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Introduccién

Desde su primer descripcion en el siglo XIX, los compuestos del tipo 2-oxazolina (UIQPA: 4,5-
dihidrooxazoles) han jugado un papel muy importante en muchas areas de la quimica." Al igual que otros
compuestos heterociclicos, las 2-oxazolinas han generado un gran interés debido a la actividad biolégica que
presentan muchas moléculas que poseen esta estructura. Las 2-indoliloxazolinas (A-289099, 1) son potentes
inhibidores de la polimerizacion de la tubulina, por lo cual tienen una aplicacidon potencial como agentes
anticancerigenos activos.? La D-Fluviabactina (2) es el enantiémero no natural de un agente quelante de
hierro de origen bacteriano que se ha descrito como un potente eliminador de hierro y podria prescribirse en
el tratamiento de talasemia crénica.’® El Deflazacor (3) es un derivado corticosteroide que ha sido distribuido
comercialmente para el tratamiento de diversas condiciones inflamatorias.” Por otra parte, se ha descrito al
compuesto denominado L-161,240 (4) como un potente agente antibacteriano, que presenta una MIC
(conentracién minima inhibitoria) en el mismo intervalo de otros antibioticos clinicamente importantes como lo
son la ampicilina o la rifampicina, y con un mecanismo de accion basado en la inhibicion de la biosintesis de
lipidos A, el principal constituyente de la membrana exterior de bacterias Gram-negativas como Escherichia
coli.> También, se ha reportado en la literatura la actividad antimicrobiana significativa de la 2-oxazolina 5
contra diversas especies de bacterias Gram-positivas incluyendo algunas meticilino-resistentes (MRSA)
como Staphylococus aureus 70 y 92-1192.° Finalmente, algunas 2-oxazolinas son conocidas como potentes
pesticidas.” Ademas, también han sido descritas como predrogas potenciales precursoras de &cidos
carboxilicos.?
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Figura 1. Moléculas bioldgicamente activas que poseen el anillo de 2-oxazolina.

Desde el punto de vista sintético, las oxazolinas se emplean como grupos protectores de
carboxilatos,’ como auxiliares en metalaciones orto-dirigidas'™® o como mondmeros en reacciones de
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polimerizacion.”” Ademas las oxazolinas quirales son fragmentos importantes en compuestos biol6gicamente
activos,'” en auxiliares quirales13 0 en numerosos ligandos para catdlisis asimétrica como las bisoxazolinas o
fosfinooxazolinas.™ Como resultado del interés por las oxazolinas, se han desarrollado métodos efectivos
para su preparacion.”® En particular la reaccion de aminoalcoholes con cloruros de acido (A), acidos
carboxilicos (B), nitrilos (C) e imidatos (D) son comunmente utilizados (Esquema 1). El método A con tres
etapas, generalmente resulta en buenos rendimientos; seguido de la formacion del amido alcohol, el grupo
hidroxilo se convierte en un buen grupo saliente y la molécula se cicla bajo condiciones basicas.'®> Otro
método de un solo paso que también utiliza acidos carboxilicos en condiciones suaves es el de Appel (B),
aunque tiene la desventaja de que requiere algunas veces de complicados procesos de separacion para
aislar los productos.'® Por su parte, la condesancién de aminoalcoholes con nitrilos catalizada con acidos de
Lewis (C) a altas temperaturas es un método en un paso muy eficiente.” Los imidatos y sus sales
correspondientes, preparados mediante el tratamiento de amidas primarias con la sal de Meerwein o por la
reaccion de nitrilos con cloruro de hidrégeno gaseso en etanol (D), reaccionan suavemente con amino
alcoholes para obtener las correspondientes oxazolinas.®

Esquema 1. Métodos frecuentes en la sintesis de 2-oxazolinas.
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Por otra parte, el disefio y la sintesis de nuevos ligandos quirales y su aplicacion en la catalisis
asimétrica continda siendo un tema de investigacion importante en los laboratorios de investigacion
académicos e industriales. Los ligandos bidentados 6, tridentados 7*°*° o tetradentados 8% que contienen
una o mas unidades de oxazolina resultan ser muy eficientes en diversas transformaciones asimétricas
debido a la capacidad que tienen para coordinarse con especies metalicas de distinta naturaleza (9-12).
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Por lo tanto, en este proyecto se plantea la sintesis de nuevos compuestos de tipo 2-oxazolina
derivados de o-dibencilamino ésteres quirales para ser evaluados como agentes antimicrobianos o
antibidticos y en sus propiedades coordinantes como sensores para la detecciéon y cuantificacion de iones
metalicos de interés clinico y ambiental.

Objetivos
Objetivo General

Sintetizar en forma estereoselectiva una serie de 2-oxazolinas enantiopuras con actividad biol6gica potencial
a partir de a-dibencilamino ésteres quirales.

Objetivos particulares
1. Sintetizar una serie de cinco a-dibencilamino amino alcoholes a partir de a-amino ésteres naturales.

2. Preparar una biblioteca de 2-oxazolinas enantiopuras a partir de la reaccién de a-dibencilamino amino
alcoholes enantiopuros y nitrilos aromaticos.

3. Evaluar la actividad antimicrobiana de las 2-oxazolinas enantiopuras mediante bioensayos in vitro de
pruebas de sensibilidad en Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculosis.

4. Determinar el efecto de la estereoquimica de los compuestos sobre sus propiedades antimicrobianas.
5. Evaluar las propiedades de absorcion (UV-vis) y fluorescentes de las 2-oxazolinas enantiopuras.

6. Evaluar la capacidad de coordinacion de las 2-oxazolinas enantiopuras frente iones metélicos y especies
moleculares a través del cambio en las propiedades de absorcién y/o fluorescencia.

7. Determinar el efecto de la estereoquimica en la capacidad coordinante de los compuestos sintetizados.

Metas

1. Preparar una biblioteca de noventa compuestos tipo 2-oxazolina enantiopuros a partir de o-dibencilamino
amino alcoholes y nitrilos aromaticos.

