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DESCRIPCION
Campo de lainvencion

[0001] La presente invencion se relaciona con un procedimiento para la produccién de derivados de piperidina con
microorganismos.

ANTECEDENTES de la invencién

[0002] La terfenadina,l1-(p-terc-butilfenil)-4-[4’-(a-hidroxidifenilmetil)-1’-piperidinil]-butanol, es un anti-histaminico no-
sedante. Se informa que el es un receptor H especifico antagonista que estd también carente de cualquier
anticolingérico, antiserotoninérgico, y de efectos anti-adrenérgicos in vitro e in vivo. Ver D. Mc.Tavish, K.L. Goa, M.
Drugs, 1990, 39, 552; C.R Kingsolving, N.L. Monroe, A.A Carr, Pharmacologist, 1973, 15,221; J.K. Woodward, N.L.
Munro Arzneim-Forsch, 1982, 32,1154; K.V. Marm, K.J. Tietze, Clin._Pharm. 1989, 6, 331. Se ha hecho un gran esfuerzo
en investigar la relacion estructura - actividad de los anélogos de la terfenadina y ésta se refleja en el gran nimero de
patentes de EE.UU. que revelan este compuesto y las estructuras asociadas como sigue:

Patente de EE.UU. No. 3,687,956 de Zivkovic
Patente de EE.UU. No. 3,806,526 de Carr, et. al.
Patente de EE.UU. No. 3,829,433 de Carr, et. al.
Patente de EE.UU. No. 3,862,173 de Carr, et al.
Patente de EE.UU. No. 3,878,217 de Carr, et al.
Patente de EE.UU. No. 3,922,276 de Duncan, et al.
Patente de EE.UU. No. 3,931,197 de Carr, et. al.
Patente de EE.UU. No. 3,941,795 de Carr, et al.
Patente de EE.UU. No. 3,946,022 de Carr, et al.
Patente de EE.UU. No. 3,956,296 de Duncan, et al.
Patente de EE.UU. No. 3,965,257 de Carr, et. al.
Patente de EE.UU. No. 4,742,175 de Fawcett, et. al.

[0003] En estudios metabdlicos en animales y humanos, se ha observado que la terfenadina experimenta un extenso
metabolismo hepatico de primer paso, y, tras dosis normales, no puede ser detectada en el plasma a menos que se
usen ensayos muy sensibles. Una enzima especifica del citocromo hepatico P-450 convierte la terfenadina en el
metabolito principal, acido 4-[4-[4-(hidroxidifenilmetil)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-a-a-dimetilfenilacético, también
conocido como metabolito acido carboxilico de terfenadina. Este metabolito puede ser facilmente detectado en el
plasma y se considera la forma activa de la terfenadina administrada oralmente.

[0004] Los efectos secundarios reportados con la terfenadina son arritmias cardiacas (taquiarritmias ventriculares,
torsados de pointes, fibrilacion ventricular), sedacién, dolor Gl, sequedad bucal, estrefiimiento y/o diarrea. El mas serio
de éstos, y potencialmente mortal, son las arritmias cardiacas, que estan relacionadas con la capacidad de la
terfenadina para prolongar el intervalo QT cardiaco, y son solamente reportados en pacientes con enfermedad del
higado a quienes se les ha administrado terfenadina o que toman también el fArmaco antifingico ketoconazol o el
antibiético eritromicina.

[0005] Como los efectos secundarios cardiacos de la terfenadina han sido reportados en pacientes con funcion hepatica
dafiada y en pacientes que también toman antibidticos conocidos por suprimir la funcion de la enzima hepética, se
especuld que los efectos secundarios cardiacos eran debidos a la acumulacion de la terfenadina y no a la acumulacion
del metabolito acido carboxilico de terfenadina. Estudios de parche de membrana en miocitos ventriculares aislados de
felinos respaldan el argumento de que la terfenadina, y no el metabolito acido carboxilico, es el responsable de los
efectos secundarios cardiacos. A una concentracion de 1 uM, la terfenadina causa mas del 90% de la inhibicion del
retraso en el flujo del potasio rectificador. A concentraciones de hasta 5 pyM, el metabolito acido carboxilico de
terfenadina no tuvo ningun efecto importante sobre el flujo del potasio en este ensayo (Ver R.L. Woosley, Y. Chen, J.P..
Frieman, y R.A. Gillis, JAMA 1993, 269, 1532). Debido a que la inhibicidon del transporte de iones se ha vinculado a
anomalias cardiacas, tales como las arritmias, estos resultados indican que probablemente el acido carboxilico de la
terfenadina no es responsable de causar arritmias cardiacas a niveles de dosis en los que hay un claro riesgo de que la
propia terfenadina cause este efecto secundario.
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[0006] La carebastina, acido 4-[4-[4-(difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-oxobutil]-a,a-dimetilfenilacético, es el metabolito acido
carboxilico de ebastina, 1-(p-terc-butilfenil)-4-[4’-(a-difenilmetoxi)-1’-piperidinil]-butanol. Ambos compuestos poseen
potentes propiedades de bloqueo selectivo del receptor H1 de histamina y de antagonista de calcio y se han visto de
utilidad en el tratamiento de una variedad de estados de enfermedades respiratorias, alérgicas y cardiovasculares.

[0007] Estos compuestos relajan el masculo bronquial y vascular liso in vitro e in vivo e inhiben la influencia constrictora
de la noradrenalina, los iones de potasio, y varias otros farmacos agonistas. Los compuestos también inhiben las
respuestas de preparaciones intestinales y traqueales a la histamina, acetilcolina, y al cloruro de bario y obstruyen la
broncoconstricién producida por aerorosol de histamina en cobayas en dosis menores de 1 mg/kg de peso corporal del
animal administrado oralmente. También poseen propiedades antianafilacticas en la rata, inhiben las lesiones de la piel
a una variedad de mediadores anafilacticos (histamina, 5-hidroxitriptamina, bradikinina, LCD4, etcétera), y antagoniza la
respuesta sensitiva Schultz-Dale en cobayas.

