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C. M., Joseph-Nathan P., Gómez-Hurtado M. A. 1er Foro del Posgrado en 

Ciencias Químicas. Celebrado en el IIQB de la UMSNH, Morelia, 

Michoacán, del 31 de julio al 4 de agosto de 2017. 

 

4. “Elucidación estructural de un derivado de timol de Ageratina glabrata”, 
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Gómez-Hurtado M. A., Rodríguez-García G., García-Gutiérrez H. A., 

Cerda-García-Rojas C. M., Joseph-Nathan P. 2do Foro del Posgrado en 

Ciencias Químicas. Celebrado en el IIQB de la UMSNH, Morelia, 

Michoacán, del 2 al 6 de julio de 2018. 



  

 

6. “Absolute configuration determination of epoxythymol derivatives from 

Ageratina glabrata”, Arreaga-González H. M., Rodríguez-García G., 
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1 SÍMBOLOS Y ABREVIATURAS  

Δ Desplazamiento químico 

® Marca registrada 

ºC Grados Celsius  

AcOEt Acetato de etilo 

Ang Grupo angelato 

ATM Atmósfera  

B3LYP Becke, three-parameter, Lee-Yang-Parr 

BINOL 1,1´-bi-2-naftol 

CA Configuración absoluta 

Cm Centímetro 

CONAGUA Comisión nacional del agua 

D Señal doble 

Dd Señal doble de dobles 

DCV Dicroísmo circular vibracional 

DFT Density functional theory 

DGDZVP DGauss Double-Zeta Valence Polarization 

e.e. Exceso enantiomérico 

G gramo 

H hora 

Hz Hertz 

i-Bu Grupo isobutirato 

IR Infrarrojo 

J Constante de acoplamiento 

K Grados Kelvin  

Kcal Kilocalorias 

Km kilómetro 

M Señal múltiple 

OMe Grupo metoxilo 

MeBu Grupo metilbutirato 

mL Mililitro  

Mm Milímetro 

Mg Miligramos 

MHz Mega Hertz 
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MMFF Molecular mechanics force field 

Ppm Partes por millón 

RMN de 13C 
Resonancia Magnética Nuclear de 
carbono-13 

RMN de 1H 
Resonancia Magnética Nuclear de 
Hidrógeno  

S Señal simple 

SE Similitud espectral 

Sept Señal séptuple 

T Señal triple 

Tt Señal triple de triples 

Tig Grupo tiglato 

TMS  Tetrametilsilano 

UV Ultravioleta 

1D Unidimensional  

2D Bidimensional 
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2 RESUMEN 

En el presente trabajo se reporta el estudio químico de los derivados de 

timol de las especies vegetales: Ageratina glabrata; (+)-(8S)-isobutirato de 10-

benzoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimol (1), (+)-(8S)-isobutirato de 10-isobutiriloxi-

8,9-epoxitimol (2), (+)-(8S)-isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimol (3), 

(+)-(8S)-isobutirato de 10-benzoiloxi-6-metoxi-8,9-epoxitimol (4), isobutirato de 

10-benzoiloxi-8,9-epoxitimol (5), isobutirato de 10-benzoiloxy-9-isobutiriloxi-6,8-

dihidroxitimol (6) y Piptothrix areolare; (8S)-isobutirato de 10-cinamoiloxi-7-oxo-

8,9-epoxitimol (7). Se estableció una metodología para la determinación del 

exceso enantiomérico de epoxitimoles por Resonancia Magnética Nuclear de 1H 

empleando el reactivo de desplazamiento quiral 1,1’-bi-2-naftol (BINOL) y 

configuración absoluta (CA) por Dicroísmo Circular Vibracional (DCV) del 

derivado 1, la eficacia de esta metodología fue probada al determinar la CA de 

los derivados 2-4. El valor de la rotación específica de 5 mostró que este derivado 

existe como mezcla racémica. La susceptibilidad química a la racemización de 

estos derivados se evaluó en condiciones de reacción ácidas con el derivado 

mayoritario 1. Adicionalmente, se realizó la asignación posicional de los ésteres 

del subproducto de racemización 6. Con base en las propiedades ópticas 

observadas en los epoxitilmoes de A. glabrata, se analizaron los valores de 

rotación específica y el grado de escalemización natural del derivado 7 de P. 

areolare a partir de un estudio estacional anual. En cada lote se determinó el 

exceso enantiomérico por RMN de 1H y BINOL. Los resultados demostraron que 

el grado de escalemización de este derivado está estrechamente relacionado 

con los cambios climáticos de la región, lo que sugiere que este tipo de derivados 

podrían cumplir una función regulatoria y defensiva para la especie vegetal. 

Finalmente, fue posible determinar la configuración absoluta de (−)-(8S)-7 por 

DCV. Tomando como base aquel lote que mostró una mayor pureza 

enantiomérica. 
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3 ABSTRACT 

In the present research, we report the chemical study of epoxythymol 

derivatives of Ageratina glabrata: (+)-(8S)-10-benzoyloxy-6-hydroxy-8,9-

epoxythymol isobutyrate (1), (+)-(8S)-10-isobutyryloxy-8,9-epoxythymol 

isobutyrate (2), (+)-(8S)-10-acetoxy-6-methoxy-8,9-epoxythymol isobutyrate (3), 

(+)-(8S)-10-benzoyloxy-6-methoxy-8,9-epoxythymol isobutyrate (4), 10-

benzoyloxy-8,9-epoxythymol isobutyrate (5), 10-benzoyloxy-9-isobutyryloxy-6,8-

dihydroxythymol isobutyrate (6) and Piptothrix areolare; (8S)-10-cinnamoyloxy-

7-oxo-8,9-epoxythymol isobutyrate (7) plant species, on the one hand, the 

methodology for the determination of enantiomeric excess by 1H NMR and chiral 

displacement reagent 1,1'-bi-2-naphthol (BINOL) and absolute configuration by 

Vibrational Circular Dichroism of 1 was established. The effectiveness of this 

methodology was tested by determining the absolute configuration of 2-4 

derivatives, while the specific rotation value of 5 showed that this exist as a 

racemic mixture, the racemitation susceptibility of these derivatives was 

evaluated under acid reaction with 1, adittionally, the positional assigment of the 

ester groups of 6 was determinated. Based on the optical properties observed in 

the epoxythymols of A. glabrata, the specific rotation values and the degree of 

natural scalemization of the 7 were analyzed in a anual seasonal study. In each 

lot was determinated the enantimeric excess by 1H NMR and chiral displacement 

reagent 1,1'-bi-2-naphthol (BINOL). The results showed that the scalemization 

degree of 1 has a close relationship with climate change of the region and 

suggest that these derivatives could meet a regulatory and defensive function for 

this plant. Finally, the absolute configuration of (-)-(8S)-7 was determined by VCD 

using the sample with the higher enantiomeric purity. 
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Key words: Absolute configuration, epoxythymols seasonal study, Ageratina 

glabrata, Piptothrix areolare.  
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4 INTRODUCCIÓN 

Los derivados de epoxitimoles constituyen un extenso grupo de 

monoterpenos aromáticos con funcionalizaciones principalmente en las 

posiciones C-3, C-6, C-7 y/o C-10 que incluyen grupos éster, y algunos, un anillo 

de oxirano en C-8/C-9. Un grupo de 63 derivados de epoxitimol con estas 

características estructurales han sido reportados de 67 especies vegetales 

distribuidos en 32 géneros de la familia Asteraceae (Talavera-Alemán et al, 

2016). La rotación específica de este tipo de estructuras ha sido reportada solo 

en algunos casos. Se pueden encontrar epoxitimoles levorotatorios en Callilepis 

laureola (Bohlmann et al, 1977), Eupatorium fortunei (Tori et al, 2001) y Gaillarda 

aristata (Bohlmann et al, 1969), epoxitimoles dextrorotatorios han sido 

reportados de A. glabrata (Bohlmann et al, 1977), A. cylindrica (Bustos-Brito, et 

al, 2014), Arnica acaulis (Herz et al, 1989), Brasilia sickii (Bohlmann et al, 1983) 

e Inula crithmoides (Marco et al, 1993). Los epoxitimoles aislados de Eupatorium 

stoechadosmum (Trang et al, 1993) y P. areolare (Hernández et al, 1986) fueron 

descritos como mezclas racémicas. La presencia de epoxitimoles racémicos de 

P. areolare fue corroborada mediante reactivos de desplazamiento quiral 

(Hernández et al, 1986). Algunas explicaciones acerca de la racemización de 

8,9-epoxitimoles hacen referencia al proceso de aislamiento (Tori et al, 2001) o 

a su generación como artefactos en extractos que permanecieron almacenadas 

por prolongados periodos (Delle Monache et al, 1984). Sin embargo, algunos 

derivados de timol enantiomericamente puros y racémicos han sido reportados 

de la misma planta (Tori et al, 2001, Wang et al, 2014), a pesar de esto, hasta la 

fecha no se han llevado a cabo estudios acerca de la susceptibilidad de 

racemización de epoxitimoles. En el presente trabajo se describe la 

determinación de la configuración absoluta (CA) de los derivados de timol 1-4 de 

A. glabrata, estableciendo una metodología basada en el análisis de la pureza 

enantiomérica y cálculos de DCV, se determinó el grado de escalemización de 1 

en condiciones de reacción ácidas y se realizó la asignación posicional de los 

ésteres de 6. Esta metodología fue validada al determinar la CA de 7, compuesto 

mayoritario aislado de las raíces de P. areolare y se evaluó el grado de 

escalemización natural del mismo al realizar un estudio estacional anual, basado 

en las mediciones de rotación específica y RMN de 1H con BINOL. 
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5 ANTECEDENTES 

Una de las familias de plantas ampliamente distribuidas en el mundo son 

las asteráceas, la cual cuenta con alrededor de 950 a 1450 géneros y entre 20 

000 y 30 000 especies. En México podemos encontrar 182 géneros, entre los 

que cuentan con mayor número de especies se encuentran Ageratina, Stevia, 

Verbesina y Acourtia, se localizan ampliamente distribuidas en el centro del País, 

principalmente en los estados de Querétaro, Michoacán y Guanajuato (Villaseñor 

2012). Dentro de esta familia se encuentran las especies: A. glabrata y P. 

areolare, los cuales están ampliamente distribuidas en el continente Americano 

desde el norte al sur y el caribe (King, 1978).  

A. glabrata es un arbusto de hasta 2.5 m de altura de tallos leñosos; hojas 

opuestas, haz y envés glabro y glanduloso-punteado, numerosos capítulos de 7 

a 15 mm de largo dispuestos en corimbos compuestos terminales, sus flores de 

15 a 18; corola de 7 mm de largo, blanca, a veces con tinte rosado en los lóbulos, 

cerdas blancas (figura 1) (Calderón de Rzedowski, 2005). En la medicina 

tradicional es conocida como “Chamizo blanco”, “Hierba del golpe”, y/o “Hierba 

de la mula” (Sánchez-González, 2008), se utiliza como analgésico para el 

tratamiento de golpes y fracturas (Bello et al, 2007). 

