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RESUMEN

Se presenta un estudio quimico realizado en el tubérculo de Sicyos bulbosus,
especie perteneciente a la familia de las cucurbitdceas y presumible en poseer actividad
antialimentaria. Se aislé y caracterizé del extracto meténdlico del tubérculo un compuesto
novedoso con nombre de: &cido 3-O-[B-D-glucopiranosil-(1—3)-p-D-glucopiranosil]-28-
O-[a-L-ramnopiranosil-(1—3)-B-D-xilanopiranosil-(1—4)-[p-D-apiofuranosil-(1—3)]-a-
L-ramnopiranosil-(1—2)-B-L-arabinopiranosil] poligalacico, que para este trabajo se
identificé como el componente mayoritario del extracto el cual se denominé PNM (Producto
natural mayoritario). Su aislamiento y obtencién involucré como primeras etapas la
separacion del extracto mediante técnicas cromatogréficas tales como la cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR), cromatografia en columna abierta (CCA) vy
cromatografia en capa fina (CCF). La elucidacion estructural de este compuesto requirio el
empleo de técnicas espectrométricas de masas (IE y BAR) y espectroscopicas de RMN en
1D (*Hy C) y 2D (COSY, TOCSY, HSQC y HMBC). Para facilitar la elucidacion estructural
se preparo el derivado peracetilado del PNM (derivado peracetilado del acido 3-O-[B-D-
glucopiranosil-(1—3)-B-D-glucopiranosil]-28-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—3)-B-D-
xilanopiranosil-(1—4)-[p-D-apiofuranosil-(1—3)]-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-pB-L-
arabinopiranosil] poligalacico.) el cual se llam6 PNMac (Producto natural mayoritario

acetilado).
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2. ANTECEDENTES

2.1. SICYOS BULBOSUS

Sicyos bulbosus pertenece a la familia de las cucurbitaceas, las especies de esta
familia tienen diversos usos tradicionales en nuestro pais como en la medicina y alimento
(Lira y Caballero, 2002). S. bulbosus fue descrita por primera vez en el afio 2004 en el
Estado de Oaxaca (Arévalo et. al., 2004), sefialandose que su habitat corresponde a la zona
de bosques templados con una altitud entre 2254 y 2500 m sobre el nivel del mar, y que su
época de floracién abarca desde el mes de Junio hasta Agosto. Aunque no hay ningin
reporte sobre algun estudio quimico hecho sobre el género Sicyos, si se ha reportado que
la especie Sicyos parviflorus del Estado de Oaxaca es comestible, y que también las hojas
y frutos de la especie Sicyos longisepalus del estado de Chiapas, se han usado contra las
verrugas y costras de la piel (Liray Caballero, 2002). En la figura 2.1 se muestran imagenes

de la especie S. bulbosus.




Figura 2.1 Bosquejo general (A) (Arevalo et. al., 2004) y fotografia (B) de Sicyos bulbosus.

2.2. JUSTIFICACION

Los metabolitos secundarios denominados triterpenos glicosidados o saponinas,
han tenido un gran aporte hacia la industria cosmética y alimenticia, pero resulta mas
interesante su aplicacion hacia la medicina como farmacos y muy recientemente hacia los
problemas ambientales al ser usados como plaguicidas naturales, surfactantes naturales
usados como jabon (Vincken et. al., 2007) y en la remocion de hidrocarburos derramados

accidentalmente sobre el mar, lagos y suelos (Urum y Pekdermi, 2004).

Las saponinas han sido aisladas de una gran diversidad de especies vegetales, se
destaca por ejemplo su presencia en la familia de las cucurbitaceas, ya que en México
existen 142 especies y Oaxaca es el unico Estado de la Republica Mexicana que cuenta
con la mayor abundancia de especies pertenecientes a esta familia, teniendo un total de 53
(Lira'y Caballero, 2002), por lo tanto es digno mencionar la gran riqueza con que cuenta el
Estado de Oaxaca y el gran aporte de nuevo conocimiento que podria existir en el
aislamiento de saponinas para diversos fines. De las 53 especies existentes en el estado
de Oaxaca, solo 11 han reportado tener usos tradicionales (Lira y Caballero, 2002), y de

estas 11 solo 2 han tenido un estudio quimico, como es el caso de las especies




Microsechium helleri (Leon et. al., 1998) y Momordica charantia (Fatope et. al., 1990), que
en el interés ambiental las saponinas aisladas de estas han mostrado tener actividad como

plaguicidas naturales.

S. bulbosus no tiene estudios quimicos debido a que fue muy reciente su
descubrimiento (Arévalo et. al., 2004), sin embargo, debido a la abundancia y distribucién
de cucurbitaceas en el Estado de Oaxaca, se tiene una gran oportunidad para estudiar los
metabolitos secundarios que constituyen esta especie que en esencia se podria presumir
que son saponinas. Por lo tanto este trabajo se sustenta en aislar y caracterizar la estructura
guimica del metabolito secundario mayoritario, haciendo hincapié que esta etapa es
fundamental y preliminar para posteriores estudios agrobiolégicos como la actividad
insecticida o antialimentaria, que desde el punto de vista de las ciencias ambientales es
relevante conocer los productos naturales que tengan estas propiedades y permitan
combatir la problemética de las plagas, reduciendo asi el uso de los plaguicidas sintéticos

gue ocasionan dafios al ambiente con el desequilibrio ecoldgico.




3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

+ Efectuar el estudio quimico de la especie cucurbitacea Sicyos bulbosus que se
encuentra en el Estado de Oaxaca.

