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RESUMEN

La Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) ha sido una de las herramientas esenciales y poderosas
para la purificacion de moléculas organicas simples y complejas. En el campo de las macromoléculas, este
método analitico de separacion ha permitido la purificacion de numerosos glicolipidos que constituyen las
resinas glicosidicas, como moléculas unicas presentes en especies vegetales pertenecientes a la familia Con-
volvulaceae.

Como una contribucion a la divulgacion cientifica, en el presente articulo se describen las técnicas para la pu-
rificacion de los constituyentes individuales de las resinas glicosidicas, mediante la cromatografia de liquidos,
como el “corte de nucleo - rasurado de pico” y el “reciclaje”. Adicionalmente, se detallan las caracteristicas
espectroscopicas y espectrométricas por las técnicas de resonancia magnética nuclear y espectrometria de
masas a través de los métodos de ionizaciéon por bombardeo con atomos rapidos (FAB) y por electrospray
(ESI), para la identificacion de estos glicolipidos complejos.

Palabras clave: Convolvulaceae, Resinas Glicosidicas, Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia, Reso-
nancia Magnética Nuclear.

ABSTRACT

High-Performance Liquid Chromatography has been a powerful technique for purification from simple and
complex molecules. Resin Glycosides has been isolated from convolvulaceae species and purified by Prepa-
rative-scale recycling HPLC. This paper has been written as an effort to contribute to the scientific knowled-
ge about chemistry of resin glycosides, especially, purification techniques from some intact glycolipids by
HPLC, as well as, the spectroscopic characteristics by Nuclear Magnetic Resonance and spectrometric details
by fast-atom bombardment mass spectrometry (FABMS) and electrospray ionization (ESIMS), for the iden-
tification of these class of molecules.

Keywords: Convolvulaceae, Resin Glycosides, High Performance Liquid Chromatography, Nuclear Magne-
tic Resonance
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INTRODUCCION

La familia Convolvulaceae pertenece al grupo de las an-
giospermas que posee alrededor de 55 géneros y 1650
especies en el mundo (1). En Colombia, se estiman
alrededor de 13 géneros y 81 especies, dentro de las
cuales 39 especies corresponden al género Ipomoea (2).
Esta familia es la que mejor representa las propiedades
medicinales purgativas y alucindgenas de los vegetales,
donde los géneros mas significativos de esta familia son
Ipomoea, Convolvulus, Exogonium y Operculina (3). El
género [pomoea se encuentra ampliamente distribuido
a nivel mundial, en especial en las regiones tropicales,
subtropicales y templadas de ambos hemisferios. La
mayoria de las plantas del género Ipomoea son enre-
daderas con tallos enroscados que alcanzan de 1 a 5
metros. Una de las caracteristicas mas notables de esta
familia es la presencia de células secretoras de resinas
glicosidicas en sus tejidos foliares y radiculares (4).

Las resinas glicosidicas constituyen un conjunto de gli-
colipidos de alto peso molecular, cuya porcion hidro-
filica estd compuesta de un nucleo oligosacarido y la
porcion hidrofobica por una aglicona que esta represen-
tada por un acido graso mono o dihidroxilado de 16 o
14 atomos de carbono unidos a través de un éster ciclico
intramolecular. La mayoria de las veces, el ntcleo oli-
gosacarido se encuentra esterificado por acidos grasos
saturados con diferentes longitudes de cadena (5) (Fi-
gura 1).
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Figura 1. Estructura general de un glicolipido
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La diversidad estructural de las resinas glicosidicas sur-
ge de las variaciones en el nimero y tipo de unidades
sacaridas que componen el ntcleo oligosacarido, en la
secuencia de glicosidacion, en la posicion de lactoni-
zacion y en el tipo, nimero y posicion de los acidos
que se encuentran acilando al nticleo. Asi, se han po-
dido identificar desde disacaridos hasta heptasacaridos
y dimeros tipo éster constituidos por tres hasta cinco
azlcares en cada unidad oligomérica. Estos nucleos se
componen principalmente de cuatro carbohidratos, tres
6-desoxihexosas como son la D-fucosa (Fuc), D-qui-
novosa (Qui), L-ramnosa (Ram), D-xilosa (Xil), y la
D-glucosa (Glu), como la unica hexosa presente en esta
clase de metabolitos aislados de plantas pertenecientes
a la familia Convolvulaceae (5) (Figura 2).