P. areolare es un arbusto de 1 a 4 m de altura, presenta hojas pecioladas 

de 6 a 14 cm de largo por 2.5 a 6.5 cm de ancho, trinervias desde la base, los 

márgenes serrulados, el ápice angostamente acuminado; peciolo de 1 a 1.5 cm. 

Capitulescencia: una panícula tirsoide alargada con ramas corimbosas en las 

axilas de las hojas distales, terminalmente piramidal en el ápice; pedúnculos de 

2 a 7 mm. Cabezuelas de 6 a 8 mm. Flores: de 12 a 18 con corola de 5 a 5.5 

mm, corola de blanco a rosado (figura 1) (King, 1970). 
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Figura 1. A) A. glabrata, B) P. areolare. 

5.1 Actividad biológica 

El timol es un compuesto aromático presente en los aceites esenciales de 

Thymus vulgaris formado por dos unidades de isopreno en la ruta biosintética 

del mevalonato, y posee el esqueleto típico de un monoterpeno cíclico (Dewick, 

2009). En el año 2016 Talavera-Alemán et al, realizaron una revisión bibliográfica 

de derivados de timol que poseen un centro estereogénico o proestereogénico, 

reportando la existencia de 163, distribuidos en 38 géneros y 88 especies, de 

estos, 68 presentan funciones hidroxilo, éter o éster en la posición C-8, 62 están 

funcionalizados con un anillo de epóxido y presentan un centro estereogénico en 

C-8, mientras que 23 poseen un doble enlace y 5 presentan otras 

funcionalidades, incluyendo acetónidos (Figura 2).  

 

Figura 2. Diferentes tipos de sustituciones en derivados de timol. 

B 
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En cuanto a la actividad bilógica de este tipo de estructuras, hasta el año 

2016 solo se ha reportado la actividad de cerca del 10% de los derivados y estos 

han presentado una amplia gama de actividades como: alelopática (Zhou et al, 

2003) anti-inflamatoria (Wang et al, 2014, Kos et al, 2005,) antiprotozoal (Bustos-

Brito et al, 2014), antimicrobiana (Zhao et al, 2010, Liang et al, 2007), citotóxica 

(Jiang et al., 2006), antiproliferativa (Chen et al, 2014). En un estudio previo 

nuestro grupo de trabajo reportó el efecto analgésico de los extractos de cloruro 

de metileno de hojas de A. glabrata en animales de experimentación en modelos 

térmicos de dolor agudo de plato caliente y retirada de la cola demostrando su 

efecto analgésico 5 h posteriores a su aplicación (García et al, 2011). 

5.2 Racemización 

De los tallos de Ageratina glechonophylla aislaron los derivados de timol 

12 y 13 (Delle-Monache et al, 1984) considerándose que el derivado 13 podría 

ser un artefacto de 12, producto de la apertura del epóxido presente en su 

estructura (Figura 3). 

 

Figura 3. Derivados de timol de A. glechonophylla. 

 

De las partes aéreas de Eupatorium fortunei (Figura 4), aislaron los 

compuestos 14-20, con valores de rotación específica de cero para 14-19. El 

autor demostró que estos compuestos existen como mezclas racémicas, y 

pueden ser artefactos formados durante la etapa de aislamiento (Tori, et al 2001). 

 

 

[α]D
24 = +35 [α]D = 0 
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Figura 4. Derivados de timol de Eupatorium fortunei. 

 

5.3 Pureza enantiomérica 

Con base en la nula actividad óptica del areolal (7), fue descrito que para 

determinar su pureza enantiomérica, se empleó Eu(THC)3 como agente de 

solvatación quiral, una alternativa eficaz, accesible y de fácil manejo (Hernández 

et al, 1986). En dicho ensayo, el racemato fue revelado al observar el 

desdoblamiento de la señal del CH2-10, atribuida a los hidrógenos de metileno 

adyacente al centro estereogénico (Figura 5). 

 

Figura 5. Areolal aislado de P. areolare. 

Como alternativa al empleo de reactivos metálicos, en 2010 fue 

cuantificada la pureza enantiomérica del (S)-omeprazol (21) y su análogo: 

lansoprazol (22) (Figura 6), usando (S)-BINOL como reactivo de desplazamiento 

quiral mediante RMN de 1H y 19F. Esta técnica representa un método analítico 

rápido y confiable ya requiere una mínima cantidad de muestra y la preparación 

es sencilla, no destructiva y de fácil purificación por métodos convencionales 

(Redondo et al, 2010).  

 R1 R2 [α] 

14 OH OH [α]20±0 

15 Oi-Bu OH [α]24±0 

16 OTig OH [α]20±0 

17 OH OAng [α]20±0 

18 OH Oi-Bu [α]20±0 

19 OH OMeBu [α]20±0 

20 H OH [α]23+18.2 
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Figura 6. (S)-omeprazol (21), lansoprazol (22). 

 

Derivados del BINOL se han empleado satisfactoriamente para la 

determinación de la pureza enantiomérica, así como la CA en productos 

naturales. Du et al, emplearon (S)-3,3’-dibromo-1,1’-bi-2-naftol para determinar 

la pureza óptica y quiralidad de la bavachinina (23) (Du et al, 2015) (Figura 7). 

  

 

Figura 7. Relación enantiomérica entre bavachinina (R) y (S). 

 

En 2016 Yi et al, también utilizaron de manera exitosa al (R)- BINOL y (S)-

BINOL para la pureza óptica de las isoflavanonas 24 y 25 (Figura 8), y 

establecieron su CA con base en sus desplazamientos químicos (Yi et al, 2016). 
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Figura 8. Isoflavanonas 30 y 31. 

 

5.4 Transesterificaciones 

En 1969, Bohlmann et al, reportaron los primeros 10 derivados de timol a 

partir de Gaillardia aristata y Hellenium mexicanum, los cuales fueron 

caracterizados con base en sus desplazamientos de RMN de 1H. El autor sugirió 

que el compuesto 27 se derivó del tratamiento ácido de 26 (Figura 9).  

 

Figura 9. Derivados de timol aislados Gaillardia aristata y Hellenium 

mexicanum. 

 

En 1992 Maldonado et al, aislaron de Calea nelsonii al derivado de timol 

28, sugirieron la posible transterificación a 27, atribuido al uso de metanol 

durante el proceso de purificación (Maldonado et al, 1992) (Figura 10).  

 

Figura 10. Derivados de timol de Calea nelsonii. 

[α]578 = -74 [α]20
436 = +11.9 
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5.5 Configuración absoluta  

La CA de una molécula se puede determinar a partir de distintas 

estrategias experimentales, una de ellas es por correlación química mediante 

una serie de reacciones, que pueden proceder con retención o inversión de la 

configuración y donde no se modifican los enlaces que están directamente 

unidos al centro estereogénico, como se demostró con el (−)-ácido láctico en 

base a la configuración del (+)-gliceraldehído (Juaristi, 2010) (Esquema 1). 

 

 

Esquema 1. Determinación de la CA por correlación química. 

 

En el caso de moléculas de origen natural, dado que en la naturaleza los 

organismos no suelen producir metabolitos secundarios en forma racémica y las 

reacciones de biosíntesis siguen la misma ruta para una familia de compuestos, 

se puede determinar la CA de todos ellos con base en su biogénesis (Dewick, 

2009). En 2011 Gómez-Hurtado et al, proponen la correlación biogenética de los 

ent-clerodanos y labdanos de Chromolaena pulchella con base en los resultados 

de la determinación de la CA de estos derivados (Gómez-Hurtado et al, 2011) 

(Esquema 2). 
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Esquema 2. Correlación biogenética de los ent-clerodanos y labdanos. 

 

Otra alternativa para la determinación de la CA es la difracción de rayos 

X, que es capaz de distinguir entre estructuras cristalinas enantiomórficas, así 

como los enantiómeros de una molécula quiral tomando en cuenta información 

esencial como la geometría molecular, la distancia de enlace, los ángulos y el 

empaquetamiento de las moléculas dentro de la estructura. Se puede determinar 

la CA de un compuesto mediante la determinación de los parámetros de Flack y 

Hooft, el primero establece la relación que hay entre los cristales perfectamente 

orientados de forma opuesta dentro de un monocristral, por lo que se pueden 

definir las dos posibles configuraciones de un centro estereogénico (Flack, 

2008); el segundo, es un parámetro estadístico computacional que se lleva a 

cabo al término del refinamiento y proporciona una ruta de sustento al parámetro 

de Flack (Thompson, 2009).  

 

En el año 2014 Bustos-Brito et al, aislaron de Ageratina cylindrica al 

compuesto 29 (figura 11) reportaron el primer estudio para la determinación de 

la CA del centro estereogénico (C-8) de un derivado de timol mediante las 

técnicas de rayos X bajo los parámetros de Flack y Hooft y DCV (Bustos-Brito, 

et al, 2014). 
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Figura 11. Determinación de la CA del compuesto 29. 

 Posteriormente, en 2016 Bustos-Brito et al, reportaron la CA por difracción 

de rayos X con base en el parámetro de Flack del (8S)-isobutirato de 10-

benzoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimol (1) de A. glabrata (Bustos-Brito et al 2016) 

(figura 12).  

 

Figura 12. Difracción de rayos X de 1. 

Como propiedad espectroscópica, todas las moléculas orgánicas 

absorben irradiación de IR, por lo que las moléculas quirales pueden generar 

espectros IR de haz dicroico, es decir, IRDCV, el cual es esteroespecífico, por 

tanto, los pares de enantiómeros generarán el mismo espectro de IR pero sus 

espectros de DCV serán imágenes especulares. La magnitud en las bandas en 

un espectro de DCV es aproximadamente 10,000 veces más pequeña que la de 

IR, lo que representa una desventaja del método, no obstante, cada banda de 

[α]589 =+25.5 

 

Configuración absoluta 

Flack x = -0.1 (2) 
Hooft y = 0.02 (5) 
Configuración opuesta 

Flack x = 1.1 (2) 
Hooft y = 0.98 (5) 
R = 3.9% 

29 
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absorción en el espectro de IR tiene una correspondiente banda en DCV. Es 

posible hacer una comparación entre un espectro DCV calculado y el 

experimental para determinar inequívocamente la CA.  

En nuestro grupo de trabajo se determinó la CA de tres diterpenos de tipo 

cassano 30-32 de Caesalpinia platyloba por el método de DCV (Gómez-Hurtado, 

et al, 2013), contribuyendo con esto a la aplicación exitosa de esta técnica en 

moléculas terpénicas naturales (Figura 13). 

 

Figura 13. Diterpenos de Caesalpinia platyloba. 

Adicionalmente, la CA por DCV de derivados del p-menteno 33 y 34 

aislados de las partes aéreas de A. glabrata, permitió determinar la CA por 

correlación química de otras moléculas análogas en esta especie (Pardo-Novoa 

et al 2016) (Figura 14). 

 

Figura 14. Mentenos aislados de A. glabrata. 

De igual manera, se ha demostrado que dicha técnica es capaz de 

diferenciar diasteroisómeros, como en 2014, cuando García et al determinaron 

la CA de dos terpenos de tipo labdano mediante esta técnica y confirmaron la 

coexistencia de 13-epi-labdanos en Ageratina jocotepecana (Figura 15). 
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Figura 15. Estructuras del éster de ácido catívico (35) y éster del ácido 13-epi-

labdanólico (36). 

