, los

principios que gobiernan la separacién son los mismos en todos los casos.>”

La cromatografia de gases se emplea para separar mezclas que contienen compuestos
organicos volatiles, pero suele presentar grandes dificultades si las sustancias a
analizar no son volatiles, si se descomponen a altas temperaturas o poseen alto peso
molecular. Se ha estimado que sélo un 20 % de las sustancias orgdnicas conocidas

pueden separarse por GC sin tratamiento previo.38

La diferencia fundamental entre HPLC y GC se encuentra en el tipo de detectores y en
la influencia de la fase mévil. En GC es muy simple encontrar detectores que permitan
diferenciar la muestra de la fase mévil, cualquier dispositivo que mida una propiedad
fisica del soluto (conductividad térmica, ionizacién en una llama, captura de
electrones) es apropiado como detector en GC. A diferencia de la cromatografia de
gases, en HPLC es necesario encontrar dispositivos que diferencien al soluto en
solucion de la fase movil. Los mds difundidos son los detectores UV y, en menor
proporcién, los de fluorescencia, el de indice de refracciéon y el electroquimico. En
HPLC la fase movil es el pardmetro fundamental que gobierna la separacién. En
consecuencia, en GC se necesitan diferentes columnas para abarcar el rango de
separaciones posibles, mientras que en HPLC con una sola columna es posible separar
sustancias polares, idnicas, ionizables y no polares simplemente modificando la
composicion de la fase mdvil. Si bien la resolucidon puede ser mayor con los materiales
actuales de HPLC, la eficiencia global es mayor en GC dado que la menor viscosidad de
la fase movil permite usar columnas con una mayor extensidn. Sin embargo, la

selectividad aportada por la amplia variedad de disolventes aptos para su empleo
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como fase moévil en HPLC, le confieren a esta técnica de separacién una mayor

versatilidad.®®

b) La naturaleza de la fase estacionaria. Si la fase estacionaria es un sdlido y la fase
movil un liquido, la modalidad cromatografica se denomina cromatografia liquido-
sélido (LSC). De la misma forma, existird una cromatografia liquido-liquido (LLC), gas-

liqguido (GLC) y gas sdlido (GC).

c) El fendmeno que ocurre dentro de la columna. Asi, la cromatografia puede
clasificarse en dos modalidades: de afinidad y por tamafio molecular. En la primera
modalidad se encuentran la cromatografia en fase normal, en fase ligada y la de
intercambio idnico. En la modalidad por tamafio molecular se encuentran la

cromatografia de filtracién en gel (GFC) y la cromatografia de permeacién en gel (GPC).

d) La cantidad de muestra aplicada. Si la cromatografia seleccionada para una
separacion no destruye la muestra (TLC, HPLC o columna abierta) es posible recuperar
al analito separado de su matriz a la salida de la columna. Aumentando la cantidad de
muestra es posible obtener desde microgramos hasta kilogramos de una sustancia
pura en una sola corrida. Evidentemente las escalas de trabajo son diferentes, pero las
bases que gobiernan a la separacidén son exactamente las mismas. Asi es posible definir
la cromatografia analitica en el rango de pg hasta pg, un rango semipreparativo que
abarca desde los pg hasta los gramos y un rango preparativo, que comprende las

separaciones de analitos cuyas cantidades son mayores a un gramo.>**°

2.8.3 Formas de la Cromatografia Liquida.

Todas las formas de la cromatografia de liquidos (Cuadro 1) son procesos de migracién
diferencial, donde los componentes de la muestra son selectivamente retenidos por

una fase estacionaria.>®
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Cuadro 1. Métodos de la Cromatografia Liquida.>®

Abreviatura

Método Mecanismo predominante
(en inglés)
Liquido-sdlido o de Adsorcion sobre la superficie
LSC
adsorcion
Reparto entre fases liquidas, una mévil y
Liquido-Liquido LLC
la otra estacionaria.
Reparto y/o adsorcién entre las fases
Fase enlazada BPC
movil y enlazada.
Separacion de pares de idnes entre las
Pares de iones IPC
fases movil y enlazada.
Uso de la carga por adsorcidon sobre un
Intercambio idnico IEC sitio idnico fijo por medio de intercambio
de cationes o de aniones.
Aprovechamiento del tamafio de las
Exclusion estérica EC moléculas por su difusion dentro de

poros de tamano adecuado.

Afinidad

Uso de Ila estructura de ligantes
inmovilizados para unir

bioselectivamente la proteina deseada.
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2.8.4 Instrumentacion.

El notorio avance que la cromatografia liquida moderna ha experimentado en los
ultimos anos, en especial, en lo referente al desarrollo de nuevas fases estacionarias,
ha permitido al analista acceder a un nivel instrumental de alta precisién, compuesto
por bombas que permiten entregar (en un sélo instrumento) caudales muy estables
gue varian entre el microlitro y varios mililitros; detectores con celdas intercambiables
en las cuales el volumen puede escogerse, generalmente entre 1 y 12 ul; valvulas
accionadas por microprocesadores que permiten direccionar la fase moévil para
automatizar procesos; integradores versatiles, aislados o conectados a una
computadora que puede permitir no sélo el control global de uno o mds equipos
cromatograficos sino la libre manipulacién y almacenamiento de datos; generacién de
reportes e incluso el desarrollo automatico de métodos, entre muchas otras funciones.
Basicamente, los equipos de HPLC pueden clasificarse en integrados y modulares. En
los primeros, cada una de sus partes (reservorio de disolventes, bomba, inyector y
detector) estan reunidas en un gabinete y su intercambio o conexidon con otros
componentes de la misma o diferente marca es dificil. Permiten en cambio un mejor
aprovechamiento del espacio, menos cables, tuberias y conexiones expuestas y quizas
menores riesgos frente a operadores ocasionales o poco experimentados. En los
equipos modulares, los mddulos son instrumentos individuales que permiten no sélo
armar el equipo segun la necesidad del analista sino aumentar su complejidad en
funcién de las necesidades experimentales. Esta conformacion es ademds una buena

Ill

defensa ante el “sindrome de la caja negra”. Dicho de otro modo, la visualizacién de
cada componente permite no sélo el mejor conocimiento y control visual del equipo
(Figura 8), sino el mejor aislamiento y la resolucién de problemas cuando éstos se

producen.35
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Figura 8. Esquema general de un sistema HPLC.

2.8.4.1 Tuberias.

La fase moévil empleada en HPLC debe circular por tuberias que conecten al reservorio
del disolvente con la bomba, la bomba con el inyector, éste con uno o mas detectores
conectados en serie y, eventualmente, con un colector de fracciones o valvulas de
distribucién. Estas tuberias deben ser inertes y, de acuerdo a su ubicacién en el

sistema cromatografico, resistentes a altas presiones.”

2.8.4.2 Uniones.

Las uniones permiten conectar las tuberias y con ellas los distintos componentes del
sistema cromatografico. Una unidn consiste en dos piezas de acople perfecto, la unién
“macho”, consistente en una férula que se afirma a la tuberia conectora y un tornillo
gue se ajusta a la unién “hembra”, presente en un conector o componente de un
modulo, dejando un volumen interno libre al disolvente practicamente nulo (volumen
muerto 6 cero). Basicamente, existen dos tipos de uniones, las convencionales y las
universales. En las uniones universales la férula esta constituida por un polimero
deformable y el tornillo posee una cabeza algo mayor y fresada, de manera que
permite el ajuste manual de la unidn, a diferencia de las convencionales que necesitan

el empleo de llaves apropiadas.®
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2.8.4.3 Bombas.

Las bombas en HPLC impulsan a la fase movil proveniente del reservorio de disolvente
hacia el inyector, y desde alli hacia la columna. Su caudal de trabajo puede ser muy
variable, segun la escala escogida. Existen bombas capaces de entregar caudales muy
pequenos, del orden de microlitros/minuto para la cromatografia microbore pasando a
caudales de unos pocos mililitros/minuto para la cromatografia analitica convencional
hasta valores mucho mayores para separaciones semipreparativas y preparativas.
Basicamente existen dos tipos de bombas: las de pistén (bombas reciprocantes) y las
desplazamiento continuo (bomba jeringa). Las primeras son las de uso mas difundido;
son muy versatiles y faciles de adaptar a la rutina de laboratorio. Las bombas de

desplazamiento continuo no emiten pulsos en la entrega del disolvente.*®

2.8.4.4 Sistemas de gradientes.

Una separacidn que utiliza un Unico disolvente é mezcla de disolventes de composicién
constante se denomina una elucion isocratica. Con frecuencia, la eficacia de la
separacion se aumenta notablemente por una elucién con gradiente. En este caso se
utilizan dos o tres sistemas de disolventes con una polaridad significativamente
distinta. Una vez que comienza la elucidn, se varia la relacién de los disolventes de
forma programada, a veces continuamente, y en ocasiones mediante una serie de
etapas escalonadas.*! Mediante un sistema de elucidn isocratica se puede separar un
ndmero limitado de picos, tipicamente 10 6 12.*°> Para matrices mas complejas, o
cuando la polaridad de los componentes a separar es muy diferente, se puede optar
por dos alternativas: la corrida multidimensional (column switching) o el uso de un
gradiente de disolventes. El gradiente de disolventes es comparable a la programacién

de temperaturas en cromatografia gaseosa.>”
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2.8.4.5 Inyectores.