2. Probar la actividad antimicrobiana de estos compuestos frente a cepas de microorganismos de interés
clinico y farmacolégico como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculosis.

3. Formacién de un Doctor en Ciencias en Quimica.

4. Formacién de un Licenciado en Ingenieria Bioquimica.

5. Integracion de dos estudiantes de licenciatura a la investigacion cientifica.

6. Publicacién de dos articulos en revistas indexadas de alto impacto cientifico.

7. Presentacion de dos ponencias en congresos nacionales especializados en el area.

Desarrollo y resultados preliminares del proyecto

A) Sintesis estereoselectiva de 2-oxazolinas enantiopuras.
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Los a—dibencilamino ésteres enantiopuros 13 derivados de L-fenilalanina (a), L-alanina (b), L-valina (c), L-
leucina (d) y L-isoleucina (e) fueron preparados a partir de o-aminoéacidos naturales mediante procedimientos
estandarizados obteniéndose con rendimientos superiores al 95% en todos los casos. La reaccion de estos
compuestos con hidruro de litio y aluminio permiti6 la obtencibn de los correspondientes
o—dibencilaminoalcoholes 14 con rendimientos del 60 al 99%. Estos alcoholes posteriormente se oxidaron a
los correspondientes aldehidos 15 mediante las condiciones de oxidacion de Swern obteniéndose estos
productos con rendimientos del 83 al 98%.

En el proceso de adicion del TMSCN para obtener las trimetilsililoxicianhidrinas 16 en forma
estereoselectiva se empled la sal Znl, como &cido de Lewis y se encontrdé una estereoselectividad hacia el
diasteroisomero anti o (2R,3S) 99:1 con todos los sustratos y con rendimientos del 72 al 99%. Cuando se
empleé como catalizador la sal de Mgl, en la reaccion de adicion empleando el aldehido 15a se observé una
selectividad hacia le diasteroisomero sin o (2S,3S) 65:35 con un rendimiento del 95%. Por lo tanto, se
procedié a trabajar el resto de la sintesis con los compuestos anti-16 en forma independiente, estos se
redujeron con hidruro de litio y aluminio para obtener los correspondientes dibencilamino amino alcoholes 17
necesarios para la sintesis de oxazolinas con rendimientos del 81 al 94% (Esquema 2). Todos los
compuestos sintetizados fueron caracterizados mediante las técnicas espectroscopicas de IR y RMN y por
espectrometria de masas.

Esquema 2
o} _ R ]
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Para llevar acabo la sintesis de los compuestos tipo 2-oxazolina a partir de los aminoalcoholes
sintetizados, primero se probaron los dos métodos C y D para la obtencién de las 2-oxazolinas 19
empleando aminoalcoholes simples con 2-amino-benzonitrilo (Esquema 3). Primero, se llevd acabo la
reaccion con 10 equivalentes de etanolamina (18a) empleando simultdneamente ambos métodos para poder
hacer una comparacion. Después de 24 horas se detuvieron las reacciones y se analizaron los productos
encontrando que en la reaccién con el método D se obtenia el producto con una conversion del 38%, este
valor fue determinado en el espectro de RMN de hidrégeno en el producto crudo. Por su parte, con el método
C se obtuvo el producto con rendimiento del 30% pero con la ventaja de que el compuesto se obtuvo puro;
por lo que se optd por emplear solo el método C en la reaccion del (R)-2-amino-1-butanol (18b) con el 2-
aminobenzonitrilo obteniendo el producto deseado en un rendimiento del 68% después de una percolacion
en columna. Ambos compuestos fueron caracterizados por RMN de hidrégeno y carbono-13 en donde se
destaca una sefial caracteristica a 164 ppm correspondiente al carbono insaturado del anillo oxazolina.

Esquema 3
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Método C: ZnCl,, PhCI, reflujo
Método D: Etilenglicol/glicerol, 105°C

Debido a este analisis previo se decidid emplear el método C para la sintesis de 2-oxazolinas 20
haciendo reaccionar los aminoalcoholes enantiopuros sintetizados previamente con 2-aminobenzonitrilo
(Esquema 4). Se han realizado los primeros ensayos para determinar las condiciones Optimas de reaccion
que permitan obtener los productos deseados con el mayor rendimiento posible. Los espectros de RMN de
carbono-13 de los productos crudos de la reaccidon han mostrado evidencia de la formacion del anillo de
oxazolina al presentarse una sefial a 165.4 ppm correspondiente al carbono insaturado de la oxazolina
(Figura 1). Actualmente se esta trabajando en la purificacién de los productos y en la optimizacién de las
condiciones de reaccion.

Esquema 4
OH NH,
ROAUNH _ZnCl | S
NH; PhCI, A Q N
NBn, CN R
a: R =Phe Bno,N—\
anti-17 b: R=Me 2 _\R
c:R=iPr
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e: R =secBu
Figural
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B) Aislamiento de microorganismos y pruebas antimicrobianas.

Un objetivo importante en el desarrollo de este proyecto es probar la actividad antimicrobiana de los
compuestos quimicos sintetizados frente a bacterias Gram negativas. Por lo tanto, para el aislamiento de
bacterias entéricas como lo es la Escherichia coli fue necesario tomar una muestra de heces fecales y aislar
el microorganismo mediante cultivo en placas de agar EMB estéril por el método de estria cruzada. Las
colonias sospechosas de ser Escherichia coli se reaislaron por el método de estria cruzada, en placas de
agar EMB estéril cultivandolas a 35°C por 24 h.

Una vez aislado el microorganismo, se le realizaron pruebas morfologicas y bioquimicas para
verificar que se trataba de E. coli, esta serie de pruebas consistieron en una tincion tipo Gram, tomando un
poco de muestra del cultivo puro, se diluyd con un poco de agua destilada y se fij6 a un portaobjetos,
posteriormente se realizd una tincion siguiendo la metodologia Gram, los resultados de ésta fueron la
visualizacion de bacilos cortos de coloracion rojiza a fucsia.