 

 A pesar de que existen técnicas adecuadas, hasta el 2019 solo se ha 

determinado la CA de uno de los 163 derivados de timol reportados y no se han 

llevado a cabo ningún estudio experimental para determinar, por un lado la 

susceptibilidad química a la racemización del anillo de oxirano presente en 62 de 

ellos y por otro, si el medio ambiente puede propiciar la racemización natural. 

Con base en lo anterior, en este trabajo se plantea determinar la configuración 

absoluta de los derivados de timol presentes en las partes aéreas de A. glabrata 

y de las raíces de P. areolare, así como, determinar su capacidad de 

racemización en condiciones de reacción acidas como se ha sugerido 

anteriormente y corroborar en un estudio estacional anual si la relación 

enantiomérica de un epoxitimol reportado anteriormente como mezcla 

escalémica varía de acuerdo a las condiciones ambientales y el ciclo anual de la 

especie vegetal. 
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6 JUSTIFICACIÓN 

Hasta el 2019 se han reportado 161 derivados de timol. Existen reportes 

donde se sugiere que pueden sufrir transesterificaciones y aperturas del anillo 

de epóxido por las condiciones de aislamiento, racemizaciones sugeridas en 

base a los valores de rotación específica. Solo hay un reporte de la CA de un 

derivado de timol y solo se ha reportado la actividad biológica del 10% de estos 

derivados, por lo que es pertinente llevar a cabo una investigación dirigida a 

determinar la configuración absoluta de los epoxitimoles aislados de dos 

especies vegetales de la tribu Eupatorieae y su capacidad de racemización por 

en condiciones de laboratorio y de forma natural en un estudio estacional. 
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7 OBJETIVOS  

 

Objetivo general 

 

Establecer una metodología para determinar la configuración absoluta de 

derivados de timol presentes en especies vegetales de la tribu Eupatorieae que 

pueda ser empleada de manera eficiente en estructuras análogas, y contribuir a 

la quimiotaxonomía de esta tribu vegetal. 

 

Objetivos particulares 

1. Aislar los derivados de timol mayoritarios de A. glabrata.  

2. Determinar la pureza enantiomérica de 1-5. 

3. Propiciar la escalemización de epoxitimoles enantioméricamente puros 

mediante reacciones químicas.  

4. Determinar la CA de los epoxitimoles aislados. 

5. Aislar areolal (7) de P. areolare, y establecer su pureza enantiomérica. 

6. Realizar un estudio estacional con colectas periódicas para el aislamiento 

de 7, y determinar la pureza enantiomérica a lo largo del estudio. 

7. Determinar la CA por DCV de 7. 
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8 DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

8.1 Aislamiento de epoxitimoles de Ageratina glabrata  

A. glabrata se colectó en febrero de 2015 en la desviación a Cuanajo a 1 

km de la carretera Pátzcuaro-Santa Clara del Cobre, se secó a la sombra, 

posteriormente se separó en sus diferentes partes (raíces, tallos, hojas y flores), 

se maceró por separado con disolventes de polaridad ascendente por triplicado 

para obtener los correspondientes extractos.  

Del extracto hexánico de hojas, en la polaridad (9:1) hexanos-AcOEt se 

obtuvo una miel amarilla, en su espectro de RMN de 1H (figura 16), se observan 

entre 4.0 y 1.0 ppm las señales correspondientes a un grupo isobutirato, metilo 

aromático y metoxilo, alrededor de 4.5 y 3.0 ppm, las señales de sistemas AB de 

CH2-9 y CH2-10, en la región de los aromáticos, se aprecian las señales del anillo 

de benzoato entre 8.1 y 7.4 ppm y las señales para los hidrógenos en posición 

para del anillo de timol alrededor de 7.0 ppm. Con base en los datos anteriores, 

este espectro corresponde al isobutirato de 10-benzoiloxi-6-metoxi-8,9-

epoxitimol 4 que fue aislado anteriormente de A. glabrata por Bohlmann en 1977 

y de Ageratina semialata (Bohlmann et al 1977).  

 

Figura 16. Espectro de RMN de 1H a 400 MHz en CDCl3 del isobutirato de 10-

bezoiloxi-6-metoxi-8,9-epoxitimol (4). 
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En la misma polaridad se aisló un compuesto (figura 17), que presenta el 

patrón de señales para el grupo isobutirato y el anillo de epóxido, así como para 

el grupo benzoato. Adicionalmente, se aprecia que el anillo de timol presenta un 

patrón típico de trisustitución con constantes de acoplamiento orto y meta de 7.6 

y 0.6 Hz, con base en estos datos se establece la obtención del isobutirato de 

10-benzoiloxi-8,9-epoxitimol 5, reportado anteriormente en Ageratina glabrata 

(Bohlmann et al 1977) y en A. anisochroma (Tamayo-Castillo, 1988). 

 

Figura 17. Espectro de RMN de 1H a 400 MHz en CDCl3 del isobutirato de 10-

benzoiloxi-8,9-epoxitimol (5). 

 

8.2 Evaluación de la pureza óptica 

La pureza óptica de los epoxitimoles aislados 1-5, se evaluó mediante la 

medición de la rotación específica. Los derivados 1-4 presentaron valores de 

[]589 entre +10 y +28, mientras que para 5 se observó un valor de []589 +0.8 (c 

0.8, CHCl3), la cual difiere en signo y magnitud con la reportada por Bustos-Brito 

et al, en 2016 ([]589 -3.9 en CHCl3) en su estudio de Ageratina glabrata. 

Esta variación sugiere que hay diferencias en la pureza óptica, donde 

probablemente prevalecen los enantiómeros opuestos, esto concuerda con los 

reportes donde algunos epoxitimoles existen como mezclas racémicas, o cuyo 
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valor de rotación específica es muy cercano a cero (Talavera et al, 2016). Por 

esta razón, se llevó a cabo la determinación de la pureza enantiomérica de todos 

los epoxitimoles aislados en este trabajo mediante el uso de (S)-BINOL como 

agente de solvatación quiral en mediciones de RMN de 1H. Anteriormente, este 

método fue empleado exitosamente en la discriminación enantiomérica de 

algunos isoflavonoides (Yi et al, 2016), alcaloides (Antkowiak et al, 2002) y 

péptidos (Hu et al, 2016), así como en principios activos farmacológicos 

(Redondo et al, 2010, Redondo et al, 2013). ). En los cinco compuestos 

estudiados fueron observados cambios en los desplazamientos químicos 

después del uso del reactivo de desplazamiento quiral (BINOL), los más 

significativos son los de los átomos localizados cerca del centro estereogénico 

concordando con la tendencia observada para otros compuestos (Gómez-

Hurtado et al, 2013, García-Sánchez et al, 2014, Pardo-Novoa et al, 2016). 

 El análisis de BINOL-RMN de 1H de 1, 3 y 4 reveló que estos se 

encuentran enantiomericamente puros, ya que se observó un solo patrón de 

señales ligeramente desplazadas a campo alto con respecto al espectro original 

de RMN de 1H. En el caso del epoxitimol 5 el espectro de RMN de 1H-BINOL 

mostró dos conjuntos de señales para H-10b en 4.17 y 4.16 ppm (Δδ 0.013) con 

una marcada diferencia en la intensidad de las señales. El desdoblamiento de 

H-9a con Δδ 0.007 y H-9b con Δδ 0.004 también fue observado, las señales 

restantes mostraron los desplazamientos típicos observados en los espectros 

originales de RMN de 1H. Con base en este experimento, fue posible establecer 

que este compuesto existe como una mezcla escalémica 3:1, por lo tanto un e.e. 

de 50% (Figura 18).  

Por otro lado, el análisis de 1H-BINOL de 5 reveló dos conjuntos de 

señales para H-10a y H-10b con similares intensidades, en este caso se observó 

que H-10b mostró el mayor desplazamiento químico (Δδ 0.021) en comparación 

con el observado para H-10a (Δδ 0.006), también H-9a mostró Δδ 0.009 y H-9b 

Δδ 0.003, mientras que para el resto de las señales no se observó un 

desplazamiento significativo. Con base en la intensidad de las señales 

desdobladas, es posible establecer una mezcla escalémica 56:44 (Figura 19), 

que tiene una relación directa con el valor de rotación específica observada []589 

+0.8. 
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Figura 18. Comparación entre los espectros de RMN de 1H de los 

epoxitimoles 1-5 (trazos inferiores) y aquellos donde se adicionó BINOL (trazos 

superiores) mostrando las proporciones escalémicas de (a) 1 100:0; (b) 2 

75:25; (d) 3 100:0; y (e) 4 100:0; (c) 5 56:44. 

8.3 Determinación de la configuración absoluta por DCV 

Se decidió llevar a cabo la determinación de la CA de derivados de timol 

por DCV siguiendo la metodología descrita por Bustos-Brito en 2014. Se modeló 

el enantiómero (S)-1 (figura 19) en el programa Spartan´04. Posteriormente, se 

realizó una búsqueda conformacional empleando el protocolo Monte Carlo 

10 

a)

b)

c)

d)

e)

9 
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obteniendo 139 confórmeros en un rango de energía relativa entre 0-9.62314891 

kcal/mol.  

 

Figura 19. Confórmero de mínima energía y mayor contribución poblacional 

mediante el método MMFF de (S)-1. 

 

Posteriormente, se optimizaron las energías de los 139 confórmeros con 

un nivel de teoría DFT B3LYP/6-31G**, aquellos confórmeros en el rango de 0-

3 kcal/mol (109 confórmeros) fueron sometidos a una optimización de la 

geometría mediante DFT al nivel PBEPBE/DGDZVP y se seleccionaron los 

confórmeros en el rango de 0-2 kcal/mol y se emplearon para calcular los 

espectros de DCV e IRDCV al mismo nivel de teoría. La comparación estadística 

de los espectros calculados y experimentales empleando el algoritmo 

CompareVOA indicó una pobre similitud espectral. Para solucionar este 

inconveniente, se realizó una búsqueda sistemática de posibles confórmeros 

faltantes. Esto se llevó a cabo a partir de un análisis de los ángulos diedros de 

enlaces con libre giro, lo que condujo a la incorporación de 13 confórmeros 

faltantes. Con esta incorporación, el análisis estadístico de los espectros 

experimentales contra los espectros calculados por compareVOA, mostró una 

buena similitud espectral para el enantiómero correcto (Figura 20) y un nivel de 

confianza del 100%, (tabla 2), sus datos termoquímicos pueden apreciarse en el 

anexo 1. Su CA se estableció como (+)-(8S)-Isobutirato de 10-benzoiloxi-6-

hidroxi-8,9-epoxitimol (1). 
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Figura 20. Comparación de los espectros experimentales y calculados de IR y 

DCV en PBEPBE/DGDZVP de (+)-(8S)-Isobutirato de10-benzoiloxi-6-hidroxi-

8,9-epoxitimol (1). 