En cuanto a la secuencia de glicosidacion, se han en-
contrado lipooligosacaridos lineales o ramificados y
los acidos que con mayor frecuencia representan a las
agliconas de las macrolactonas son los acidos (11.5)-
hidroxihexadecanoico (acido jalapinélico) y el (115)-
hidroxitetradecanoico (acido convolvulinélico) (5). Sin
embargo, otras agliconas han sido identificadas como
son el acido 3,11-dihidroxitetradecanoico (acido ipuro-
lico) y el acido (115)-hidroxi-4-oxotetradecanoico, las
cuales han sido encontradas en las resinas glicosidicas
de las semillas de la planta Pharbitis nil y en las hojas
de la planta lpomoea squamosa, respectivamente. Los
acidos 12-hidroxipentadecanoico, 12-hidroxihexadeca-
noico y 12-hidroxiheptadecanoico fueron identificados
en las resinas glicosidicas de la planta Ipomoea turpe-
thum (6). Los acidos carboxilicos que frecuentemente
se encuentran acilando los nucleos oligosacaridos son
derivados de cadena corta que incluyen a los acidos
acético (ac), propionico (pa), n-butirico (ba), isobuti-
rico (iba), (2S)-2-metilbutirico (mba), 3-metilbutirico
(3-mba), (-)-(2R,3R)-3-hidroxi-2-metilbutirico (&cido
nilico, nla), y 2-metil-2-butenoico (tiglico, tga). Tam-
bién, se han encontrado ésteres derivados de acidos
arilalquilicos como el (2E)-3-fenil-2-propenoico (acido
cinamico, CA) y ésteres derivados de acidos grasos con
diferentes longitudes de cadena, tales como, el n-hexa-
noico (hexa) o caproico, n-octanoico (octa) o caprilico,
n-decanoico (deca) o caprico, n-dodecanoico (dodeca)
o laurico, n-hexadecanoico (hexadeca) o palmitico, n-
octadecanoico (octadeca) o estearico, y n-eicosanoico
(eicosa) o acidos araquidonicos (5).

Cabe mencionar que 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 nticleos oligosacaridos
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Figura 2. Carbohidratos comunes en las resinas glicosidicas

de las resinas glicosidicas pueden ser identificados a
través de métodos de degradacion (hidrdlisis alcalina),
permitiendo la obtencion de los acidos glicosidicos que
son distintivos de las especies que los biosintetizan.

METODOS Y RESULTADOS
(a) Métodos de Separacion de Resinas Glicosidicas

Las resinas glicosidicas son compuestos anfipaticos de-
bido a la presencia de largas cadenas alifaticas enlaza-
das a un extremo polar. Esta clase de moléculas no es
muy facil de aislar y purificar, ya que siempre se presen-
tan como mezclas complejas de homodlogos constituidas
con el mismo nucleo oligosacarido pero con diferentes
sustituyentes alquilo o arilo que difieren en la longitud
de la cadena. Aunque, existen muy pocos reportes sobre
el aislamiento de glicolipidos a través de la cromatogra-
fia de capa delgada, este procedimiento no es adecuado
para la purificacion de los constituyentes individuales.
Los métodos de separacion como la cromatografia de
columna abierta usandose silicagel, sephadex, inter-
cambio i6nico y filtracion en gel fueron también em-
pleados para la separacion de estos compuestos, pero
sin resultados exitosos (5). La naturaleza quimica (mo-
léculas anfipaticas) y la complejidad de las resinas gli-
cosidicas constituyen la necesidad del empleo de méto-
dos cromatograficos y espectroscopicos modernos para
el aislamiento de los constituyentes individuales y su
caracterizacion estructural (3, 5).

