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-2 - REF: X-4699 Spain

Los 1-hidroxi-9-ceto-3-alquil-dibenzo /Tb,d_J

piranos o 1,9-dihidroxi-3-alquil-dibenzo / b,d 7 piranos se

 oxigenan en el peniltimo carbono de la cadena latersl alqui

lica mediante fermentacidén con el microorganismo Bacillus

cereus NRRL B-8172, para formar nuevos compuestos.
i

.| Las Patentes de los Estgdés Unidos 3,822,188,

,3,866,234 v 3,864,492 de Fager y otros, describen la fermen

tacién de Deltal-THC (L-hidroxi-3-n-pentil-6,6,9-trimetil~
6a-,7,10,10a~tetrahidrodibenzo / b,d_/ pirano) con microor-
genismos tales como Cunninghamella blakesleeana, Streptomy-

ces viridoilavus, Mucor parasiticus, Aspergillus fonsecaeus,

'etc, para producir los derivados 4'-hidroxi correspondien-

tes, esto és? los compuestos en los cuales la cadena late-
ral de n-pentilo se oxida en su pentltimo.carbono mediante
la accidén del microorganismo. Los compuestos asi producidos
se dice que son anti-depresores. Vidiec y otros, én la Paten
te de los Estados Unidos 3,897,306, informé sobre la oxida
cidén de un isdmero (DeltaB—TEC)'mediante Streptomyces laven
dulase o mediante Peliculiaria filamentosa para producir un
compuesto muy diferente en dorde el carbono en C-7 se hidro
xila para producir wn derivado 7-hidroxi-DeltaS-THC. Robezjf
son, y otros, en Biomedical Mass Spectrémetry, 1975(2) 2664
271 encontraron que la exposiciéﬁ de Deltag-THC, DeltaB—THC,
canagbinol y canabidiol al hongo Syncephalastrum racemasum
da origen a productos que Tlevan un gruporhidroxilo en el
penultimo &tomo de carbono.

5e¢ ha encontrado por Archer'que unag serie ds 1-
hidroxi-3-alquil-6,6a,7,8,10,10a~hexghidro~9H-divenzo /b,d/

piran-9-onas son Gtiles como antidepresores, agentes contra

la ansiedad, sedentes y medicamentos analgésicos -- ver lg
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mico. Es el objeto de esta invencidn llevar a cabo esta reag

Ay R™ ¥y uno del par de B2 ¥ R’ es hidrégeno y el otro es hi

Patente de los Estados Unidos No. 3,928,598. Los compuestos
de esta estructura fueron sintetizados primero por Fahren-
holtz y otros. J.Am. Chem. Soc. 88 2078 (1966), 89, 5934

(1967), como intermediarios para la preparacién de Delta®-

o Delta’-DHC. (Ver también la Patente de los Estados Unidos

No. 3,507,885 y la Patente de los Estados Unidos 3,636,058)

8 )

Se describib el mismo grupo de compuesto de Delta - ¥y Deltac
THC por Petrzilka en la Patente de los Estados Unidos
5,574 576 |

Seria extremadamente dificil hacer'l—hidroxi~9-

ceto-3~alquil-dibenzo / b,d_7 piranos o 1,9-dihidroxi-3-gl

quil-dibenzo /"b,d_7 pireanos mediante un procedimiento qui

cidén mediante el empleo de un microorganismo, Bacillus ce-
reus NERRL B—8172.

Esta Invencidn proporciona un procedimiento para

producir un compuesto oxigenado de férmula I:
) 1 o o
R R

Ry
~C—CH3

2

~-~CH~(CH, )y,

——

en'donde X y Y son ambos hidrégeno o uno es hidrdgeno y el
otro metilos

en donde, cuando se toman individualmente, uno del par de R

droxilo, y cuando se toman juntos, el par de R ¥ R ¥ el par

de R2 ¥y RB forman el oxigeno de un grupo de cetona; y en don
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-se toman individualmente, uwno de Ry RL es hidrdgeno y el

benzopiran ~1,9-dioles puede tener lugar bajo condiciones

de nes 1, 2, 3 0 4, el cual se caracteriza por oxigenar

un compuesfo de férmula-II _ - =

IT

en donde X y Y son ambos hidrégeno o uno es hidrdgeno y el

otro metilo, en donde n es 1, 2, 3 o 4, y en donde, cuando

otro es hidréxilo, y cuando se toman juntos forman el oxi
geno de un grupo de cetona, mediante la accién de una cepa

del microorganismo Bacillus cersus.