OBJETIVOS PARTICULAES:

+ Aislar y purificar la saponina mayoritaria de Sicyos bulbosus.

+ Efectuar la elucidacion estructural de la saponina aislada de Sicyos bulbosus
mediante espectrometria de masas y espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN).




4. METODOLOGIA

4.1. EQUIPOS.

+ Espectrémetro de RMN marca Varian Mercury a 300 y 75.4 MHz y disolventes
CDCls y CD3OD.

+ Espectrémetro de masas marca Hewlett Packard 5989-A a 70 eV.

+ Cromatoégrafo de liquidos marca Perkin Elmer (bomba cuaternaria serie 200) con
detector de indice de refraccién (serie 200) e interfase NCI 900.

+ Rotavapor LABOROTA 400 Heidolph.

+ Liofilizadora Frezzone 4.5 LABCONCO.

4.2. METODOS CROMATOGRAFICOS.

+ Paralas pruebas en cromatografia de capa fina (CCF) se utilizaron cromatofolios (5
x 2 cm) de gel de silice 60 F2s4 (Merck), en las placas para el andlisis de azlcares y
agliconas se utilizé como solucién reveladora sulfato cérico amoniacal.

+ En la cromatografia a columna abierta (CCA) se emplearon como soportes: silica
gel 60 (0.040-0.063 mm) (Merck), sefadex-G10 (Sigma) y LiChroprep RP-18 (40-63
um) (Merck).

+ Para la cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) se us6 una columna
analitica y preparativa de fase inversa Cis.

Columna analitica: Alltima C1s (250 mm x 4.6 mm, 5 um) Alltech.

Columna preparativa: Econosil C1g (250 mm x 22 mm, 10 um) Alltech.

4.3. OBTENCION DEL PRODUCTO NATURAL MAYORITARIO (PNM)

A continuacién se establece el procedimiento para la obtencién de la saponina

mayoritaria o producto natural mayoritario (PNM) de Sicyos bulbosus.

4.3.1. COLECTA Y PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL.




El material botanico de S. bulbosus se colect6 en época de floracion en la comunidad
de San Miguel Suchixtepec, Distrito de Mihuatlan Estado de Oaxaca. Se obtuvieron 320 g
de tubérculo, el cual se secé a temperatura ambiente a la sombra y en un lugar fresco para

evitar reacciones de degradacion.

Posteriormente se cortd en pedazos pequefios y se macerd en metanol durante dos

semanas en ausencia de luz y a temperatura ambiente.

4.3.2. EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL.

El extracto se obtuvo separando el material botanico por decantacién y filtracion
simple, empleando papel de celulosa y finalmente eliminando el disolvente a presion
reducida. El residuo se agitd con acetato de etilo hasta la formacién de un precipitado

blanquecino que se recuperé por filtracion, obteniéndose 40 g (12.5%) de extracto seco.

4.3.3. SEPARACION DEL PNM DEL EXTRACTO POR CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSION MOLECULAR.

Para eliminar los monosacaridos y disacaridos del extracto seco se requirid la
cromatografia de exclusion molecular en columna abierta, para ello se disolvié una muestra
de 1 g del extracto seco de S. bulbosus en aproximadamente 5 mL de metanol (CH3;OH),
posteriormente la muestra se eluyé en una columna cromatografica abierta (CCA) con
soporte de sefadex-G10 (sigma), la fase movil utilizada fue metanol. Se colectaron
fracciones de 50 mL, las fracciones 1y 2 se reunieron, y el disolvente se elimin6 a presion
reducida en un rotavapor, el residuo se disolvié en 5 mL de metanol. La finalidad de este
procedimiento fue separar el producto natural de las unidades libres de monosacaridos y
disacaridos que se encontraban en el extracto, asi la purificacion se realiz6 sin

interferencias (Ver tema 1.5.2.).

4.3.4. PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA

RESOLUCION (CLAR).




Antes de introducir la muestra libre de monosacaridos y disacaridos al cromatégrafo
de liquidos de alta resolucion, ésta se eluyé en una columna abierta con soporte Cis
(LiChroprep RP-18, 40-63 um, Merck) y fase movil de metanol, la muestra obtenida se
concentrd a presion reducida en un rotavapor y se disolvié en un volumen aproximado de
10 mL (100 mg/mL) en composicion metanol/agua (50:50). En esta etapa se eliminaron
sustancias que pudieran ser retenidas por la columna Cis Finalmente la muestra se filtré a
través de acrodiscos LC 13 mm de 0.45 um PVDF, y se inyect6 un volumen de 500 pL
(aproximadamente 50 mg) al cromatégrafo de liquidos usando un detector de indice de
refraccion y una columna preparativa Cig, la fase maovil utilizada fue metanol/agua (65:35)

y el caudal operado en el cromatografo fue de 5 mL/min.

El PNM que se selecciond y colectd después de su purificacion por CLAR, se
concentro en el rotavapor para remover toda la cantidad de metanol y el agua se elimino en
una liofilizadora. La cantidad total obtenida en peso del PNM seco (183 mg) se volvié a
inyectar al cromatografo de liquidos a una concentracion de 30 mg/mL de una disolucion
metanol/agua (50:50), de esta manera se aseguraria una pureza total, las condiciones de
operacion fueron las mismas asi como la columna preparativa Cis, sin embargo, la fase
movil se cambi6é a metanol/agua (55:45) para tener una mayor resolucion sobre el PNM.
Para obtener cantidades suficientes en peso del PNM seco y puro, se repitieron los puntos
4.3.3 a 4.3.4 por cada 1 g del extracto S. bulbosus, asi se trataron 12.3 g del extracto y se
obtuvieron 137 mg del PNM.