 

La ausencia de algunos confórmeros en el epoxitimol 1 generó 

incertidumbre en cuanto a la eficiencia del método de Monte Carlo ya que se 

observaron diferentes resultados al utilizar modelos de partida diferentes, este 

factor fue asociado con las barreras energéticas presentes en la estructura 

molecular, las cuales fueron observables con un análisis rotacional realizado a 

los derivados 3 y 4 empleando el programa PCModel 7.0. Dichas barreras 
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rotacionales (>10 kcal/mol) se ubicaron en los ángulos diedros C-3−O-3−C-1´−C-

2´ y C-4−C-8−C-10−0-10 (Figura 21). Con base en este análisis se determinó el 

uso de cuatro modelos de partida para el análisis de 3 y 4 como estrategia para 

disminuir la probabilidad de omisión de confórmeros imprescindibles para el 

estudio. 

 

Figura 21. Análisis de ángulos diedros de 3 y 4. 

Para el epoxitimol 3 se obtuvieron 20 confórmeros con el protocolo de 

Monte Carlo; Posteriormente, sus energías se optimizaron en DFT B3LYP/6-

31G**, los confórmeros en el rango de las 0-3 kcal/mol fueron depurados con 

base en sus energías libres y ángulos diedros para posteriormente optimizar su 

geometría con DFT PBEPBE/DGDZVP. Finalmente, aquellos confórmeros en el 

rango de las 0-2 kcal/mol fueron empleados para generar los espectros 

calculados de IR y DCV mediante DFT PBEPBE/DGDZVP (Tabla 1). La 

comparación estadística de los espectros calculados y experimentales de DCV 

e IRDCV (Figura 22) mostraron valores de nivel de confianza en CompareVOA del 

100% para el enantiómero correcto y su CA se estableció como (+)-(8S)-

Isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimol (3).  
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Figura 22. Comparación de los espectros experimentales y calculados de IR y 

DCV en PBEPBE/DGDZVP de (+)-(8S)-Isobutirato de10-acetoxi-6-metoxi-8,9-

epoxitimol (3). 

 

El análisis de la CA del compuesto 4 se llevó a cabo bajo la misma 

metodología empleada para 3 (Tabla 1). Los espectros calculados de DCV e 

IRDCV comparados con los experimentales en el algoritmo estadístico 
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CompareVOA arrojaron un nivel de confianza del 100% (Tabla 2) para el (+)-

(8S)-Isobutirato de 10-benzoiloxi-6-metoxi-8,9-epoxitimol (4) (Figura 23).  

 

Figura 23. Comparación de los espectros experimentales y calculados 

de IR y DCV en PBEPBE/DGDZVP para (+)-(8S)-Isobutirato de 10-benzoiloxi-

6-metoxi-8,9-epoxitimol (4). 

La efectividad de la técnica sugerida para la determinación de la CA fue 

validada, por lo que se empleó para determinar la CA del enantiómero 2 

mayoritario de la mezcla escalémica con un e.e. del 50%. En la tabla 1 se resume 
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la metodología empleada. La comparación estadística de los espectros 

ponderados DCV e IRDCV contra los correspondientes experimentales en 

CompareVOA dio un nivel de confianza del 100% al considerar el rango de 

frecuencias de 1000 a 1400 cm-1
, que corresponde a la región de las bandas con 

mayor intensidad (Figura 24). La CA se determinó como (+)-(8S)-Isobutirato de 

10-Isobutiriloxi-8,9-epoxitimol (2). Con base en estos resultados, puede 

establecerse que la técnica propuesta para determinar la CA de epoxitimoles 

puede emplearse para mezclas racémicas con exceso enantiomérico del 50% o 

mayores.  
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Figura 24. Comparación de los espectros experimentales y calculados de IR y 

DCV en PBEPBE/DGDZVP para (+)-(8S)-Isobutirato de 10-Isobutiriloxi-8,9-

epoxitimol (2). 

 

Es importante mencionar que el epoxitimol 2 se encuentra reportado en 

cerca de la mitad de las especies vegetales que contienen epoxitimoles 

(Talavera, 2016), por lo que, con la determinación de la CA de este epoxitimol, 

la CA de todos los derivados de timol presentes en tales especies vegetales 

podría ser inferida.  
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En los anexos 1-4, se resumen los datos correspondientes a los análisis 

termoquímicos de los epoxitimoles 1-4. 

 

Tabla 1. Número de confórmeros encontrados en los diferentes niveles de 

cálculo empleados en la metodología. 

 MMFF DFT B3LYP/6-31G** DFT PBEPBE/DGDZVP 

 I II III IV (0-3kcal/mol) (0-2kcal/mol) 

1 139a 109 31 

2 100 100 100 100 105 48 

3 68 86 79 81 64 20 

4 90 83 78 61 62 49 

aConfórmeros obtenidos a partir de un solo cálculo de MMFF. 

Tabla 2. Nivel de confianza para los espectros de IR y DCV de 1-5 calculados 

con el nivel de teoría PBEPBE/DGDZVP. 

Compuesto anHa SIR
b SE

c S−E
d ESIe Cf 

1 1.020 90.9 70.9 17.3 53.5 100 

2 1.014 89.6 73.2 23.7 49.5 100 

3 1.009 80.7 71.5 11.8 59.7 100 

4 1.000 84.7 71.2 19.2 51.9 100 

aFactor de anharmonicidad. bIR similitud espectral. cVCD similitud espectral para el 

enantiómero correcto. dVCD similitud espectral para el enantiómero incorrecto. eÍndice de 

similitud enantiomérica calculada como SE − S−E. fNivel de confianza en porcentaje para las 

asignaciones configuracionales. 

 

8.4 Reacciones de racemización/escalemización  

Una vez que la presencia de mezclas escalémicas en 2 y 3 fue 

demostrada fue conveniente evaluar la capacidad de racemización de los 

epoxitimoles. Para este ensayo se eligió al epoxitimol 1, ya que este es aislado 

en buenos rendimientos y posee pureza enantiomérica (Figura 25a). Tres 

alícuotas de 1 fueron calentadas bajo reflujo de benceno en presencia de gel de 

sílice como catalizador heterogéneo, usando una trampa de Dean Stark durante 

2, 4 y 6 h. Los productos del crudo de reacción fueron purificados por 
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cromatografía en columna y analizados por 1H-BINOL-RMN revelando una 

escalemización gradual relacionada directamente con el tiempo de reacción. 

Después de 2 h de reacción (figura 25b) se observó la presencia de una mezcla 

escalémica 90:10 (e.e. 80%), después de 4 h (figura 25c) de tratamiento esta 

proporción se modificó a un 87:13 (e.e. 74%); y después de 6 h de reacción 

(figura 25d), la proporción escalémica se incrementó a un 75:25 (e.e. 50%). Este 

experimento sugirió la susceptibilidad química de estos compuestos a la 

racemización (Figura 25). 

 

Figura 25. Relación enantiomérica de las reacciones de escalemización 

del epoxitimol 1 evaluado por la metodología 1H-BINOL-RMN. a) Determinación 

a las 0 h (100:0), b) 2 h (90:10), c) 4 h (87:13) y d) 6 h (75:25). 

Un mecanismo intermolecular concertado fue propuesto para justificar la 

escalemización del epoxitimol 1 (Figura 26), en el cual se lleva a cabo un ataque 

nucleofílico del oxígeno O-8 del anillo de epóxido al carbono C─1´´ de carbonilo, 

que promueve la trasferencia del grupo acilo, con la consecuente ruptura del 

enlace C-8─O-8 y la formación del enlace O-10─C-8 de manera concertada. Si 

este mecanismo es reversible el proceso podría generar ambos enantiómeros 
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hasta alcanzar un equilibrio racémico, pasando a través de proporciones 

escalémicas durante el tiempo de reacción. 

 

 

Figura 26. Mecanismo de reacción concertado propuesto para la 

escalemización del epoxitimol 1. 

8.5 Reacción de transesterificación  

En el curso de estos experimentos se detectó un subproducto, este mostró 

los datos idénticos al isobutirato de 10-benzoiloxi-9-isobutiriloxi-6,8-dihidroxitimol 

(37), descrito previamente por nuestro grupo de trabajo (Arreaga et al, 2015). 

Basados en los datos arrojados por el análisis de RMN de 1D y 2D de este 

compuesto, por las apreciaciones realizadas recientemente por Bustos-Brito en 

2016, se llevó a cabo la revisión de la conectividad de esta estructura y se corrigió 

como isobutirato de 10-benzoiloxi-9-isobutiriloxi-6,8-dihidroxitimol (6) (Figura 

27). En este caso, la apertura del anillo puede ser posible por el ataque de una 

molécula de H2O al C-8 tras la ruptura concertada del enlace C-8─O-8 y la 

transesterificación del residuo de isobutirato de O-3 a O-9, como fue sugerida 

por Bohlmann et al en 1969. 

 

Figura 27. Derivados de timol 6 y 37. 

(8S)-1 (8R)-1 
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8.6 Aislamiento del epoxitimol 7 de Piptotrhrix areolare 

P. areolare se colectó el 14 de octubre de 2017 en el km 32.5 de la 

carretera Villa Madero-Tacámbaro; posteriormente, se secó a la sombra por dos 

semanas, se separó en sus diferentes partes (raíces, tallos, hojas y flores), 

transcurrido este periodo se realizaron macerados de las diferentes partes en 

disolventes orgánicos en polaridad ascendente (hexanos, acetato de etilo y 

metanol) por triplicado en periodos de tres días.  

Un lote de 520 mg del extracto hexánico de raíces se sometió a 

cromatografía empleando gel de sílice como fase estacionaria y mezclas de 

hexanos-AcOEt en polaridad ascendente como fase móvil. Las fracciones 

obtenidas fueron monitoreadas por cromatografía en capa fina. En la polaridad 

hexanos- AcOEt (7:3) se obtuvieron 22 mg de una miel amarilla, en su espectro 

de RMN de 1H (Figura 28) se observó en 9.90 ppm la señal para el hidrógeno H-

11 correspondiente a un protón de aldehído, entre 7.8 y 7.50 ppm se observan 

tres señales de hidrógenos aromáticos cuyas constantes de acoplamiento 

siguieren la triple sustitución, mientras que entre 7.50 y 7.25 ppm se localizan 

dos señales múltiples, la integración de estas señales indica la presencia de 

cinco hidrógenos, además se observaron dos señales dobles en 7.70 y 6.25 ppm 

entre 4.75 y 1.25 ppm se localizaron las señales típicas de un derivado de timol 

epoxidado, por lo que el análisis de las señales sugiere la presencia de un éster 

de cinamato en la posición C-10, un isobutirato en C-3 y un aldehído en C-1. 

Mientras que en su espectro de RMN de 13C se observan entre 190 y 165 ppm 

las tres señales correspondientes a los carbonilos C-1´´´, C-1´ y C-1´´, alrededor 

de 142.5 y 116.0 se ubicaron las señales para los carbonos de doble enlace C-

2´´ y C-3´´, lo que confirma la presencia del grupo cinamato, entre 150.0 y 115.0 

ppm se localizaron las señales de carbonos aromáticos y finalmente entre 4.7 y 

1.0 ppm las señales típicas de la porción alifática. Los experimentos de 2D 

permitieron corroborar la asignación de esta estructura. Este derivado fue aislado 

anteriormente de P. areolare por Hernández et al en 1986, con base en sus 

desplazamientos de RMN de 1H como isobutirato de 10-cinamoiloxi-7-oxo-8,9-

epoxitimol.  
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Figura 28. Espectro de RMN de 1H a 400 MHz en CDCl3 del epoxitimol 7. 