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia provee
la separacion de componentes de una mezcla con re-
solucion maxima en un tiempo corto a través de la dis-
ponibilidad de particulas de tamafio pequefio de forma
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esférica e irregular (< 25 um), tamaiio de poro de 60 y
130 A y fases estacionarias modificadas. Encontrar las
mejores condiciones analiticas para la separacion es el
principal desafio técnico para la separacion de macro-
moléculas, como los glicolipidos. Es decir, establecer
la mejor fase estacionaria y la fase movil, el modo de
elucion por gradiente o isocratico y la carga de muestra
maxima que se requiere para que se obtengan picos ade-
cuados correspondientes a los congéneres individuales,
constituyen los principales objetivos para establecer la
composicion quimica de las resinas glicosidicas obte-
nidas de fuentes naturales. La ventaja del empleo de la
cromatografia de liquidos de alta eficiencia, es el esca-
lamiento a nivel semi-preparativo que permite la puri-
ficacion de grandes cantidades de muestra sin afectar
la resolucion. Columnas de fase normal y columnas de
fase modificada como la octilsilica C,, octadecilsilica
C,, ciano y fenil, han demostrado ser fases estaciona-
rias adecuadas para el aislamiento de macromoléculas,
como los glicolipidos (7- 11). Hasta ahora, la fase que
mas éxito ha tenido en la separacion de este tipo de mo-
léculas es la columna silicaaminopropilmetilo, una co-
lumna también usada para el andlisis de carbohidratos.
Las técnicas como corte de nicleo y rasurado de pico,
empleadas individualmente o combinadas, han sido
usadas en la purificacion de los constituyentes indivi-
duales glicosilados. Inicialmente, cada pico del conjun-
to de picos mostrados en el cromatograma es colectado
mediante una valvula a nivel semipreparativo o prepa-
rativo (Cantidad de muestra: 50 mg/500 pL).

La técnica de cromatografia de reciclo, ha permitido
la purificacion de cada pico colectado, hasta que los
componentes sobrepuestos son separados, como se
ha demostrado para los batatinosidos, intrapilosinas,
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murucoidinas, orizabinas, pescapreinas, tricolorinas,
purginosidos, purginas, albindsidos etc. Estd técnica
consiste en hacer pasar la muestra por la columna o
fase estacionaria durante varios ciclos de manera ma-
nual o automatica a través de una valvula de reciclaje.
El procedimiento finaliza hasta que se observe un pico
de comportamiento gaussiano, sin la presencia de pi-
cos minoritarios, como indicativos de impurezas en la
muestra (5).

Los purgindsidos y las purginas, son glicolipidos que se
aislaron de la planta [pomoea purga. Estas moléculas
fueron purificadas mediante cromatografia de liquidos
en el modo reverso y a través de las técnicas de “corte
de nticleo”, “rasurado de pico” y “reciclaje”. Cabe des-
tacar, que las purginas son dimeros de oligosacaridos de
alto peso molecular que so6lo pudieron ser purificadas
mediante estas técnicas cromatograficas (7, 8) (Figura

3).
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Figura 3. Purificacion de la purgina I medi

(b) Métodos de Identificacion de Glicolipidos Natura-
les:

Los principales métodos para la elucidacion de las resi-
nas glicosidicas involucran el uso de reacciones quimi-
cas degradativas o la aplicacion de técnicas espectros-
copicas y espectrométricas de alta resolucion, como el
mejor camino para la caracterizacion completa de estas
moléculas complejas (5).

La ruptura de polisacaridos a moléculas simples me-
diante reacciones quimicas como la saponificacion, 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 los ntcleos oligosaca-
ridos. De esta manera, los acidos glicosidicos obtenidos
son sometidos a una segunda reaccion de hidrolisis en
medio acido para la liberacion de los carbohidratos co-
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ante la técnica de cromatografia de reciclo.

rrespondientes y la aglicona perteneciente al fragmento
que forma la macrolactona en las resinas glicosidicas
intactas. Los acidos grasos libres o sus derivados me-
tilados o etil esteres son analizados mediante cromato-
grafia de gases acoplado a espectrometria de masas (5)
(Tabla 1).