4.4, OBTENCION DE LA AGLICONA

Para confirmar con mayor validez la estructura quimica de la unidad de aglicona, fue
necesario efectuar la degradacion del extracto de S. bulbosus, separando y analizando
Unicamente la aglicona mayoritaria. A continuacion se menciona el procedimiento que se

efectuo.

4.4.1. HIDROLISIS ACIDA

Se hidrolizaron 2 g del extracto seco de S. bulbosus utilizando 20 mL de una solucion
acuosa de &cido clorhidrico (HCI) 1.3 N, la mezcla se sometié a reflujo con minima agitacion.

Después de 2 horas de reflujo se monitored el avance de la reaccion por CCF, la fase movil




empleada fue una disolucion de metanol/cloroformo (75:25) y se uso como referencia la
muestra sin hidrolizar, las placas se revelaron con una disolucion de sulfato cérico

amoniacal. En la figura 4.1 se presenta una placa revelada.

CHsOH/CHCls

(75-25K)

Figura 4.1 Placa revelada de la reaccion de hidrolisis acida, donde R = referencia (extracto seco S.
bulbosus) y H = extracto hidrolizado.

Transcurridas las 4 horas desde el inicio del reflujo, las placas reveladas tuvieron
una apariencia similar a la de la figura 4.1, notando que en la muestra hidrolizada (H) la
mayor parte de su contorno superior habia desaparecido, lo cual fue indicativo de que el
extracto ya estaba siendo consumido en la reaccion de hidroélisis, sin embargo para

asegurar un mayor avance en la reaccion la muestra se mantuvo a reflujo por otras 8 horas.

4.4.2. EXTRACCION DE LA AGLICONA

Finalizada la reaccion de hidrdlisis se procedié a neutralizar la soluciéon (20 mL)
hasta un pH de 7 con 7 mL de una disolucibn metandlica de hidréxido de potasio (KOH)
3.57 N. Para eliminar el agua y el metanol en la mezcla de reaccion, se usaron 20 porciones
de 10 mL de metanol (200 mL), asi por cada porcién que se utilizaba, la mezcla de metanol-
agua era eliminada a presion reducida en el rotavapor. La siguiente etapa fue eliminar las
sales generadas por la neutralizacion, disolviendo el residuo en 15 mL de metanol y filtrando

a través de papel Whatmman numero 40, lavando las sales con porciones de 15 mL de




metanol, en total se usaron 7 porciones de 15 mL cada una (105 mL). Para comprobar la
extraccion de la aglicona la mezcla se analizé por CCF usando como fase mévil una
disolucion de acetato de etilo/hexano (60:40), las placas se revelaron con sulfato cérico
amoniacal (Fig. 4.2). Se obtuvieron dos unidades de aglicona, la mayoritaria (Ama) tuvo un
factor de retencién (Fr) de 0.2 y fue el componente prioritario a estudiar. Posteriormente la

mezcla de reaccion se sometio a CCA.
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Figura 4.2 Placa revelada, H = extracto hidrolizado y filtrado de S. bulbosus, Ami = aglicona
minoritaria, Ama = aglicona mayoritaria, R = referencia, muestra de una aglicona reconocida (acido
poligalacico).

4.4.3. SEPARACION CROMATOGRAFICA.

El residuo de la hidrdlisis acida se soportd en silica gel y se sometié a CCA usando

como soporte silica gel 60 (0.040-0.063 mm).

Como fase movil para la separacion se usaron mezclas de acetato de etilo/hexano
con una composicion en polaridad ascendente desde la proporcion 10:90 hasta 30:70. Se
recolectaron fracciones de 100 mL, a los cuales se les eliminé el disolvente en un rotavapor
y se analizaron por CCF, para esto se us6 como fase movil una solucion de acetato de
etilo/hexano (60:40), y como muestra de referencia se utilizé la solucion hidrolizada y filtrada
(Fig. 4.6), las placas se revelaron con sulfato cérico amoniacal. Se hace resaltar que el
cambio de polaridad en la CCA no necesariamente se hizo cada 500 mL de volumen eluido,
sino de acuerdo a las pruebas de CCF ya que también eluyeron impurezas, las cuales fue

necesario eliminar antes de recolectar las agliconas, las impurezas eluyeron en la fase movil




de acetato de etilo/hexano con composicion 10:90 a 20:80. La primera unidad de aglicona
(Ami) eluy6 a partir de la composicion 25:75 (acetato de etilo/hexano), para la segunda
aglicona (Ama) la elucién correspondié a la composicién 30:70 (acetato de etilo/hexano).
Las fracciones que contenian las agliconas Ami y Ama se reunieron por separado, se
elimind el disolvente, y los sélidos se lavaron con metanol. De 2 gr de extracto de S.

bulbosus se obtuvieron 20 mg de Ami y 25 mg de Ama.

4.5. PREPARACION DE DERIVADOS

Se prepar6 el derivado peracetilado del producto natural mayoritario (PNM) y el
derivado metilado de la aglicona mayoritaria (Ama), esto fue previo a los experimentos de
masas por IE, FAB, RMN'H y RMN 13C.