[0008] Los derivados de piperidina relacionados con el metabolito &cido carboxilico de terfenadina son revelados en las
siguientes patentes de EE.UU:

Patente de EE.UU. No. 4,254,129 de Carr, et. al.
Patente de EE.UU. No. 4,254,130 de Carr, et. al.
Patente de EE.UU. No. 4,285,957 de Carr, et. al.
Patente de EE.UU. No. 4,285,958 de Carr, et. al.

En estas patentes, el acido 4-[4-[4-(hidroxidifenilmetil)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-a,a-dimetilbencenoacético y los
compuestos relacionados se preparan por alquilacion de un derivado de una piperidina sustituida de la formula:

QO

c—rg!
RZ
N
H
con una fenilcetona a-haloalquil sustituida de la formula:
hal [ol TH’ 6
alo — (CH, )n——C (.I'. R
z CHy

en donde los sustituyentes halo, RY,R% n, Z, y R® se describen en la columna 6 de la Patente de EE.UU. No. 4,254,130.

[0009] De modo similar, la Patente de EE.UU. No. 4,550,116 de Soto et al. describe la preparacién de derivados de
piperidina relacionados con la carebastina mediante la reaccién de la fenilcetona a-haloalquil sustituida con un derivado

de hidroxipiperidina sustituido de la formula:

o—n

=

[0010] La Patente de EE.UU. No. 4,254,130 indica que las fenilcetonas a-haloalquil sustituidas, en donde Z es
hidrégeno, se preparan reaccionando un éster de alquilo Ci¢ inferior lineal o ramificado apropiado de acido a,a-
dimetilfenilacético con un compuesto de la siguiente férmula:

3
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ﬂ

halo— (CH,),——C—halo

en condiciones generales de una acilacion de Friedel-Crafts, donde halo y m son descritos en la columna 11 de la
Patente de EE.UU. No.4,254,129. La reaccién es llevada a cabo en disulfuro de carbono como disolvente preferido.

[0011] En la Patente de EE.UU. No. 5,578,610, 5,581,011, 5,589,487, 5,663,412, 5,750,703 y 5,994,549, asi como en
las solicitudes de PCT Nos. W095/00492, W094/03170 y W095/00480 se revelan otros procedimientos para producir
sintéticamente el metabolito acido carboxilico de terfenadina.

[0012] Otro enfoque para producir compuestos del metabolito acido carboxilico de terfenadina involucra la conversion de
compuestos tipo terfenadina usando hongos. Este procedimiento es revelado en la Patente de EE.UU. No. 5,204,249 de
Schwartz et. al. y la Patente de EE.UU. No. 5,990,127 de Meiwes et. al. En la patente de Schwartz, los hongos del
género Cunninghamella se usan para convertir ebastina en carebastina. La patente de Meiwes emplea especies de
hongos de los géneros Cunninghamella y Absidia para transformar la terfenadina en su metabolito 4cido. Aunque estos
procedimientos se han encontrado Utiles en la produccidon de compuestos semejantes al metabolito &cido carboxilico de
terfenadina, el rendimiento inicial de los productos de tales procedimientos es muy bajo y la restriccion a hongos de
filamentos, de los géneros previamente indicados, crea limitaciones no deseables para un procedimiento
comercialmente viable.

[0013] La presente invencién esta dirigida a un procedimiento mejorado para la preparacion de derivados del metabolito
acido carboxilico de terfenadina y de carebastina usando catalizadores microbianos.

Resumen de la invencién

[0014] La presente invencion se refiere a la produccion de un compuesto de producto que tiene las Férmulas IA y/o IB:

Ye) )

| 1
(9), ),
rR2 2
0 ‘|:“3
CH3 CH3
donde
nes061;

R' es hidrégeno o hidroxi;
R%es hidrégeno;

o, cuando n es 0, R y R’ tomados juntos forman un segundo enlace entre los atomos de carbono que
tienen R* y R?, siempre que cuandones 1, R! y R? sean cada uno hidrégeno;

R® es -COOH o -COOR*:

R* es una fraccion de alquilo o arilo;
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A, B, y D son los sustituyentes de sus anillos, cada uno de los cuales puede ser diferente o el mismo, y
son seleccionados del grupo que consiste en hidrégeno, halégenos, alquilo, hidroxi y alcoxi.

[0015] Este procedimiento supone incubar un compuesto inicial de las Férmulas IIA y/o 1IB:

@D | @’

—Rl T-—-—*RI
(T)n (O)y
r2 . R2 ‘
! | s , I ik
(CHZ)?'—C‘@‘T_—- r3* (l.::HZ)B'T_CH T—RB"
cH; . CH3
a1a) B) -

donde R* es -CHs y R', R?, A, B, y D son definidos anteriormente,

en presencia de un microorganismo en condiciones eficaces para producir el compuesto de producto. El
microorganismo puede ser del género Bacillus, o Pseudomonas.

[0016] La presente invencion proporciona un procedimiento alternativo y/o mejorado para la preparacion de
carboxiterfenadina a partir de terfenadina. La selectividad y los rendimientos de la carboxiterfenadina obtenida usando
las cepas y procesos segun la presente invencion pueden ser mas altos que los obtenidos usando las cepas conocidas.
Ademas, la identificacion de muchas cepas, especialmente cepas bacterianas (gram negativas), para la conversion
objetivo, puede permitir ventajas significativas de mejora de cepas, procesos y fabricacion respecto a las cepas fangicas
filamentosas anteriormente usadas.

[0017] de forma importante y sorprendente, Bacillus y Pseudomonas representan cepas eubacterianas gram negativas,
un reino enteramente diferente de los hongos filamentosos previamente identificados para realizar la transformacion
objetivo. Las técnicas para mejora de cepas y manipulacidon genética de cepas bacterianas, incluyendo especialmente
Bacillus y Pseudomonas son considerablemente més simples y mejor establecidas en comparacion con los hongos,
tales como las cepas Cunninghamella. Ademas, el procesamiento a escala comercial de microorganismos no
filamentosos, incluyendo hongos no filamentosos, levaduras, y eubacterias, proporciona muchos procesos de
fermentacion y purificacion adicionales y mas econdmicos que los que son posibles para los hongos filamentosos solos.