La accién de oxigenacidn de la especie Bacillus

Cereus en los substratos de dibenzopiran-l-g1-9-onas o di~

de fermerncidén en cultivo sumergido normales, o las células
del microdrganismd en—desarroilo pueden cosechafse, resus-

penderse y agregarse el substrato a la suspensién resultan-
te. .
Los nuevos pro&uctos de conformidad con la féf—

mula I anterior producidos durante la fermentacién, fuerdn
eislados mediante procedimientos de-extraccidén normales y

se purificardn mediante cromatografia en liguido de funcio-
namiento elevadony/o crométografia en cepa delgada prepara-
toria. Las gstructuras se determinardén mediante espectrosce

pia de resonancia magnética nuclear, espectroscopia de masas

espectroscopia ultravioleta y espectroscopia infrarroja.
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til) 6,6-dimetil-6,6a,7,8,10,10a-hexahidro~QH-dibenzo /F,d7

Los compuestos preparables mediante.el procedimientd ante-
rior, incluyen los sigulentes: .

A partir de trans-l-hidroxi-3-(1',2'-dimetilhep~-
$i1) 6,6-dimetil-6-6a, 7, 8,10, lOa-hexahidro-9H-dibenzo
/- b,8/ piran-9-ona. h

a. trans-1,6',9-trhidroxi~3-(1', 2'-dimetil-hep-

pirano.

b, trans-l,9—dihidroxi~5—(l’,2'—dimetiiheptil)
6,6-dimetil-6,6a,7,8,10,10a~-hexahidro-9H-dibenzo /b,d/pi-
ran-6'-ona. '

¢. trans-1,6',dihidroxi-3-(1',2'-dimetilheptil)-
6,6-dimet1l-646a,7,8,10,10a~hexahidro~9H-dibenzo [ b,a7
piran~9-ona. .

. trans»l,e'udihidroXi~3~(1',2'-dimepilhepti1)~
6,6-dimetil-6,6a,7,8,10,10a~-hexehidro-9H-divenzo /[ b,d_7
piran-6',9-diona.

A partir de trans-l-hidroxi-3-(1',1'-dimetiloctil)
-6,6-dimetil-6,6a,7,8,10,108~hexahidro~GH-dibenzo / b,d 7
piran-~9-ona. ; :

a. trens-1,7', 9~trihidroxi~5-(l',1‘-dimétiloc—i
til)*6,6—dimetil~6,6&,7,8?10,10a~hexahiﬁro~9H—dibenzo /B, &7
piranc. A

b. trans-l,9-dihidroxi-3-(1',1'-dimetiloctil)- 6,
6-dinetil-6,6a,7,8,10,10a~hexahidro-9H~dibenzo / b,d_ 7 pi-
ran~-6'-ona. ,

c. trans~l,7'-dibidroxi-3-(1',1'-dimetiloctil)~
6,6-dimetil~6,6a-7,8,10,10a-hexahidro-9H-dibenzo / b,d7 pi-
ran-9;oné.

da. (¥) ~trans-l-hidroxi-3-(1',1'-dimetiloctil)-
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. ran-6'-ona. -

6,6-dimetil-6,6a,7,8,10,10a-hexshidro-9H~dibenzo /[ b,d_/
piran~7'-8-diona. ' ‘

A partir de cis—1~hidroxi~§~(l',l'—dimetilhebtil
~6,6-dimetil-646a,7,8,10,10a~hexahidro-9H-dibenzo / b,d 7
piran-9-ona. , ) |
a. cis-l,6',9—trihidroxi—5—(l',l'-dimetilheptii)
-6,6a,7,8,10,10a~hexahidro~9H-dibenzo / b,q_/ pirano

b cis-1;6'—dihidroxi—3-(l’,l'—dimetilheptil)-G,
6a,7,8,lO;IOaéhexahidro~9H-dibenzo /[ b,3_7 pirano-9-ona.
' c. c¢ig~1,9-dihidroxi-3-(1';1'~dimetilheptil )-6,
6-dimetil-6,6a,7,8,10,10a-hexahidro-9H-dibenzo / b,d 7 pi~

4. (4) cis-1-hidroxi-3-(1',1'~dimetilheptil)-6,
6-dimetil-6,6a,7,8,10,10a-hexshidro-9H-dibenzo / b,d_ 7 piraé
~-6',9~-diona. '

A partir e trans-l-hidroxi-3-(1',1'-dimetilpen-
til1) 6,6-dimetil-6,6a,7,8,10,10a-hexahidro-9H-dibenzo /b,df
piran-9-ona. \

a. trans-1l,4',9-trihidroxi-3-(1',1'-dimetil-pen-
til1)-6,6~dimetil~6,6a,7,8,10,10a~hexahidro-9H-dibenzo-
/[©,d 7 pirano .