Posteriormente se realizaron pruebas bioquimicas y enzimaticas a este cultivo, utilizando el “kit BBL-
cristal”, de acuerdo a las instrucciones del mismo se tomé un poco del cultivo y se diluyé de acuerdo a las
instrucciones del kit. Esta dilucion se vertié en el panel de control del mismo kit, y se incubé el panel a 35°C
por 24 h. Se leyeron los resultados del panel de acuerdo a la base de datos del kit, el resultado de esta
prueba fue una identificacién positiva de Escherichia coli con una probabilidad del 99.8%.

Parte Experimental

Procedimiento general para la sintesis de a-N,N-dibencilamino alcoholes 14. Se agreg6 LiAlH, (2
equivalentes) a una solucién del a-dibencilamino ester 13 en éter etilico seco bajo atmdsfera de argén a 0°C.
La mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente con agitacion constante durante 8 horas y
posteriormente se agregd gota a gota una solucién acuosa de hidroxido de potasio al 5% hasta lograr un
sélido blanco. La mezcla de reaccion se filtr6 por gravedad para separar el solido y se eliminé el solvente de
la fase orgéanica para obtener el producto puro.

(S)-2-(N,N-dibencilamino)-3-fenilpropanol (14a). Soélido blanco. 99% de rendimiento. FTIR (KBr): 3426,
3026, 2958, 1601, 1029 cm™. RMN *H (CDCls, 200 MHz): & 7.28 (m, 15H), 4.64 (s, 1H), 3.91 (d, J=13.2 Hz,
2H), 3.47 (d, J=13.2 Hz, 2H), 3.32 (dd, J=10.6, 4.5 Hz, 1H), 3.10 (m, 2H), 2.42 (dd, J=14.0, 10.6 Hz, 1H).
RMN **C (CDCls, 50 MHz): & 138.8 (C), 138.7 (2 x C), 128.7 (6 x CH), 128.2 (6 x CH), 127.0 (2 x CH), 125.9
(CH), 60.7 (CH), 60.1 (CH,), 53.2 (2 x CH,), 31.7 (CH,). EM-IES m/z: 332 [M+H]"; EM/EM m/z (int. rel.):
240(75), 224(96), 181(100), 117(30). EM-IES m/z: 354 [M+Na]".

(S)-2-(N,N-dibencilamino)propanol (14b). Aceite transparente. 94% de rendimeinto. FTIR (pelicula): 3421,
3060, 2929, 1601, 1365, 1035 cm™. NMR-'H (CDCls, 200 MHz): § 7.30 (m, 10H), 3.81 (d, J=13.4 Hz, 2H),
3.45 (t, J=10.6 Hz, 1H), 3.44 (m, 2H), 3.35 (d, J=13.4 Hz, 2H), 3.34 (dt, J=10.6, 5.6 Hz, 1H), 2.98 (m, 1H),
0.97 (d, J=6.6 Hz, 3H). RMN "*C (CDCl;, 50 MHz): § 138.8 (2 x C), 128.7 (4 x CH), 128.2 (4 x CH), 126.9 (2 x
CH), 62.5 (CH), 56.0 (CH,), 52.7 (2 x CH,), 8.6 (CH3). EM-IES m/z: 256 [M+H]"; EM/EM m/z (int. rel.):
181(96), 164(35), 148(60), 91(100). EM-IES m/z: 278 [M+Na]".

(S)-2-(N,N-dibencilamino)-4-metilpentanol (14c). Aceite transparente. 78% de rendimiento. FTIR (pelicula):
3430, 3027, 2955, 1601, 1364 1068 cm™. RMN 'H (CDCls, 200 MHz): & 7.27 (m, 10H), 3.80 (d, J=13.2 Hz,
2H), 3.44 (m, 2H), 3.36 (d, J=13.2 Hz, 2H), 2.84 (m, 1H), 1.51 (m, 2H), 1.15 (m, 1H), 0.91 (d, J=6.2 Hz, 3H),
0.85 (d, J=6.4 Hz, 3H). RMN **C (CDCl;, 50 MHz): & 139.0 (2 x C), 128.7 (4 x CH), 128.1 (4 x CH), 126.9 (2 x
CH), 67.7 (CH), 56.7 (CHy), 52.9 (2 x CH,), 33.9 (CH,), 25.4 (CH), 23.9 (CHy), 22.0 (CH3). EM-IES m/z: 284
[M+H]"; EM/EM m/z (int. rel.): 192(35), 181(90), 120(90), 91(100). EM-IES m/z: 306 [M+Na]".
(S)-2-(N,N-dibencilamino)-3-metilbutanol (14d). Aceite transparente. 60% de rendimeinto. FTIR (pelicula):
3440, 3060, 2952, 1600, 1151, 1030 cm™. RMN ‘H (CDCls, 200 MHz): & 7.27 (m, 10H), 3.80 (d, J=13.2 Hz,
2H), 3.44 (m, 2H), 3.36 (d, J=13.2 Hz, 2H), 2.84 (m, 1H), 1.51 (m, 2H), 1.15 (m, 1H), 0.91 (d, J=6.2 Hz, 3H),
0.85 (d, J=6.4 Hz, 3H). *C NMR (CDCl;, 50 MHz): § 139.0 (2 x C), 128.7 (4 x CH), 128.1 (4 x CH), 126.9 (2 x
CH), 67.7 (CH), 56.7 (CHy), 52.9 (2 x CH,), 33.9 (CH,), 25.4 (CH), 23.9 (CHy), 22.0 (CH3). EM-IES m/z: 298
[M+H]"; EM/EM m/z (int. rel.): 206(50), 190(96), 181(90), 91(100). EM-IES m/z: 320 [M+Na]".
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(2S,3S)-2-(N,N-dibencilamino)-3-metilpentanol (14e). Aceite transparente. 87% de rendimiento. FTIR
(pelicula): 3376, 3060, 2962, 1601, 1377, 1070, 1027 cm™. RMN *H (CDCls, 200 MHz): § 7.26 (m, 10H), 3.88
(d, J=13.2 Hz, 2H), 3.59 (d, J=13.2 Hz, 2H), 3.53 (d, J=7.2 Hz, 2H), 2.64 (c, J=7.0 Hz, 1H), 1.87 (m, 1H), 1.60
(m, 1H), 1.25 (m, 1H), 0.90 (d, J=4.4 Hz, 3H), 0.87 (t, J=6.6 Hz, 3H). **C NMR (CDCls, 50 MHz): § 139.4 (2 x
C), 128.8 (4 x CH), 128.1 (4 x CH), 126.8 (2 x CH), 62.7 (CH), 58.6 (CH,), 53.9 (2 x CHy), 32.7 (CH), 28.3
(CHy), 15.9 (CHs), 11.5 (CHs). EM-IES m/z: 298 [M+H]"; EM/EM m/z (int. rel.): 206(35), 181(95), 120(85),
91(100). EM-IES m/z: 320 [M+Na]".