[0018] Alun mas, la variedad de biocatalizadores microbianos permite la transformacion a una amplia variedad de
variaciones estructurales. Adicionalmente, la identificacion de multiples cepas que poseen genes y enzimas Utiles para
tal transformacion es un prerequisito importante para el uso de técnicas bioldgicas moleculares modernas para la
optimizacion adicional de microorganismos como catalizadores industriales para la produccion de derivados de
piperidina.

Descripcion detallada de la invencién

[0019] La presente invencion se refiere a la produccion de un compuesto de producto que tiene una estructura de
acuerdo con las Férmulas IA y/o IB:
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P
(\o),. ).
rR2 Q2
Qo A CH .
o N R
RS - p3
(EHz)3 ™€ TR (JHZ)J—CH@c—R3
CH,
CH,
(1A)
.(@B)
nes001;

R'es hidrégeno o hidroxi;

R? es hidrégeno;

5 o, cuando n es 0, R* y R? tomados juntos forman un segundo enlace entre los &tomos de carbono que
llevan R' y R?, siempre que cuando n es 1, R' y R” sean cada uno hidrégenos;
R® es-COOH o -COOR";
R*es un alquilo o fraccion de arilo;
A, B, y D son los sustituyentes de sus anillos, cada uno de los cuales puede ser diferente o el mismo, y
10 son seleccionados del grupo que consta de hidrégeno, halégenos, alquilo, hidroxi y alcoxi.
[0020] Este procedimiento supone incubar un compuesto inicial que tiene una estructura de acuerdo con las Férmulas
1A y/o IIB:
D D
T'l““’ P
(9)n o
Rr2 R? 7
H A Hy
o " O 7,
. e H CH R3*
(CHy)3~ € T R3 (CHa)3 T
s CH
. CHg 3
(IB)

(Ia)

en donde R® es —CHz y Rl; RZ, A, B, y D son definidos arriba, en presencia de un microorganismo bajo condiciones
15 efectivas para producir el compuesto del producto. El microorganismo puede ser del género Bacillus o Pseudomonas.

[0021] El procedimiento de la presente invencion es llevado a cabo en un medio de crecimiento liquido. Lo que
constituye un medio de crecimiento apropiado depende del microorganismo especifico y el propésito, como es sabido
por los expertos en la técnica. En general, el medio de crecimiento contiene fuentes de carbono, como dextrosa,
sacarosa, citrato, y/o almidén, y fuentes de nitrégeno, como harina de soja, extracto de levadura, triptona, extracto de

20 malta y/o acetato de amonio. Ademas, el medio de crecimiento contiene sales inorganicas, como fosfato de sodio,
fosfato de potasio, cloruro de sodio, cloruro de calcio, sulfato de calcio, carbonato de calcio, y/o sulfato de magnesio, y
elementos de traza, como hierro, zinc, cobre, molibdeno, manganeso, u otras sales de metal.
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[0022] Los microorganismos usados en la presente invencién pueden seleccionarse de los géneros Bacillus o
Pseudomonas. Respecto al género Bacillus, las especies Bacillus cereus, Bacillus subtilis y Bacillus fusiformis pueden
usarse para llevar a la préactica el proceso de la presente invencion. Especies Utiles de Pseudomonas incluyen
Pseudomonas putida.

[0023] Para cada cepa, la invencion se refiere al uso de todo el microorganismo, y sus componentes, incluyendo, pero
sin limitarse a, extractos de células, microsomas, enzimas aisladas, y genes, para la oxidacién quimio y regioselectiva
de las Férmulas IIA y/o 1IB para productos de las Férmulas IA y/o IB.

[0024] Ademas, mutantes y seleccionados de los microbios de los géneros listados y especialmente los de las cepas
especificas aqui descritas son también apropiados para el uso en el procedimiento de la presente invencion. Los
mutantes pueden ser creados por métodos clasicos de mutagénesis para la mejora de la cepa, como mutagénesis
aleatoria mediada por sustancias quimicas u ondas electromagnaticas, o por métodos modernos de manipulacion
genética, como PCR con predisposicion a errores, mutagénesis de codones, o transposiciones genéticas.

[0025] Adicionalmente, se ha identificado también que cepas microbianas de los géneros Bacillus y Pseudomonas
oxidan terfenadina a carboxiterfenadina en rendimientos mayores que 3% sin optimizacion. En experimentacion previa,
Meiwes et al identificaron solamente dos cepas que produjeron rendimientos del 3% o mas mayores durante la prueba
inicial.

[0026] Todos estos microorganismos estan libremente disponible en colecciones de cultivo publicas. La identidad y
fuente especificas de los cultivos microbianos se describen en los ejemplos de abajo.

[0027] Los cultivos microbianos usados para la presente invencion pueden ser mantenidos de acuerdo con
procedimientos bien conocidos por los expertos, tales como en medios sélidos, conservados en aceite mineral y
liofilizados o congelados.

[0028] Los cultivos microbianos pueden ser mantenidos en un medio sélido apropiado, tal como 30 gramos/litro de caldo
de dextrosa sabouraud y 20 gramos/litro de agar. Preferentemente, para algunas cepas, la preparacion de inéculos
incluyendo una temperatura baja de crioconservacién y técnica de descongelacion (i.e. técnica de "Cryoready") sirve
para mejorar el enfoque para transformar el material inicial en el producto de piperidina de la presente invencion
reduciendo el tiempo requerido para producir indculos apropiados y aumentar la produccion del producto de piperidina.
Tras desarrollar el cultivo en un medio liquido apropiado, la suspension microbiana es centrifugada, el medio liquido
utilizado es eliminado, y el granulo concentrado de células es resuspendido con un volumen igual de glicerol al 20%
estéril estandar y de caldo fresco, para producir una suspension de células en glicerol al 10%.

[0029] De un medio sdlido, los microorganismos son propagados inicialmente a través de una o mas etapas en un
medio de cultivo liquido neutro apropiado para mantener el crecimiento de las cepas especificas (i.e. el procedimiento
"Multipaso”). El medio tipico para la propagacion inicial consta de 20 g/l de glucosa, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/L
de levadura de harina de soja, 5 g/l de NaCl, y 5g/l de K, HPO.. La etapa inicial de los cultivos microbianos fue incubada
a 29°C y 250 rpm durante 48 o 72 horas. Las etapas siguientes fueron inoculadas, con un inéculo pesado (1-20% vlv,
especialmente 10% v/v de la suspension microbiana del estado previo del cultivo liquido, en un medio liquido fresco.