- | b. trans;l,9-dihidrox%—5-(l’,l‘-dimetilpemil)—6,
6-dimetil-6,6a,7,8,10,10a-hexahidro-9H~dibenzo [Tb,d;7 piran-
4'-ona., : K '

¢. trans-1,4'-dihidroxi-3-(1',1l'-dimetilpentil)-
6,6~dimetil~-6,6s,7,8,10,10a-hexahidro-9H-dibenzo / b,d 7
piren-9-cna. ' '

d. (H~transel-hidroxi-3-(1',1'-dimetilpentil)-6,
6-dimetil,6,6a,7,8,10,10a-hexshidro-9H-dibenzo /b,d_7 pirar

4',9-diona.
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milares.

- rable con relacidén al hidrdgeno en Cea produciéndose una

Otros compuestos qﬁe entran dentro del alcance
de la férmula I anterior, dincluyen: . |
¢is-1,5'-dihidroxi-1',1',2',6,6-pentametil-3-he-~
xil,e,ea,v,s,10,10a—hexahidro-9ﬁ-aibenzo 175,&47 piran—9—onj
i cis-1',2',6,6,-tetrametil-%-hexil-6,6a,7,8,10,10g
-hexahidré~9H—dibenzo [ b,a 7 piren-1,5"',9-triol.
cis-1',2',6,6-tetrametil~3-pentil-6,6s,7,8,10,

10a~hexshidro-9H-dibenzo /b,d/ piran-1,4',9-triol.

~ c¢is-1',2',6,6~tetrametil-3-pentil-6,6a,7,8,10,
10e-hexahidro-QH~dibenzo / b,d_7 piran-l-4'~diol-9-ona y si-
\ Tos compuestos de conformidad con las férmulas I
46 II anteriores contienen centros asimétricos en 6a, y 10a
y en 9, cuando uno de R 6 B! es hidroxilo v el otro es hi-
drogeno. Ademas, pueden ser centros asimétricos en el grupo
alguilo de cadena lateral, por ejemplo cuando el grupo es
l,2~dimetiiheptilo, estén ﬁresentés dos centros asimétricos
en la cadena lateral en C{ y C5. El procedimiento sintético
de Fahrenholtz descrito anteriormene en donde el doble enla

ce se isomeriza desde la posicién Delta 6a(10a)

10 (10a)

a la posi-
cién Delta produce un récemato.en donde Cg_ es aqi
métrico, estando el'hidrégeno ya sea por arriba o por deba-
jo del plano del sistemsa de dibenzopirano de anillo fundido

10(10a) por &jemplo

La hidrogenacién del doble enlace Delta
con wn metal activo en amoniaco liguido produce un segundo
centro asimétiico en C10q° pefo el hidrogeno que se agrega
a este carbonc bajo las condiciones de hidrogenacidn o re-

duceidn, usuvalmente tomard la configuracidr trans més favo-
4 )

‘cantidad menor de un compuesto de la configuracién cis.
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"plo, 1 a l-hidroxi-3-(1',1'-dimetilheptil)-6,6-dimetil~6,

La'réduccién dei grupo cetona eﬁ 09 produce ﬁﬁa mézcla de
isomeros en donde el grupo hidroxilo estd en la configura-
cién axial (9 alfa)o ecuatorial (9 beta). De esta manera,
se presentarid un compuesto en el cual la cadena lateral no
contiéné_centroé'asimétricos, por ejeﬁplo 1,9~dihidroxi-3~
(1', 1'-dimetil-heptil)-6,6-dimetil~6,6a,7,8,10,10a~hexahi-
dro-6H-dibenzo / b,d_7 pirano.
como cuatro racematos o pares ragémicos para dar un total
de 8 estereoisomeros. LOS COMPUesLUS Lales cumu €1,1,5-dilil
droxi-3-(1',2'~dimetilheptil )-6,6-dinetil-6,6a~7,8,10,10a-
hexahidro,6H~dibenzo /b,d_7/ pirano gue contiene dos centros
asimétricos adicionales en la cadena lateral tendrad un total
de cinco centros asimétricos, aqu;ilos en 6a, 9, 10a y en
Ci y Cé en la cadena lateral, produciendo paméien 32 isbme
ros posibles que se presentan como 16 racematos.