A menudo, el factor limitante en la precisién de las medidas en cromatografia de
liquidos es la reproducibilidad con que se puede introducir la muestra en la columna.*!
El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucidén sin
interrumpir el caudal del disolvente a través del sistema. En la actualidad, la totalidad
de los inyectores en HPLC son valvulas que orientan el caudal hacia la columna,
pasando o no segln su posicidn, a través de un loop en el cual se introduce la solucién

a inyectar. Las valvulas pueden accionarse manual o automaticamente.®

2.8.4.6 Detectores.

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite “ver” y ubicar en tiempo
y espacio la posiciéon de cada componente de una muestra a la salida de la columna
cromatografica.*” Los detectores deben reunir ciertas caracteristicas ampliamente

43,44

tratadas en la literatura, entre ellas:

e Tener un amplio rango dindmico de respuesta.

e Poseer una respuesta lineal.

e No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumnar.
e Responder a todos los solutos.

e Tener la sensibilidad apropiada.

e No afectarse por cambios de temperatura.

e Poseer una buena relacion sefial/ruido

o No destruir la muestra

e Tener una constante de tiempo baja.

4344 | os detectores

Los detectores pueden clasificarse en generales y selectivos.
generales miden el cambio de alguna propiedad fisica de la fase mdvil que contiene al
analito en comparacion con la misma fase movil pura., e.g., el detector de indice de
refraccion y el de conductividad. Los detectores selectivos son aquellos sensibles a
alguna propiedad del soluto; por ejemplo, el detector UV, que producird una sefial

proporcional a la absorbancia del soluto a una longitud de onda dada.
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2.8.4.6.1 Detector de indice de refraccion.

Este detector mide la diferencia de indice de refraccidn entre el disolvente puro y el
disolvente que contiene la muestra. Es un detector universal (ya que es altamente
improbable que el indice de refraccién del soluto sea similar al del disolvente) y no
destructivo. Como contrapartida, es muy poco sensible, lo cual limita su campo de
aplicacién y es muy afectado por cambios de temperatura. No puede utilizarse con
programacién de disolventes porque el cambio de la composicion de la fase mévil se
acompafa del cambio de su indice de refraccion. Como consecuencia, no puede
estabilizarse la linea base. Existen tres tipos diferentes de detectores de Indice de

Refraccién: Fresnel, Deflexion, Interferométrico.®

2.8.4.6.2 Detector UV.

Los detectores dpticos basados en la absorcién de la zona ultravioleta-visible del
espectro electromagnético constituyen el 70 % de todos los sistemas de deteccidn en
uso. Basicamente, se encuentran disponibles tres tipos de detectores de absorbancia:
detector de longitud de onda fija, detector de longitud de onda variable y detector de
barrido de longitud de onda (en tiempo real).>® En los detectores de ordenamiento de
fotodiodos se emplea un sistema éptico invertido: la celda se ilumina con luz “blanca”,
es decir, no monocromada y la luz emergente de la celda llega a la red de difraccién
donde es dispersada hacia el elemento fotosensible. En lugar de una fotocelda, se
emplea un conjunto de fotoceldas o fotodiodos soportados en un chip de silicio. De
esta forma, se consigue medir no sélo la luz transmitida a una longitud de onda, sino
todo el espectro de absorcién del eluato en tiempo real. El detector UV posee buena
sensibilidad y buen rango lineal, permite detectar analitos en el orden de los
nanogramos. No es destructivo y puede emplearse con gradientes de disolventes, con
la Unica limitacidon de que éstos sean transparentes en la longitud de onda de trabajo.
Es un detector poco sensible a los cambios de caudal y de temperatura, la
concentracion del analito en la muestra se determina por la aplicacién de la ley de
Beer: A=abC, donde A es la absorbancia, a es la absortividad molar del analito, b es el

camino 6ptico de la celda y C es la concentracién del analito en la muestra.®
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Ademas de los detectores IR y UV, otro tipo de detectores son: de fluorescencia,
electroquimico, conductividad, espectrometria de masas, FT-IR, de dispersion de la luz,
actividad dptica, selectivo de elementos y fotoionizacién, estos ultimos tres no estan

disponibles comercialmente.*!

2.8.4.7 Sistema de toma y procesamiento de datos.

El resultado del ensayo cromatografico es, por un lado, la obtencién de fracciones
separadas de los componentes de la muestra y, por el otro, la de un gréfico o
cromatograma de cuya interpretaciéon pueden extraerse conclusiones cualitativas y
cuantitativas. Este registro y la eventual manipulacidén se obtienen a partir de la sefial
proveniente del detector por medio de un sistema de toma y procesamiento de datos,

entre los que se pueden citar los siguientes:

e Registrados grafico
e Integrador

e Computadora (requiere una interfase analdgica-digital)*

2.8.5 Propiedades de los disolventes.

La fase mdévil en HPLC cumple un papel fundamental, ya que puede por si misma
modificar completamente la selectividad de las separaciones en fase normal y es, a la
vez, el verdadero “motor” de las separaciones por cromatografia en fase reversa.**°

Un disolvente apropiado debe cumplir con algunos requisitos (Cuadro 2):

e Alto poder solubilizante de las muestras
e Baja reactividad

e Compatibilidad con el detector utilizado
e Adecuado punto de ebullicion

e Baja viscosidad

e Seguridad

e Alto grado de pureza
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Cuadro 2. Propiedades de los disolventes habituales en HPLC.*

Limite inferior
de deteccidon 0 0 Viscosidad (cps
Disolvente IR25°C P.E.(°C) 0
de soluto en a257(C)
UV (nm)

Acetonitrilo 190 1.341 82 0.34
Agua 1.333 100 0.89
Metanol 205 1.326 65 0.54

2.8.6 Disolventes y aditivos comunmente utilizados en cromatografia en fase

reversa.

Las fases moéviles (Cuadro 3) en cromatografia en fase reversa estdn constituidas por
mezclas de disolventes polares, en general agua, y un modificador orgdnico (metanol,
acetonitrilo y tetrahidrofurano) con y sin el agregado de aditivos (sales inorganicas o

reactivos de apareamiento idnico).

Cuadro 3. Lista de propiedades de disolventes habituales en HPLC.>’

Donador | Aceptor
Indice de Fuerza Momento
Disolvente de de Grupo
Polaridad | Dispersiva Dipolar
Protones | Protones

Acetonitrilo 6.2 0.04 0.33 0.26 0.41 6
Agua 9.0 - 0.4 0.34 0.26 2
Metanol 6.0 0.03 0.51 0.19 0.30 -
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2.8.7 Disolventes para Cromatografia en fase normal.

En cromatografia en fase normal, donde se emplean disolventes no polares, el
problema mas frecuente es la desactivaciéon de la columna de silice o alimina por

adsorcién de agua que produce cambios profundos en la retencién y selectividad.*’

2.8.8 Cromatografia en fase ligada.

El primer trabajo efectuado en cromatografia en fase ligada se debe a Howard y
Martin®, gue en 1950 trataron tierra de diatomeas con dimetilclorosilano en fase
vapor, obteniendo un material hidrofébico estable. En realidad, emplearon este
material en modalidad LLC (cromatografia de particiéon o liquido-liquido), como
soporte de octano, la fase estacionaria verdadera, y usaron como fase mévil mezclas
hidro-metandlicas. Como la polaridad de las fases se invertia, este proceso fue llamado
cromatografia de particion en fase reversa. Esta técnica tuvo gran difusién y a
mediados de la década de los sesentas, la silanizacion fue “exportada” a la
cromatografia gaseosa. Sin embargo, el mayor impacto de la fase ligada en
cromatografia liquida se produjo en 1970, cuando Kirkland y De Stefano,*® combinaron
el método descrito por Abel® para silanizacion y el material peculiar de Horvath,>
para crear el primer relleno para cromatografia en fase reversa, que llamaron

Permanase ODS.