Procedimiento general para la sintesis de a-N,N-dibencilamino aldehidos 15. Se preparé una solucion
de cloruro de oxalilo (1.1 equivalentes) en CH,Cl, seco y se bajé la temperatura a -78°C manteniendo
agitacion constante bajo atmdsfera de argdn. Posteriormente se afiadid gota a gota una solucién de DMSO
(2.2 equivalentes) en CH,Cl, y se mantuvo en agitacion durante 10 minutos. Posteriormente se agregé gota a
gota una solucién del N,N-dibencilamino alcohol 14 (1.0 equivalente) y se agité durante 30 minutos
manteniendo la misma temperatura. Luego se afiadi6 lentamente una solucién de trietilamina (5.0
equivalentes) en CH,CI, y la mezcla se agité durante una hora a temperatura ambiente. La fase organica se
lavé con solucion salina y se secd con Na,SO,, se filtrd y el solvente fue evaporado a presion reducida
obteniendo los productos crudos que se emplearon en la siguiente reaccion sin purificacion.
(S)-2-(N,N-dibencilamino)-3-fenilpropanal (15a). Aceite amarillo. 95% de rendimiento. FTIR (pelicula):
3026, 2922, 2709, 1727, 1122 cm™. RMN *H (CDCl;, 200 MHz): § 9.70 (s, 1H), 7.27 (m, 15H), 3.82 (d, J=13.6
Hz, 2H), 3.66 (d, J=13.6 Hz, 2H), 3.55 (t, J=6.8 Hz, 1H), 3.14 (dd, J=13.6, 7.2 Hz, 1H), 2.92 (dd, J=13.6, 6.2
Hz, 1H). RMN *C (CDCls;, 50 MHz): § 201.7 (CH), 138.8 (C), 138.5 (2 x C), 129.1 (2 x CH), 128.4 (4 x C),
128.1 (6 x CH), 127.0 (2 x CH), 125.9 (CH), 68.3 (CH), 54.7 (2 x CH,), 30.0 (CH,). EM-IES m/z: 362
[M+MeOH+H]"; EM/EM m/z (int. rel.): 344(100), 330(35).

(S)-2-(N,N-dibencilamino)propanal (15b). Aceite amarillo. 83% de rendimiento. FTIR (pelicula): 3060, 2807,
2706, 1725, 1372, 1149, 1028 cm™. RMN 'H (CDCls, 200 MHz): § 9.71 (s, 1H), 7.28 (m, 10H), 3.73 (d, J=13.6
Hz, 2H), 3.55 (d, J=13.6 Hz, 2H), 2.77 (qrt, J=6.6 Hz, 1H), 1.17 (d, J=6.6 Hz, 3H). RMN "*C (CDCl;, 50 MHz):
8 204.0 (CH), 138.7 (2 x C), 128.5 (4 x CH), 128.1 (4 x CH), 127.0 (2 x CH), 62.7 (CH), 54.8 (2 x CH,), 6.7
(CHs). EM-IES m/z: 254 [M+H]".

(S)-2-(N,N-dibencilamino)-3-metilbutanal (15c). Aceite amarillo. 97% de rendimiento. FTIR (pelicula): 3060,
2961, 2723, 1728, 1198 cm™. RMN 'H (CDCls, 200 MHz): § 9.83 (d, J=3.4 Hz, 1H), 7.32 (m, 10H), 4.01 (d,
J=13.6 Hz, 2H), 3.70 (d, J=13.6 Hz, 2H), 2.71 (dd, J=10.0, 3.4 Hz, 1H), 2.25 (m, 1H), 1.07 (d, J=6.6 Hz, 3H),
0.85 (d, J=6.6 Hz, 3H). RMN **C (CDCl;, 50 MHz): § 204.6 (CH), 138.8 (2 x C), 128.4 (4 x CH), 128.0 (4 x
CH), 126.8 (2 x CH), 71.3 (CH), 54.4 (2 x CHy), 25.9 (CH), 20.1 (CHj3), 19.7 (CH3). EM-IES m/z: 282 [M+H],
314 [M+MeOH+H]".

(S)-2-(N,N-dibencilamino)-4-metilpentanal (15d). Aceite amarillo. 98% de rendimiento. FTIR (pelicula):
3061, 2954, 2706, 1727, 1370, 1145 cm™. RMN 'H (CDCls, 200 MHz): § 9.74 (s, 1H), 7.31 (m, 10H), 3.78 (d,
J=13.8 Hz, 2H), 3.69 (d, J=13.8 Hz, 2H), 3.21 (t, J=6.4 Hz, 1H), 1.56 (m, 3H), 0.82 (d, J=6.6 Hz, 3H), 0.77 (d,
J=6.6 Hz, 3H). RMN **C (CDCl;, 50 MHz): § 203.5 (CH), 138.9 (2 x C), 128.5 (4 x CH), 128.0 (4 x CH), 126.9
(2 x CH), 64.6 (CH), 54.6 (2 x CH,), 32.9 (CH,), 25.1 (CH), 22.6 (CHs), 22.4 (CH3). EM-IES m/z: 296 [M+H]";
328 [M+MeOH+H]".