La longitud de la cadena de la aglicona que forma la
macrolactona y su posicion de hidroxilacion son deter-
minados mediante el analisis directo por espectrometria
de masas de impacto electronico (EIMS) de la aglico-
na (acidos grasos hidroxilados C,, o C /) o por croma-
tografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GC-EIMS) de sus derivados metil éster o sililados. Las
unidades de azucar son convertidas a sus derivados vo-
latiles por tratamiento con clorotrimetilsilano y luego
analizadas por GC-MS. Para evitar la anomerizacion de
los monosacaridos se recomienda realizar la sililacion
de los grupos hidroxilo y la mercaptalacion de la fun-
cion aldehido. Los monosacaridos pueden ser también
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Tabla 1. Algunos é4cidos grasos identificados mediante CG-MS de resinas glicosidicas

Acido Orgéanico  #z (min) m/z

Acido isobutirico 1.12 [M]" 88 (20), 73 (28), 70 (55), 61 (100)

Acido 2- 2.0 [M]"102 (8), 87 (2), 74 (12), 57 (100)

metilbutirico

Acido hexanoico 6.5 [M]" 116 (2), 99 (3), 87 (21), 73 (63), 60 (100), 41 (16), 39 (7)

Acido octanoico 7.0 [M]" 144 (2), 115 (8), 101 (18), 73 (75), 60 (100), 55 (28)

Acido decanoico 7.4 [M]" 172 (2), 155 (1), 143 (8), 129 (50), 115 (12), 112 (8), 87 (16),
73 (100), 60 (90), 57 (32), 55 (30)

Acido cinamico 7.7 [M]" 148 (84), 147 (100), 131 (22), 103 (42), 102 (21), 77 (28), 74
(5), 51 (12), 50 (5)

Acido dodecanoico  8.01 [M]" 200 (9), 183 (2), 171 (15), 157 (38), 143 (9), 129 (45), 115

(22), 101 (15), 85 (30), 73 (100), 60 (68), 57 (30), 55 (30)

detectados mediante cromatografia liquida de alta efi-
ciencia usando una columna analitica de carbohidratos.
Procedimientos como la permetilacion de los acidos
glicosidicos, seguido por hidrdlisis acida, reduccion
del anillo de piranosa a los correspondientes alditoles
y acetilacion deben ser usados para establecer el nime-
ro y las posiciones relativas de los enlaces glicosidicos.
Esta estrategia permite la discriminacion entre los gru-
pos hidroxilo libres los cuales son metilados en los aldi-
toles y los grupos hidroxilo involucrados en los enlaces
glicosidicos (acetilados en los alditoles) (5).

El empleo de una combinacion de técnicas espectros-
copicas y espectrométricas de alta resolucion ha faci-
litado la elucidacion de oligosacaridos y polisacaridos
sin recurrir a métodos que destruyan o degraden los
productos naturales intactos. Las glicoresinas naturales,
aun aquellas con cuatro sustituyentes éster son solidos
polares con puntos de fusion generalmente por encima
de los 100 °C, por lo tanto, son consecuentemente no
volatiles y dificiles de vaporizar en una fuente de ioni-
zacion por impacto electronico sin que ocasione dafio
térmico. El método de ionizacion quimica no es un
método analitico adecuado para estos compuestos, aun
para sus derivados peracetilados y permetilados que son
facilmente volatilizados o ionizados. Las técnicas de io-
nizacion suave como la ionizacidén por bombardeo con
atomos rapidos (FAB) y la ionizacion por electrospray
(ESI), han hecho una contribucion grandiosa al campo
de la elucidacion de glicolipidos. La muestra se ioniza
a especies moleculares protonadas (modo positivo) o
desprotonadas (modo negativo). La principal ventaja en
el analisis por FAB es debido al uso de una matriz liqui-
da, la cual facilita la produccién de iones moleculares
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del soluto, ayuda a mantener una emision persistente
de estos iones moleculares y permite la disipacion de
la energia de la fuente primaria. El glicerol es la matriz
comunmente usada en el analisis de oligosacaridos no
derivatizados en el modo positivo. Otras matrices para
muestras hidrofobicas son: el alcohol 3-nitrobencilo (3-
NOBA), tioglicerol y la trietanolamina. La calidad de
la espectrometria de masas depende del pH, el cual es
regulado mediante la adicion de trazas de HCl y de la
fuerza idnica de la matriz, la cual debe ser incrementada
por impregnacion de la muestra con soluciones meta-
nolicas de NH,SCN, NaCl 6 NaOAc. Estos aditivos
promueven la formacion de cationes pseudo-molecula-
res abundantes tales como [M + HJ', [M + Na]"y [M
+ NH,]" 6 aniones tales como [M + SCNJ, y también
facilitan la fragmentacion caracteristica de los enlaces
glicosidicos para propdsitos de diagndstico. El uso de la
trietanolamina conduce a una fragmentacion adecuada
en el modo negativo para la identificacion de la secuen-
cia de glicosidacion. El numero de unidades en estos
oligdmeros es obtenido a través de la deteccion de iones
moleculares y fragmentos (12, 13). La ionizacién por
electrospray también proporciona informacion valiosa
sobre la composicion, la secuencia, la ramificacion de
la cubierta oligosacarida y el tipo de unidades de azucar.
El espectro de masas reportado para las purginas, ilustra
la naturaleza de estos compuestos como dimeros tipo-
éster en el modo negativo (7) (Figura 4).