 

Figura 29. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz en CDCl3 del epoxitimol 7. 
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8.7 Estudio estacional  

 El epoxitimol 7 fue reportado previamente por Hernández et al en 1986, 

con nula rotación especifica. Partiendo de este antecedente y de los resultados 

obtenidos con los epoxitimoles de A. glabrata, se decidió valorar el estatus de la 

pureza óptica susceptibilidad a escalemizarse de forma natural o en los procesos 

de extracción y almacenaje (Bohlmann, 1966, Tori, 2001). Cabe resaltar que 7 

se extrae en buenos rendimientos de las raíces de P. areolare. 

 P. areolare se colectó en periodos de dos semanas del 26 de marzo de 

2017 al 26 de junio de 2018 en el kilómetro 32.5 de la carretera Villa Madero-

Tacámbaro, como puede apreciarse en la figura 34, P. areolare muestra un ciclo 

anual que coincide con las estaciones anuales ya que en primavera (marzo-junio) 

el índice de hojas muertas sobrepasa el 50%, mientras que en los meses de 

verano (junio-septiembre) la defoliación es total con incluso la desaparición total 

de los tallos, por otro lado, durante el otoño (septiembre- diciembre) los tallos y 

hojas se desarrollan nuevamente, resaltando que el periodo de floración se da a 

inicios del mes de noviembre y dura aproximadamente tres semanas, finalmente 

durante la etapa invernal (diciembre-marzo) la planta muestra un abundante 

follaje que conserva hasta los inicios del mes de marzo (figura 30). 
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Figura 30. Colectas de P. areolare A) mayo de 2017, B) septiembre de 2017, 

C) noviembre de 2017, D) enero de 2018, E) marzo de 2018, F) mayo de 2018. 

 

 En cada periodo se colectaron las raíces de un espécimen, que se 

dejaron secar a la sombra por tres días, posteriormente se trituraron y se 

maceraron en hexanos por tres días, el macerado se filtró y se evaporó a presión 

reducida en rotavapor, el extracto se impregnó en gel de sílice y se sometió a 

cromatografía en fase directa, se corroboró la purificación del epoxitimol 7 por 

RMN de 1H, se determinó su grado de escalemización por RMN de 1H y BINOL 

y se obtuvo su valor de rotación específica en cada muestra colectada, en la 

tabla 3 se detallan los valores obtenidos. En todos los casos, el método de 

purificación de 7 fue igual para descartar alteraciones de e.e. por metodologías 

de extracción.  

  

A B C 

D E F 
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Tabla 3. Valores de rotación específica y exceso enantiomérico de 7. 

Colecta Fecha 
Rotación 
específica 

 e.e. 

1 26/03/17 -3.2 54 
2 30/04/17 -2.9 50 
3 22/05/17 -1.0 32 
4 31/05/17 -3.6 68 
5 13/06/17 -1.7 36 
6 30/06/17 -3.8 68 
7 14/07/17 -3.5 58 
8 30/07/17 -3.4 46 
9 15/08/17 -5.0 84 
10 30/08/17 -5.0 86 
11 14/09/17 -4.7 86 
12 12/11/17 -5.8 84 
13 27/11/17 -4.0 46 
14 23/12/17 -1.3 26 
15 07/01/18 -3.6 86 
16 21/01/18 -4.6 88 
17 03/02/18 -1.6 32 
18 18/02/18 -2.6 50 
19 18/03/18 -4.1 64 
20 29/03/18 1.8 -32 
21 15/04/18 -1.5 22 
22 27/04/18 -5.5 82 
23 13/05/18 2.0 84 
24 26/05/18 -5.8 84 

 

 En la gráfica 31d, se puede observar que la relación enantiomérica no 

muestra una tendencia a lo largo del año; sin embargo, se puede apreciar que 

en los meses de agosto a noviembre de 2017 el grado de escalemización 

alcanza la estabilidad más prolongada observándose una exceso enantiomérico 

promedio de 86%, este dato coincide con el periodo de floración de la planta, por 

otro lado la escalemización con un valor más alto se observó en el 21 de enero 

de 2018 con un exceso enantiomérico de 88%, estos valores tienen 

concordancia con los valores de rotación especifica de las mismas fechas, 

mientras que el valor mínimo se observó en la colecta correspondiente al 29 de 

marzo de 2018 donde la relación enantiomérica es inversa, generándose de 

forma más abundante el enantiómero opuesto con un exceso enantiomérico del 

32%, y en resto del año se observan diferencias significativas en cada periodo 

de colecta. 
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  Continuando con el análisis estacional, se procedió a realizar una 

búsqueda de los parámetros climáticos presentes en el municipio de Madero y 

adyacentes en el periodo 2017- 2018, estos datos fueron obtenidos a través de 

las normales climatológicas proporcionadas por de Comisión Nacional del Agua 

(CONAGUA). Cabe resaltar que las estaciones climatológicas más próximas al 

sitio de colecta no están actualmente en funcionamiento, pero los datos 

históricos permitieron observar que el clima de la región es igual al de Morelia, 

los cuales se emplearon para este análisis. Los valores de temperatura máxima 

en la gráfica 31a se aprecian que el pico más alto se encuentra en el 22 de junio 

de 2017 con 35.3 ºC y el mínimo en el 30 de agosto de 2017 con 25.0 ºC, por lo 

que el promedio de temperatura máxima oscila alrededor de los 30.2 ºC. Con 

base en lo anterior se puede inferir que el clima de la región es templado. 

 En cuanto a la temperatura mínima se observa en la gráfica 31b que el 

pico más alto se registró el 22 de junio de 2017 con 17.1 ºC, mientras que el 

mínimo se observó el 21 de enero de 2018 con 5.2 ºC, en el resto del año la 

temperatura mínima oscila en los 11 ºC. 

 Con el análisis de las temperaturas máximas y mínimas se obtuvieron 

los valores correspondientes a la temperatura media que se observan en la 

gráfica 31c, estos valores se compararon con los observados en la gráfica 31d 

que corresponde al exceso enantiomérico, donde se puede observar que si bien 

existen fluctuaciones a lo largo del año, estás son consistentes en ambas 

gráficas ya que muestran tendencias semejantes de fluctuación, por lo cual se 

puede proponer que la escalemización de 7 está estrechamente relacionada con 

los cambios en la temperatura, ya que se observó que si esta muestra un 

incremento o disminución, el exceso enantiomérico de 7 puede tender tanto a la 

pureza enantiomérica como a la racemización; y por otro lado, cuando la 

temperatura se encuentra en el rango promedio (21 ºC) el exceso enantiomérico 

se mantiene en un promedio del 86%. Con base en estos resultados se puede 

sugerir que el epoxitimol 7 podría cumplir una función protectora y/o regulatoria 

en P. areolare frente a los cambios de temperatura.  
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Figura 31. 31a) Valores de temperatura máxima en Morelia de 2017 a 2018, 

31b) Valores de temperatura mínima en Morelia de 2017 a 2018, 31c) Valores 

de temperatura media en Morelia de 2017 a 2018, 31d) Valores de exceso 

enantiomérico de 7 observados. 

 

A 

D 

C 

B 
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8.8 Determinación de la CA de areolal aislado de Piptothrix areolare 

 Basados en la metodología descrita recientemente para la determinación 

de la CA por DCV (Arreaga et al, 2018) donde se dejó de manifiesto que se 

puede determinar la configuración de un derivado de timol por DCV aun cuando 

este se presente como mezcla escalémica, se decidió determinar la CA del 

epoxitimol mayoritario aislado de P. areolare 7 partiendo de la muestra que 

mostró un mayor exceso enantiomérico durante el estudio estacional. Se inició 

con la construcción de los cuatro modelos de partida; posteriormente, se llevó a 

cabo el cálculo de distribución conformacional por el método de Monte Carlo. A 

los confórmeros obtenidos se les optimizó la energía en un nivel de teoría 

B3LYP-631G(d). De este cálculo, se obtuvieron 83 confórmeros en el rango de 

0-2 kcal/mol, los cuales fueron optimizados en energía y geometría a un nivel de 

teoría DFT PBEPBE/DGDZVP. Con base en la comparación de sus energías y 

ángulos diedros, fue depurada la lista de confórmeros para obtener una 

población de 60 confórmeros. Finalmente con las energías y frecuencias de 

estos se obtuvieron sus espectros teóricos de IR y DCV, los espectros teóricos 

y experimentales se compararon en el algoritmo compareVOA, para esta 

comparación se aplicó un factor de anharmonicidad de 1.023, el índice de 

similitud espectral del IR fue del 85.2%, el porcentaje de similitud espectral en 

DCV para el enantiómero correcto fue de 74.1% mientras que para el 

enantiómero incorrecto fue del 25.9%, finalmente el nivel de confianza para las 

asignaciones configuracionales fue del 100%, por lo que se concluyó que la CA 

del centro estereogénico C-8 es (S) y el epoxitimol 7 se define como (-)(8S)-

isobutirato de 10-cinamoiloxi-7-oxo-8,9-epoxitimol (figura 31), sus datos 

termoquímicos pueden apreciarse en el anexo 5. 
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Figura 31. Comparación de los espectros experimentales y calculados de IR y 

DCV en PBEPBE/DGDZVP para (+)-(8S)-Isobutirato de 10-cinamoiloxi-7-oxo-

8,9-epoxitimol (7). 
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9 CONCLUSIONES 

 La pureza enantiomérica de los epoxitimoles 1-5 fue determinada con el 

uso de (S)-BINOL como reactivo de solvatación quiral y RMN de 1H 

observando que derivados obtenidos de la misma especie vegetal pueden 

existir como mezclas racémicas y/o escalémicas.  

 La capacidad de racemización/escalemización de los epoxitimoles en 

condiciones de reacción en medios ácidos es posible y puede seguir dos 

rutas, por un lado, dar lugar a mezclas racémicas y escalémicas y por otro 

pueden sufrir transesterificaciones como lo reportaron previamente. 

 La metodología de análisis en la búsqueda conformacional de 

epoxitimoles garantiza la inclusión de los confórmeros de mínima energía 

para el estudio de la CA por el método de DCV, con esta se determinó la 

CA de los epoxitimoles 1-4, de A. glabrata, resaltando que el derivado 2 

existe como mezcla escalémica 75:25 (R*/S*), este derivado se encuentra 

presente en 40 especies vegetales, por lo que la CA de los epoxitimoles 

presentes en estas especies puede ser inferida por correlación química.  