4.5.1. ACETILACION DEL PNM

En la reaccién de acetilacion se utilizaron 95 mg del PNM, al cual se le adicionaron
10 mL de anhidrido acético, 0.5 mL de piridina y 0.5 g de tamiz molecular. La reaccién se
sometio a reflujo durante 30 horas aproximadamente. Después de transcurrido este tiempo
se procedi6é a verificar el grado de acetilacion, para esto en primer lugar la reaccién se
detuvo y se dejo reposar por 1 hora con 10 mL de agua, esto fue para hidrolizar el anhidrido
acético que estaba en exceso. En seguida la mezcla de reaccion se extrajo con 20 mL (3
veces) de acetato de etilo. La fase orgénica se lavo con 15 mL de acido clorhidrico acuoso
(HCI) 0.01 N para eliminar la piridina. El exceso de acido clorhidrico se neutralizdé con una
solucion acuosa saturada de bicarbonato de sodio (NaHCO3) y se lavd con agua destilada

hasta un pH neutro.

Finalmente la fase organica se sec6 con sulfato de sodio anhidro (Na:SO.), el
disolvente se elimino a presion reducida con un rotavapor y el residuo se analizé por CCF
empleando como fase mévil una disolucion de acetato de etilo/hexano (65:35), las placas
se revelaron con sulfato cérico amoniacal. El residuo se volvio a acetilar en las mismas
condiciones descritas durante otras 15 horas, la extraccion y analisis por CCF se efectlio
de la misma manera. Se obtuvieron 144.1 mg del PNM acetilado (PNMac) sin purificar, el

cual se sometié a separacion en una CCA con soporte de silica gel 60 (0.040-0.063 mm),




usando como fase mévil una mezcla de acetato de etilo/hexano en polaridad ascendente,
la composicion inicial de la mezcla fue de 10:90 (acetato de etilo/hexano), el cambio de
polaridad se hizo sobre cada 250 mL de fase movil eluida, estableciendo 10 unidades de
magnitud en su variacion, asi la siguiente composicion fue de 20:80 (acetato de
etilo/hexano). La fase movil eluida a partir de la composicién en 50:50 se recolectd en
fracciones de 100 mL, el disolvente posteriormente se eliminé en un rotavapor y mediante
CCF se verificé la pureza del PNMac, la fase movil en la CCF fue una mezcla de acetato
de etilo/hexano (70:30), revelando las placas con sulfato cérico amoniacal. El PNMac eluy6
de la CCA a partir de la fase mévil en composicion 60:40 (acetato de etilo/hexano), las
muestras se colectaron, el disolvente se elimind, y el residuo fue de 125.1 mg de PNMac

puro.

4.5.2. METILACION DE LA AGLICONA MAYORITARIA (Ama).

La reaccion de metilacion se hizo con diazometano generado in situ a partir de la N-
nitroso-N-metil urea (CHsN(NO)CONH;) (Blatt, 1941). Se pes6 1 mg de la aglicona
mayoritaria (Ama), la cual se disolvio en 5 mL de metanol. Por separado se prepard una
solucion de 5 mL de hidréxido de potasio (KOH) acuoso al 50% y se adicionaron 5 mL de
éter etilico; la mezcla se dejé en un bafio de hielo por 5 minutos y se le afiadieron 500 mg
aproximadamente de N-nitroso-N-metil urea. Una vez terminado el burbujeo indicativo de
la formacion del diazometano, la solucién etérea amarilla sobrenadante se decantd y se
sec6 sobre lentejas de KOH. Posteriormente el sobrenadante se vacio sobre la muestra
disuelta, la esterificacion del acido fue instantanea; la formacién del derivado metilado se
visualizé por CCF eluyendo con una solucién acetato de etilo/hexano (75:25). Una vez
ocurrida la reaccién se elimind el éter y el diazometano restante por agitacion, finalmente

se seco la muestra a presion reducida y se obtuvo la aglicona mayoritaria metilada (Agmet).

4.6. EXPERIMENTOS EN ESPECTROMETRIA DE MASAS Y ESPECTROSCOPIA DE
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.

Los experimentos de RMN se llevaron a cabo en dos espectrometros marca Varian
Mercury-300 MHz, uno de ellos con modo de deteccién inversa. Los espectros de *H, 3C,

GATED, COSY, gHSQC y gHMBC, se obtuvieron a temperatura ambiente y en disolventes




como: CD3;0OD y CDCls, los disolventes dependieron de la muestra. Los desplazamientos

quimicos (8) fueron ajustados de acuerdo al desplazamiento del TMS ¢ del disolvente

usado.

Los experimentos gHSQC y gHMBC se obtuvieron con incrementos de tiempo de
1024 y 256 con 64 y 128 transientes para cada incremento y con tiempos de relajacion de
1.0 s. El andlisis de RMN mencionado se efectué unicamente sobre el producto natural
mayoritario (PNM) (107 mg) y su derivado peracetilado (PNMac) (120 mg). En la
espectrometria de masas por ionizacion de impacto electrénico (IE), se analizd Unicamente
la Agmet (1 mg). Para la espectrometria de masas por ionizacién con bombardeo de atomos
rapidos, el registro fue en modo negativo y como matriz se utilizé el glicerol, el andlisis se

hizo tanto con el PNM (5 mg) como con el PNMac (5 mg).




4. METODOLOGIA

4.1. EQUIPOS.

+ Espectrémetro de RMN marca Varian Mercury a 300 y 75.4 MHz y disolventes
CDCls y CD3OD.

+ Espectrémetro de masas marca Hewlett Packard 5989-A a 70 eV.

+ Cromatoégrafo de liquidos marca Perkin Elmer (bomba cuaternaria serie 200) con
detector de indice de refraccién (serie 200) e interfase NCI 900.

+ Rotavapor LABOROTA 400 Heidolph.

+ Liofilizadora Frezzone 4.5 LABCONCO.