Los espectros unidimensionales de resonancia magné-
tica nuclear de proton (RMN 'H) y de carbono (RMN
13C) proporcionan una informacion general acerca de
las estructuras quimicas de los glicolipidos. Asi, el ana-
lisis de los espectros por RMN BC permite determinar
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Figura 4. Espectro de masas por electrospray de la purgina I, un glicolipido que presenta una estructura dimérica

tipo éster.

el nimero de sefales anoméricas en la region compren-
dida entre 6. 95 - 110 ppm, que indican el nimero de
monosacaridos que se encuentran constituyendo el nu-
cleo oligosacarido en estas moléculas. Las resonancias
de protones correspondientes a las sefiales andmericas
en el espectro RMN 'H en la region comprendida entre
. 4.5 — 6.0 ppm pueden ser identificadas mediante el
experimento HSQC que permite la correlacion C-H a
un enlace de distancia ('J,,). Una vez que se determi-
nan las sefiales de los protones anoméricos, se analizan
sus multiplicidades para identificar el tipo de azucar
mediante los patrones de acoplamiento. De esta forma,
las senales que se presentan como singuletes anchos
pueden ser atribuidos a las unidades monosacaridas de
L-ramnosa y las sefiales anoméricas que se presentan
como dobletes con constantes de acoplamiento de 7.5
Hz (*J,,)) son atribuidas a la unidad de p-fucosa, cuya
presencia se confirma mediante la sefial generada por
el proton localizado en el carbono C, como un cuarteto
con constantes de acoplamiento de 6.5 Hz (°J,, ) y cen-
trada en 8H 3.7 ppm aproximadamente (3, 5).

Las sefiales anoméricas correspondientes a las unidades
de p-glucosa se asignan debido a su multiplicidad como
dobletes con constantes de acoplamiento de 7.5 Hz (°J,
.- Todas las sefiales vecinales a los protones anoméri-
cos de estas unidades deben presentar concordancia con
las caracteristicas determinadas por los patrones de aco-
plamiento como doblete de dobletes (pseudo-tripletes)
con constantes de acoplamiento aproximadamente de
9.5Hz (*J,,) y que resultan de la orientacion ecuatorial
de los sustituyentes en el anillo glucopiranésido (3, 5).
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Otras sefiales de diagndstico para identificar glicolipi-
dos son las sefiales dobles observadas entre o, 1.4-1.7
ppm en el espectro de RMN 'H y que corresponden a
los protones de los grupos metilo de las 6-desoxihexo-
sas. Un ejemplo para ilustrar la caracterizacion espec-
troscopica de un glicolipido, es el purginoésido 11, que
fue aislado del extracto cloroférmico de las partes aé-
reas de [pomoea purga (Figura 5).