' ios compuestos que tienen un grupo cetona en 09,

tendrén por supuesto un centro asimétrico menos. Por ejem-

6a,7,8,10,10a-hexahidro-6H~dibenzo / b,d_7 piran-9-ona se

¥

presentard como 4 estereoisdmeros en lugar de 8 con los ana
logos 9-hidroxi.- .

Ademés, ei procedimiep%o de esta invencidn me-
diante el cual se hidroxila el penilitimo &tomo de carbono
de la cadena lateral alquilica produce un carbono asimétri-
co adicional. Esta hidroxilacibn se creé\que es estereoseleg
tiva, esto es, uno de los dos isdmeros posibles es predomi-
natemente producido si no es que virtuslmente es totalmente
producido.

Si el producto final del procedimientec de esta

invencidén es una cetona de cadena lateral, no habra un &to-

TR r TR T
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‘cambiard del nfimero presente en el substrato. Los procedi-

_ especifica porgue se produce Unicamente uno de los isdmeros]

" cereus, NRRL B~8172 en un medio vegetativo que contiene gly

‘el organismo se incuba nuevamente durante un periodo de uno

‘se lleva a cabo durante un periodo de 4 a 8 dias. Se recu-

mo -asimetrico adicional y el nlimero de estereoisomeros no

mientos de fermentacidn de esta invencién pueden preducir
también un centro asimétrico en 09 mediante reduccidn de una
cetona en 09 empleaaa como un substrato, incrementando por
lo tanto uno del nﬁmero de carbonos asimétricos. Nuevamen-

te, se cree que esta reduccidn es predominantemente estereo

09 hidroxi; a saber el isbémero 98 hidroxi.
Los compuestos de esta invencidn, de conformidad
con la férmula I anterior, se preparan como sigue:

o Se desarrolla un cultive liofilizado de Bacillus

cossa, minerales y extracto de levadura mis otrog ingredien-
tes. El cultivo se transfiere emtonces a un matraz mis grap

de que contiene el mismo mediq'de desarrollovque antes, ¥

=

o dos dias. El substrato seleccionado puede agregarse al cul
tivo en este momento o puede prepararse una suspensidén de
celulas cosechando las celulas del medio de desarrollo y Te|

suspendiéndolas en un tampon estéril. El substrato se agre-

ga usualmente como una solucién de etanol y la fermentacidn

peran cualesguiera productos de la conversién mis el mate-.
rial de partida residual extrayéndo el medio de cultivo an-
tes o desplies de la filtracién de las células con un disol-
vente inmiscible con el agua tal como acetato de etilo. Los
extractos orgénicos asi obtenidos se combinen, se lavan con
tempon, se secan se filtran y después se concentran a se-

quedad al vacio. Los productos de la fermentacidén aislades
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celula, mediante filtracién y recolectando las enzimas ais-

. sistema de conversidn en cuyo caso se agita un sistema de

¥ -{ los productos de conformidad con la férmula I.

‘través del siguiente ejemplo especifico.

en este residuo se separan entonces mediante cromatogrqfia
en columna. .

Alternativamente, los sistemas de enzima de oxi-
dacién—reduccién presentes en las células pueden aislarse

mediante lisis de las células, separando los desechos de la
ladas en el filtrado. Como antes, se agrega el substrato al

enzima aislado en las concentraciones apropiadas y la mezcl%

de reaccidn hasta que se forman cantidades substanciales:.de

Esta invencién se ilustra més completamente a
EJEMPIO

Se desarrolld un aislado de tierra designado co-
mo Bacillus cereus NRRL B-8172 (A36659) durante 48-96 horas
en uﬁ cultivo al.sesgo, a una témperatura en la escala de
25 a %02 C, utilizando el siguiente medio:uExtracto de”car~
ne 1,5 g; peptona 6,0 g; extracto de levadura 3,0 g; agar,
20 g; agua desionizada 1 litro. El medio se traté en autocig
ve dursnte 15 minutos a 1212 C. (1,05 Kg/cn®) antes de em—
pleo. E1l cultivo se'ﬁantuvo en estos sesgos a 42 C. Las cé~
lulas de un cultivo al sesgo de 48-96 noras de edad, se._lio<
filizarén y se almacenardn a 42 C. Las células lioﬁilizadas

se utilizardn para inocular un matraz del siguiente medio:

Glucosd - 30 g.
Extracto de levadura 1,0 g.
(NH@)QSO4- L 1035

Ne,S0, - 0,5 g.