4.2. METODOS CROMATOGRAFICOS.

+ Paralas pruebas en cromatografia de capa fina (CCF) se utilizaron cromatofolios (5
x 2 cm) de gel de silice 60 F2s4 (Merck), en las placas para el andlisis de azlcares y
agliconas se utilizé como solucién reveladora sulfato cérico amoniacal.

+ En la cromatografia a columna abierta (CCA) se emplearon como soportes: silica
gel 60 (0.040-0.063 mm) (Merck), sefadex-G10 (Sigma) y LiChroprep RP-18 (40-63
um) (Merck).

+ Para la cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) se us6 una columna
analitica y preparativa de fase inversa Cis.

Columna analitica: Alltima C1s (250 mm x 4.6 mm, 5 um) Alltech.

Columna preparativa: Econosil C1g (250 mm x 22 mm, 10 um) Alltech.

4.3. OBTENCION DEL PRODUCTO NATURAL MAYORITARIO (PNM)

A continuacién se establece el procedimiento para la obtencion de la saponina

mayoritaria o producto natural mayoritario (PNM) de Sicyos bulbosus.

4.3.1. COLECTA Y PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL.




El material botanico de S. bulbosus se colect6 en época de floracion en la comunidad
de San Miguel Suchixtepec, Distrito de Mihuatlan Estado de Oaxaca. Se obtuvieron 320 g
de tubérculo, el cual se secé a temperatura ambiente a la sombra y en un lugar fresco para

evitar reacciones de degradacion.

Posteriormente se cortd en pedazos pequefios y se macerd en metanol durante dos

semanas en ausencia de luz y a temperatura ambiente.

4.3.2. EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL.

El extracto se obtuvo separando el material botanico por decantacién y filtracion
simple, empleando papel de celulosa y finalmente eliminando el disolvente a presion
reducida. El residuo se agitd con acetato de etilo hasta la formacién de un precipitado

blanquecino que se recuperé por filtracion, obteniéndose 40 g (12.5%) de extracto seco.

4.3.3. SEPARACION DEL PNM DEL EXTRACTO POR CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSION MOLECULAR.

Para eliminar los monosacaridos y disacaridos del extracto seco se requirid la
cromatografia de exclusion molecular en columna abierta, para ello se disolvié una muestra
de 1 g del extracto seco de S. bulbosus en aproximadamente 5 mL de metanol (CH3;OH),
posteriormente la muestra se eluyé en una columna cromatografica abierta (CCA) con
soporte de sefadex-G10 (sigma), la fase movil utilizada fue metanol. Se colectaron
fracciones de 50 mL, las fracciones 1y 2 se reunieron, y el disolvente se elimin6 a presion
reducida en un rotavapor, el residuo se disolvié en 5 mL de metanol. La finalidad de este
procedimiento fue separar el producto natural de las unidades libres de monosacaridos y
disacaridos que se encontraban en el extracto, asi la purificacion se realiz6 sin

interferencias (Ver tema 1.5.2.).

4.3.4. PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA

RESOLUCION (CLAR).




Antes de introducir la muestra libre de monosacaridos y disacaridos al cromatégrafo
de liquidos de alta resolucion, ésta se eluyé en una columna abierta con soporte Cis
(LiChroprep RP-18, 40-63 um, Merck) y fase movil de metanol, la muestra obtenida se
concentrd a presion reducida en un rotavapor y se disolvié en un volumen aproximado de
10 mL (100 mg/mL) en composicion metanol/agua (50:50). En esta etapa se eliminaron
sustancias que pudieran ser retenidas por la columna Cis Finalmente la muestra se filtré a
través de acrodiscos LC 13 mm de 0.45 um PVDF, y se inyect6 un volumen de 500 pL
(aproximadamente 50 mg) al cromatégrafo de liquidos usando un detector de indice de
refraccion y una columna preparativa Cig, la fase maovil utilizada fue metanol/agua (65:35)

y el caudal operado en el cromatografo fue de 5 mL/min.

El PNM que se selecciond y colectd después de su purificacion por CLAR, se
concentro en el rotavapor para remover toda la cantidad de metanol y el agua se elimino en
una liofilizadora. La cantidad total obtenida en peso del PNM seco (183 mg) se volvio a
inyectar al cromatografo de liquidos a una concentracion de 30 mg/mL de una disolucion
metanol/agua (50:50), de esta manera se aseguraria una pureza total, las condiciones de
operacion fueron las mismas asi como la columna preparativa Cis, sin embargo, la fase
movil se cambi6é a metanol/agua (55:45) para tener una mayor resolucion sobre el PNM.
Para obtener cantidades suficientes en peso del PNM seco y puro, se repitieron los puntos
4.3.3 a 4.3.4 por cada 1 g del extracto S. bulbosus, asi se trataron 12.3 g del extracto y se
obtuvieron 137 mg del PNM.

4.4, OBTENCION DE LA AGLICONA

Para confirmar con mayor validez la estructura quimica de la unidad de aglicona, fue
necesario efectuar la degradacion del extracto de S. bulbosus, separando y analizando
Unicamente la aglicona mayoritaria. A continuacion se menciona el procedimiento que se

efectuo.

4.4.1. HIDROLISIS ACIDA

Se hidrolizaron 2 g del extracto seco de S. bulbosus utilizando 20 mL de una solucion
acuosa de &cido clorhidrico (HCI) 1.3 N, la mezcla se someti6 a reflujo con minima agitacion.

Después de 2 horas de reflujo se monitore6 el avance de la reaccion por CCF, la fase movil




empleada fue una disolucion de metanol/cloroformo (75:25) y se uso como referencia la
muestra sin hidrolizar, las placas se revelaron con una disolucion de sulfato cérico

amoniacal. En la figura 4.1 se presenta una placa revelada.