El empleo de las técnicas bidimensionales en la RMN
("H-'H COSY y TOCSY) permite la asignacion de las
senales restantes de cada uno de los protones metinos
en cada monosacarido. El procedimiento de asignacion
de sefiales mediante estas técnicas se inicia con la lo-
calizacion de los protones anoméricos y el estableci-
miento de los cuadros de conectividad de cada uno de
los protones con su metino vecinal correspondiente a
lo largo de toda la unidad sacarida. Es importante men-
cionar que para la identificacion se tiene en cuenta la
localizacion de las sefiales mejor resueltas, e.g., H de
la fucosa, H, de la primera unidad de ramnosa (ram) y
H, de la tercera unidad de ramnosa (ram’’), las cuales
facilitan el diagnostico para su asignacion correcta, en
especial en aquellos casos donde los protones vecinos a
estos protones facilmente identificables se encuentran
localizados en regiones con sobreposicion de sefiales.
En los casos, donde se observa un desplazamiento de
proton por arriba de 6, 5.5 ppm, indica una posicion de
esterificacion en el carbono correspondiente, debido al
efecto desprotector de los sustituyentes €ster en el nu-
cleo oligosacarido (7) (Figura 6).
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El empleo de la técnica bidimensional de correlacion
homonuclear TOCSY permite determinar las interac-
ciones vecinales, asi como las correlaciones a larga
distancia 'H-'H entre los protones de una unidad mo-
nosacarida, siendo de gran utilidad cuando existe so-
breposicion de sefiales localizadas entre 3, 3.70 — 4.20
y 4.40 — 4.60 ppm. El procedimiento de asignacion de
senales mediante el empleo de la técnica TOCSY, se
complementa con las sefiales espectroscopicas asigna-
das a través del espectro COSY, que de igual manera,
se inicia con las posiciones de los protones anoméricos
o cualquier sefial oligosacarida diagnostica y resuelta
en el espectro, siguiendo en linea recta las sefales de
conectividad que determinan las interacciones con to-
dos los protones pertenecientes a cada unidad de aztcar,
asi se realiza la asignacion inequivoca de las sefiales de
cada una unidad sacarida especifica (5, 7) (Figura 7).

Después de llevarse a cabo la identificacion de los pro-
tones correspondientes a las unidades sacaridas a tra-

vés de las técnicas RMN 'H bidimensionales (COSY y
TOCSY), se procede con la asignacion de los despla-
zamientos quimicos de los carbonos correspondientes
a los protones oligosacaridos mediante la técnica de
RMN bidimensional heteronuclear *C-'H a un enlace
de distancia ('J_.,,) HSQC. Este procedimiento se inicia
con la localizacion de los carbonos anoméricos en la re-
gion comprendida entre 8. 95 — 110 ppm en el espectro
de carbono obtenidos a través de la técnica de RMN *C.
Posteriormente, se establece la conectividad entre cada
carbono anomérico con su correspondiente proton (1,
2). Siguiendo con este analisis, se localizan y se asignan
los desplazamientos quimicos de los carbonos restantes
en el espectro de RMN "C. Una vez identificados los
desplazamientos quimicos de todos los protones perte-
necientes a cada monosacarido en el espectro de RMN
'H, se procede a llevar a cabo el establecimiento de las
conectividades *C-'H en el espectro HSQC para deter-
minar inequivocamente la asignacion de cada sefial de
carbono (5, 7) (Figura 8).
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Posteriormente, se procede a la determinacion de las correlaciones "C-'H a tres enlaces de distancia (°J_-H) a
través de la técnica HMBC para el establecimiento de los enlaces glicosidicos. De esta manera, se identifican los
nucleos oligosacaridos constitutivos de las estructuras de los glicolipidos. Este procedimiento se logra identifican-
do las conectividades C-H entre los 4tomos de protones anoméricos y los carbonos enlazados directamente a la

posicion donde se establece el

enlace glicosidico entre dos unidades monosacaridas (5, 7) (Figura 9).
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Para la identificacion de las posiciones de esterificacion
en el nacleo oligosacarido, inicialmente, se deben elu-
cidar los ésteres que se encuentran acilando los nticleos
(el acido 2-metilbutanoico y trans-cinamico, asi como
los acidos de cadena larga, n-hexanoico, n-decanoico y
n-dodecanoico).