(2S,3S)-2-(N,N-dibencilamino)-3-metilpentanal (15e). Aceite amarillo. 96% de rendimiento. FTIR (pelicula):
3030, 2964, 2730, 1723, 1207, 1028 cm™. RMN 'H (CDCl;, 200 MHz): & 9.84 (d, J=4.0 Hz, 1H), 7.31 (m,
10H), 4.00 (d, J=13.7 Hz, 2H), 3.68 (d, J=13.7 Hz, 2H), 2.81 (dd, J=9.6, 4.0 Hz, 1H), 2.07 (m, 1H), 1.87 (m,
1H), 1.19 (m, 1H), 0.84 (d, J=6.6 Hz, 3H), 0.79 (t, J=7.4 Hz, 3H). RMN **C (CDCl;, 50 MHz): & 205.0 (CH),
138.8 (2 x C), 128.5 (4 x CH), 128.0 (4 x CH), 126.8 (2 x CH), 69.8 (CH), 58.6 (CH,), 54.4 (2 x CH,), 31.9
(CH), 25.4 (CH,), 15.8 (CHs), 10.4 (CH3). EM-IES m/z: 296 [M+H]"; EM/EM m/z (rel. int.): 206(35), 181(95),
120(85), 91(100). EM-IES m/z: 328 [M+MeOH+H]".

Procedimiento general para la sintesis de N,N-dibencilamino trimetilsililoxicianhidrinas 16. A una
solucién de aldehido 15 (1.0 equivalente) en CH,Cl, anhidro se le afiadi6 el catalizador (1.0 equivalente, Znl,
0 MgBr,) a 0°C bajo atmdésfera de argén y se mantuvo en agitacion durante 10 minutos. Luego se afiadié gota
a gota cianuro de trimetilsilano (1.0 equivalente) y la mezcla de reaccidon se mantuvo en agitacion durante dos
horas a la misma temperatura. Después de este tiempo, se afiadié agua y la mezcla se agit6 durante cinco
minutos permitiendo que alcanzara la temperatura ambiente. La fase organica fue separada y lavada con una
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solucion salina, se seco con Na,SO,, se filtrd y el solvente fue eliminado a presion reducida para obtener un
producto crudo que fue utilizado en la siguiente reaccion sin purificacion.
(2S,3S)-3-(N,N-dibencilamino)-4-fenil-2-(trimetilsililoxi)butanonitrilo (16a). Aceite transparente. 99% de
rendimiento. FTIR (pelicula): 3028, 2950, 2368, 1254, 1114, 850 cm™. RMN 'H (CDCl;, 200 MHz): & 7.22 gm,
15H), 4.46 (d, J=6.2 Hz,1H), 3.72 (sa, 4H), 3.38 (dt, J=8.0, 6.2 Hz, 1H), 2.99 (m, 2H), 0.17 (s, 9H). RMN “*C
(CDCl3, 50 MHz): & 138.9 (C), 138.6 (2 x C), 129.1 (2 x CH), 128.5 (4 x CH), 128.0 (2 x CH), 127.9 (4 x CH),
126.8 (2 x CH), 126.0 (CH), 119.5 (C), 63.0 (CH), 62.7 (CH), 54.7 (2 x CH,), 33.1 (CH,), -0.4 (3 x CH3). EM-
IES m/z: 429 [M+H]"; EM/EM m/z (int. rel.): 311(100), 210(20). EM-IES m/z: 451 [M+Na]".
(2S,3S)-3-(N,N-dibencilamino)-2-(trimetilsililoxi)butanonitrilo  (16b). Aceite transparente. 97% de
rendimiento. FTIR (pelicula): 3061, 2959, 2212, 1253, 1092, 845 cm™. RMN 'H (CDCls, 200 MHz): & 7.43 (m,
10H), 4.47 (d, J=8.8 Hz, 1H), 3.87 (d, J=13.6 Hz, 2H), 3.64 (d, J=13.6 Hz, 2H), 3.24 (m, 1H), 1.24 (d, J=6.6
Hz, 3H). RMN **C (CDCls;, 50 MHz): § 139.0 (2 x C), 128.8 (4 x CH), 128.4 (4 x CH), 127.2 (2 x CH), 120.0
(C), 65.2 (CH), 57.6 (CH), 55.1 (2 x CH,), 9.5 (CH3), 0.08 (3 x CH3). EM-IES m/z: 353 [M+H]"; 375 [M+Na]".
(2S,3S)-3-(N,N-dibencilamino)-4-metil-2-(trimetilsililoxi)pentanonitrilo (16c). Aceite transparente. 83% de
rendimiento. FTIR (pelicula): 3062, 2957, 2218, 1250, 1085, 840 cm™. RMN *H (CDCl;, 200 MHz): & 7.32 (m,
10H), 4.77 (d, J=4.4 Hz, 1H) 4.19 (d, J=13.2 Hz, 2H), 3.73 (d, J=13.2 Hz, 2H), 2.66 (dd, J=10.6, 5.8 Hz, 1H),
2.15 (m, 1H), 1.02 (d, J=6.6 Hz, 3H), 0.97 (d, J=6.6 Hz, 3H). RMN **C (CDCl;, 50 MHz): § 138.9 (2 x C),
129.2 (4 x CH), 128.5 (4 x CH), 127.4 (2 x CH), 119.9 (C), 64.6 (CH), 59.3 (CH), 54.6 (2 x CH,), 28.9 (CH),
22.4 (CHs), 20.1 (CH3), -0.2 (3 x CHs). EM-IES m/z: 367 [M-Me+2H]"; EM/EM m/z (int. rel.): 325(95),
275(100), 199(10).
(2S,3S)-3-(N,N-dibencilamino)-5-metil-2-(trimetilsililoxi)hexanonitrilo (16d). Aceite transparente. 94% de
rendimiento. FTIR (pelicula): 3061, 2955, 2228, 1255, 1106, 848 cm™. RMN *H (CDCl3, 200 MHz): 6 7.34 (m,
10H), 4.45 (d, J=5.8 Hz, 1H), 3.81 (d, J=13.8 Hz, 2H), 3.63 (d, J=13.8 Hz, 2H), 3.00 (m, 1H), 1.75 (m, 2H),
1.25 (m, 1H), 0.90 (d, J=6.6 Hz, 3H), 0.70 (d, J=6.6 Hz, 3H). RMN "*C (CDCl;, 50 MHz): § 139.0 (2 x C),
128.6 (4 x CH), 128.0 (4 x CH), 126.8 (2 x CH), 119.8 (C), 63.2 (CH), 58.8 (CH), 54.6 (2 x CH,), 36.4 (CHy),
25.0 (CH), 23.3 (CHj), 22.0 (CHj3), -0.4 (3 x CH3). EM-IES m/z: 395 [M+H]", 417 [M+Na]", 381 [M-Me+2H]";
EM/EM m/z (int. rel.): 290(100), 248(10), 213(12), 157(10).
(2S,3S,4S)-3-(N,N-dibencilamino)-4-metil-2-(trimetilsililoxi)hexanonitrilo (16e). Aceite transparente.
72% de rendimiento. FTIR (pelicula): 3060, 2958, 2232, 1245, 1102, 845 cm™. RMN 'H (CDCl;, 200 MHz): &
7.33 (m, 10H), 4.78 (d, J=4.8 Hz, 1H), 3.87 (d, J=13.6 Hz, 2H), 3.65 (d, J=13.6 Hz, 2H), 2.79 (dd, J=7.8, 4.8
Hz, 1H), 1.94 (m, 2H), 1.17 (m, 1H), 0.97 (d, J=7.0 Hz, 3H), 0.75 (t, J=7.4 Hz, 3H). RMN **C (CDCl;, 50 MHz):
5 139.1 (2 x C), 129.0 (4 x CH), 128.2 (4 x CH), 126.9 (2 x CH), 120.3 (C), 64.0 (CH), 61.0 (CH), 54.9 (2 x
CHy), 33.0 (CH), 27.1 (CH,), 16.0 (CH3), 11.2 (CHs), -0.2 (3 x CH3). EM-IES m/z: 296 [M+H]"; EM/EM m/z (int.
rel.): 206(35), 181(95), 120(85), 91(100). EM-IES m/z: 395 [M+H]", 417 [M+Na]".