CHsOH/CHCls

(75-25K)

Figura 4.1 Placa revelada de la reaccion de hidrolisis acida, donde R = referencia (extracto seco S.
bulbosus) y H = extracto hidrolizado.

Transcurridas las 4 horas desde el inicio del reflujo, las placas reveladas tuvieron
una apariencia similar a la de la figura 4.1, notando que en la muestra hidrolizada (H) la
mayor parte de su contorno superior habia desaparecido, lo cual fue indicativo de que el
extracto ya estaba siendo consumido en la reaccion de hidroélisis, sin embargo para

asegurar un mayor avance en la reaccion la muestra se mantuvo a reflujo por otras 8 horas.

4.4.2. EXTRACCION DE LA AGLICONA

Finalizada la reaccion de hidrdlisis se procedié a neutralizar la solucion (20 mL)
hasta un pH de 7 con 7 mL de una disolucion metandlica de hidréxido de potasio (KOH)
3.57 N. Para eliminar el agua y el metanol en la mezcla de reaccion, se usaron 20 porciones
de 10 mL de metanol (200 mL), asi por cada porcién que se utilizaba, la mezcla de metanol-
agua era eliminada a presion reducida en el rotavapor. La siguiente etapa fue eliminar las
sales generadas por la neutralizacion, disolviendo el residuo en 15 mL de metanol y filtrando

a través de papel Whatmman numero 40, lavando las sales con porciones de 15 mL de




metanol, en total se usaron 7 porciones de 15 mL cada una (105 mL). Para comprobar la
extraccion de la aglicona la mezcla se analizé por CCF usando como fase mévil una
disolucion de acetato de etilo/hexano (60:40), las placas se revelaron con sulfato cérico
amoniacal (Fig. 4.2). Se obtuvieron dos unidades de aglicona, la mayoritaria (Ama) tuvo un
factor de retencién (Fr) de 0.2 y fue el componente prioritario a estudiar. Posteriormente la

mezcla de reaccion se sometio a CCA.
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Figura 4.2 Placa revelada, H = extracto hidrolizado y filtrado de S. bulbosus, Ami = aglicona
minoritaria, Ama = aglicona mayoritaria, R = referencia, muestra de una aglicona reconocida (acido
poligalacico).

4.4.3. SEPARACION CROMATOGRAFICA.

El residuo de la hidrdlisis acida se soportd en silica gel y se sometié a CCA usando

como soporte silica gel 60 (0.040-0.063 mm).

Como fase movil para la separacion se usaron mezclas de acetato de etilo/hexano
con una composicion en polaridad ascendente desde la proporcion 10:90 hasta 30:70. Se
recolectaron fracciones de 100 mL, a los cuales se les eliminé el disolvente en un rotavapor
y se analizaron por CCF, para esto se us6 como fase movil una solucion de acetato de
etilo/hexano (60:40), y como muestra de referencia se utilizé la solucion hidrolizada y filtrada
(Fig. 4.6), las placas se revelaron con sulfato cérico amoniacal. Se hace resaltar que el
cambio de polaridad en la CCA no necesariamente se hizo cada 500 mL de volumen eluido,
sino de acuerdo a las pruebas de CCF ya que también eluyeron impurezas, las cuales fue

necesario eliminar antes de recolectar las agliconas, las impurezas eluyeron en la fase movil




de acetato de etilo/hexano con composicion 10:90 a 20:80. La primera unidad de aglicona
(Ami) eluy6 a partir de la composicion 25:75 (acetato de etilo/hexano), para la segunda
aglicona (Ama) la elucién correspondié a la composicién 30:70 (acetato de etilo/hexano).
Las fracciones que contenian las agliconas Ami y Ama se reunieron por separado, se
elimind el disolvente, y los sélidos se lavaron con metanol. De 2 gr de extracto de S.

bulbosus se obtuvieron 20 mg de Ami y 25 mg de Ama.

4.5. PREPARACION DE DERIVADOS

Se prepar6 el derivado peracetilado del producto natural mayoritario (PNM) y el
derivado metilado de la aglicona mayoritaria (Ama), esto fue previo a los experimentos de
masas por IE, FAB, RMN'H y RMN 13C.

4.5.1. ACETILACION DEL PNM

En la reaccién de acetilacion se utilizaron 95 mg del PNM, al cual se le adicionaron
10 mL de anhidrido acético, 0.5 mL de piridina y 0.5 g de tamiz molecular. La reaccién se
sometio a reflujo durante 30 horas aproximadamente. Después de transcurrido este tiempo
se procedi6é a verificar el grado de acetilacion, para esto en primer lugar la reaccién se
detuvo y se dejo reposar por 1 hora con 10 mL de agua, esto fue para hidrolizar el anhidrido
acético que estaba en exceso. En seguida la mezcla de reaccion se extrajo con 20 mL (3
veces) de acetato de etilo. La fase orgénica se lavo con 15 mL de acido clorhidrico acuoso
(HCI) 0.01 N para eliminar la piridina. El exceso de &acido clorhidrico se neutralizdé con una
solucion acuosa saturada de bicarbonato de sodio (NaHCO3) y se lavo con agua destilada

hasta un pH neutro.