El notable aumento de calidad del material de relleno y el avance en Ia
instrumentacion, llevaron al nacimiento y rdpido crecimiento de una nueva modalidad:
la HPLC o cromatografia liquida de alta eficiencia, en la cual los principales logros se
concentraron en tres pardmetros fundamentales: resolucion, reproducibilidad y
rapidez. Actualmente, el método dominante es la cromatografia de fase ligada (BPC,
bonded phase chromatography) que puede clasificarse en fase normal (NP-BPC) y fase
reversa (RP-BPC, RPLC- reversed phase liquid chromatography- o simplemente RP), de
acuerdo a la polaridad relativa de la fase modvil y de los grupos funcionales
quimicamente ligados a la matriz. Cerca del 80 % de las separaciones cromatograficas

se efectian con material de fase ligada y mas del 70 % corresponde a cromatografia en
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fase reversa. En cromatografia de fase ligada, la particula base de silicagel se modifica
guimicamente para reemplazar sus grupos funcionales activos, los silanoles, de
caracteristicas polares, por determinados grupos funcionales: octadecilsilano
(frecuentemente llamado ODS o C18), octilsilano (C8), fenilo, ciano (CN), amino, diol,
etc. En algunos casos, la misma fase ligada puede ser empleada en fase normal o
reversa segun el tipo de fase mévil usada. Por ejemplo, un relleno ligado a grupos
ciano funcionard en fase normal si la fase mévil es hidréfoba (por ejemplo, el

isooctano) o en fase reversa, cuando se emplean mezclas hidroalcohdlicas.*

En cromatografia de liquidos en fase reversa, la fase estacionaria es no polar y la fase
movil polar. Este cambio de la polaridad de fases resulta, naturalmente, en un cambio
en el orden de elucidn (Cuadro 4) de los componentes de las muestras en estudio. La
cromatografia en fase reversa ha desplazado no sélo a la cromatografia en fase normal
(aunque nunca podrd hacerlo totalmente), sino que también ocupa terrenos hasta
hace poco exclusivos de la cromatografia de intercambio idnico y su empleo es
progresivo para el analisis de macromoléculas, antiguamente tratadas sélo por

técnicas de filtracién molecular, intercambio idnico y electroforesis.

Cuadro 4. Caracteristicas de la Cromatografia en fase normal y fase inversa®.

Fase Normal Inversa
Polaridad del relleno Alta Baja
Polaridad del disolvente Baja Alta

Orden de elucion

Primero el menos polar

Primero el mas polar

Efecto del incremento de

polaridad del disolvente

Reduce los tiempos de

retencion

Aumenta los tiempos de

retencion.
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2.8.9 El material de relleno.

El material de relleno de una columna de cromatografia de fase ligada esta constituido

por particulas, definidas por una serie de caracteristicas:

e Morfologia
e Tamafo
e Porosidad

e Estructura quimica

2.8.10 Ventajas de la cromatografia en fase reversa.

e Compuestos no idnicos, idnicos e ionizables pueden ser separados en la misma
columna, con la misma fase movil

e Lafuerza de atraccion entre la superficie no polar y el soluto es débil

e La adsorcion irreversible, frecuente en gel de silice, raramente ocurre

e La fase movil predominante es agua, abundante y econdmica

e El modificador organico predominante, metanol, es asequible en calidad y
precios adecuados.

e El orden de elucidn es predecible, en funcién de la hidrofobicidad del analito

e Se necesita poco tiempo para el equilibrio del sistema luego de un cambio de

fase movil®

2.8.11 Mecanismo de retencion.

Se ha sugerido que el modo de interaccion entre el soluto y la fase ligada puede ser de
tres tipos: particion del soluto entre la fase mévil y una fase estacionaria liquida,
adsorcién sobre una fase estacionaria sélida, o bien un proceso mixto de particion-

adsorcién.*®
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h

La teoria solvofdbica de Horvat es probablemente la de mayor aceptacion. Segun

ésta, la fuerza de retencion en fase reversa se debe al aumento de entropia que
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acompafia a la transferencia del soluto de la fase movil (polar) a la fase estacionaria
(no polar). Dicho de otro modo, la interaccién entre moléculas de soluto y de
disolvente es mucho mdas débil que la interaccion de las moléculas de disolvente entre
si. Como consecuencia, el soluto es expulsado de la fase movil y forzado a penetrar en
la fase estacionaria, que actla como receptor pasivo. Sin embargo, en la practica, el
mecanismo de retencién se complica por la presencia de silanoles residuales. Asi, para
comprender el fendmeno de retencidon deberian considerarse dos mecanismos, el

silanofébico y el silanofilico.*

2.9 Resinas glicosidicas.

Las resinas glicosidicas constituyen un conjunto de glicolipidos de alto peso molecular,
cuya porcidn hidrofilica esta compuesta por un nucleo oligosacarido y la porcién
hidrofdbica por una aglicona que estad representada por un acido graso mono o
dihidroxilado de 16 6 14 atomos de carbono unidos a través de un éster ciclico
intramolecular (Figura 9). La mayoria de las veces, el nlcleo oligosacarido se encuentra

esterificado por acidos grasos saturados con diferentes longitudes de cadena.*

Figura 9. Estructura general de un glicolipido.
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La diversidad estructural de las resinas glicosidicas surge de las variaciones en el
numero y tipo de unidades sacaridas que componen el nucleo oligosacarido, en la
secuencia de glicosidacion, en la posicion de lactonizacién y en el tipo, numero y
posicion de los acidos que se encuentran acilando al nucleo oligosacarido. Asi, se han
podido identificar desde disacaridos hasta heptasacaridos y dimeros tipo éster
constituidos por tres hasta cinco azucares en cada unidad oligomérica. Estos se
componen principalmente de cuatro carbohidratos, tres 6-desoxihexosas como son la
D-fucosa, D-quinovosa, L-ramnosa, D-xilosa, y la D-glucosa como la Unica hexosa
presente en esta clase de metabolitos aislados de plantas pertenecientes a la familia

Convolvulaceae (Figura 10).*

Figura 10. Carbohidratos comunes en las resinas glicosidicas.

En cuanto a la secuencia de glicosidacién, se han encontrado lipooligosacaridos
lineales o ramificados y los dcidos que con mayor frecuencia representan a las
agliconas de las macrolactonas son los acidos (S)-11-hidroxihexadecanoico (acido
jalapindlico) y el (S)-11-hidroxitetradecanoico (acido convolvulindlico).* Sin embargo,
otras agliconas han sido identificadas como son el dcido 3,11-dihidroxitetradecanoico
(acido ipurdlico) y el acido (S)-11-hidroxi-4-oxotetradecanoico, las cuales han sido
encontradas en las resinas glicosidicas de las semilas de la planta Pharbitis nil y en las
hojas de la planta /pomoea squamosa, respectivamente. Los 4acidos (S)-12-
hidroxipentadecanoico, (S)-12-hidroxihexadecanoico y (S)-12-hidroxiheptadecanoico

fueron identificados en las resinas glicosidicas de la planta lpomoea turpethum.>
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Los acidos carboxilicos que frecuentemente se encuentran acilando los nucleos
oligosacdridos son derivados de cadena corta que incluyen a los acidos acético,
propidnico, n-butirico, isobutirico, (25)-2-metilbutanoico, 3-metilbutanoico, (-)-(2R,3R)-
3-hidroxi-2-metilbutanoico (acido nilico) y 2-metil-2-butenoico (tiglico). También, se
han encontrado ésteres derivados de acidos arilalquilicos como el (E)-3-fenil-2-
propenoico (acido cindmico) y ésteres derivados de acidos grasos con diferentes
longitudes de cadena, tales como, el n-hexanoico (caproico), n-octanoico (caprilico), n-
decanoico (caprico), n-dodecanoico (laurico), n-hexadecanoico (palmitico), n-
octadecanoico (estedrico) y n-eicosanoico o acidos araquidénicos.* Cabe mencionar
qgue los constituyentes individuales que componen las resinas glicosidicas de una
misma especie comparten, en la mayoria de los casos, un mismo nucleo oligosacarido.
Por lo tanto, los nucleos oligosacaridos de las resinas glicosidicas pueden ser
identificados a través de métodos de degradacién (hidrélisis alcalina), permitiendo la
obtencién de los acidos glicosidicos que son distintivos de las especies que los

biosintetizan.>

2.10 Métodos de separacion de las resinas glicosidicas.

Las resinas glicosidicas son compuestos anfipaticos debido a la presencia de las largas
cadenas alifaticas enlazadas a un extremo polar. Esta clase de moléculas no es muy
facil de aislar y purificar, ya que siempre se presentan como mezclas complejas de
homoélogos constituidas por el mismo nucleo oligosacarido pero con diferentes
sustituyentes alquilo o arilo que difieren en la longitud de la cadena. Aunque, existen
muy pocas descripciones sobre el aislamiento de glicolipidos a través de la
cromatografia en capa delgada, este procedimiento no es adecuado para la
purificacion de los constituyentes individuales.>® Los métodos de separacién, como la
cromatografia en columna abierta, empleando gel de silice, sephadex, intercambio
idnico y filtracidn en gel fueron también explorados para la separacién de esta clase de
compuestos, pero sin resultados exitosos.” La naturaleza quimica y la complejidad de
las resinas glicosidicas de las convolvulaceas han determinado el empleo de métodos