Procedimiento general para la sintesis de a-N,N-dibencilamino amino alcoholes 17. Se afiadi6 LiAlH,
(2.0 equivalentes) a una solucién de una trimetilsililoxicianhidrina 16 en éter etilico anhidro bajo atmésfera de
argén a 0°C y se mantuvo en agitacion constante durante 5 horas a la misma temperatura. Luego, se afiadio
gota a gota una solucion acuosa de KOH al 5% hasta la formacién de un solido blanco. La mezcla se filtro
para separar el sélido y se evaporé el solvente de la fase organica para obtener el producto crudo que se
empled en la siguiente reaccion sin purificacion.

(2R,3S)-1-amino-3-(dibencilamino)-4-fenil-2-butanol (17a). Aceite transparente. 94% de rendimiento.
FTIR (pelicula): 3365, 3299, 2926, 1600, 1251, 1110 cm™. RMN *H (CDCls, 200 MHz): & 7.21 (m, 15H), 3.93
(dd, J=13.4, 9.4 Hz, 1H), 3.70 (d, J=13.6 Hz, 2H), 3.57 (d, J=13.6 Hz, 2H), 3.43 (dd, J=15.0, 13.4 Hz, 1H),
2.82 (m, 4H). RMN *C (CDCls, 50 MHz): § 141.1 (C), 139.5 (2 x C), 129.1 (2 x CH), 128.5 (4 x CH), 128.2 (2
x CH), 127.9 (4 x CH), 126.6 (2 x CH), 125.5 (CH), 72.0 (CH), 61.4 (CH), 54.4 (2 x CH,), 44.6 (CHy), 32.5
(CH,). EM-IES m/z: 361 [M+H]"; EM/EM m/z (int. rel.): 344(98), 300(20), 210 (100).
(2R,3S)-1-amino-3-(dibencilamino)-2-butanol (17b). Aceite transparente. 81% de rendimiento. FTIR
(pelicula): 3363, 3284, 3027, 2958, 1578, 1076 cm™. RMN 'H (CDCls, 200 MHz): & 7.25 (m, 10H), 3.65 (d,
J=13.6 Hz, 2H), 3.62 (dd, J=11.0, 5.8 Hz, 1H), 3.43 (m, 1H), 3.31 (d, J=13.6 Hz, 2H), 2.76 (dd, J=11.0, 6.4 Hz,
1H), 2.55 (qrt, J=6.6 Hz, 1H), 1.10 (d, J=6.6 Hz, 3H). RMN **C (CDCl;, 50 MHz): § 140.3 (2 x C), 129.1 (4 x
CH), 128.5 (4 x CH), 127.2 (2 x CH), 73.5 (CH), 65.6 (CH), 54.7 (2 x CH,), 44.6 (CH,), 12.1 (CH3). EM-IES
m/z: 286 [M+H]"; EM/EM m/z (int. rel.): 268(100), 199(5), 91(10).
(2R,3S)-1-amino-3-(dibencilamino)-5-metil-2-hexanol (17c). Aceite transparente. 92% de rendimiento.
FTIR (pelicula): 3342, 3283, 3061, 2955, 1601, 1361, 1068 cm™. RMN 'H (CDCl;, 200 MHz): § 7.24 (m, 10H),
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3.87 (d, J=13.2 Hz, 2H), 3.66 (d, J=13.2 Hz, 2H), 3.56 (dd, J=10.6, 4.8 Hz, 1H), 3.42 (t, J=10.6 Hz, 1H), 2.52
(m, 1H), 2.06 (m, 1H), 1.12 (d, J=6.6 Hz, 3H), 0.87 (d, J=7.0 Hz, 1H). RMN "*C (CDCls;, 50 MHz): & 139.5 (2 x
C), 128.9 (4 x CH), 128.0 (4 x CH), 126.8 (2 x CH), 70.5 (CH), 64.0 (CH), 55.1 (2 x CH,), 44.7 (CH,), 26.3
(CH), 23.6 (CHs), 20.1 (CHs). EM-IES m/z: 313 [M+H]"; EM/EM m/z (int. rel.): 296(100), 278(5), 199(10),
91(7).
(2R,3S)-1-amino-3-(dibencilamino)-5-metil-2-hexanol (17d). Aceite transparente. 89% de rendimiento.
FTIR (pelicula): 3300, 3061, 2952, 1601, 1366, 1072 cm™. *H NMR (CDCl;, 200 MHz): & 7.30 (m, 10H), 3.76
(m, 1H), 3.62 (sa, 4H), 3.38 (dd, J=13.2, 11.8 Hz, 1H), 2.66 (m, 3H), 1.60 (m, 1H), 0.91 (d, J=6.6 Hz, 3H),
0.73 (d, J=6.4 Hz, 3H). RMN **C (CDCl;, 50 MHz): & 139.9 (2 x C), 128.7 (4 x CH), 127.9 (4 x CH), 126.6 (2 x
CH), 71.4 (CH), 56.8 (CH), 54.6 (2 x CH,), 44.9 (CH,), 35.5 (CH,), 25.2 (CH), 23.2 (CHs), 22.7 (CH3). EM-IES
m/z: 327 [M+H]"; EM/EM m/z (int. rel.): 310(100), 233(45), 198(30).
(2R,3S,4S)-1-amino-3-(dibencilamino)-4-metil-2-hexanol  (17e). Aceite transparente. 87% de
rendimiento. FTIR (pelicula): 3345, 3289, 3060, 2955, 1601, 1376, 1061, 1027 cm™. RMN 'H (CDCl,;, 200
MHz): & 7.24 (m, 10H), 3.75 (d, J=13.2 Hz, 2H), 3.73 (m 2H), 3.54 (d, J=13.2 Hz, 2H), 2.65 (dd, J=13.6, 7.0
Hz, 1H), 2.44 (dd, J=7.6, 4.6 Hz, 1H), 2.24 (m, 1H), 1.90 (m, 1H), 1.65 (m, 1H), 1.08 (d, J=6.6 Hz, 3H), 0.95 (t,
J=7.6 Hz, 3H). RMN **C (CDCls, 50 MHz): & 139.7 (2 x C), 128.8 (4 x CH), 128.0 (4 x CH), 126.8 (2 x CH),
70.1 (CH), 62.5 (CH), 54.8 (2 x CHy), 44.6 (CH,), 32.4 (CH), 29.8 (CH,), 16.1 (CHj), 12.2 (CH3). EM-IES m/z:
327 [M+H]"; EM/EM m/z (rel. int.): 309(100), 292(10), 198(35), 91(5).