Finalmente la fase organica se sec6 con sulfato de sodio anhidro (Na:SO.), el
disolvente se elimino a presion reducida con un rotavapor y el residuo se analizé por CCF
empleando como fase mévil una disolucion de acetato de etilo/hexano (65:35), las placas
se revelaron con sulfato cérico amoniacal. El residuo se volvio a acetilar en las mismas
condiciones descritas durante otras 15 horas, la extraccion y analisis por CCF se efectlo
de la misma manera. Se obtuvieron 144.1 mg del PNM acetilado (PNMac) sin purificar, el

cual se sometié a separacion en una CCA con soporte de silica gel 60 (0.040-0.063 mm),




usando como fase mévil una mezcla de acetato de etilo/hexano en polaridad ascendente,
la composicion inicial de la mezcla fue de 10:90 (acetato de etilo/hexano), el cambio de
polaridad se hizo sobre cada 250 mL de fase movil eluida, estableciendo 10 unidades de
magnitud en su variacion, asi la siguiente composicion fue de 20:80 (acetato de
etilo/hexano). La fase movil eluida a partir de la composicién en 50:50 se recolectd en
fracciones de 100 mL, el disolvente posteriormente se eliminé en un rotavapor y mediante
CCF se verificé la pureza del PNMac, la fase movil en la CCF fue una mezcla de acetato
de etilo/hexano (70:30), revelando las placas con sulfato cérico amoniacal. El PNMac eluy6
de la CCA a partir de la fase mévil en composicion 60:40 (acetato de etilo/hexano), las
muestras se colectaron, el disolvente se elimind, y el residuo fue de 125.1 mg de PNMac

puro.

4.5.2. METILACION DE LA AGLICONA MAYORITARIA (Ama).

La reaccion de metilacion se hizo con diazometano generado in situ a partir de la N-
nitroso-N-metil urea (CHsN(NO)CONH;) (Blatt, 1941). Se pes6 1 mg de la aglicona
mayoritaria (Ama), la cual se disolvio en 5 mL de metanol. Por separado se prepard una
solucion de 5 mL de hidréxido de potasio (KOH) acuoso al 50% y se adicionaron 5 mL de
éter etilico; la mezcla se dejé en un bafio de hielo por 5 minutos y se le afiadieron 500 mg
aproximadamente de N-nitroso-N-metil urea. Una vez terminado el burbujeo indicativo de
la formacion del diazometano, la solucién etérea amarilla sobrenadante se decantd y se
sec6 sobre lentejas de KOH. Posteriormente el sobrenadante se vacio sobre la muestra
disuelta, la esterificacion del acido fue instantanea; la formacién del derivado metilado se
visualizé por CCF eluyendo con una solucién acetato de etilo/hexano (75:25). Una vez
ocurrida la reaccién se elimind el éter y el diazometano restante por agitacion, finalmente

se seco la muestra a presion reducida y se obtuvo la aglicona mayoritaria metilada (Agmet).

4.6. EXPERIMENTOS EN ESPECTROMETRIA DE MASAS Y ESPECTROSCOPIA DE
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.

Los experimentos de RMN se llevaron a cabo en dos espectrometros marca Varian
Mercury-300 MHz, uno de ellos con modo de deteccién inversa. Los espectros de *H, 3C,

GATED, COSY, gHSQC y gHMBC, se obtuvieron a temperatura ambiente y en disolventes




como: CD3;0OD y CDCls, los disolventes dependieron de la muestra. Los desplazamientos
quimicos (8) fueron ajustados de acuerdo al desplazamiento del TMS ¢ del disolvente

usado.

Los experimentos gHSQC y gHMBC se obtuvieron con incrementos de tiempo de
1024 y 256 con 64 y 128 transientes para cada incremento y con tiempos de relajacion de
1.0 s. El andlisis de RMN mencionado se efectué Unicamente sobre el producto natural
mayoritario (PNM) (107 mg) y su derivado peracetilado (PNMac) (120 mg). En la
espectrometria de masas por ionizacion de impacto electrénico (IE), se analizd Unicamente
la Agmet (1 mg). Para la espectrometria de masas por ionizacién con bombardeo de atomos
rapidos, el registro fue en modo negativo y como matriz se utilizo el glicerol, el andlisis se

hizo tanto con el PNM (5 mg) como con el PNMac (5 mg).




5.2.3. ESTRUCTURA MOLECULAR DEL PNM

La configuracion anomérica para cada monosacarido presente en el PNM, se
caracterizo por sus constantes de acoplamiento entre el carbono e hidrégeno anomérico
(XJcn). De acuerdo a lo descrito (Perlin y Casu, 1969; Bock y Pedersen, 1975), las *Jci con
valores aproximados en 170 Hz para carbonos e hidrégenos anoméricos tienen la
configuracion o, debido a que los hidrégenos anoméricos ocupan una posicion ecuatorial,
por otro lado las *Jci con valores aproximados de 160 Hz tienen la configuracién B, en este
caso los hidrégenos anoméricos ocupan posiciones axiales. Por lo tanto los monosacéaridos
Glu, Glu’ y Xil con Jcy de 156.1, 159.2 y 159.1 Hz poseen una configuracion B, mientras
los monosacaridos Ara, Ram’, Ram con iguales Jcy de 171 Hz tienen una configuracion
a. La configuracibn de la Api se determin6 que era B por la comparacion en los
desplazamientos quimicos de su C1 (6112.0) y C2 (577.7) con otro estudio similar
(Hiradate et al., 1999).