cromatograficos y espectroscépicos de alta resolucion para el aislamiento de sus
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constituyentes inviduales y su posterior caracterizacién estructural mediante

resonancia magnética nuclear.**®

El principal desafio técnico durante la separacion de macromoléculas, como los
glicolipidos, mediante HPLC, consiste en el desarrollo de las mejores condiciones
analiticas instrumentales. Es decir, establecer las mejores condiciones de operacién
para la seleccidon de las fases estacionaria y movil, el modo de elucién (gradiente o
isocratico) y la carga de muestra maxima que se requiere para que se obtengan picos
adecuados correspondientes a los congéneres individuales de las complejas matrices
en estudio. La ventaja del empleo de la cromatografia de liquidos de alta eficiencia es
el escalamiento a nivel semipreparativo que permite la purificacion de grandes

cantidades de muestra sin afectar la resolucion.

Columnas de fase normal y columnas de fase modificada como la octilsilano(Cs),
octadecilsilano(Cyg), ciano y fenilo han demostrado ser fases estacionarias adecuadas

para el aislamiento de macromoléculas, como los glicolipidos.””*®

Las técnicas cromatograficas de corte de nucleo y rasurado de pico, empleadas
individualmente o combinadas, han sido usadas en la purificacién de los constituyentes
individuales de las resinas glicosidicas. Inicialmente, cada pico del conjunto total
mostrado en el cromatograma se colecta mediante una valvula a nivel semipreparativo

o preparativo (cantidad de muestra: 50 mg/500 pL).>

La técnica de cromatografia de reciclaje de la muestra ha permitido la purificacién de
cada pico colectado, hasta que los componentes sobrepuestos son separados. Esta
técnica consiste en hacer pasar la muestra por la columna o fase estacionaria durante
varios ciclos de manera manual o automatica a través de una valvula de reciclaje. El
procedimiento finaliza hasta que se observe un pico de comportamiento gaussiano
(Figura 11), sin la presencia de picos minoritarios, como indicativos de impurezas en la

muestra.*
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Figura 11. llustra el cromatograma obtenido por la técnica de reciclaje durante la

59,60

purificacion de la purgina | por HPLC (izquierda) y vdlvula de reciclaje (derecha).

2.11 Elucidacion estructural de las resinas glicosidicas.

Los principales métodos para la elucidacion de las resinas glicosidicas involucran el uso
de reacciones quimicas degradativas o la aplicacion de técnicas espectroscopicas y
espectrométricas de alta resolucién, como el mejor camino para la caracterizaciéon

completa de estas moléculas complejas.*

La ruptura de polisacdridos a molécula simples mediante reacciones quimicas, como la
saponificacién, fue una metodologia que se empled en el pasado debido a la carencia
de métodos para el aislamiento de glicolipidos en sus constituyentes intactos. La
saponificacion del material crudo libera los acidos grasos correspondientes a los
sustituyentes que esterifican a los nucleos oligosacaridos. De esta manera, los acidos
glicosidicos obtenidos son sometidos a una segunda reaccién de hidrdlisis en medio
acido para la liberaciéon de los carbohidratos correspondientes y la aglicona
perteneciente al fragmento que forma la macrolactona en las resinas glicosidicas
intactas. Los acidos grasos libres o sus derivados metilados o etil ésteres son

analizados mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.*

La longitud de la cadena de la aglicona que forma la macrolactona y su posicién de
hidroxilacion son determinados mediante el analisis directo por espectrometria de
masa mediante impacto electrénico (EIMS) o por cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de gases (GC-EIMS) de la aglicona (4cidos grasos hidroxilados Ci4 0
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Cigmetilados) derivatizada mediante sililacion.®’ Las unidades de azdcar son
convertidas a sus derivados volatiles por tratamiento con clorotrimetilsilano y luego

6263 para evitar la anomerizacion de los monosacaridos se

analizadas por GC-MS.
recomienda realizar la sililacion de los grupos hidroxilo y la mercaptalacion de la
funcién aldehido. Los monosacaridos pueden ser tambien detectados mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia usando una columna analitica para
carbohidratos. Procedimientos como la permetilacion de los dacidos glicosidicos,
seguido por hidrdlisis acida, reduccién del anillo de piranosa a los correspondientes
alditoles y acetilacion deben ser usados para establecer el nimero y las posiciones
relativas de los enlaces glicosidicos. Esta estrategia permite la discriminacién entre los

grupos hidroxilo libres los cuales son metilados en los alditoles y los grupos hidroxilo

involucrados en los enlaces glicosidicos (acetilados en los aIditoIes).4

Las glicoresinas naturales son sélidos polares con puntos de fusién generalmente por
encima de los 100 °C, por lo tanto, no son volatiles y son dificiles de vaporizar en una
fuente de ionizacién por impacto electrénico sin que ocasione dafo térmico. El
método de ionizacién quimica no es un método adecuado para estos compuestos, aun
para sus derivados peracetilados y permetilados que son facilmente volatilizados o
ionizados. Las técnicas de ionizacién suave como la ionizacién por bombardeo con
atomos rapidos (FAB), la ionizacién por electrospray (ESI) y el MALDI han hecho una
contribucién grandiosa al campo de la elucidaciéon de glicolipidos. La muestra se ioniza
a especies moleculares protonadas (modo positivo) o desprotonadas (modo

negativo).**

Los espectros unidimensionales de resonancia magnética nuclear de protén (RMN H)
y de carbono (RMN '*C) proporcionan una informacién general acerca de las
estructuras quimicas de los glicolipidos. Asi, el analisis de los espectros por RMN *C
permite determinar el nimero de sefales anoméricas en la regién comprendida entre
95-110 ppm, que indican el numero de monosacaridos que se encuentran
constituyendo al nucleo oligosacarido en estas moléculas. Las resonancias de protones
correspondientes a las sefiales anoméricas en el espectro de RMN 'H en la regién
comprendida entre 4.5-6.0 ppm pueden ser identificadas mediante el experimento

HSQC, que permite la correlacién C-H a un enlace de distancia (‘Ycu). Una vez que se

43



determinan las sefiales de los protones anoméricos, se analizan sus multiplicidades
para identificar el tipo de azicar mediante los patrones de acoplamiento. De esta
forma, las sefiales que se presentan como singuletes anchos pueden ser atribuidos a
las unidades monosacaridas de L-ramnosa, siendo que las sefiales anoméricas que se
presentan como dobletes con constantes de acoplamiento de 7.5 Hz (*J4.4) son
atribuidas a la unidad de D-fucosa, cuya presencia se confirma mediante la sefial
generada por el protdn localizado en el carbono Cs como un cuarteto con constantes

de acoplamiento de 6.5 Hz (*Jy.n) y centrada en 3.7 ppm aproximadamente.*®

Las sefiales anoméricas correspondientes a las unidades de D-glucosa se asignan
debido a su multiplicidad como dobletes con constantes de acoplamiento de 7.5 Hz
(*Ju-n). Todas las sefiales vecinales a los protones anoméricos de estas unidades deben
presentar concordancia con las caracteristicas determinadas por los patrones de
acoplamiento como doblete de dobletes (pseudo-tripletes) con constantes de
acoplamiento aproximadamente de 9.5 Hz (Jun) y que resultan de la orientaciéon
ecuatorial de los constituyentes en el anillo glucopirandsido.**® Otras sefiales de
diagnéstico para identificar glicolipidos son las sefiales dobles observadas entre 1.4-1.7
ppm en el espectro de RMN *H y que corresponden a los protones de los grupos metilo

de las 6-desoxihexosas.”