[0030] Para la etapa de reaccion, un indculo pesado (1-20% v/v, especialmente 10% v/v) de la suspension microbiana, o
de células crioconservadas descongeladas es inoculado en un medio fresco. Los microorganismos son cultivados a
temperaturas entre aproximadamente 20 y 80 °C, preferentemente 25 a 37 °C, y a pH de 4 a 9, especialmente entre pH
5y 8, dependiendo del microorganismo especifico usado para la transformacién. La incubacién de los microorganismos
fue llevada a cabo durante un intervalo de tiempo de 2-240 horas, preferentemente de 75 a 170 horas. La reaccion fue
realizada aer6bicamente, inicialmente en cdmaras de reaccion multipocillos paralelas, constantemente alimentadas de
aire u oxigeno enriquecido, y agitadas. Seguidamente, se pueden realizar fermentaciones a mayor escala de un modo
similar en matraces de agitacion, y luego en fermentadores con agitador y aireacion.

[0031] La adicion del material inicial para el cultivo microbiano se hace entre 0-72 horas de la inoculacién del medio de
reaccion con inéculo preparado, preferentemente después de aproximadamente 8-48 horas y especialmente después
de 24 horas de incubacion. La adicion de material de inicio es realizada més convenientemente de una solucién de un
disolvente organico apropiado, pero también puede ser afiadido como polvo sélido, o0 como suspensién. De la solucion,
el material de inicio es afadido preferentemente en dimetilformamida (DMF), pero también en etanol, dimetil sulféxido
(DMSO), dimetilacetamida (DMA), acetonitrilo, tetrahidrofurano (THF) y, una formamida (i.e. dibutil-,diisopropil-, o dietil-),
una pirrolidona (i.e. 1-metil-, 1-etil-, 1 ciclohexil-), 4-formil-molfolina, 1-formilpiperidina, 1-formilpirrolidina, tetrametil-
tetraetil-, tetrabutilurea, un 6xido de fosfina (i.e. tripiperidino- o tripirrolidino), sulfolano, N-metil-caprolactamo, o mezclas
de éstos. Solubilizadores biocompatibles organicos, como ciclodextrinas o surfactantes (e.g. Tween 80 o Pluronico F38)
también pueden ser afiadidos a un medio de reaccién que contenga el microorganismo.

[0032] Los compuestos de la Férmula IA y/o IB pueden ser aislados directamente del caldo microbiano o de liquido
clarificado después de la separacién de las células, por ejemplo, por centrifugacién o filtracion. Estos productos pueden
ser aislados por extraccién con disolventes organicos o por adsorcion sobre resinas hidrofébicas o intercambiadores de
iones.



10

15

20

25

30

ES 2395243 T3

[0033] Variaciones adicionales de esta invencion pueden usar los microorganismos de las realizaciones y técnicas
estandares y procedimientos convencionales para incubar los microorganismos y dirigir las reacciones, como expuestas
en manuales generalmente adecuados. Por ejemplo, los métodos descritos en Demain, AL. y J.E. Davies, Manual de
Microbiologia Industrial y Biotecnologia, 2nd Ed. (1999) y Crueger, W y A. Crueger, Biotecnologia: un libro de texto de
Microbiologia Industrial (1984) son aplicables para la preparacion de los cultivos y para llevar a cabo el procedimiento de
la presente invencion.

[0034] De particular importancia son los compuestos de las Férmulas IIIA y/o 11IB:

<t
RZ
T i
(CH2)3'+ CH

_ T—R3

CH3

(mB)

en donde Rl, RZ, R3, A, B, y D son definidos arriba. De estos compuestos, se prefiere particularmente el &cido 4-(4-(4-
hidroxidifenilmetil)-1-piperidinil)-1-hidroxibutil)-a,a-dimetilfenil-acético.

[0035] Otra clase de compuestos preferidos son los compuestos de las Formulas IVA y/o IVB:

o Gy
s %
(IHZ)B—Q‘@_FB_Rs (CHyy3CN I.:Rg

CH, avB)

ava)

en donde R', R?, R%, A, B, y D son definidos arriba. De estos compuestos, es particularmente preferido el acido 4-[4-[4-
difenilmetoxi)-1-piperidinil]-oxobutil]-a,a-dimetilfenil-acético.

[0036] La presente invencion adicionalmente se relaciona con un procedimiento para la preparaciéon de analogos
adicionales de las Formulas IA y/o IB a partir de estructuras de acuerdo con las Formulas 1A y o 1IB, con un
microorganismo de acuerdo con la presente invencion.

[0037] Otros ejemplos ilustrativos de compuestos preparados por el procedimiento de la presente invencién son como
sigue:

acido a,a-4-[4-[4-(hidroxidifenilmetil-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-dimetilbenceno acético

acido a, a-4-[4-[4-(difenilmetil)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil dimetilbenceno acético;

acido a, a-4-[4-[4-(difenilmetilen)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil dimetilbenceno acético;

acido a,a-4-[4-[4-(hidroxidifenilmetil)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-dimetil-3-hidroxi benceno acético;

acido a, a 4-[4-[4-(hidroxidifenilmetil)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-dimetil-2-hidroxibenceno acético;
8
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acido a, a 4-[4-[4-(difenilmetileno)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-dimetil-3-hidroxibenceno acético;

acido a, a-4-[4-[4-(difenilmetileno)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-dimetilbenceno acético;

a, a-dimetilbencenoacetato 4-[4-[4-(hidroxidifenilmetil)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil] de etilo;

a, a-dimetilbencenoacetato 4-[4-[4-(difenilmetil)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil] de n-pentilo;

a, a-dimetilbencenoacetato 4-[4-[4-(difenilmetileno)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil] de etilo

a, a-dimetilbencenoacetato 4-[4-[4-(hidroxidifenilmetil)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-de metilo;