K HPO, y ' 5,0 g«




e hmarm 2w L e % e e e ;o o Sl <«

P N VP

b i e LAV Sas it o e AR b s v bt tos

S I T

b eb s el s sln eutattin St K

10/

15

20

25

30

MgSO4;7 HO . Ok
FeS0,*7 H,0 .. 0,02 g.
180, *4 Hy0 - 0,02 g.
NaCl . , 0,02 g.
H3B03 ' -' | 0, 5 mg.
Cus0, "5 Ey0 0,04 mg.
NayMo0, *2 Hy0 0,2 mg.
2080, *7 H,0 | 8,0 mg.
Gall, . . C,00 ug.
00012f6 H20 . ‘ 0,2 ng.
Agué desionizada ’ - 1,0 1,

E]

El pH del medio seiajusté a 7,0 con 4cido clorhi
drico acuoso concentrado; ¥y se sui%ié en porciones de 50 a
100 ml. a matraces eplenméyer de 250 & 500_m1; respectiva~
mente, y cada matraz se tapé-cpn.un tapbn de algddon. Cada
matraz erlenmeyer que contiene el medio, se tratd en auto-

clave como antes. Los matraces en autoclave se inoculardn

entonces. Después, de la inoculacidn con un cultivo liofilif
zado de NRRL B-8172, el matraz de cultivo se incubé a 302 C

en un agitador rotatorio (250 rpm de 6,35 c¢m. de carrera) dn

*

rante 24-48 horas.

Las celulas se.cosecharén de las fermentaciones
anteriores mediante centrifugacién a 2300 rmp durante 20-30
minutosa 42 C. El‘sobrenadante se separd mediante decanta-
cidn y las células empacadas se lavardén con tampdn de fosfat
to 0,1 moiar a un pH de 6-7. Las celulas lavadas se resuspen

\

dierdn entonces en un pequefio volumen de tampén a un pH de
7,0 o un tgmpén similar que contiene 3 % de glucosa. La sus-
pensidén resultante .se dividid en porciones de 100 ml. a

150 ml. en matraces erlenmeyer estériles de 500 ml. Se agre

PRNIEEAEIUE SO GNPV SV
-
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- 6,6a-7,8,10,10a-hexahidro~SH~dibenzo / b,d_7 piran-9-ona

na ‘de partida no medificada més una mezcla de cinco produc

tos de oxidacidn inducidos a la fermentacidén de la cetona

-~ 12

g dl-trans-1-hidroxi-3-(1',1'-dimetilheptil)-6,6~dimetil-

(80 mg). disuelta en i,5 ml de etanol, a cada matraz de la
suspenSién de células. Despfies de la adicibn, -el cultivo se
incubd adicionalmente durante de 4 a 8 dias. Los matraces
incubados! se combimardén y las células y4el medic combinados
se extrajerdn cuatro veces, cada vez con medio volumen de
acetato de etilo. Los éxtractos de acetato de etilo se combi
nardn, se.lavarén dos veces con una decima parte de volumen
de agua, se secardén y el acebato de etilo se separé median-

te evaporacién al vacio. El residuo resultante contuvo cetg

de partida. El residuo se sometié a cromatografia liquida a
presidn elevada, utilizando una éolumna preempacada de gel ©0
de silice Merck, equilibrada en cloroformo bajo 0,14~0,42
Kg/cﬁl2 de nitrégeno. El residuo se disolvié en un pequefio

volumen de cloroformo y se inyectd a esta columna, la cual

se cromatografid en cargas con mezclas de disolvente que con-

tienen concentraciones . incrementadas de acetato de etilo.

5

Se combinardn las fracciones de la columna que mostfarén
confener el mismo producto de conversidn del substrato de c¢
tona, por cromatogrifia . en capa delgada. El producto de

conversién contenido ahf fue purificado adicionalmente me-
diante cromatografia en capa delgada preparatoria, como si-
gue: el material residual obtenido mediante evaporacién de
las fracciones combinadas, a segquedad, se disolvid en aceta-
to de etilo. La solucién de acetsto de etilo hizo una man-
cha en la placa de capa delgada de gel de silice vutilizando

una muestra de 15-20 mg de placa. Las placas se revelardn er

v e e
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. |- 9~ona

- Cantida&: 160 ng. -
Tiempo de incubacidén: 5 dias. _ ,
Separacién:: *  Cromatografia sobre gel de silice.
Conversidn:
Productos Re Disolvente de eluciénm Peso
A 0,500  CHOL, o 5,5 mg
0,252 CHOLy, 2 % de BtOAc— 10,1 mg
98 % de CHCly :
D 179 10 % de EtOsc— 90 % de 17,1 ng 1
‘CHCl; '
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un sistema disolvente de benceno; acetato de etilo 1:1,.se-
cado al aire, y se observardn bajo luz ultravioleta para
marcar las &reas del producto de conversién. Estas dreas se
elﬁyerén con cioroformofy acetato de etilo éara dar origen
a productos purificados

. Las siguientes son operaciones tipicas adiciona-
les hechas de conformidad con el procedimiento anterior.