En particular, el residuo éster de 2-metilbutanoilo
genera las siguientes sefiales diagnosticas en el es-
pectro de RMN 'H, un triplete de cuartetos a d,, 2.50
ppm con valores de constantes de acoplamiento de
7.5y 7.0 Hz, atribuida a los protones alfa al grupo
carbonilo del éster; un doblete centrado en 6,, 1.20
ppm (J = 7 Hz) atribuida a los protones del grupo
metilo enlazado a la posicién dos; un triplete en
d,, 0.89 ppm con constante de acoplamiento de 7.5
Hz correspondiente a los protones del grupo metilo
terminal. En el espectro de RMN "C, el desplaza-
miento para C, se localiza en 6~ 42 ppm. En tanto
que el éster de cinamoilo genera en el espectro de
RMN 'H dos sefales atribuidas a los protones H, y
H, como dobletes centrados en 3, 6.3 (J = 16 Hz)
y 7.6 ppm (J = 16 Hz), respectivamente. Adicio-
nalmente, las sefiales aromaticas se localizan alre-
dedor de 6, 7.3 ppm. En el espectro de RMN "C,
las sefiales vinilicas C, y C, se localizan en 6, 119
y 145 ppm, y las sefiales aromaticas se presentan
entre 128 y 145 ppm.

Los residuos de n-hexanoilo, n-decanoilo y n-do-
decanoilo generan una sefial diagndstica como un
triplete que aparece entre 6, 2.42 ppm — 2.34 ppm,
con una constante de acoplamiento cercana a los
7.5 Hz atribuida a los protones del grupo metile-
no alfa al grupo carbonilo. En algunos casos, esta
sefial aparece como un doble de doble de dobles
para cada proton, cuyos valores de las constantes
de acoplamiento son de aproximadamente 14, 10 y
7 Hz. Esta caracteristica aparece en aquellos casos
donde hay alguna restriccion en el ntcleo oligo-
sacarido que restringe la libertad conformacional
de la cadena alifatica de estos acidos y generan se-
fales no equivalentes magnéticamente, tal y como
sucede para los protones del grupo metileno alfa al
carbonilo de la aglicona que forma la macrolacto-
na. Estos Ultimos generan dos sefiales caracteristi-
cas desplazadas en 2.2 y 2.4 ppm que presentan un
patron de acoplamiento identificado como un doble
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de doble de dobles con constantes de acoplamiento
de J=15.0, 8.0 y 4.0 Hz (5).

Posteriormente, para identificar las posiciones de
esterificacion se debe realizar la asignacién co-
rrecta de los nucleos de carbono correspondientes
a cada uno de los grupos carbonilo. Por lo tanto,
se realiza el analisis de las interacciones *C-'H a
dos y tres enlaces de distancia entre el ntcleo de
carbono de los grupos carbonilo y los protones H,
de cada sustituyente y de la aglicona mediante el
espectro HMBC.

Una vez que se ha identificado cada uno de los gru-
pos carbonilo correspondiente a los sustituyentes y
a la aglicona, se lleva a cabo su localizacion en el
nicleo oligosacarido mediante el establecimiento
de las conectividades mediante las correlaciones
C-H a tres enlaces de distancia mediante el espec-
tro HMBC (5, 7) (Figura 10).

CONCLUSIONES

Los procesos de extraccion y el aislamiento me-
diante técnicas convencionales como la cromato-
grafia de columna y la cromatografia en capa fina,
no son adecuados para la purificacion de las mez-
clas de resinas glicosidicas obtenidas de especies
pertenecientes a la familia Convolvulaceae. Afor-
tunadamente, el desarrollo de técnicas analiticas
modernas en la cromatografia liquida de alta efi-
ciencia como el “rasurado de pico”, “corte de ni-
cleo”y “reciclo” y mediante el uso de cantidades de
muestra a nivel semipreparativo es posible resolver
la mezcla compleja de resinas y la completa purifi-
cacion de los componentes individuales. Finalmen-
te, el empleo de diferentes técnicas de RMN: 'H,
BC, COSY, TOCSY, HSQC, HMBC, y NOESY,
auxiliado por la espectrometria de masas (FABMS,
ESIMS, MALDIMS) ha facilitado la identificacion
de estos compuestos que han demostrado presentar
una alta complejidad estructural, que por mucho
tiempo, los estudios fitoquimicos de esta clase de
moléculas, s6lo se limitaban a pruebas de degrada-
cidén quimica.
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