a, a-dimetil-3-hidroxibencenoacetato 4-[4-[4-(hidroxidifenilmetil)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-de etilo;
a, a-dimetil-2-hidroxibencenoacetato 4-[4-[4-(hidroxidifenilmetil)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil] de n-propilo;
a, o-dimetil-3-hidroxibencenoacetato 4-[4-[4-(difenilmetileno)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil] de n-hexilo;
a, o-acetato de dimetilbenceno 4-[4-[4-(difenilmetileno)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-de etilo;

a, a-4cido 4-[4-[4-(difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-dimetilbenceno acético;

acido a, a-4-[4-[4-( difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-dimetil-3-hidroxibenceno acético;

acido a, a-4-[4-[4-( difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-dimetil-2-hidroxibenceno acético;

acido a, a-4-[4-[4-( difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-dimetil-3-hidroxibenceno acético;

acido a, a-4-[4-[4-( difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-dimetilbenceno acético;

a, a-dimetilbencenoacetato 4-[4-[4-( difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-de n-pentilo;

a, a-dimetilbencenoacetato 4-[4-[4-( difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-de etilo;

a, a-dimetil-(3-hidroxibenceno)acetato 4-[4-[4-( difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-de etilo;

a, a-dimetil-(2-hidroxibenceno)acetato 4-[4-[4-( difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-de n-propilo;
a, a-dimetilo-(3-hidroxibenceno)acetato 4-[4-[4-( difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-de n-hexilo; y
a, a-dimetilbenceno acetato 4-[4-[4-( difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-hidroxibutil]-de etilo.

[0038] La presente invencién se relaciona adicionalmente con un procedimiento para la preparacion de analogos
adicionales de las Formulas IA y/o IB a partir de estructuras de acuerdo con las Férmulas IIA y o 1IB, con Bacillus o
Pseudomonas usado de acuerdo con el procedimiento (o un procedimiento esencialmente equivalente) expresado aqui.

[0039] Particularmente preferidos son los compuestos de las formulas:
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[0040] Opcionalmente, ambos grupos de difenilos del compuesto de piperidina podrian ser alquilos (e.g. metilo)
sustituidos en la posicién para en el metileno, como:
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[0041] Los compuestos preparados por los métodos de la presente invencién pueden ser sales farmacéuticamente
aceptables en forma de acido inorganico o orgénico o sales de adicién de base de los compuestos anteriores. Acidos
inorgéanicos apropiados son, por ejemplo &cidos hidrocléricos, hidrobrémicos y fosféricos. Acidos organicos apropiados
incluyen acidos carboxilicos, como acético, propiénico, glicélico, lactico, piravico, malénico, succinico, fumarico, malico,
tartarico, citrico, ciclamico, ascdrbico, maleico, hidroximaleico, dihidroximaleico, benzoico, fenilacético, 4-
aminobenzoico, antranilico, cinnamico, salicilico, 4-aminosalicilico, 2-fenoxibenzoico, 2-acetoxibenzoico, y acido
mandélico. Son también acidos apropiados los acidos sulfénicos, como metanesulfénico, etanosulfénico, y el acido B-
hidroxi-etanosulfénico. Sales no tdxicas de los compuestos de las Formulas arriba identificadas formados con bases
inorganicas y organicas incluyen, por ejemplo, los metales alcalinos como sodio, potasio y litio, metales alcalinotérreos,
por ejemplo, calcio y magnesio, metales ligeros, por ejemplo aluminio, aminas organicas, como aminas primarias,
secundarias o terciarias, por ejemplo ciclohexilamina, etilamina, piridina, metilaminoetanol, y piperazina. Estas sales se
preparan por medios convencionales, por ejemplo, tratando los compuestos derivados de la piperidina de las Formulas
1A ylo IB:
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donde A, B, D, n, R, R?, y R® son definidos arriba, con un &cido o base apropiados.

[0042] Los compuestos derivados de piperidina preparados por los métodos de la presente invencién pueden ser
utilizados como los componentes biol6gicamente activos en composiciones farmacéuticas. Estos compuestos son Utiles
como antihistaminicos, agentes antialérgicos, y broncodilatadores. Pueden ser administrados solos o con portadores
farmacéuticos apropiados, y pueden estar en forma sélida o liquida, como, pastillas, cdpsulas, polvos, soluciones,
suspensiones, 0 emulsiones.

[0043] Los compuestos preparados por los métodos de esta invencion pueden ser administrados de forma oral,
parenteralmente, por ejemplo, subcutdneamente, por via intravenosa, intramuscularmente, intraperitonealmente, por
instilacion intranasal, o por aplicacion a las membranas mucosas, como son las de nariz, garganta, y los tubos
bronquiales. Tal aplicacién para membranas mucosas puede ser lograda con un atomizador de aerosol que contenga
particulas pequefias de un compuesto de esta invencidn en forma de rociado o atomizacion.

[0044] La cantidad de compuesto administrado variara dependiendo del paciente y el modo de administracion y podra
ser cualquier cantidad efectiva. La cantidad del compuesto administrado puede variar en un amplio rango para
proporcionar una dosis unitaria de una cantidad efectiva de aproximadamente 0,01 a 20 mg/kg del peso corporal del
paciente por dia para conseguir el efecto deseado. Por ejemplo, los efectos antihistaminicos, antialérgicos y
broncodilatadores deseados pueden ser obtenidos por el consumo de una forma de dosis unitaria tal como una pastilla
que contenga de 1 a 50 mg del compuesto de la presente invencion tomado de 1 a 4 veces diariamente.

[0045] Las formas de dosis unitaria sélida pueden ser del tipo convencional. Esta forma sélida puede ser una capsula,
asi como un tipo de gelatina corriente que contiene el compuesto de la presente invencion y un portador, por ejemplo,
lubricantes y rellenos inertes como, lactosa, sacarosa, o almidon de maiz. En otra realizacion, estos compuestos son
comprimidos con bases de pastillas convencionales tales como lactosa, sacarosa, o almidén de maiz en combinacion
con aglutinantes como acacias, almidon de maiz, o gelatina, agentes desintegrantes como, almidén de maiz, almidén de
patata, o &cido alginico, y un lubricante como acido esteérico o estearato de magnesio.