OPERACION 1 ) .

Substrato: dl-tréns—l—ﬁidroxi—B—(l',l'—dimetilheptil)~6,6~
dimetil-6,6a-7,8,10,10a-hexahidro~9H~dibenzo / b,d_7/ piran-

Seraislarén tambief el substrato y dl-trans-l,9-dibidroxi-3
(1',1'-dimetil-heptil)-6,6-dimetil-6,6a,7,8,10,10a-hexahidrd
-9H~-dibenzo Zfb,d;7 pireno (productos de reduccidn-isémere
6aR, 10aR, 9R del grupo 9-ceto a un alfa-hidroxilo). Los
compuestos 4, Cy D se aislarén como aceites amarillos.

" OPERACION II

Substrato: . ‘Tgual en que I
Cantidad: 320 mg.
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Tiempo de incubacidn: -5 dias.
' Separacién: o : Tgual que en I.
Conversidn:
Productos

(3)-trans-3-(1',1'~dimetilheptil )-6,6a,7,8,10,10a-hexahi~

~ 24

-A., C, D" VEI‘ Io
B, Rg~. 348, elufdo con CHOLz, 17,5 xe
OPERACION TIX

Sﬁbstrato: Igual que en I.
Cantidad: '800 nge.
Tiempo de incubacidn | 5 dias.
Separacidn - _ igual gue en L.
Conversién: _
Productos .
4, B, G, D

También una cantidad del derivado 1,9-
dihidroxi, el producto de reduccidn del substrato.

~ COMPUESTO A4

dro~-l-hidroxi-6,6~dimetil-9H-dibenzo/ b,d_/ piran-6',9-dion

UV (EtOE) Lambdaméx'ZOS.EBO (fesalto) y 280 nm (epsilon= I
38 000, 10000 y 200); ir (CHCla) 3,04 (OH) y 5,88 micras

(C=0); lﬁnnmu (0DC15) delta 6,77 (s, 1H, cambios con D,0),
6,34, 6,30 (2d. 1H cada uno, J=2Hz, H, y H,), 4,08 (amplio
4, 1H, J=14 Hz, H y .10.),.3,05-1,02 (30E) especialmente

2,35 (t, 28, J=7Hz, H), 2,07 (s.3H, CH;C=0), 1,47 (s, 3H,
6beta~CH), 1,20 (s, 6H, M gem di-CE} 8) 7 1,11 ppm (s,3H,
6alfa-CHB); una determinacidn de mase exacta did m/e 38 6 ,
24 61 (calculado para 024H3404, 28 6,?4 57

COMPUESTO B
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(s, 6H, gen di-CH} s), 1,15 (d,3H, J=6Hz, CH,C-OH) y 1,11

(+)-trans-3~(1',1'~dimetilheptil )-6,6a,7,8,10,10a-hexahi-
dro-1,6'~dihidroxi-6,6~dinetil~9H-dibenzo /b,d 7 piran-9-

ona UV (EtOH) Ilambda néx. 207,255 (resalto) y 280 mm (ep-
silon=168 00, 4200 y 80) ir (GHGl;) 3,03 (OH) y 5,90 mi-
cras (C=0); 'E RMN (ODCL;) delta 6,34 (s, 2H,H, y H,),
4,08 (amplio d,1H, J= 14Hz, H1o a1ga)s 3074(m,1E, BL),
3,02-1,02 (32H) especialmente 1,47 (s,3H, 6beta~CH3) 1,20

ppu (s, 3H, 6alfa-CH35; [/ alfa 7/ 22D + 46,30 (95, CHCl;);
vy una determinacién de masa exacta did m/e 388,2614 (calcu
1aq9 pare OpyHzc0y, 388,2613 ).