El empleo de las técnicas bidimensionales en la RMN (*H-H COSY y TOCSY) permite la
asignacion de las sefales restantes de cada uno de los protones metinos en cada
monosacarido. El procedimiento de asignacidon de sefales mediante estas técnicas se
inicia con la localizacion de los protones anoméricos y el establecimiento de los
cuadros de conectividad de cada uno de los protones con su metino vecinal
correspondiente a lo largo de toda la unidad sacarida.”” El procedimiento de asignacion
de sefiales mediante el empleo de la técnica TOCSY, se complementa con las sefales
espectroscépicas asignadas a través del espectro COSY, que de igual manera, se inicia
con las posiciones de los protones anoméricos o cualquier sefial oligosacarida
diagnodstica y resuelta en el espectro, siguiendo en linea recta las sefiales de
conectividad que determinan las interacciones con todos los protones pertenecientes
a cada unidad de azucar. De esta manera se realiza la asignacién inequivoca de las

sefiales de cada unidad sacérida especifica.*”’

44



Después de llevarse a cabo la identificacién de los protones correspondientes a las
. s . s ; . 1 T .
unidades sacdridas a través de las técnicas RMN “H bidimensionales (COSY y TOCSY), se
procede con la asignacion de los desplazamientos quimicos de los carbonos
correspondientes a los protones oligosacdridos mediante la técnica de RMN
bidimensional heteronuclear>C-'H a un enlace de distancia (YJcy) HSQC. Este
procedimiento se inicia con la localizaciéon de los carbonos anoméricos en la regién
comprendida entre 95-110 ppm en el espectro de carbono obtenido a través de la
, . 13 . ..
técnica de RMN ~°C. Posteriormente, se establece la conectividad entre cada carbono

686 Una vez que se han identificado cada

anomérico con su correspondiente proton.
uno de los grupos carbonilo correspondientes a los sustituyentes y a la aglicona, se
lleva a cabo su localizacion en el nucleo oligosacarido por el establecimiento de las
conectividades mediante las correlaciones C-H a tres enlaces de distancia con el

4,57

espectro HMBC.
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3. JUSTIFICACION.

Las sociedades modernas estan sujetas a un ritmo de vida exigido por un mundo
globalizado; esto ha traido, entre otras consecuencias, el surgimiento y resurgimiento
de diversas enfermedades que en cierta forma contribuyen a disminuir la longevidad
promedio, por lo que se hace necesario recurrir a diversas alternativas terapéuticas
gue permitan contrarrestar dichos efectos. Tal es el caso de la medicina tradicional
enfocada en el uso de productos naturales y, principalmente, los obtenidos de plantas
gue constituyen una alternativa ampliamente prometedora, ya que mientras se lleva a
cabo la validacién cientifica que avala su uso etnomédico, de manera simultanea, se
pueden aislar, purificar y caracterizar estructuralmente los metabolitos secundarios
responsables de sus efectos bioldgicos con la idea de desarrollar productos

herbolarios.

Las resinas glicosidicas del género Ipomoea consituyen una fuente potencial de
principios biodinamicos con aplicacién terapéutica y agroquimica debido a sus
propiedades purgantes, laxantes, citotdxicas, antimicrobianas y fitoinhibidoras.* Por
otra parte, es necesario contribuir al decremento en la importacion de principios
activos con la finalidad de aumentar la produccion nacional de medicamentos, por
ejemplo, laxantes que incluyan en su formulacion farmacéutica a las resinas
glicosidicas y que, de igual manera, se implemente de manera sistematica el cultivo de
plantas pertenecientes al género Ipomoea, lo cual de igual forma desemboca en la
generacion de empleos. Tomando en cuenta los trabajos de aislamiento de principios
anfipdticos a partir de extractos no polares ampliamente descritos en la literatura
cientifica, en nuestro grupo de trabajo desde hace tiempo se esta enfrentado el reto
de estudiar extractos polares tratando de evitar en medida de lo posible la
derivatizacién con la finalidad de obtener resinas glicosidicas intactas como productos
naturales y facilitar el estudio de sus efectos sobre células cancerigenas.®’ El presente
proyecto de tesis se centra en la separacion a través del uso de HPLC de los
constituyentes individuales del extracto soluble en metanol de la resina comercial de

Ipomoea purga.
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4. HIPOTESIS.

El extracto soluble en metanol de la resina comercial de Ipomoea purga presenta un
alto contenido en resinas glicosidicas, las cuales pueden ser aisladas y purificadas
mediante el empleo de la cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) a través
de la técnica de corte de nucleo en combinacién con las técnicas de rasurado de picoy

reciclaje de muestra.

5. OBJETIVOS.
5.1 Objetivo general.

Optimizar un procedimiento para la purificacion mediante HPLC en escala preparativa
de los constituyentes mayoritarios de un extracto metandlico obtenido a partir de la

resina comercial de Ipomoea purga.

5.2 Objetivos especificos.

Obtener el extracto soluble en metanol a partir de la resina comercial de

Ipomoea purga.

e Establecer las condiciones instrumentales en la cromatografia de liquidos de
alta eficiencia a nivel analitico que permitan la mdxima separaciéon de los
constituyentes mayoritarios del extracto soluble en metanol.

e Escalar las condiciones instrumentales de nivel analitico a nivel preparativo
para el aislamiento de los componentes mayoritarios del extracto soluble en
metanol de la resina comercial de Ipomoea purga en cantidades que permitan
su elucidacién estructural.

e Purificar las fracciones aisladas mediante la técnica de “reciclaje y rasurado de

pico”.

e Realizar la elucidacion estructural de los compuestos aislados y purificados.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL.
6.1 Procedimientos generales.
6.1.1 Métodos cromatograficos.

Mediante el uso de la cromatografia en capa fina, se diagnosticé la presencia de
resinas glicosidicas. Las placas utilizadas se constituyen de aluminio recubiertas con gel
de silice (silica gel Fyss, Merck), que se eluyeron con una solucién de
diclorometano:metanol (4:1). El revelado de las placas cromatograficas se llevé a cabo
por degradacién oxidativa térmica a 80 °C con una mezcla de H,504-Ce(S04), (sulfato

cérico) como agente cromégeno.

Para la separacién y la purificacién de las fracciones mediante HPLC, se utilizd un
cromatdgrafo marca Waters compuesto de un sistema de liberacién de disolventes
600 E, equipado con un detector de indice de refraccion modelo 414 integrado a un
equipo de computo (Optiplex GX-280, Dell). De manera adicional, el cromatdgrafo
contd con una valvula para la recirculaciéon del analito y el disolvente en linea. El
control del equipo, la adquisicién y el procesamiento de la informacidon cromatogréfica

fueron realizados por el software Empower 2 (Waters).

6.1.2 Material vegetal.

Muestra comercial de las raices pulverizadas de Ipomoea purga obtenida de los

laboratorios Mixim, S.A. de C.V. México.

6.1.3 Preparacion del extracto organico.

Se llevod a cabo la maceracién exhaustiva de 630.4 g de la muestra seca y pulverizada
utilizando metanol como disolvente de extraccidn. El extracto obtenido se filtré y el
filtrado fue secado a presidon reducida. El peso del extracto seco fue de 63.4 g.
Posteriormente, sobre el extracto pulverizado se realizaron tres lavados sucesivos con

agua desionizada mediante un sonicador Fisher Scientific FS1104. Los lavados
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realizados permiten optimizar el desecho de azucares simples, proteinas y sales, es
decir, los compuestos de mayor polaridad solubles en agua. El producto de los lavados

se secd a presion reducida, se pesé y la cantidad obtenida fue de 60.23 g del extracto.

6.2 Reaccion de acetilacion.

Se disolvié una cantidad de 8 mg de una de las fracciones aisladas (por HPLC) del
extracto en 145 pl de piridina y 290 uL de anhidrido acético. La mezcla permanecié en
agitacion a temperatura ambiente durante 48 horas. Concluido el tiempo de la
reaccion, se midieron volimenes de 2 mL de agua destilada y acetato de etilo, ambos
se adicionaron a la mezcla de reaccidn para su posterior agitacion durante cinco
minutos. Las fases organica y acuosa fueron separadas mediante un embudo de
separacion. Sobre la fase acuosa, se realizaron dos extracciones sucesivas utilizando 2
mL de acetato de etilo. Se adiciond (2 x 4 mL) una disolucion de HCI 1 N a la fase
organica, posteriormente, ésta se lavd con (2 x 400 mL) una disolucidn saturada de
NaHCOs. Finalmente, la fase orgdnica obtenida de ambos tratamientos fue tratada con
4 mL de agua destilada, se separd y se le adiciond Na,SO4 anhidro para secar; por
ultimo, se concentrd a presion reducida y se obtuvo una cantidad de 9.4 mg de

fraccion acetilada; a partir de la misma se realizé el analisis por HPLC.

6.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia a nivel analitico.

Se realizaron diversas pruebas por HPLC utilizando una columna analitica, haciendo
modificaciones en la constitucion de la fase movil, tanto en proporcién como en los
disolventes utilizados (Cuadro 6), de igual forma se cambié la fase estacionaria
(Cuadro 5) a fin de obtener las condiciones oéptimas de separaciéon de los

constituyentes mayoritarios de la muestra.
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Cuadro 5. Columnas utilizadas a nivel analitico.