Procedimiento general para la sintesis de oxazolinas 19 (Método C). Se afiadio ZnCl, (1.2 equivalentes)
y 2-aminobenzonitrilo (2 equivalentes) a una solucidn del aminoalcohol (10 equivalentes) en cloruro benceno
como solvente en una proporcion de 8.14 mL de solvente/mmol de aminoalcohol. Se dej6 reaccionar por un
periodo de 24 h en un sistema de reflujo y agitacion constantes. Una vez transcurridas las 24 h se evaporo6 el
solvente a presién reducida y se hicieron lavados con soluciones acuosas de NH,Cl y NaCl, la fase organica
se extrajo con CH,Cl,. Se eliminé el exceso de agua en la fase organica con Na,SO,, siendo posteriormente
separado por filtracién por gravedad y el solvente se eliminé por evaporacién a presién reducida.
2-(4,5-dihidrooxazol-2-il)anilina (19a). Sélido blanco. 30% de rendimiento. FTIR (KBr): v 3384, 3264,
3082, 1630, 1254 cm™. RMN *H (CDCls, 200 MHz): § 7.70 (dd, J= 7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.18 (ddd, J= 8.3, 7.1, 1.8
Hz, 1H), 6.68 (dd, J= 8.4, 1.0 Hz, 1H), , 6.60 (ddd, J= 7.9, 7.1, 1.6 Hz, 1H), 6.05 (sa, 2H), 4.22 (dd, J= 8.4, 2.2
Hz, 1H), 4.17 (dd, J= 8.0, 1.6 Hz, 1H), 4.00 (dd, J= 8.0, 1.6 Hz, 1H), 3.95 (dd, J= 8.4, 2.2 Hz, 1H). RMN"*C
(CDCl3;, 50 MHz): & 164.8, 148.5, 131.9, 129.6, 116.0, 115.6, 109.1, 65.7, 54.9. EM-IE m/z (int. rel.): 162
(100), 131 (36), 118 (33) uma.
2-(5-etil-4,5-dihidrooxazol-2-il)anilina (19b). Aceite transparente. 68% de rendimiento. RMN *H (CDCls, 200
MHz): 6 7.68 (dd, J= 8.0, 1.4 Hz, 1H), 7.19 (ddd, J= 8.5, 7.0, 1.4 Hz, 1H), 6.68 (dd, J= 8.5, 1.0 Hz, 1H), , 6.64
(ddd, J= 8.0, 7.0, 1.0 Hz, 1H), 6.10 (sa, 2H), 4.32 (m, 1H) 4.31 (dd, J= 12.0, 6.0 Hz, 1H), 3.91 (t, J= 7.0 Hz,
1H), 1.62 (m, 2H), 1.00 (dd, J= 7.4, 3H). RMN **C (CDCl;, 50 MHz): & 163.5, 148.5, 131.9, 129.6, 116.0,
115.6, 109.2, 70.5, 68.2, 29.0, 10.2.

Procedimiento general para la sintesis de oxazolinas 19 (Método D) Se afiadid 2-aminobenzonitrilo (1
equivalentes) y K,CO; (0.1 equivalentes) a una solucion del aminoalcohol en una mezcla etilenglicol:glicerol
(9:5), en una relacion de 3.3 mL de disolvente/mmol de aminoalcohol y se calent6 a 150°C por un tiempo de 3
h. La reaccion se llevo acabo a 105°C en atmdsfera de argon en un sistema de reflujo y agitacion constantes
por 24 h. Concluido este tiempo se afiadid hielo molido formando una suspensién blanquecina a la cual se le
hicieron extracciones con CH,Cl,, se elimind el exceso de agua con Na,SO,, se filtr6 a gravedad y se
evaporo el solvente a presién reducida.