 Anteriormente se demostró que los epoxitimoles pueden sufrir 

escalemización en medio ácido, basados en el reporte de Hernández en 

1986, se decidió retomar el estudio de esta especie, por lo que 

inicialmente se aisló a 7 de las raíces y se llevó a cabo un estudio 

estacional, que permitió determinar que la escalemización de forma 

natural de este derivado está estrechamente relacionado con los cambios 

en la temperatura de la zona de colecta, por lo que se puede sugerir que 

7 podría tener una función de protección frente a los cambios de 

temperatura. 

 Para validar la metodología de CA por DCV en una especie diferente, se 

determinó la misma del derivado 7, aislado de P. areolare, por lo que esta 

metodología puede ser aplicada a estructuras análogas y a otro tipo de 

familias estructurales.  

 

 

 



M. C. Héctor Manuel Arreaga González 

53 
 

10 PARTE EXPERIMENTAL  

Procedimientos generales de experimentación  

 Los puntos de fusión se obtuvieron mediante el instrumento, Fisher-

Johns, no están corregidos. Los valores de rotación especifica se determinaron 

en CHCl3 en un polarimetro Perkin-Elmer341. Los espectros de UV se registraron 

en un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 12. Los espectros de RMN de 1H 

y 13C se midieron en un equipo Varian Mercury 300 ó 400 MHz para 1H, a 75 o 

100 MHz para 13C, respectivamente, usando deuterocloroformo (CDCl3) como 

disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los 

desplazamientos se reportaron en ppm, las constantes de acoplamiento (J) se 

reportaron en Hertz (Hz). Para las columnas cromatográficas se empleó gel de 

sílice de malla 230-400 (Merck). 

Materia vegetal  

 A. glabrata se colectó en febrero de 2015 en la carretera Pátzcuaro-

Santa Clara del cobre a 1 km de la desviación a Cuanajo. 

 P. areolare se colectó en dos tiempos por mes, de marzo de 2017 a junio 

de 2018 en el km 32.5 de la carretera Villa Madero-Tacámbaro.  

Extracción y aislamiento 

 Las hojas de A. glabrata se secaron a la sombra por dos semanas. 

Posteriormente, se maceraron en CH2Cl2 por triplicado en periodos de tres días 

evaporando el disolvente en rotavapor y obteniendo los correspondientes 

extractos.  

 Las raíces de P. areolare se secaron por tres días, se trituraron y se 

maceraron en hexanos por tres días, posteriormente se filtraron los macerados 

y se concentraron en rotavapor a presión reducida.  

Reacciones de escalemización  

 Tres suspensiones de silica gel (1 g) en benceno (60 mL) se reflujaron 

por 4 h usando una trampa de Dean-Stark para eliminar la humedad. Las 

muestras del derivado enantioméricamente puro 1 (100 mg) fueron agregadas a 

cada sistema y se calentaron hasta reflujo por 2, 4 y 6 h, respectivamente. Los 
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crudos de reacción se filtraron, evaporaron a presión reducida y se purificaron 

por columna cromatográfica en fase directa usando mezclas de hexanos-AcOEt 

en polaridad ascendente. 

Determinación de las proporciones escalémicas usando (S)-BINOL  

 La pureza enantiomérica de los derivados de timol fue determinada por 

espectroscopia de RMN de 1H disolviendo las muestras (6 mg) en 0.7 mL de 

CDCl3 y adicionando (S)-BINOL (Aldrich®) como agente de solvatación quiral, la 

relación enantiomérica de cada muestra fue obtenida con base en la altura de 

las señales. 

Mediciones de dicroísmo circular vibracional 

  Los espectros de IRDCV y DCV fueron realizados en un 

espectrofotómetro BioTools dualPEM ChiralIR FT. Cada muestra fue disuelta en 

CDCl3 100% deuterocloroformo y colocado en una celda de BaF2 con una 

ventana de 100 µm. Los datos de 1,3-5 y 7 fueron adquiridos a una resolución 

de 4 cm-1 por 6 h cada uno, la línea base fue obtenida restando el espectro del 

disolvente adquirido bajo las mismas condiciones y la estabilidad de las muestras 

fue monitoreada por RMN de 1H antes y después de cada medición. 

Cálculos de dicroísmo circular vibracional 

 Los protocolos de Monte Carlo se llevaron a cabo usando los campos de 

fuerza de la mecánica molecular (MMFF94) como un implemento del programa 

Spartan´04, las barreras rotacionales fueron identificadas usando el programa 

PCModel 7.0, las búsquedas de Monte Carlo se llevaron a cabo iniciando con 

cuatro confórmeros de mínima energía, realizando inicialmente cortes a 10 

kcal/mol. Todos los confórmeros fueron examinados para descartar los 

duplicados. La energía en single-point de cada confórmero fue calculada con el 

nivel de teoría DFT B3LYP/6-31G(d) en el programa Spartan´04. Estas 

estructuras se sometieron a optimización de la geometría con el nivel de teoría 

PBEPBE/DGDZVP empleando los programas Gaussian 03W o Gaussian 09. Las 

estructuras de mínima energía en el rango de 0-2 kcal/mol se usaron para 

calcular los datos termodinámicos y las frecuencias de IR y DCV a 298 K y 1 atm. 

De todas las estructuras de mínima energía se verificó la ausencia de 
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frecuencias imaginarias y sus energías relativas fueron usadas para calcular la 

población de Boltzmann. Las ponderaciones de Boltzmann de IR y DCV de los 

compuestos fueron calculadas considerando las bandas Lorentzianas a una 

anchura media de 6 cm-1. La visualización molecular se llevó a cabo en el 

programa Gaussian View 3.0. La optimización de la geometría y los cálculos 

vibracionales requirieron alrededor de 30 h de tiempo computacional por 

confórmero cuando se usó una computadora operando a 2.20 GHz con 8 Gb de 

memoria RAM y cerca de 2 h cuando se usó el supercomputador institucional 

hibrido Xiuhcoatl. 
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Aislamiento del isobutirato de 10-benzoiloxi-6-metoxi-8,9-epoxitimol (4). 

Del extracto hexánico de las hojas, en la 

polaridad (9:1) hexanos-AcOEt se 

obtuvieron 30 mg de una miel amarilla. 

RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) δ: 7.99 

(2H, m, H-3´´, H-7´´ ), 7.56 (1H, tt, J = 7.4 

Hz, H-5´´), 7.42 (2H, t, J = 7.4 Hz, H-4´´, 

H-6´´), 6.96 (1H, s, H-5), 6.82 (1H, s, H-

2), 4.79 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-10a), 4.47 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-10b), 3.82 (3H, 

s, H-OMe), 3.13 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-9a), 2.76 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-9b), 2.73 

(1H, sept, J = 7.2 Hz, H-2´), 2.19 (3H, s, H-7), 1.31 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-3´), 1.31 

(3H, d, J = 7.2 Hz, H-4´). 

Aislamiento del isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxitimol (6). 

Del extracto hexánico de las hojas, en la 

polaridad (9:1) hexanos-AcOEt se 

obtuvieron 16 mg de una miel amarilla. 

RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) δ: 7.96 (2H, 

dd, J = 7.6, 1.8 Hz, H-3´´, H-7´´), 7.54 (1H, 

tt, J = 7.4, 1.8 Hz, H-5´´), 7.40 (2H, t, J = 7.6 

Hz, H-4´´, H-6´´), 7.44 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-

5), 7.06 (1H, dd, J = 7.6, 0.6 Hz, H-6), 6.87 (1H, s, H-2), 4.75 (1H, d, J = 12 Hz, 

H-10a), 4.45 (1H, d, J = 12 Hz, H-10b), 3.11 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-9a), 2.89 (1H, 

d, J = 5.2 Hz, H-9b), 2.84 (1H, sept, J = 7.0 Hz, H-2´), 2.34 (3H, s, H-7), 1.30 (3H, 

d, J = 7.0 Hz, H-3´), 1.29 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-4´). 
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Aislamiento del isobutirato de 10-cinamoiloxi-7-oxo-8,9-epoxitimol (7). 

Del extracto hexánico de raíces 

de P. areolare, en la polaridad 

hexanos-AcOEt (7:3) se 

obtuvieron 22 mg de una miel 

amarilla. RMN de 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ: 9.92 (1H, s, H-11), 7.71 

(1H, dd, J = 7.8, 1.6 Hz, H-6), 7.65 

(1H, d, J = 7.8 Hz, H-5), 7.57 (1H, 

d, J = 16.4 Hz, H-2´´), 7.54 (1H, d, J = 1.6 Hz, H-2), 7.42 (2H, m, H-5´´, H-9´´), 

7.38 (3H, m, H-6´´, H-7´´, H-8´´), 6.30 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-3´´), 4.63 (1H, d, J 

= 12.4 Hz, H-10a), 4.31 (1H, d, J = 12.4 Hz H-10b), 3.07 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-

9a), 2.84 (1H, sept, J = 7 Hz, H-2´), 2.80 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-9b), 1.29 (3H, d, J 

= 7.2 Hz, H-3´), 1.28 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-4´). RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) δ: 

190.6 (C, C-7), 175.2 (C, C-1´), 166.1 (C, C-1´´), 149.3 (CH, C-3), 116.9 (CH, C-

3´´), 137.5 (C, C-1), 135.5 (C, C-4), 134.0 (C, C-4´´), 130.5 (CH, C-7´´), 130.0 

(CH, C-5), 128.9 (CH, C-6´´, C-8´´), 128.1 (CH, C-5´´, C-9´´), 127.2 (CH, C-6), 

123.6 (CH, C-2), 123.6 (CH, C-2´´), 65.2 (CH2, C-10), 57.0 (C, C-8), 51.0 (CH2, 

C-9), 34.1 (CH, C-2´), 18.9 (CH3, C-3´), 18.8 (CH3, C-4´). 
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ANEXOS  

Anexo 1. Datos termoquímicos y estructuras calculadas para el (+)-(8S)-

isobutirato de10-benzoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimol (1). 

Tabla A1.1. Análisis termoquímico de (+)-(8S)-isobutirato de-10-benzoiloxi-6-

hidroxi-8,9-epoxitimol (1). 

aEnergía relativa en Mecánica Molecular respecto a 1a´, EMMFF = 53.533 kcal/mol. bPoblación en % 

calculada de las energías de MMFF de acuerdo a ΔEMMFF ≈ − RT ln K. cEnergía relativa en single-point 

B3LYP/6-31G(d) respecto a 1d, E6‑31G(d) = −793707.737 kcal/mol. dPoblación en % calculada de B3LYP/6-

31G(d) energía respecto a ΔE6‑31G(d) ≈ − RT ln K. e Energía relativa libre de Gibbs respecto a 1a, 

GPBEPBE/DGDZVP = −792638.484 kcal/mol. fPoblación en % calculada de la energía libre Gibbs de acuerdo a 

ΔG = − RT ln K. 