[0046] Los compuestos preparados de acuerdo con la presente invencion también pueden ser administrados en dosis
inyectables mediante la solucién o la suspension de los compuestos de la presente invencion en un diluyente
fisiolégicamente aceptable con un portador farmacéutico. Tales portadores incluyen liquidos estériles como agua y
aceites, con o sin la adicidn de un surfactante y otros adyuvantes aceptables farmacéuticamente. Los aceites ilustrados
son los de origen de petroleo, animal, vegetal, o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja, o aceite
mineral. En general, agua, suero, dextrosa acuosa y solucion de azucar relacionada, y glicoles como glicol de propileno
o glicol de polietileno, son portadores liquidos preferidos, particularmente para las soluciones inyectables.

[0047] Para usar como aerorosoles, los compuestos en solucion o suspension pueden ser embalados en un recipiente
de aerosol presurizado junto con propelentes apropiados, por ejemplo, propelentes de hidrocarburo como propano,
butano, o isobutano con adyuvantes convencionales. Estos compuestos pueden ser administrados de forma no
presurizada, tal como en un nebulizador o atomizador.

[0048] Los compuestos hechos de acuerdo con la presente invencion pueden ser usados para tratar animales de sangre
caliente, aves y mamiferos. Ejemplos de tales seres incluyen los seres humanos, gatos, perros, caballos, ovejas, vacas,
cerdos, corderos, ratas, ratones, y cobayas.

[0049] Los siguientes ejemplos son ilustraciones de la invencién aqui descrita sin ser de naturaleza limitante.
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Ejemplos
Ejemplo 1 — Cribado para Cepas Microbianas Eficientes para la Transformacion

[0050] Cultivos microbianos para reacciones fueron inoculados usando los procedimientos descritos arriba y
especificados en la Tabla 2 inferior. Los inéculos de la reaccién fueron preparados para cada microorganismo listado en
la Tabla 2 afiadiendo 2,5 ml de cada inéculo a 22,5 ml de medio en un matraz de Delong de 125 ml y se incubaron
durante 24 horas a 29 °C y a 225 revoluciones por minuto (rpm) en un agitador orbital. Después de este tiempo; el pH
de cada cultivo fue registrado y 0,5 ml de los cultivos fueron transferidos a pocillos individuales de una placa de
polipropileno de formato estandar de 48 pocillos (volumen nominal 5 mi/pocillo), se cubrieron de lana de vidrio, estopilla,
tejido cubierto de teflon, u otra barrera permeable al gas apropiada, y la reaccion se inicié mediante la adicion de 5 pl de
una solucion stock de DMF de metabolito acido de terfenadina a 25 g/L (concentracion final de reaccion de 250 mg/L).
Las placas de reaccion fueron incubadas a 29 °C y a 225 rpm dentro de cajas de incubacion de atmésfera controlada y
se les suministré 1 cc/min de gas conteniendo 95% de oxigeno y 5% de gas CO; saturado con agua en una camara
rociadora de humidificacion.

[0051] Muestras de alicuotas fueron recogidas de todos los cultivos a tiempos de reaccién entre 2 y 168 horas. A 100 pl
de las muestras de reaccion transferidas a las fuentes correspondientes de una placa limpia multipocillo, se le afiadieron
100 pl de acetonitrilo y la placa fue vortizada durante un minuto. 250 ul de acetato de etilo fue afiadido a cada pocillo, y
la placa fue vortizada y luego sonicada durante cuatro minutos. La placa fue centrifugada a 3500 rpm durante 5 minutos
y 200 yl de la fase organica resultante se transfirieron a un pocillo correspondiente de una placa de 96 pocillos. La
extraccion con acetato de etilo fue repetida una segunda vez sobre la muestra de reaccion, y las fases orgénicas fueron
combinadas y secadas bajo vacio sin calor. El residuo resultante fue redisuelto en 150 pl de DMF.

[0052] Las muestras fueron analizadas mediante Andlisis de Cromatografia Liquida de Alta Presién (HPLC) con
Espectrometria de Masa de lonizacion Quimica con Presion Atmosférica (ACPI-MS) en una columna de 5 pl Luna C8 (2)
(50 mm de largo x 2,0 mm de didmetro) fabricada por Phenomenex.

Tabla 1
Paso | T. Tiempo(min) Dura.(min) | Flujo (uL/min) Grad. Disolvente A Disolvente B
0 -0,10 0,10 1000 0 90% 10%
1 0,00 0,50 1000 0 90% 10%
2 0,50 2,50 1000 1 40% 60%
3 3,00 2,00 1000 1 0% 100%
4 5,00 1,00 1000 1 0% 100%
5 6,00 0,50 1000 1 90% 10%
6 6,50 0,40 1000 0 90% 10%
7 6,90 0,10 1000 0 90% 10%
Disolvente: A = agua + 0,4% &cido acético,
B = Acetonitrilo + 0,4% &acido acético.
Gradiente: 0 = gradiente de escaldn, 1= gradiente lineal.
Detectores: @230nm. en series con APCI-MS-MS(Espetrometro de Masa Triple Cuadrupolo), modelo
API 2000 por Perkin-Elmer Sciex.

[0053] Los rendimientos fueron calculados integrando los valores de area para cada pico cromatografico
correspondiente con un i6n molecular definido por ionizacién positiva APCI-MS. Los iones moleculares para terfenadina
(compuesto 1) y metabolito acido de terfenadina (compuesto 2) se listan en la Tabla 2. Se asumi6 que los factores de
respuesta para el metabolito acido de terfenadina son idénticos a los de la terfenadina misma.