Aislamiento y cultivo de una cepade Escherichia coli para pruebas microbiolégicas. Se prepararon
300 ml de medio EMB en un matraz Erlenmeyer con capacidad de 500 mL, suspendiendo 10.8 g de EMB
en 300 mL de agua destilada en un matraz Erlenmeyer, agitando y llevando a calentamiento por 1 0 2 min.,
en agitacion constante. Una vez homogenizado se le colocé un tapon de gasa y algodon, y sobre éste un
tapon de papel estraza, esto con el fin de impedir el derramamiento del medio al esterilizarse, la
esterilizacion se realiz6 en una autoclave automatica por 15 minutos a 121°C. Una vez estéril se dejo enfriar
hasta alcanzar una temperatura aproximada de 45°C, se transfirié a cajas petri plasticas estériles y se dejo
solidificar a temperatura ambiente, una vez el agar se puso sélido, se tomd un gramo de heces fecales y se
diluy6é en aproximadamente 1 mL de agua destilada, tomando una azada de la dilucién anterior se sembré
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en una caja petri por el método de estria cruzada, en atmosfera estéril, este Ultimo paso se repitié en 2
placas mas, las placas se dejaron incubar por un lapso de 24 h a una temperatura de 35°C. Una vez
aisladas las colonias sospechosas de ser E.coli, se reaislaron en placas de agar EMB estériles, con la
misma técnica anteriormente descrita, esto con el fin de obtener un cultivo puro.

Identificacion morfolégica, bioquimica y enziméatica de Escherichia coli. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se verificd la morfologia de la posible E.coli, a través de una tincién de Gram, realizando un
frotis, colocando una gota de agua destilada en el centro de un portaobjetos limpio y seco, se tomo un poco
de cultivo y se diluyo en el agua destilada, extendiéndola sin tocar los extremos del portaobjetos. Se dejo
secar la muestra y se fijo, pasandola tres veces por el mechero rapidamente, posteriormente se coloco el
frotis sobre un puente de tincién y se afiadio cristal violeta como colorante primario, dejandolo actuar sobre
la muestra por un minuto, posteriormente se enjuago el portaobjetos con abundante agua, después se
afiadié lugol, expandiéndolo por todo el frotis, se dejé actuar por un minuto y posteriormente se enjuag6 con
agua, se adiciono alcohol-cetona para eliminar el exceso del colorante, una vez eliminado el colorante se
enjuago el frotis con agua, se le agregé safranina, como colorante contraste, dejandolo actuar por un minuto,
transcurrido este tiempo se enjuagd el exceso de safranina con abundante agua, se dej6 secar el frotis a
temperatura ambiente y se observé con seco fuerte e inmersion, en base a la morfologia observada y a la
denominacién dada de acuerdo a la tincién, el microorganismo observado fue un bacilo Gram negativo.

Tomando como referencia el resultado anterior y de acuerdo a las caracteristicas de coloracién de las
colonias previamente aisladas, se determind que el microorganismo que se aislé era Escherichia coli, sin
embargo, para tener una mayor certeza se realizaron pruebas bioguimicas y enziméticas a dicho
microorganismo, estas pruebas fueron realizadas utilizando un kit de BBL-cristal.

Tomando un poco de cultivo, se suspendio en el tubo de inoculacién incluido en el kit BBL cristal; todo el
procedimiento se realizd6 en una zona estéril y se agité por 15 segundos, posteriormente se vertio el
contenido del tubo de inoculacién al area objetivo de la base del panel de pruebas bioquimicas, hasta lograr
por medio de movimientos ondulatorios que el liquido humectara todos los orificios de dicha base, se tap6
dicho panel y se llevo a incubacion por 24 h a 35-37°C, una vez transcurrido este tiempo se leyeron los
factores enzimaticos y bioquimicos positivos en base a la coloracidon que presentaron, la cual fue comparada
en la base de datos proveniente del kit BBL-cristal para Gram negativos. Los resultados se anotaron en una
hoja tabulada de acuerdo al panel de control, al final se sumaron los resultados y en base a esta suma el
célculo arroj6é el resultado obtenido de acuerdo a la prueba y el grado de certeza de que se trata del
microorganismo dado. El resultado obtenido fue una identificacién positiva para Escherichia coli con una
certeza del 99.8%.

Para la prueba de indol y una solucién de oxidasa incluidas en el kit, se colocé un poco de cultivo en 5 mL de
agua destilada, posteriormente se suspendieron dos trozos pequefios de papel filtro, posteriormente se
coloc6é una gota de la solucién de indol y oxidasa en cada trozo, respectivamente, de acuerdo a lo anterior se
anotaron los resultados obtenidos colorimétricamente.

Conclusiones/Observaciones

1. Se sintetizaron y caracterizaron por espectroscopia IR, RMN H, RMN **C y espectrometria de masas los
N,N-dibencilamino-a-aminoalcoholes enantiopuros derivados de a-dibencilamino ésteres, asi como todos los
intermedios de la sintesis.

2. Se estudiaron las condiciones de reaccion para la sintesis de 2-oxazolinas empleando aminoalcoholes de
menor complejidad estructural y se determind que la catdlisis con cloruro de zinc es un método viable para la
sintesis de estos productos.

3. Se iniciaron las reacciones con los N,N-dibencilamino-a-aminoalcoholes enantiopuros y se ha encontrado
evidencia de la formacion del anillo de 2-oxazolina a partir de estos sustratos.

4. Por lo tanto, se continda trabajando para determinar las condiciones éptimas de la reaccion, asi como la
purificacion de los productos.

5. Se ha logrado el aislamiento de una cepa de Escherichia coli silvestre para realizar los estudios posteriores
de actividad antimicrobiana.
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