δ 

Confórmero EMMFF
a %MMFF

b EDFT
c %DFT

d Gopt
e %opt

f,g 

1a 4.50 0.04 5.76 0.0045 0.00 14.84 

1b 2.79 0.80 4.17 0.0652 0.05 13.58 

1c 3.20 0.40 5.38 0.0086 0.07 13.12 

1d 3.71 0.17 0.00 70.9743 0.26 9.62 

1e 3.01 0.54 6.15 0.0024 0.32 8.62 

1f 4.12 0.08 7.44 0.0003 0.77 4.10 

1g 2.51 1.26 4.46 0.0398 0.82 3.78 

1h 2.61 1.07 6.19 0.0022 0.82 3.75 

1i 3.53 0.23 6.14 0.0024 0.89 3.33 

1j 5.02 0.02 6.88 0.0007 0.96 2.98 

1k 2.38 1.57 5.22 0.0112 1.03 2.63 

1l 2.71 0.91 6.26 0.0020 1.22 1.91 

1m 4.46 0.05 1.14 10.5207 1.37 1.50 

1n 3.41 0.28 7.55 0.0002 1.38 1.46 

1o 3.17 0.42 5.02 0.0157 1.45 1.29 

1p 3.67 0.18 6.55 0.0012 1.50 1.20 

1q 3.59 0.21 5.75 0.0046 1.60 1.01 

1r 2.61 1.08 5.59 0.0060 1.62 0.98 

1s 3.91 0.12 6.42 0.0015 1.63 0.96 

1t 3.50 0.24 5.82 0.0041 1.69 0.85 

1u 3.54 0.22 0.81 18.1275 1.69 0.87 

1v 3.93 0.12 6.48 0.0013 1.69 0.86 

1w 1.90 3.56 5.49 0.0071 1.75 0.79 

1x 3.71 0.17 5.20 0.0115 1.76 0.77 

1y 4.08 0.09 5.93 0.0034 1.82 0.70 

1z 3.94 0.11 7.08 0.0005 1.87 0.64 

1a´ 0.00 85.49 3.60 0.1698 1.88 0.63 

1b´ 3.22 0.39 5.90 0.0036 1.88 0.63 

1c´ 4.67 0.03 6.25 0.0020 1.88 0.63 

1d´ 4.73 0.03 6.25 0.0020 1.92 0.60 

1e´ 4.01 0.10 7.15 0.0004 1.92 0.59 
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Figura A1.1. Confórmeros del (+)-(8S)-isobutirato de10-benzoiloxi-6-hidroxi-

8,9-epoxitimol (1) que representan el 100% de la población conformacional.  
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Anexo 2. Datos termoquímicos y estructuras calculadas para el (+)-(8S)-

isobutirato de 10-isobutiriloxi-8,9-epoxitimol (2). 

Tabla A2.1. Análisis termoquímico de (+)-(8S)-isobutirato de 10-isobutiriloxi-

8,9-epoxitimol (2). 

Confórmero EMMFF
a %MMFF

b EDFT
c %DFT

d Gopt
e %opt

f,g 

2a 1.66 1.11 0.21 7.66 0.00 10.84 

2b 1.34 1.89 1.56 0.80 0.22 7.49 

2c 1.49 1.47 0.50 4.72 0.28 6.80 

2d 1.59 1.26 2.03 0.36 0.51 4.61 

2e 1.05 3.11 1.25 1.35 0.51 4.61 

2f 1.86 0.80 0.99 2.07 0.56 4.22 

2g 1.91 0.73 1.03 1.94 0.63 3.80 

2h 3.69 0.04 0.70 3.39 0.69 3.42 

2i 2.19 0.46 2.23 0.26 0.74 3.13 

2j 1.73 0.99 0.29 6.72 0.75 3.08 

2k 1.99 0.64 2.46 0.18 0.76 3.02 

2l 2.71 0.19 0.78 2.95 0.79 2.88 

2m 2.27 0.40 2.30 0.23 0.85 2.62 

2n 1.41 1.70 0.94 2.28 0.87 2.52 

2o 1.40 1.71 0.14 8.67 0.87 2.51 

2p 3.59 0.04 0.80 2.86 0.88 2.49 

2q 1.56 1.32 1.10 1.75 0.89 2.45 

2r 2.05 0.58 0.63 3.82 0.99 2.08 

2s 1.21 2.35 0.13 8.77 1.00 2.01 

2t 2.98 0.12 2.38 0.20 1.03 1.92 

2u 1.55 1.34 1.36 1.12 1.04 1.88 

2v 3.38 0.06 2.14 0.30 1.19 1.47 

2w 4.21 0.02 1.43 1.00 1.22 1.40 

2x 2.07 0.56 0.92 2.34 1.23 1.37 

2y 3.72 0.04 1.02 1.98 1.24 1.35 

2z 2.77 0.17 1.53 0.84 1.28 1.28 

2a´ 0.62 6.32 2.14 0.30 1.41 1.02 

2b´ 3.33 0.07 1.68 0.65 1.43 0.99 

2c´ 2.45 0.30 1.53 0.84 1.45 0.95 

2d´ 1.97 0.66 1.57 0.79 1.48 0.91 

2e´ 1.60 1.23 1.70 0.64 1.49 0.90 

2f´ 3.10 0.10 1.44 0.98 1.50 0.88 

2g´ 3.42 0.06 2.44 0.18 1.58 0.77 

2h´ 1.85 0.81 1.82 0.52 1.60 0.75 

2i´ 3.29 0.07 2.20 0.28 1.60 0.74 

2j´ 3.17 0.09 1.34 1.17 1.60 0.74 

2k´ 2.57 0.24 1.15 1.58 1.60 0.74 

2l´ 2.89 0.14 2.35 0.21 1.72 0.61 

2m´ 0.94 3.70 2.70 0.12 1.77 0.56 

2n´ 3.73 0.03 2.74 0.11 1.79 0.53 



M. C. Héctor Manuel Arreaga González 

66 
 

2o´ 1.59 1.25 2.11 0.32 1.80 0.53 

2p´ 0.09 15.38 1.28 1.29 1.83 0.50 

2q´ 4.57 0.01 2.04 0.36 1.85 0.49 

2r´ 0.33 10.39 1.43 0.99 1.87 0.47 

2s´ 0.04 16.95 0.00 10.96 1.90 0.45 

2t´ 0.00 18.01 0.83 2.72 1.93 0.43 

2u´ 3.68 0.04 2.38 0.20 1.93 0.42 

2v´ 1.69 1.06 0.34 6.23 2.00 0.38 
aEnergía relativa en Mecánica Molecular respecto a 2t´, EMMFF = 37.735 kcal/mol. bPoblación en % 

calculada de las energías de MMFF de acuerdo a ΔEMMFF ≈ − RT ln K. cEnergía relativa en single-point 

B3LYP/6-31G(d) respecto a 2s´, E6‑31G(d) = −675524.785 kcal/mol. dPoblación en % calculada de B3LYP/6-

31G(d) energía respecto a ΔE6‑31G(d) ≈ − RT ln K. e Energía relativa libre de Gibbs respecto a 2a, 

GPBEPBE/DGDZVP = −674566.684 kcal/mol. fPoblación en % calculada de la energía libre Gibbs de acuerdo a 

ΔG = − RT ln K. 
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Figura A2.1. Conformeros de (+)-(8S)-Isobutirato de 10-isobutiriloxi-8,9-

epoxitimol (2) que representan el 100% de la población conformacional. 
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Anexo 3. Datos termoquímicos y estructuras calculadas para el (+)-(8S)-

isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimol (3) 

Tabla A3.1. Análisis termoquímico de (+)-(8S)-isobutirato de 10-acetoxi-6-

metoxi-8,9-epoxitimol (3) 

Confórmero EMMFF
a %MMFF

b EDFT
c %DFT

d Gopt
e %opt

f,g 

3a 0.64 7.22 1.540 2.33 0.00 19.24 

3b 0.52 8.79 1.746 1.64 0.05 17.63 

3c 0.53 8.66 0.000 30.77 0.38 10.17 

3d 0.54 8.53 0.003 30.62 0.52 8.07 

3e 0.61 7.50 2.622 0.38 0.77 5.26 

3f 1.55 1.58 1.328 3.32 0.78 5.20 

3g 2.63 0.25 0.873 7.11 0.86 4.55 

3h 1.85 0.94 1.539 2.33 0.87 4.47 

3i 2.57 0.28 0.916 6.62 0.98 3.71 

3j 2.27 0.47 1.945 1.18 1.09 3.07 

3k 0.10 4.00 2.193 0.78 1.17 2.72 

3l 0.25 13.90 3.258 0.13 1.22 2.48 

3m 2.35 0.41 1.543 2.31 1.25 2.38 

3n 0.37 11.29 1.021 5.55 1.30 2.18 

3o 1.02 3.80 2.204 0.76 1.31 2.13 

3p 0.00 21.10 2.661 0.35 1.32 2.11 

3q 2.14 0.58 2.041 1.00 1.42 1.77 

3r 2.97 0.14 1.508 2.45 1.61 1.29 

3s 2.73 0.21 3.015 0.20 1.87 0.83 

3t 2.46 0.33 3.165 0.15 1.97 0.70 
aEnergía relativa en Mecánica Molecular respecto a 3p, EMMFF = 39.603 kcal/mol. bPoblación en % 

calculada de las energías de MMFF de acuerdo a ΔEMMFF ≈ − RT ln K. cEnergía relativa en single-point 

B3LYP/6-31G(d) respecto a 3c, E6‑31G(d) = −698051.239 kcal/mol. dPoblación en % calculada de B3LYP/6-

31G(d) energía respecto a ΔE6‑31G(d) ≈ − RT ln K. e Energía relativa libre de Gibbs respecto a 3a, 

GPBEPBE/DGDZVP = −697105.530 kcal/mol. fPoblación en % calculada de la energía libre Gibbs de acuerdo a 

ΔG = − RT ln K. 
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Figura A3.1. conformeros del (+)-(8S)-isobutirato de 10-acetoxi-6-metoxi-8,9-

epoxitimol (3) que representan el 100% de la población conformacional. 
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Anexo 4. Datos termoquímicos y estructuras calculadas para el (+)-(8S)-

isobutirato de-10-benzoiloxi-6-metoxi-8,9-epoxitimol (4). 

 

Tabla A4.1. Análisis termoquímico de (+)-(8S)-isobutirato de-10-benzoiloxi-6-

metoxi-8,9-epoxitimol (4). 