[0054] La Tabla 2 muestra que las conversiones de hasta el 54% de terfenadina a metabolito acido de terfenadina
podrian ser obtenidas por algunas de las cepas evaluadas.
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Tabla 2. Catalizadores para la oxidacién de Terfenadina a Metabolito acido de Terfenadina. (TAM)

Biocatalizador Coleccién de Tipo de Preparacion del pH del Produccién de TAM
Cultivo cepa Biocatalizador Cultivo  después de 6 dias

Streptomices NRRL-2234  gram + multi-etapa 5 54%

rimosus

Stemphylium Ul-4136 hongos multi-etapa 7 50%

consortiale

Gliocladium NRRL-1086 hongos cryoready 7 39%

deliquescens

Cunninghamella SC-3065 hongos cryoready 7 27%
bainieri

Bacillus cereus ul-1477 gram + cryoready 7 25%
Cunninghamella SC-3065 hongos multi-etapa 7 18%
banieri

Botrytis allii NRRL-2502  hongos multi-etapa 5 18%
Cyalinus striatus MR-356 hongos multi-etapa 5 11%
Streptomices NRRL-2234  gram + cryoready 7 11%
rimosus

Rhizopus sp. MR-224 hongos multi-etapa 5 10%
Pycniodosphora MR-346 hongos multi-etapa 7 10%
dispersa

Absidia spinosa var. MR-7600 hongos multi-etapa 7 9%
biappendiculata

Rhizopus oryzae MR-RO hongos cryoready 6 8%
Cunninghamella NRRL-1386  hongos multi-etapa 7 8%
echinulata

Cunninghamella NRRL-3655  hongos multi-etapa 5 8%
echinulata

Gliocladium NRRL-1086  hongos multi-etapa 7 7%
deliquescens

Pseudomonas sp. DG-9816 gram- multi-etapa 7 6%
Helicostylum piriforme  QM-6945 hongos cryoready 7 5%
Aspergillus flavipes ATCC-1030  hongos multi-etapa 7 4%
Mucor  circinelloides IFO-4563 hongos multi-etapa 7 4%
f.griseo-cyanus.

Gelasinospora MR-GA hongos multi-etapa 6 3%
autosteria

Bacillus fusiformis ATCC-7055  gram + - 8 3%
Streptomyces griseus mutante de gram + multi-etapa 5 3%
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Biocatalizador Coleccién de Tipo de Preparacion del pH del Produccién de TAM
Cultivo cepa Biocatalizador Cultivo  después de 6 dias
ATCC-13273

Rhodotorula rubra ATCC-36994 levadura cryoready 7 3%

Cunninghamella (+) hongos cryoready 6 3%

echinulata

Cunninghamella hongos cryoready 6 3%

echinulata

Mucor mucedo ATCC-7941  hongos multi-etapa 7 3%

Pennicillium Ul-251 hongos cryoready 7 3%

chrysogenum

Candida  parasilosis ATCC-56466 levadura multi-etapa 7 3%

var.quercus

Streptomyces griseus ~ 10137-ATCC gram + cryoready 7 2%

Bacillus cereus 14591- gram + cryoready 7 2%
NRRL-B

Streptomyces 27732-ATCC gram + cryoready 7 2%

cavourensis

Mucor recurvatus 36-MR hongos cryoready 7 2%

Penicillium notatum 36740-ATCC hongos cryoready 7 2%

Aspergillus 6277-ATCC  hongos cryoready 5 2%

carbonarium (Bainier)

Thom

Candida lipolytica 8661-Ul levadura cryoready 4 2%

Ascoidia MR-Asc hongos multi-etapa 7 2%

Lentinus lepidius MR-LL hongos multi-etapa 7 2%

Pseudomonas 9866-NCIMB  bacteria cryoready 6 2%

putida(Banqueda)

Trichophylon gallinae 1210-MR hongos cryoready 7 1%

Streptomyces griseus 13968-ATCC gram + cryoready 7 1%

Lophotrichus martinii 177-MR hongos cryoready 7 1%

Penicillium notatum 18233-ATCC hongos cryoready 7 1%
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Biocatalizador Coleccién de Tipo de Preparacion del pH del Produccién de TAM
Cultivo cepa Biocatalizador Cultivo  después de 6 dias

Aspergillus 6277-ATCC  hongos cryoready 5 2%

carbonarium

(Bainier) Thom

Candida lipolytica 8661-Ul levadura cryoready 4 2%

Ascoidia MR-Asc hongos multi-etapa 7 2%

Lentinus lepidius MR-LL hongos multi-etapa 7 2%

Pseudomonas 9866-NCIMB  bacteria cryoready 6 2%

putida(Banqueda)

Trichophyton gallinae 1210-MR hongos cryoready 7 1%

Streptomyces griseus ~ 13968-ATCC gram + cryoready 7 1%

Lophotrichus martinii 177-MR hongos cryoready 7 1%

Penicillium notatum 18233-ATCC hongos cryoready 7 1%

Aspergillus 18500-ATCC hongos cryoready 6 1%

ochraceous

Streptomyces 23893-ATCC gram + cryoready 7 1%

catenulae

Bacillus subtilis 2485-Ul gram + cryoready 7 1%

Aspergillus alliaceus 315-Ul hongos cryoready 7 1%

Mycobacteria sp 3683-NRRL hongos cryoready 7 1%

Spicaria violacea 3702-MR hongos cryoready 7 1%

Mycobacteria 463-AM hongos cryoready 7 1%

bisrymcum

Aspergillus fumigatus 51-MR hongos cryoready 7 1%

Candida lipolytica 746-1IFO levadura cryoready 4 1%

Polyporus anceps 784-F-S hongos cryoready 7 1%

Candida guilliermondii ~ 9058-Ul levadura cryoready 6 1%

Cunninghamella 9245-ATCC hongos cryoready 7 1%

elegans

Pseudomonas sp (tipo 9816-DG gram- cryoready 7 1%

nafalena salvaje)

Aspergillus terricola MR-At hongos cryoready 7 1%

Hansends cadaver MR-Hans levadura cryoready 7 1%

levadura

Pseudomonas 33015-ATCC bacteria cryoready 5 1%

putida(Trevisan),

toluene gene

Fusidium coccineum 14700-ATCC hongos cryoready 7 1%
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Biocatalizador Coleccién de Tipo de Preparacion del pH del Produccién de TAM
Cultivo cepa Biocatalizador Cultivo  después de 6 dias

Enterococcus faecium  51558-ATCC  bacteria cryoready 4 1%

Streptomyces griseus 13273-ASF2  bacteria cryoready 7 1%

mutant

Streptomyces griseus 13273#11 bacteria cryoready 6 1%

mutant

AATOC=America Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassasas, YA 20110-2209

®DSM=Deutsche Samlung von ;ikroorganismen und Zellkulturen GmbH(German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures), Griscbachstrasse 8, D-34 Goettingen, Braunschweig, Germany.