COMPUESTO C
trans-3-(1',1'-dimetilheptil )~6,6a,7,8,10,10a~hexahidro-1,

9~dihidroxi~6,6~-dinetil-9H~dibenzo Zfb,d“7:piran—6'—ona

UV(EtOH) lembda ... 208,227 (resalte) y 280 nm (epsilon=
19000, 64600 y 80); ir (0H013) 2,98 (OH) y 5,88 micras (C=
0); 1H Ry (0DCLy) delta 6,34, 6,28 (2d, 1H cada uno, J=2Hs
Hy y Hy); 4,29 (amplio s, 1H, Hy ecuatorial), 3,27 (amplioc
d, 1H, J=15Hz, H, ecuatorial), 3,0-1,02 (32H) especialmente
2,96 (amplio s, 1H, ﬂlOa),'2,57 (¢, 3H, CH,~C=0), 2,08 (s,
3H, CHzC=0), 1,39 (s, 3H, 6 beta~CHy) 1,19 (s, 6H, gem di-
CHz s), ¥ 1,06 ppm (s, 5H,'6alfa?CH5) una determinacién de
masa-exacta did m/e 388,2614 (calculado para 024H3604;
%88,2613).

COMPUESTO D
trans-3-(1',1'-dimetilheptil )-6,6a-7,8,10,10a~hexahidro-1,

6',9~trihidroxi~6,6~dimetil-9H-dibenzo / b,d_7/ pirano

UV(EtOH) lambdaméx-208, 225 (resalto) y 275 nm {epsilon=
32000, 7300 y 13%0); ir (03013) 2;98 micras (OH); 1a rmy
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presenta en cadenas cortas. Es de gram positivo o gram varia
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(CD013) 6,34, 6,31 (24, 1H ela uno, J=2Hz, Hy, y Hy), 4,28
(amplio s, 1H, By ecuatorial), 3,74 (m, 1H, He)s 3,25 (am-
plio d, 1H, J=15Hz, Hloecuatorial), 3,02~102(33H) especial~
-mente.2?96 (ampl%o sy 1H, Hyy, ), 1,37 (s,3H, 6beta~GH3),

1,19 (s,6H, gem di-CHé s), 1,15 (4, 3E, J=6Hz, CHBCH—CH) Y
1,06 ppm (s,3H, 6 alfa—CHB); y una determinacidén de masa

exacta did m/e 390,2769 (calculado para 024H5804’ 390,2770)),
CARACTERIZACION DE BACILLUS CEREUS NRRI: B8L72

Esta bacteria se clasifica como una cepa de Baci

1llus cereus Frankland y Frankland. Es un batén que forma es

péras, grande, que promedia 4,7 micras x 1,6 micras y se

ble y no parece ser mdévil. Las enddsporas son elipsoidales
¥y se presentan principalmente en forma central a paracentral
Las espdras se producen fécilmenfe en el transcurso de 18-
24loras en agar nutritivo. Ias espbras son de 0,95 micras x
1,7 micras. Los’ésporéngeos no se hinchan.

~Las colonias son ligeramente rugosas, ilrregula-
res, blancuzcas-opacas, con margenes ondulados. La superfi-
cle de la colonia es Toma., careciendo de un lustre disﬁinti;
VO, i

La temperatura .  éptima para el desarrollo es de
30 2, El desarrcllo ocurre entre 82 y 37¢ CG. No ocurre desa~
rrollo a 43 QC.

- En un medio de sales de amonio se produce acido
pero no gaé, de D-glucosa y D-maltosa. No se producen ni el
édcido ni el gas con IL~arabjinosa, D-manitol y D-xilosa. Este
no produce ni indol ni HyS. Ta gelatina se licla répidamen~
te en el transcurso de 24 horas, el almiddén se hidroliza, la

peptonizacibén de la leche y la produccidn ée acido son len-
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das (dosis suficientes para inhidir el 50 por ciento de las
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tas k 6 dias ). El cultivo es positivé a la catal;sa ¥ pro-
duce acetilmetilcarbinol.

Este cultivo difiere de Bacillus megaterium por-
que produce acetilmetilcarbinel y porque ro produce &cido
del ﬁanitol.

Seglin se establecid previamente, el empleo de
otros substratos de conformidad con la fdérmula II anterior
por la (¥)-trans-1-hidroxi-3-(1',1'-dimetilheptil)-6,6-di~
netil-6,6a,7,8,10,10a~hexahidro~9H~dibenzo / b,d_/ piran~
O-ona tal como (i)—trans—B—(l',l'dimetilheptil)—6,6-dimetil
6,6a,7,8,10,10a-hexahidro-9H~dibenzo / b,d_7/ piran-1,9-diol
en la fermentacidn antérior, produce los cuatro productos