De acuerdo a los experimentos de RMN sobre el PNMac y PNM asi como el
experimento de masas por ionizacion BAR, se propone la siguiente estructura molecular
para el PNM obtenido de la especie S. bulbosus (Fig. 5.45): B
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Figura 5.45 Estructura molecular d

6. CONCLUSIONES

A partir del extracto metandlico del tubérculo de Sicyos bulbosus se describe y
caracteriza por primera vez el compuesto mayoritario (PNM): acido 3-O-[B-D-
glucopiranosil-(1—3)-p-D-glucopiranosil]-28-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—3)-B-

D-xilanopiranosil-(1—4)-[B-D-apiofuranosil-(1—3)]-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-




B-L-arabinopiranosil] poligalacico, con formula molecular de CegH112036 Y con un

peso de 1516 umas.

+ Se describe y caracteriza por primera vez el derivado peracetilado del &cido 3-O-
[B-D-glucopiranosil-(1—3)-B-D-glucopiranosil]-28-O-[a-L-ramnopiranosil-
(1—3)-B-D-xilanopiranosil-(1—4)-[B-D-apiofuranosil-(1—3)]-a-L-

ramnopiranosil-(1—2)-p-L-arabinopiranosil] poligaléacico.

+ Este es el primer estudio quimico realizado en Sicyos bulbosus, resaltando que se
ha iniciado una linea de investigacion sobre los distintos componentes extraidos de

esta especie.
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PNP-1 cd3od
STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: sexportshomegsvomrl/svnmrsys /data
Sample directory: autc_18Feb2008

Pulse Sequence: sZpul L

Solvent: CD30D

Ambient temperature

Sample #7

File: 08902

Mercury-300BB "auxiliar®
Date :Feb 18 2003

Relax. delay 2.000 sec

Fulse 45.0 degrees

Acg. time 1.764 sec

Width 18867.9 Hz

5000 repetitions

OBSERVE C13, 75.4462953 MHz
DECOUPLE H1, 300.0468048 MHz
Fower 33 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 131072

Total time 5 hr, 21 min, 40 sec




13C PNM

PNP-1 cd3od
STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: Jexpart shome svnmrl/svnmrsys sdata
Sample directory: auto_l8Feb2008

Pulse Sequence: relayh

Solvent: CD20D

fmbient temperature

Sample #7

File: 0903

Mercury-300BE8 ‘"auxiliar"
Date :Feb 18 2008

Relax. delay 1.000 sec
COSY 90-45

Aco. time 0.213 sec
Width 4B07.7 Hz
2D Width 4B07.7 Hz
8 repetitions

512 increments
OBSERVE H1, 300.0453678 MHz
DATA PROCESSING

5. sipe hell 0.107 sec

F1 DATA FROCESSING

S5g. sine bell 0.106 sec

FT size 40956 x 4096

Total time 1 hr, 25 min, 38 sec hwhuMw/K
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PNP-1 cd3od
STANDARD 1H OBSERVE

Archive
Sample

lirectory: Jexport/shome vomrlsvnmrsys /data
firectory: auto_l8Feb2008

Pulse Sequence: TOCSY

Solvent: CD3OD

Ambient temperature

Sample #7

File: 0804

Hercury-30088 “auxiliar®
Date :Feb 18 2008

Relax. delay 1.000 sec
Mixing 0.060 sec

Acqg. time 0.213 sec

Vidth 4807 .7 Hz

2D Width 4807.7 Hz

& repetitions

2 % 512 increments
0BSERVE H1, 300,0453678 KHz
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.099 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.098 sec
FT size 4096 x 4096
Total time 3 hr, 20 min, 45 sec
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TOCSY PNM




PNP-1 cdiod
STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: sexport/homesvnmrl/vnmrsys data
Sample directory: auto_lEFeb2008

Pulse Seguencea: gHS0C

Solvent: CD30D

Ambient temperature

Sample #7

File: 0906

Mercury-3C00BB  "auxiliar"
Date :Feb 1B 2008

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.213 sec

Width 4807.7 Hz

2D Width 12820.5 Hz

32 repetitions

2 %X 256 increments

OBSERVE  H1, 300.0453678 HHz
DECOUPLE €13, 75.4521038 HHz
Power 46 dB

L
e S A

GARP-1 modulatad

DATA PROCESSING 1 .
Gauss apodization 0.099 sec Fl =

F1 DATA PROCESSING {ppm)

Gauss apodization 0.037 sec = =

FT size 2048 x 4036 R 203 .

Total time 6 hr, 24 min, 7 sec r 54
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PNP-1 cd3od
STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: Jexport/homesvynmrlsvnmrsys /data
Sample directory: auto_18Febz008
File: PROTON

Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: CD30D

Ambient temperature

Sample #7

Mercury-300BE “auxiliar"
Date :Feb 20 2008

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.213 sec

Width 4807.7 Hz ‘
2D Width 16115.9 Hz | __
64 repetitions # _
£12 increments
OBSERVE H1, 300.0453763 MHz
DATA PROCESSING

Sine bell 0.107 sec [ _r_____, _
F1 DATA PROCESSING ; ,_,L_ Q_ Ik W5 I
Sine bell 0.011 sec J \ J Qs / 'l
FT size 2048 x 2048 et ol
Total time 12 hr, 50 min, 2 sec
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HMBC PNM

[ Mass Cpectrum ]

Data : Dr-Beatriz-Hernandez-(8@4 Date : 11-Mar-2@88 1@:43

Sagple: 76-STE-1514 PNP 1 Re ’

Mefe : Univarsidad-del-Mar

irfiet : Direct . Ion Mede : FRE-

Sietrum Type @ Normal Ion [MF-Linear]

Ri§: 1.18 min Scan# : (1,20

BP : msz 2553.5007 int. : 12.@2

Output m’z range : S@@.2@00 o P5E3.3543 Cut Level : 2.88 %
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Espectro de masas (FAB)

PNMac
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