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"Procedimiento pars la produccidn de antibidticos

a partir de hongos del género Rhizoctonia",

SANDOZ, A,G., entidad suiza,

residente en Basilea, Suilza.
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’ La presente invencidn se relaciona
con un nuevo antibidtico, denominado en lo sucesivo
Rhi 12~648, sus derivados di-O-acilicos y di~O-al-
quilicos, y con un procedimiento pars su produc—

cione
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La presente invencibn proporciona el
antibidtico Rhi 12-648, descrito mAs adelante, y
sus derivados di~O-acilicos y di=-O-alquilicos.

Lo presente invencidn proporciona
édemés un procedimiento para la produccién del
antibidtico Rhi 12-648, descrito en la presente,
caracterizado porque se cultiva en una solucién
nutritiva una de las tres cepas S 1440, S 1476 y
S 1484 del género Rhizoctonia (Pungi imperfecti),
o una nutante de las mismas, y se alsla dicho
antibibético de dicha soluciébn, Las tres cepas
concuerdan morfoldgicamente entre si y fueron
algladas de muestras de tierra de Cerdefias

S 1440 Teulada ¢ Rio Chia

S 1476 Baunei

S 1484 Teulada - Giba
Egtas tres cepas ge congervan en nuestros labo-
ratorios. Sobre la mayoria de los mediog nutri-
tivos de agar (patata-dextrosa—agar, agar de malta
u otros medios nmutritivos enriquecidos) estas ce-
pas forman un micelio adreo de color gris pédli-
do a pardo grisdceo o gris oscuro y la parte in~
ferior de los cultivos tiene una apariencia negra.
Las hifas tienen un espesor de 1.5 a 3 p, son hig
lines y divididas en sepbos y a veces estos septos
de las hifas son &speros. En la superficie del
agar ée forman clamidosporos de color pardo; ge-
neralmente éstos forman de 9 a 20 estructuras es-
clerosas (manojos de células). las células indivi-

duales (clamidosporos) son de color pardo, irregu-~
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lares,redondas o redondeadas, poliddricas y cada
una de ellas mide de '7}5' a 13 fro Juzgando por su
morfologia, las cepas pertenecen al género Rhizoc-
tonia (Fungi imperfecti).

E1l cultivo del antibidtico del presen—
te invento puede efectuarse a una temperatura de
aproxiﬁadamente 122 a gproximadamente 302C, median-—
te la tdcnica del cultivo estitico de superficie o
la técnica del cultivo sumergido con agitacidn, o
en un fermentador con in%roducci6n de aire u oxi-
geno y agitacidn.

Parg la produccidn del antibidtico del
presente invento tembién es posible usar, en lugar
de las cepas S 1440, S 14%6 y S 1484 arriba indi-
cadas, otras cepas que pueden ser obtenidas fAcil-
mente de &stas, por ejemplo por seleccidn o muta- |
cibn mediante rayos ultravioleta o rayos X, u otros
medios, por ejemplo Por tratamiento de cultivos de
laboratorio con productos quimicos adecuados.

Bl antibidtico del presente invento
puede ser aiglado de la solucidn nutritive median-
te los procedimientos téenicos més adelante des-
critos y, sl se desea, puede ger convertido en un
derivado etérico o acilico del mismo. Asi, Rhi
12-648 puede ger acilado para dar el correspon-
diente derivado acilico con un derivado reactivo
de un 4cido sulfénico o un Acido mono-carboxilico
o dicarboxilico saturado o no saturado., Son ejem-
plos de tales derivados reactivos los anhidridos

de 4cido, haluros de 4cido o mezclas de los mismos.
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Rhi 12-648, por ejemplo, puede ser convertido con
anhidrido acédtico en su diacetato o puede ser con~
vertido con un haluro alquilico o sulfato dialqui-
lico en un derivado etérico, por ejemplo con diazo=~
metano puede ser convertido en el éter dimetilico.

Lag cepas de hongo S 1440, S 1476 y
S 1484 pueden ser cultivadas sobre diversos medios
nutritivos que contienen las substancles nutriti-
vas usuales. Por ejemplo, son substancias nutriti-
vas adecuadas para estas cepas de hongo las subs-
tancias nutritivas generalmente usadas para orga-
nismos carbono~heterotrdficos; ejemplos especifi-
cos de la fuente de carbono son: glucosa, almiddén,
dextrina, lactoss y. azlcar de cafia; como fuente de
nitrdgeno pueden usarse compuestos orgénicos e in-
orgénicos conteniendo nitrbgeno, siendo ejemplos
especificos la peptona, extractos de levadura y
carne, sulfato amébénico, nitrato ambnico y amino-
dcidos; las sales minerales usuales y Sligoele-
mentos también son adecuados para usarse en el me-
dio nutritivo.