Tipo de columna Dimensiones Tamaiio de particula Marca
Octadecilsilano (C-18) 4.6 x 250 mm 5pum Symvr;/Z:(:;ClS
Amino- il-sil
mino-propi--stiano 10 x 150 mm 5 um Waters YMC
(NH,)
Amino- il-sil
mmo(;:'r\lo:l) stlano 3.9 x 300 mm 10 um Waters Bondpack
2

Cuadro 6. Condiciones cromatograficas (nivel analitico) para el fraccionamiento del

extracto organico.

Tipo de Fase Mvil Flujoy Concentracion Volumen de Detector

columna sensibilic'laiI de la muestra inyeccion
c-18 Mec;'{"'zo ofor;zlLEIS 0.02 mg uL* 20 pL IR
c-18 Mec;:'{“zo o'for;: ::E'_l 0.02 mg L™ 20 L IR
c-18 MeCll\:l{HZO OIfor;zt ;:Bfl 0.02 mg L™ 20 L IR
c-18 Mec;';"'zo OIfOanZIl_ ::E'_l 0.02 mg pL™ 20 uL IR
C-18 MeOH O'fon;: ;}E‘rl 0.02 mg pL™ 20 pL IR
c18 Meo;:'z/ ™0 O.fonzt ;}E‘il 0.02 mg pL* 20 L IR
c18 Me%*jl/ H20 o'for;i :}E‘_l 0.02 mg uL* 20 pL IR
c-18 Mec4|\:|{|-|zo O'for;zt ::Bfl 0.02 mg L’ 20 pL IR
*NH, Meg'\szo O'for;i ::E'_l 0.02 mg L™ 20 L IR
*NH, Mecl'\:'{Hzo O'fon;: ;}E‘rl 0.02 mg L 20 L IR
NH, Mec;'é"'zo 0?0?2 ;}E‘il 0.02 mg uL 20 pL IR
NH, Mec'\;/: 'I/'EOH o'for;i :}E‘_l 0.02 mg uL 20 pL IR
NH, Mecl'\:'éHzo O'for;: ::iLT_l 0.02 mg uL* 20 pL IR
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Se seleccionaron las condiciones cromatograficas que a nivel analitico mostraron la
mejor separacion de la muestra analizada (Cuadro 7) para su posterior extrapolaciéon a

la condiciones cromatograficas en escala preparativa.

Cuadro 7. Condiciones cromatograficas a nivel analitico.

Fase reversa Cig, Symmetry silica
Columna octadecilsilano

(250 x 4.6 mm x 5 um) Waters

Fase movil MeCN-H,0 (9:1)
Flujo 0.4 mL min™
Detector indice de refraccién

Temperatura del detector 40 °c
Sensibilidad 1024

Concentracién de la muestra 0.02 mg pL™t
Disolvente MeOH
Volumen de inyeccién 20 pL

Tipo de elucién Isocratica

Una vez realizados los ensayos analiticos (Cuadro 6), teniendo en cuenta que los
compuestos a separar son de alta polaridad en funcidon de su propia solubilidad en
metanol, se decidié eliminar la posibilidad de la existencia de algun traslape entre la
sefial observada con el detector de indice de refraccién que fuese debida al disolvente
(metanol) con sefiales generadas por compuestos quimicos pertenecientes al extracto
cuyos tiempos de retencidn fuesen similares al tiempo de retencidon del metanol en la

condiciones de trabajo establecidas, por lo que de manera independiente el extracto
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seco se disolvié en una solucion binaria de MeOH:H,0 (4:1). Para de ésta manera
utilizar la misma mezcla de disolventes como fase mévil, lo que permitié realizar los

ensayos por HPLC en escala preparativa.

6.4 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia a nivel preparativo.

El escalamiento de las condiciones cromatograficas a nivel preparativo se realizé

mediante la siguiente ecuacion:

d2

_P

la) \d&

De donde:

Fe= flujo de trabajo (mL min™) con la columna preparativa
F,= flujo de trabajo (mL min™) con la columna analitica
l,=longitud de la columna preparativa

l,= longitud de la columna analitica

dp= diametro interno de la columna preparativa

d,= didmetro interno de la columna analitica

Una vez establecidas las condiciones cromatograficas a nivel preparativo (Cuadro 8),
mediante la técnica de corte de nucleo y reciclaje de la muestra se realizé el
aislamiento y la purificacién de los constituyentes individuales del extracto soluble en

metanol.>
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Cuadro 8. Condiciones cromatograficas a nivel preparativo.

Fase reversa C;g, Symmetry
Columna silicaoctadecilsilano(300 x 19 mm x 7 um)
Waters
Fase movil MeCN-H,0 (9:1)
Flujo 8 mL min™
Detector indice de refraccién
Temperatura del detector 40°C
Sensibilidad 1024 RIU
Concentracion de la muestra 0.1mg uL'1
Disolvente MeOH
Volumen de inyeccion 500 uL
Tipo de elucién Isocrética

De manera similar, se establecio para el ensayo experimental que consistié en disolver
el extracto seco en una mezcla binaria de MeOH-H,0 (4:1) (fase mdvil), un flujo de
trabajo de 6 mL min sin cambio en el resto de las condiciones instrumentales (Cuadro

8).

6.5 Determinacion de las constantes fisicas y propiedades espectroscépicas y

espectrométricas.

Para la determinacién de los puntos de fusidon de los compuestos quimicos purificados
se utilizd un aparato Fisher-Jhons. La determinacién de la rotacién dptica se llevd a

cabo con un polarimetro modelo Perkin-Elmer 341, con metanol como disolvente.
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La obtencidn de los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (*H) y de
carbono (°C) se realizé mediante un equipo Varian Innova a una frecuencia de 400
MHz para 'H y 100 MHz para 13C. Las muestras se registraron en metanol deuterado
(CDs0OD) vy los desplazamientos quimicos (6) se expresaron en ppm tomando como

referencia interna la sefal del tetrametilsilano (TMS).

Los espectros de masas de baja resolucién se registraron en un aparato Waters Acquity
UPLC clase H (Waters Co., Milford, MA, USA) acoplado a un espectrometro de masas
con analizador de masas cuadrupolo simple SQD2 (Waters Co., Milford, MA, USA) con
una cdmara de ionizacidn por electrospray (ESI). La inyeccion de la muestra se realizd
por introduccién directa en metanol a una concentracién de 2 mg mL™, con un
volumen de inyeccion de 10 pl. El espectrémetro de masas SQD2 fue acondicionado
para detectar iones entre 150 y 2000 m/z. El voltaje para ambos modos de ionizacion
positivo y negativo fue de 3.7 kV, con nitrégeno como gas nebulizador a 25 bar junto

con un gas auxiliar a 5 bar.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1 Preparacion del extracto.

Se obtuvieron 60.23 g del extracto soluble en metanol libre de fraccidén soluble en
agua; una parte se fracciond mediante el empleo de la cromatografia de liquidos de
alta eficiencia a nivel preparativo. Cada una de las fracciones colectadas se purificé

mediante la técnica de rasurado de pico y reciclaje de muestra.*®

7.2 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia a nivel analitico.

Las condiciones analiticas de elucidon (isocratica) seleccionadas (véase, Cuadro 7
desarrollo experimental), en donde se observé una mejor separacién, permitieron la
obtencién de once picos (Cuadro 9) que corresponden a las fracciones primarias

separadas y enriquecidas mediante HPLC a nivel preparativo.

Cuadro 9. Fracciones separadas mediante HPLC a nivel analitico.

Fraccion Tiempo de retencion (minutos)
1 4
2 6.3
3 7.7
4 10.2
5 12
6 15.5
7 20
8 225
9 25.5
10 29
11 33.7
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De igual manera, se observaron 2 picos mayoritarios (Figura 12) generados por el
ensayo que consistid en disolver el extracto seco en una solucién binaria de MeOH:H,0

(4:1); en el cual la misma mezcla de disolventes se utilizé como fase movil.

Figura 12. Cromatograma obtenido mediante HPLC a nivel analitico usando como
disolvente del extracto seco la misma fase mévil de trabajo. Condiciones
instrumentales: columna C1g (250 x 4.6 mm x 5 um); fase moévil: MeOH:H,0 (4:1); flujo:

0.4 mL min™; detector IR; volumen de inyeccién de la muestra: 20 pL (0.4 mg).

7.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia a nivel preparativo.

Las condiciones cromatograficas a nivel analitico fueron extrapoladas a nivel
preparativo (Véase Cuadro 8 desarrollo experimental). De esta manera, se llevé a cabo

la separacién de los componentes mayoritarios (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma obtenido mediante HPLC a nivel preparativo. Condiciones
instrumentales: Columna C15(300 x 19 mm x 7 um), fase movil: MeCN-H,0, 9:1; flujo: 8
mL min’; detector IR; volumen de inyeccién de la muestra disuelta en metanol: 500 pL

(50 mg).