Confórmero ΔEMMFF
a %MMFF

b ΔEDFT
c %DFT

d ΔGopt
e %opt

f,g 

4a 3.14 0.2183 1.32 4.3953 0.00 9.51 

4b 3.10 0.2327 5.40 0.0046 0.28 5.87 

4c 3.58 0.1056 1.56 2.9191 0.30 5.76 

4d 2.01 1.4642 0.91 8.6994 0.43 4.63 

4e 3.09 0.2413 1.69 2.3590 0.46 4.37 

4f 1.83 1.9826 2.34 0.7836 0.51 4.06 

4g 3.07 0.2458 3.46 0.1213 0.53 3.94 

4h 2.61 0.5338 1.70 2.3081 0.58 3.59 

4i 4.92 0.0110 5.34 0.0051 0.70 2.90 

4j 4.11 0.0431 2.23 0.9424 0.74 2.75 

4k 4.58 0.0197 3.54 0.1049 0.77 2.62 

4l 4.11 0.0431 6.89 0.0004 0.78 2.55 

4m 3.06 0.2487 3.03 0.2484 0.82 2.41 

4n 5.26 0.0063 2.00 1.4048 0.87 2.21 

4o 4.60 0.0193 1.36 4.0690 0.88 2.19 

4p 3.50 0.1201 3.26 0.1697 0.90 2.10 

4q 0.00 42.7159 1.14 5.9446 0.91 2.05 

4r 1.98 1.5336 0.00 40.0322 0.96 1.90 

4s 3.37 0.1485 1.42 3.6979 0.98 1.83 

4t 4.22 0.0357 2.97 0.2761 1.02 1.72 

4u 0.42 20.9333 1.28 4.6925 1.02 1.71 

4v 1.84 1.9285 1.98 1.4528 1.08 1.56 

4w 4.50 0.0222 3.14 0.2055 1.12 1.47 

4x 3.62 0.0989 3.65 0.0879 1.12 1.45 

4y 1.52 3.3253 1.81 1.9160 1.13 1.42 

4z 2.44 0.7067 1.78 2.0183 1.16 1.35 

4a' 4.01 0.0512 2.90 0.3099 1.17 1.33 

4b' 2.17 1.1207 2.60 0.5143 1.17 1.32 

4c' 2.06 1.3512 2.59 0.5161 1.18 1.32 

4d' 3.88 0.0636 2.70 0.4284 1.18 1.30 

4e' 1.91 1.7261 2.37 0.7552 1.19 1.29 

4f' 3.56 0.1084 3.41 0.1313 1.20 1.26 

4g' 3.09 0.2373 2.03 1.3203 1.20 1.26 

4h' 3.72 0.0825 3.94 0.0540 1.22 1.22 

4i' 3.56 0.1084 3.13 0.2097 1.22 1.21 
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4j' 2.49 0.6488 3.00 0.2621 1.23 1.20 

4k' 4.69 0.0163 2.34 0.7863 1.38 0.94 

4l' 3.74 0.0799 2.15 1.0796 1.41 0.89 

4m' 0.83 10.4671 2.20 0.9927 1.45 0.83 

4n' 3.33 0.1589 2.22 0.9616 1.50 0.77 

4o' 1.50 3.4123 2.99 0.2665 1.50 0.77 

4p' 2.56 0.5787 3.47 0.1185 1.54 0.72 

4q' 2.15 1.1675 2.44 0.6693 1.54 0.72 

4r' 4.05 0.0476 2.87 0.3232 1.58 0.67  

4s' 2.32 0.8709 3.16 0.2007 1.60 0.65 

4t' 2.74 0.4272 2.54 0.5650 1.61 0.64 

4u' 3.96 0.0558 3.83 0.0650 1.65 0.59 

4v' 5.02 0.0094 2.62 0.4932 1.66 0.58 

4w' 3.12 0.2258 3.47 0.1183 1.71 0.54 
aEnergía relativa en Mecánica Molecular respecto a 4q, EMMFF = 71.178 kcal/mol. bPoblación en % 

calculada de las energías de MMFF de acuerdo a ΔEMMFF ≈ − RT ln K. cEnergía relativa en single-point 

B3LYP/6-31G(d) respecto a 4r, E6‑31G(d) = −343187.213 kcal/mol. dPoblación en % calculada de B3LYP/6-

31G(d) energía respecto a ΔE6‑31G(d) ≈ − RT ln K. e Energía relativa libre de Gibbs respecto a 4a, 

GPBEPBE/DGDZVP = −343188.127 kcal/mol. fpoblación en % calculada de la energía libre Gibbs de acuerdo a 

ΔG = − RT ln K. 
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Figura A4.1. Conformeros de (+)-(8S)-isobutirato de-10-benzoiloxi-6-metoxi-

8,9-epoxitimol (4) que representan el 100% de la población conformacional. 
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Anexo 5. Datos termoquímicos y estructuras calculadas para el (+)-(8S) 

isobutirato de 10-cinamoiloxi-7-oxo-8,9-epoxitimol (7). 

 

Tabla A5.1. Análisis termoquímico de (+)-(8S) isobutirato de 10-cinamoiloxi-7-

oxo-8,9-epoxitimol (7). 

Confórmero ΔEMMFF
a %MMFF

b ΔEDFT
c %DFT

d ΔGopt
e %opt

f,g 

7a 4.56 0.0114 5.82 0.0025 0.00 9.16 

7b 3.47 0.0710 0.85 10.6354 0.08 7.93 

7c 4.68 0.0092 6.89 0.0004 0.34 5.11 

7d 3.21 0.1090 6.15 0.0014 0.43 4.41 

7e 3.60 0.0568 1.55 3.2651 0.44 4.38 

7f 4.44 0.0140 0.53 17.9792 0.50 3.98 

7g 4.10 0.0245 6.97 0.0003 0.50 3.94 

7h 2.08 0.7288 4.61 0.0191 0.51 3.83 

7i 2.02 0.8019 4.54 0.0217 0.54 3.67 

7j 2.34 0.4746 5.25 0.0065 0.64 3.13 

7k 5.37 0.0029 6.39 0.0009 0.72 2.71 

7l 3.31 0.0933 6.63 0.0006 0.79 2.46 

7m 4.21 0.0206 6.49 0.0008 0.80 2.40 

7n 2.48 0.3734 6.24 0.0012 0.81 2.34 

7o 2.27 0.5290 5.51 0.0042 0.83 2.29 

7p 3.51 0.0663 6.27 0.0011 0.84 2.23 

7q 2.75 0.2390 5.90 0.0022 0.86 2.16 

7r 2.88 0.1892 5.27 0.0063 0.87 2.12 

7s 3.42 0.0772 5.84 0.0024 0.95 1.87 

7t 3.04 0.1450 5.17 0.00750 0.98 1.75 

7u 3.77 0.0430 6.07 0.00167 1.05 1.56 

7v 2.62 0.2932 6.15 0.0014 1.11 1.41 

7w 4.99 0.0055 6.56 0.0007 1.12 1.40 

7x 3.28 0.0982 0.00 43.9596 1.13 1.37 

7y 2.13 0.6683 5.69 0.0031 1.21 1.20 

7z 4.19 0.0213 6.83 0.0004 1.29 1.05 

7a´ 2.97 0.1638 5.17 0.0075 1.33 0.97 

7b´ 3.96 0.0309 7.18 0.0002 1.39 0.89 

7c´ 4.88 0.0066 7.12 0.0002 1.39 0.89 

7d´ 4.81 0.0074 2.64 0.5246 1.40 0.87 

7e´ 3.02 0.1497 6.88 0.0004 1.46 0.79 

7f´ 3.28 0.0982 6.40 0.0009 1.46 0.78 

7g´ 2.67 0.2699 5.78 0.0027 1.48 0.77 

7h´ 2.94 0.1732 6.29 0.0011 1.51 0.73 

7i´ 0.27 15.131 4.31 0.0317 1.57 0.73 

7j´ 2.98 0.1624 7.18 0.0002 1.53 0.70 

7k´ 4.48 0.0131 7.15 0.0002 1.53 0.70 

7l´ 3.89 0.0350 1.97 1.6222 1.54 0.69 

7m´ 5.71 0.0016 7.11 0.0002 1.55 0.68 

7n´ 0.19 17.2954 4.20 0.0381 1.57 0.65 

7o´ 3.88 0.0353 7.04 0.0003 1.60 0.63 

7p´ 0.78 6.4513 4.88 0.0121 1.64 0.58 

7q´ 4.03 0.0278 6.09 0.0016 1.65 0.57 

7r´ 3.25 0.1023 6.64 0.0006 1.68 0.54 
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7s´ 2.98 0.1600 6.99 0.0003 1.73 0.49 

7t´ 0.55 9.5766 0.47 19.8495 1.74 0.49 

7u´ 0.65 7.9857 4.53 0.0219 1.74 0.49 

7v´ 4.37 0.0156 6.86 0.0004 1.75 0.48 

7w´ 4.94 0.0060 7.12 0.0002 1.77 0.47 

7x´ 3.31 0.0933 3.39 0.1488 1.79 0.45 

7y´ 2.99 0.1590 6.80 0.0004 1.79 0.45 

7z´ 0.73 7.0075 4.56 0.0210 1.81 0.43 

7a´´ 2.90 0.1842 5.99 0.0018 1.82 0.43 

7b´´ 3.98 0.0299 7.20 0.0002 1.85 0.41 

7c´´ 4.78 0.0078 6.61 0.0006 1.90 0.37 

7d´´ 2.65 0.2801 6.39 0.0009 1.91 0.37 

7e´´ 3.93 0.0330 7.04 0.0003 1.94 0.35 

7f´´ 0.92 5.1328 4.43 0.0261 1.95 0.34 

7g´´ 0.00 23.89 4.95 0.0108 1.95 0.34 

4h´´ 3.21 0.1089 1.92 1.7435 1.96 0.34 
aEnergía relativa en Mecánica Molecular respecto a 7g´´, EMMFF = 55.1418 kcal/mol. bPoblación en % 

calculada de las energías de MMFF de acuerdo a ΔEMMFF ≈ − RT ln K. cEnergía relativa en single-point 

B3LYP/6-31G(d) respecto a 7x, E6‑31G(d) = -840374.333 kcal/mol. dPoblación en % calculada de B3LYP/6-

31G(d) energía respecto a ΔE6‑31G(d) ≈ − RT ln K. e Energía relativa libre de Gibbs respecto a 7a, 

GPBEPBE/DGDZVP = -840375.318 kcal/mol. fpoblación en % calculada de la energía libre Gibbs de acuerdo a 

ΔG = − RT ln K. 
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Figura A5.1. Conformeros de (+)-(8S) isobutirato de 10-cinamoiloxi-7-oxo-8,9-

epoxitimol (7). que representan el 100% de la población conformacional. 
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ANEXO 6. Generalidades del municipio de Villa Madero, Michoacán 

 El municipio de Villa Madero, se localiza al este del estado de 

Michoacán en las coordenadas 19º23´ de latitud norte y 101º17´ de longitud 

oeste, a una altura de 2180 metros sobre el nivel del mar. Limita al norte con 

Morelia, al este con Tzitzio y Tiquicheo, al sur con Carácuaro y al oeste con 

Tacámbaro y Acuitzio (figura A6.1). Su relieve lo constituyen el sistema volcánico 

transversal; las sierras de Curupatzeo y Nocupetaro; y los Cerros de Porúa, 

Caracol, Moreno y Verde. Su hidrografía se constituye por el río Carácuaro y los 

arroyos de Porúa, Zirapio y por Juntas. El clima es templado, con lluvias en 

verano y en algunas partes tropical. Tiene una precipitación pluvial anual de 

1654.5 mm y temperaturas que oscilan de 7.5ºC a 23.9ºC. En el municipio 

predominan los bosques: bosque mixto, con pino, encino y cedro; bosque tropical 

decíduo, con ceiba, parota, tepeguaje, zapote y mango. Los suelos del municipio 

datan de los periodos cenozoico, terciarios y paloceno; corresponden 

principalmente a los de tipo podzólico y chernozem (Enciclopedia de los 

municipios y delegaciones de México).  

                

Figura A6.1 Municipio de Villa Madero Michoacán. 
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