El procedimiento del invenio puede
llevarse a cabo como gigue: Se inocula un medio
nutritivo con un cultivo de una de las tres cepas
de hongo S 1440, S 1476 o S 1484 y se incuba, por
ejemplo a la temperatura ambiente durante 2 a 25
dfas. Tan pronto como se ha producido la cantidad
méxima de antibidtico Rhl 12-648, se lleva a cabo
la filtracidn y se separa el antibibdtico del pre-

gsente invento del medio de cultivo mediante métodos
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de extracoidn o adsorcidén en forme de por si co-
nocida. Un método especialmente adecuado para als-
lar el antibldtico del presente invento es la ex-
traccidn con acetato etilico, pero también pueden
ngarse otros disoclventes orgénicos, por ejemplo
bencina, benceno, acetato butilico, cloroformo o
butanol; a continuacidn se separan los extractos
del disolvente y se purifica el residuo cromato-
grificamente mediante agentes de adeorcidn, por
ejemplo allmina activada, gel de sllice o sllica~
to magnésico, o mediante la digtribucibn a contra-
corriente.

Bl antibidtico Rhi 12-648 tiene las si-
guientes. caragcteristicas:
Punto de fusibn, determinado en un microscopio ce~
lefactor, 197-1998C (sin corregir). [§{72§ = *2072
(¢ = 1.57 en CHOL,). |
Espectro ultravioleta: méximo a 265 mp / logf€ = 4.17
en metanol (véase la figura 1 de los dibujos diagra-
miticos que se acompafian). .
Espectro infrarrojo: bandas a 3100, 2980, 1655,
1572, 1430, 1352, 1310, 1245, 1110, 1045, 983, 925,
845 cm™t (KBr) (véase la figura 2 de los dibujos).
Bgpectro de resonancia magnética nuclear: inter alia
un dublet ad' = 1,52 ppm (3 protones) y un singlet
a.é = 6,68 ppm (1 protén). (Mé4Si: d = 0.00 ppm).
Con fines de andlisis e efectud el secadn durante
12 horas a 252C y 0,01 mm Hg.
Oy gHly7001 caleulado C 5903 H 4.7 0 2643 C1 9.7
(364.8) hallado € 59,1 H 4.6 0 25.1 01 10,0%
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C 59.4 H 4.6 0 25.6 01 9.9%
Ta detorminascidn termosléctrica del peso molecular

dib valores de 368 y 382 2% respectivemente.

" Reamcciones cromdticas: una solucidn metanblics de

Rhi 12-648 adquiere una coloracibn violeta fuerte
después de la adicidn de solucidn acuosa de Fe013.
En NaOH 2N ge obtiene una coloracién rojo-amarillen
ta y con H2304 concentrado una coloracidén violeta~
parduzco.

El éter dimetflico del antibidtico
Rhi 12-648 tiene las caracteristicas siguientes:
Punto de fusidn 187—18990. Bgpectro ulitravioletas
néximo g 277 mp (logf = 4.21) en metanol (véase la
figura 3 de los dibujos).
Esped$ro infrarrojo: bandas a 2950, 1720, 1650,
1595, 1470, 1340, 1270, 1215, 1085, 920, 870 cm”
(KBr) (véase la figura 4 de los dibujos).

1

Bgpectro de resonancia magnética nuclear:

inter alia, dublet & § = 1.53 ppu (3 protones)
singlet ac$'= 3.85 ppm (3 protones)
singlet a § = 3.92 ppm (3 protones)
singlet aJ = 6.52 ppm (1 protdn).

Con fines de andlisis se efectud el secado en un

alto vacio a 252C durante 12 horas.