A partir de los fraccionamientos que se realizaron por medio de inyecciones sucesivas
del extracto soluble en metanol obtenido inicialmente, se obtuvieron diferentes

cantidades de cada fracciéon (Cuadro 10).

Cuadro 10. Cantidad obtenida de cada eluato.

Cantidad obtenida
(mg)
5
310
11.3
15.2
6.9
5.9
35.3
11.9
9.7
8.5
43.1

Fraccion

OO |IN O NP WIN|F

=
o

=
=
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A partir de las fracciones obtenidas por cromatografia de liquidos de alta eficiencia a
nivel preparativo (Cuadro 10), se purificaron las que fueron rotuladas como 4, 7 y 11
(Figuras 14, 15 y 16). Cada fraccion se reinyecté utilizando las técnicas de sobrecarga

de columnay corte de nucleo, en combinacién con el rasurado y reciclaje de pico.

Figura 14. Purificacidn de la fraccion 4, mediante “rasurado de pico” y “reciclaje de
muestra”. Condiciones instrumentales: Columna C;5 (300 x 19 mm x 7 um); fase movil:
MeCN-H,0 9:1; flujo: 8 mL min™; detector UV; volumen de inyeccion de la muestra:

200 pL (15 mg).

Figura 15. Purificacion de la fraccion 7 mediante “rasurado de pico” y “reciclaje de
muestra”. Condiciones instrumentales: Columna Cig (300 x19 mm x 7 um); fase movil:
MeCN-H,0 9:1; flujo: 8 mL min'l; detector UV; volumen de inyeccién de la muestra:

200 pL (15 mg).
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Figura 16. Purificacion de la fraccién 11 mediante “rasurado de pico” y “reciclaje de
muestra”. Condiciones instrumentales: Columna Cyg (300 x 19 mm x 7 um), flujo: 8 mL
min%; fase movil: MeCN-H,0, 9:1; detector UV; volumen de inyeccion de la muestra:

200 pL (15 mg).

En cuanto al extracto seco disuelto en la mezcla de disolventes que se usé como fase
movil (metanol-agua, 4:1), se obtuvieron dos fracciones mediante cromatografia de
liquidos de alta eficiencia a nivel preparativo (Figura 17). La fraccién minoritaria,
debido a su bajo rendimiento (Cuadro 11), se sometié a una reaccién de acetilacién
con la finalidad de incrementar el rendimiento en peso y de esta forma optimizar su
purificacion. La fraccidn mayoritaria se purificé sin derivatizar, al igual que las
fracciones purificadas en donde se utilizdé como fase modvil una solucién binaria

constituida por acetonitrilo-agua (9:1).

Cuadro 11. Cantidad obtenida de cada fraccién, después de inyectar de manera

sucesiva la muestra disuelta previamente en la misma fase mdévil de trabajo (MeOH-

H,0, 4:1).
Tiempo de retencion
Fraccion Cantidad (mg)
(minutos)
1 6.2 62.9
2 7.7 8
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Figura 17. Cromatograma obtenido mediante HPLC a nivel preparativo, utilizando
como disolvente de la muestra la misma fase mévil de trabajo (MeOH-H,0, 4:1).
Condiciones instrumentales: Columna Cig (300 x 19 mm x 7 um), flujo: 6 mL min’l;

detector IR; volumen de inyeccion de la muestra: 500 plL (25 mg).

Se llevd a cabo la purificacidn de las dos fracciones obtenidas (Figura 17) mediante la

técnica de reciclaje (Figuras 18 y 19).
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Figura 18. Purificacion de la fraccién 1(Figura 17), mediante “rasurado de pico” y
“reciclaje de muestra”. Condiciones instrumentales: Columna C;g (300 x 19 mm x 7
pum), fase movil: MeOH-H,0 (4:1); flujo: 6 mL min’; detector IR; volumen de inyeccion

de la muestra: 200 pL (15 mg).

60



Para la purificacion de la fraccion 2 (Figura 17), previamente se llevd a cabo una
reaccion de acetilacidon logrando aumentar su rendimiento en peso. A partir de una
cantidad de 8 mg de fraccién intacta, se obtuvieron 9.4 mg de fraccidon acetilada.

Subsecuentemente, esta fraccién fue sometida a un proceso de reciclaje (Figura 19).

Figura 19. Purificacion de la fraccién 2 (Figura 17) acetilada, mediante “rasurado de
pico” y “reciclaje de muestra”. Condiciones instrumentales: Columna C;5 (300 x 19 mm
x 7 um); fase movil: MeOH; flujo: 8 mL min™; detector IR; volumen de inyeccién de la

muestra: 200 pL (15 mg).

7.4. Andlisis estructural de las fracciones purificadas.

En el espectro de masas (ESI-MS) de baja resolucién de la fraccién 4, se observd un
pico caracteristico de la especie [M + H]"de m/z 1705 (Figura 20), que coincide con la
especie [M + H]" previamente registrada para el jalapindsido 1. El reciclaje de esta
muestra permitié la purificacion de este principio en cantidades suficientes para
registrar sus espectros de resonancia magnética nuclear. El cuadro 12 resume las
constantes espectroscépicas en la resonancia magnética nuclear 'H (Figura 21) y *C

(Figura 22) registradas para el jalapindésido II.
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Figura 20. Espectro de masas de baja resolucién (ESI-MS modo positivo) del

componente purificado de la fraccién 4.

El espectro de masas de la fraccién 7 mostré un ion de m/z 1689 [M + H]" (Figura 23)
gue corresponde a una diferencia de 16 uma (un atomo de oxigeno) con el pico
mayoritario de la fraccién 4 vy, por lo tanto, es probable que la unidad de acido nilico

corresponda a un metilbutirato como en el jalapindsodio | (Figura 24).*
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Cuadro 12. Constantes espectroscépicas de RMN *H (700 MHz) y 13€ (175 MHz) del

jalapindsido Il (Fraccién 4) en piridina-ds (0 en ppm, J en Hertz).

Posicién oy & Posicién oy &
Qui-1 4.90d (7.6) 103.0  Fuc-1 5.78 d (7.8) 102.1
2 4.27-4.22° 80.4 2 4.27-4.23° 74.3
479dd (88,7.6) 785 3 5.96 d (7.8) 74.1
4 355dd (9.9,76)  77.2 4 4.33-4.27° 736
5 3.92dd (9.9, 6.2) 72.6 5 3.68m 7.7
6 1.55d (6.2) 18.3 6 1.66 d (6.0) 18.8
Gle-1 5.86 d (7.8) 101.7  Qui-1  4.82d(7.7) 1035
2 4.23-4.27° 75.6 2 4.05-3.99% 75.6
3 5.98dd (7.7, 7.7)* 741 3 4.17 dd (8.8, 8.0) 78.2
4 4.33-4.28° 69.4 4 4.50-4.47° 727
5 4.42 dd (8.0, 5.5) 63.1 5 3.75dd (9.1, 6.2) 77.1
6a 570dd (10.3,32) 744 6 1.44d (6.2) 16.4
6b 5.66 dd (10.3,5.5) Ipur-1 173.1
Rha-1 6.46 d (1.8) 970  2a 2.71ddd (14.2,8.8,3.3) 434
2 5.91 dd (3.6, 1.8) 74.1 2b 2.73ddd (14.2, 8.8, 3.3)
3 550dd (9.2,3.6) 740 3 4.42-4.38 68.3
4 4.61dd (9.5, 9.2) 80.1 11 3.92-3.88° 81.1
5 5.20dd (9.5, 6.2) 67.5 14 1.01t(7.4) 11.9
6 1.96 d (6.2) 192  Ac-l 168.2
Glc-1 6.37d (7.8) 1015 2 2.04s 12.3
2 3.99-4-04% 86.1 Mba-1 176.6
3 453dd (9.0,7.8) 727 2 2.64ddd (7.0,6.8,2.5) 415
4 3.85dd (9.59.0) 724  2-Me 1.22.d (7.0) 16.9
5 434dd(95,72) 781  3-Me 0.96 t (7.1) 14.4
6a 4.55-4.49° 62.9 Nla-1 175.2
6b 4.05-3.98° 2 291ddd (7.1,7.1,2.6) 489
Qui-1 5.14 d (7.8) 107.1 2-Me 1.35t(7.0) 21.1
2 4.10-4.03% 75.9 3 4.38-4.30% 69.3
3 5.38 dd (9.5, 9.5) 76.7 3-Me 1.22d (7.0) 16.9
4 4.27-4.22° 76.4 Dodeca-1 173.8
5 3.75dd (9.1, 6.2) 77.1 2a 2.35dd (15.6, 7.0) 343
6 1.74d (6.2) 184  2b 2.27 dd (15.6, 6.8)