U, SC, MR, DG, and QM=University of lowa Culture Collection lowa City IA, 52240
PNRRL=USDA Agricultural Research Service, 1815N. University Ave. Peoria IL, 60604

ELas designaciones "multi-etapa” y "cryoready" refieren un método especifico usado en cada ejemplo para
preparar el indculo microbiano para la reaccion. Detalles completos para cada método son descritos en la
seccion Descripcion Detallada de la Invencion.

Ejemplo 2.

[0055] 25 ml de medio liquido de harina de soja en un matraz Delong de 125 ml es inoculado con Streptomyces rimosus
(NRRL-2234) obtenido de un cultivo sélido inclinado, como se describe en el Ejemplo 1. Después de incubar a 29 °C y
225 rpm durante 24 horas, 500 pl de solucién de cultivo (pH 5.0) fueron transferidos a un pocillo de una placa de 48
pocillos profundos y 125 ug de terfenadina disuelta en 5 yl de DMF se afiadieron al cultivo. Después del cultivo adicional
en una camara de incubacion a 29 °C durante 7 dias, el caldo microbiano resultante fue extraido con acetonitrilo y
acetato de etilo. La fase organica fue secada sobre sulfato de sodio, y, luego, fue retirado el disolvente. El residuo fue
redisuelto en DMF y analizado mediante HPLC-MS. La integracion indicé que el 76% del material recuperado era TAM.

Ejemplo 3.

[0056] Como se describe arriba, 2,5 ml de un cultivo congelado de Gliocladium deliquescens se cultivaron en 25 ml de
medio de cultivo a pH 7 durante 24 horas. 500 pyl del cultivo liquido fueron transferidos a un pocillo de una placa de 48
pocillos profundos y 125 ug de terfenadina disuelta en 5 yl de DMF se afadieron al cultivo y se incub6 a 29 °C durante 1
semana en una camara de incubacién. La recuperacion de producto y el andlisis demostraron que este procedimiento
produjo un rendimiento del 39% TAM.

Ejemplo 4

[0057] Como se describe en el Ejemplo 2, 125 ug de terfenadina disueltos en 50 ml de DMF se afiadieron a 500 ul de la
solucién del cultivo de Stemphylium consortiale (4136-Ul) en un reactor de placa multipocillo. La recuperacion de
producto y el andlisis demostraron que este procedimiento produce un rendimiento del 50% TAM.

Ejemplo 5

[0058] Un cultivo de dos semanas de edad sélido de agar de Streptomyces rimosus (ATCC 14673) fue inoculado en 25
ml de medio de haba de soja en un matraz Delong de 125 ml durante 72 horas a 29 °C y 225 rpm. 2,5 ml de este cultivo
liquido fue transferido a 22,5 ml de medio de harina de haba de soja a pH 5 y cultivado a 29 °C, 225 rpm durante 24
horas. 12,5 mg de terfenadina se disolvi6 en 250 ug de DMF y se afadié al cultivo y se incub6 por 1 semana. La
recuperacion de producto y el andlisis demostraron que este procedimiento, realizado de acuerdo con el Ejemplo 2,
produce un rendimiento de 27% TAM.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la producciéon de un compuesto de producto teniendo una estructura de acuerdo con las
Formulas 1A y/o IB:
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en donde:
NesOo1l;

R! es hidrégeno o hidroxi;
R? es hidrégeno;

o, cuando n es 0, R* y R? tomados juntos forman un segundo enlace entre los atomos de carbono que
llevan R* y R?, siempre que cuandones 1, R y R? son cada uno hidrégeno;

R® es -COOH 0 COOR*;
R* es una fraccion alquilo o arilo;

A, B, y D son los sustituyentes de sus anillos, cada uno de los cuales puede ser diferente o el mismo, y se
seleccionan entre el grupo que consta de hidrogeno, halégenos, alquilos, hidroxi, y alcoxi,

dicho procedimiento comprendiendo:

incubar un compuesto inicial que tiene una estructura de acuerdo con las Férmulas IIA y/o 1IB:
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(CHy)y~C - T—'PF"'

A CHs
@A)
D
B
(0},
R2
OH CH
T 3
(CHp)3  CH T R
. CHy
(uB)

donde R®es -CHzy Rl, RZ, A, B, y D han sido definidos arriba, en la presencia de un microorganismo bajo condiciones
efectivas para producir el compuesto de producto,

donde el microorganismo es del género Bacillus o Pseudomonas.
2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el microorganismo es del género Bacillus.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, donde el microorganismo es Bacillus cereus, Bacillus subtilis o
Bacillus fusiformis.

4. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el microorganismo es Pseudomonas putida,
Pseudomonas sp (naphtalene wild type) o Pseudomonas sp.

5. Un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, donde el compuesto de producto tiene una estructura de
acuerdo con la Formula Il1A y/o 111B:
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D
>
Rz
I S N
(CHp)3— € —R3
' CHs
(ImA)

€

!

(CH3)y

donde R, R?, R% A, B, y D son definidos arriba.

6. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, donde el compuesto del producto es acido a,a-4-(4-(4-
hidroxidifenilmetil)-1-piperidinil)-1-hidroxibutil)-dimetilfenil acético.

7. Un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, donde el compuesto de producto tiene una estructura de

acuerdo con las Férmulas IVA y/o IVB:
@ ;-'D

o

= R2
o i
(CHy)3™ € T——R’
CH4

(IVA)
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g(: D
P
R2
,r . ‘ TH - - TH3
(CHz)3~ CH , r— R3
' CHy
ave)
donde R, R?, R A, B, y D son definidos arriba.

8. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, donde el compuesto de producto es el acido a, a-4-[4-[4-
difenilmetoxi)- 1-piperidinil]-oxobutil]-dimetilfenil acético.

9. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicha incubacion es llevada a cabo a una temperatura de
20°C a 80 °C.

10. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde dicha incubacion es llevada a cabo a un pH de 4 a 9.

11. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde dicha incubacion es llevada a cabo durante un periodo
de 2 a 240 horas.

12. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, donde antes de dicha incubacién, el microorganismo es
sometido a crioconservacion o induccion en cultivo liquido multietapa.
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