andlogos; productos que tienen ya sea una cetona o hidroxi-

lo en el pentltimo carbono de la cadena lateral y ya sea unp

cetona 0 un hidroxilo en la posicidn 9 del anillo de diben-
zo / b,d_7 pirano. Similarmente pueden emplearse otros or-
ganismos en lugaf de Bacillus cereus NRRL B—8172 incluyen—
do organismos btales como Cumminghamella blakeselleeana , Cu
nninghamella elegans, Streptomyces cinnamonous, Mucor para-
siticus, etc. | p
Los compuéstos de esta invencidén son Gtiles como
analgésicos. Su actividad-analgésica se muestra por su capaj
cidad para inhibir la contorsidn en los ratones, inducida
por la inyeccién intraperitoneal de &cido acético. La inhi-
bicién de la contorsidén analgésica es una prueba de labora-

torio normal para la actividad analgésica. Las DEBO estima-

contorsiones) para los compuestos anteriores, son las si-
guientes: Compuesto 4, mayor que 20mg/kg; Compuesto B, 8,0
ng/kg; Compuesto C, 4,2 mg/kg y Compuesto D, 30 mg/kg.
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‘nos de los compuestos de esta invencidn son Atiles como in

“to A, un compuesto que contiene funciones-cetona en la po-

. borohidruro de sodio para producir el compuesto D, gue con-

‘los compuestos C y B pueden reducirse para producir el com

‘cita deberd recaer sobre las sigulentes:

18

Ademés de su utilidad como analgésicos, algu-

termediarios para producir otros compuestos de la inven-

cién mediante- reduccidén u oxidacidén. Por ejemplo, el compugs

sicién 9 del sistema de anillo de dibenzo / b,d_7/ pirano y

en el pentliimo Atomo de carbono, puede reducirse mediante
tiene hidroxilos en los mismos dos carbonos. Similarmente)

puesto D,

- En el empleo de los compuestos de esta invencidn
como analgésicos, el medicamento activo puede mezclarse cog
un diluyente farmacéuticamente aceptable ¥ la mezcla intro-
ducirse en cipsulas de gelatina telescopiables, de manera

gue cada cipsula contenga una dosis asnalgésica del medica-

mento particular. Una persona que requiera de un efecto anal

gésico puede entonces tomar de una a cuatro de estas cép-
sulas de una a cuatro veces al dia segin lo que recete el
médico. Pueden también emplearse otras formulaciones far-

o

macéuticas tales como tabletas, suspensiones o similares.

N En resumen, la Patente de Invencién que se soli-

RETVINDICACIONES

l.- Un procedimiento para la produccidn de un

compuesto oxigenado de férmula I

e it s e e
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‘geno y el otro metilo;

Ry Rl ¥y uno del par de 32 ¥y R3 es hidrdgeno, y el otro es

- 19~

2 . amhoe hidrdgeno, a wna es hidra-
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en donde, cuando se toman individualmente uno del par de

hidroxilo, ¥y cuando se toman conjuntamente, el par de K y
R y el par de R? y B2 forman el oxigeno de un grupo de ce-
tona; y en donde n es 1, 2, 3 & #, caracterizado por oxige-

nar un compuesto de férmula IT

11
CHy
== Gm==CH~(CH, ), - CH,~CHx

en donde X e Y son ya sea ambos hidrdgeno o uno es hidrdge-
po y el otro metilo, en donde n es 1, 2, 3 6 4, y en donde,
cuando se toman individualmente, uno de Ry Rl es hidrégeno
y el otro es hidrdéxilo.y cuando se toman juntos, forman el
oxigenode un grupo cetona, mediante una cepa del microorga-
nismo Bacillus cereus para producir un compuesto oxigenado.

2.~ Un procedimiento segln la reivindicacidén 1
P ’

caracterizado por le oxigenacidén del microorganismo Bacillu

TS
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‘caracterizado porque el substrato es (%)-trans-3-(1',1'-di-

.ta:'UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE UN COMPUESTO
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cereus‘NRRL B-8172.

3.- Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado porque el substrato es (I)-trans-l-hidroxi-3-
(1',1'dimetilhéptil)~6,6-dimetil-6,6a,7,8,1o,10a-hexahidro—
9H-dibenzo /b,d 7 piran-9-ona.

| 4. Un procedimientc segin la reivindicacidn 1,

metilheptil)-6,6a,7,9,10,10a-hexahidro-9H-dibenzo / b,d /-
piran-1,9-diol. '
5.~ 8e reivindica por dAltimo como objeto sobre

el que ha de recaer la Patente de Invencidén que se solici~-

OXIGENADO.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en 12
presente memoria descriptiva que'consta de veinte piginas
mecanografiadas.

Madrid, 8 junio 1.977

!
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