¥Senales sobrepuestas.
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Figura 21. Espectro de RMN H del jalapindsido Il (700 MHz, piridina-ds).
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Figura 23. Espectro de masas de baja resolucion (ESI-MS modo positivo) del

componente purificado de la fraccién 7.
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Figura 24. Estructura de los jalapinésidos | y Il



En el espectro de RMN *H de la fraccién 7 (Figura 25), se observa un triplete en &y 0.95
con una constante de acoplamiento de 7.2 Hz (*J.4) correspondiente al grupo metilo
terminal del 4cido graso que forma la aglicona; un triplete en &4 2.30 con una
constante de acoplamiento de 7.8 Hz (3J.4) que indica al metileno adyacente al grupo
carbonilo del mismo dacido graso. En cuanto al nucleo oligosacarido, se observa un
doblete en 64 1.37 (3JH-H = 6.4 Hz) que sugiere la presencia de una 6-desoxihexosa. De
igual manera, se aprecia un cuarteto con &y 3.75 (*Ju.y = 6.0 Hz) caracteristico del
protén Hs de una unidad de D-fucosa. Finalmente, una sefial ancha con &y 5.66 indica
la presencia de un carbono anomérico de una unidad de L-ramnosa. Estas evidencias
espectroscopicas sugieren una similitud estructural con el jalapindsido | y, por lo tanto,
debe corresponder a un diastereoisémero del jalapindsido I. Es necesario registrar el
espectro de RMN *H en un equipo de alta resolucién (> 700 MHz) para mejorar la

resolucidn y, de esta forma, conseguir una asignacién adecuada de cada una de las

unidades sacaridas del oligosacarido.
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Figura 25. Espectro de RMN 'H de la fraccién 7 intacta purificada (400 MHz, CsDsN).
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En el espectro de RMN H correspondiente a la fraccién 11 (Figura 26) se observa un
triplete 6y 0.92 (*Ju.y = 7.2 Hz) que indica la presencia de un grupo metilo terminal de
la aglicona. Asi mismo el triplete en &4 2.11 (3JH_H = 7.2 Hz) indica al carbono C, del
acido graso de la aglicona. En lo que respecta al nucleo oligosacarido, se observan
sefiales dobles centradas entre 1.25 y 2.0 ppm, claramente 1.45 ppm (*Ju.y = 5.6 Hz) y
6y 1.65 (3JH-H = 5.6 Hz)] indicativas de unidades de 6-desoxihexosas. El doblete
observado en 8 5.13 (*Jy.n = 7.6 Hz) es diagndstico del carbono anomérico de una
unidad de D-fucosa, cuya presencia queda confirmada con el cuarteto observado en &y
3.74 (3JH.H = 6.0 Hz). Finalmente, la sefial ancha 64 5.66 sugiere la presencia de un
carbono anomérico de una unidad de L-ramnosa. El espectro de masas mostré un ion
de m/z 1657 [M + H]" correspondiente a 32 unidades de masa (dos a&tomos de oxigeno)

de diferencia del jalapindsido | (Figura 27).
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Figura 26. Espectro de RMN 'H de la fraccién 11 intacta purificada (400 MHz, CsDsN).
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Figura 27. Espectro de masas de baja resolucién (ESI-MS modo positivo) del

componente purificado de la fraccién 11.

En el espectro de RMN *H de la fraccién 1 intacta (Figura 28), la cual fue aislada y
purificada mediante el ensayo en el que se disolvié el extracto seco en una mezcla de
MeOH:H,0 (4:1) (Figura 18), se observan las sefiales caracteristicas que sugieren la
presencia de la aglicona, es decir un triplete 64 0.92 (}Jyn = 7.5 Hz) gue corresponde al
grupo metilo terminal y un triplete en 6y 2.32 (*Ju. = 7.6 Hz) referente a un metileno
adyacente al carbono carbonilo del acido graso que forma la aglicona. En relacién al
nucleo oligosacarido se sugiere la presencia de 3 unidades de 6-desoxihexosas por los
dobletes observados en &y 1.10 (*Jy.n = 6.8 Hz), 85 1.16 (*Jyy = 6.0 Hz) y 8 1.26 (PJpon =
6.0 Hz); por ultimo, se observan dos singuletes anchos en &y 4.57 y 64 5.1, los cuales
son diagndstico de dos unidades de L-ramnosa, finalmente un doblete en 6y 4.28 (3JH_H

= 7.8 Hz) indica al protdn del carbono anomeérico de una unidad de D-fucosa.
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Figura 28. Espectro de RMN H de la fraccién 1 intacta que se obtuvo cuando se utilizé

la fase moévil como disolvente de la muestra (400 MHz, CDs0OD).

El espectro de RMN H de la fraccidon 2 acetilada (Figura 29), la cual fue aislada y
purificada de la misma manera que la fraccién 1 (Figura 19), muestra que es diferente
a los espectros de RMN 'H de las fracciones anteriores debido a que en la regién &y
1.9-2.2 ppm se observan al menos 10 singuletes que corresponden a los grupos metilo
en posicion alfa al carbonilo de los residuos acetilo. Estas sefiales indican que la
reaccion de acetilacion se llevd a cabo; de igual forma, se observan las sefales
caracteristicas del acido graso que forma la aglicona, es decir un triplete &y 0.98 (*Jy.x
= 7.2 Hz) que corresponde al grupo metilo terminal y un triplete en 8, 2.80 (*Jy.y = 6.8
Hz) correspondiente al metileno adyacente al carbono carbonilo. En lo que respecta al
nucleo oligosacarido, se observan dos dobletes en la regidon de la ventana espectral
caracteristica para los grupos metilo de las 6-desoxihexosas 6y 1.13 (3JH_H = 6.8 Hz) y 64
1.2 (*Jyn = 6.0 Hz), lo que sugiere que el nucleo oligosacarido estad formado por al
menos dos unidades de este tipo de monosacdridos. El doblete centrado en &4 5.16
(*Ju-n = 9.6 Hz) es caracteristico del protén perteneciente al carbono anomérico de una
unidad de D-glucosa. Finalmente, los singuletes anchos centrados en 6y 5.27 y 64 5.19

gue corresponden a protones anoméricos de dos unidades de L-ramnosa.
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En el espectro de RMN 3C de la fraccion 2 acetilada (Figura 30), la cual fue aislada y
purificada utilizando la fase movil de trabajo como disolvente de la muestra (Figura
19). Se pueden observar en la regiéon de la ventana espectral 6. 96-103 siete sefiales
gue corresponden a carbonos anoméricos, lo que sugiere que el compuesto
corresponde a un bidesmodsido de la serie homdloga de los jalapindsidos con un nicleo
hexasacarido enlazado mediante un enlace glicosidico en C-11 con la aglicona que

cuenta con una sustitucién adicional en C-3 en donde se enlaza una quinovosa.
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Figura 29. Espectro de RMN H de la fraccién 2 acetilada que se obtuvo cuando se

utilizo la fase mévil como disolvente de la muestra (400 MHz, CDs0D).
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Figura 30. Espectro de RMN “*C de la fraccidn 2 acetilada que se obtuvo cuando se

utilizo la fase movil como disolvente de la muestra (400 MHz, CD;0D).
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8. CONCLUSIONES.

A partir de la resina comercial de la raiz de jalapa se obtuvo un extracto soluble

en metanol que contiene resinas glicosidicas de alta polaridad.

Mediante el desarrollo e implementacién de técnicas analiticas en la
cromatografia de liquidos de alta eficiencia tales como el “rasurado de pico”,
“corte de nucleo” y “reciclaje de muestra”, asi como la disponibilidad de muestra
en cantidades a nivel semipreparativo, se puede llevar a cabo la resolucién de
mezclas complejas de resinas glicosidicas de alta polaridad que permitirdn la
obtencién de cantidades significativas de los principios individuales en forma

pura para su posterior caracterizacién estructural.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear de carbono (RMN Be)
mediante el nUmero de sefales denominadas anoméricas en la regidon 6&¢ 95-
110, permite el diagndstico estructural en cuanto a la cantidad de
monosacaridos que constituyen el nucleo oligosacdrido de las resinas

glicosidicas.

Las senales observadas en un espectro de resonancia magnética nuclear de
protén (RMN *H) que se encuentran en la regién 8y 1.4-1.7 ppm corresponden a
los protones de los grupos metilo de las 6-desoxihexosas, por lo que también
pueden usarse como picos diagndstico para la caracterizaciéon de la porcién

oligosacarida de las resinas glicosidicas.
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