Coolp10gCl celeulado C 6102 H 5.3 0 24.4 CL 9.1%

(392.8)  hallado C 59.8 H 5.2 0 24.2 CL 9.4%

Bl éter dimetflico del antibibtico Rhi 12~648 no

da coloracifn alguna con PoClye

Bl diacetato del antibidtico -Rhi 12-648

tiene las siguientes caracteristicass
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Punto de fusidn 190-1928C, Egpectro ultrevioletas
néximo a 277 mp (logf = '4.15) en metanol (ver la
figurae 5 de los dibujos).
Espectro infrarrojo: bandas a 2950, 1775, 1735, 1667,
1600, 1370, 1265, 1155, 1108, 1052, 1002, 930, 897
y 860 om~L (KBr) (Véase 1a figura 6 de los dibujos).
Bspectro de resonancia magnética nuclear:
inter alia, dublet a of = 1.55 ppm (3 protones)
singlet ad = 2.25 pom (3 protones)
singlet af ='2.33 ppm (3 protones)
singlet aJ = T.10 ppm (1 protdn)
Con fines de andlisis se efectué ol secado en un
alto vaclo a 259C durénte»IZ horas.
Opoflyy 0gCl caloulado C 58.8 H 407 0 28,5 C1 8.0%
hallado € 58,5 H 4.6 O 28,2 C1 8.1%
La determinacibén termoelédctrica del peso molecu-
lar did uwn valor de 440 #2%.
El diacetato.del antibidticod Rhi 12-648 no da colo-
racibn alguna con Fe¢13.
Bl antibidtico Rhi 12-648 tiene in vitro
una marcada accidn inhibidora hacia la levadura y

log hongos como puede verse.de la Tabla siguiente:
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. - Prueba en placa Pruebg de diluciftm
Organismo Método Conc.® Inhibi- |[Método inhibiclén =
de cibn
prueha
Saccharomyces A 2.0 20 i (4.0)
cerevigliae 2.5 14
ETH M-108 (8 8)
Condida <tropi- A 245 28 M 4e5
calis Derm.Uni- 3.0 25
versitatsklinik 3.5 15
Zirich-169 (S 4,0  traza
1256)
§ Candida tropi- A 265 26 M 405
d | ecalis (Thailandig 3.0 20 (5,0)
% candida Wardana- 3.5 13
a | buti-8S 1063)
Cryptococecus
neoformans
Derm,Universi- B 2,0  traza 0 (4.5)
$8teklinik i~
rich (8 1257)
g Incor §usillus A 2.5 25 M (4.5)
(8 450 3.0 15
Z 3.5 traza,
0
21 Rhizopus nigri~ B 2.0 30
1 cans (S 1345) 2.5 30 - -
° 3.0 -
e
A | dspergillus A 2,0 35 M hoB
g | fumigatus 245 30
c | (8 130) 3.0 23
o) 305 15
1
g
¢ :
¢ | Endothia B 2,0 35 0 (5.0)
% | parasitica . 2.5 28
e | (81248) 3.0 24
s 3.5 20
4,0 9
J
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Orgenismo de Prueba en placa . | Prueba de dilucidn
prucba M8 todo Conc. 3 Ig%ibi- Método Inhibicidn s
eidn -
== gl fodnd poeded -y bmntaied = fast—-tmetamtmtpent —t—y it =4
Pugarium B 2.0 aprox. 25 - 0 4.0
anguioides 205 aprox. 21 (5.0)
(S 788) 300 .traza
Myrothecium B 2,0 aprox. 20 0 4.0
verrucaria 2.5 traza (5.0)
(s 833) 1
"' =~
Ponicillium. B 2.0 - 26 0 (4.0) ‘
brefeldianum 265 23
(8 464) 3.0 15
3.5 traza
Notas expliéativas de la Tabla
€ = cifrag de concentraciéﬁ como exponentes de
1osmlogaritmos decimales negativog, es de-
clr 3.0 = 1:1000
5. ¥% = concentracifn segin indicada en #;
log nfmeros sin paréntesis : la menor con-
centracidn que adn ejerce un efecto inhibi-
dor total o muy fuerte;
los ndmeros en paréntesis : inhibicidbn nés
10. débil pero precisa hasta la concentracidn

indicads.

A = lectura después de 16 a 20 horas de incuba~
cibn a 372C,

B = Jectura después de 24 a 48 horas de incu~
15. bacidn a 279¢C. :
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M = prucba en caldo de malta al 2%, lectura
después de 16 a 20 horas de incubacidn a

" 374C,

prueba segin se indica en M, lectura des~
pués de 24 a 48 horas de incubacién a 279C.

o
it

Brueba en placa

Se prepara una placa de prueba como
sizues Se dlgtribuye parejamente sobre una capa
bdsica de agar estéril de aproximadamente 3 mm de
egpesor en un‘platillo de Petri /[ agar de malta
(extracto de malta al 2% obtenido de la Schwelz.
Ferment A.G. de Basilea, Suiza)_/, una capa ger-

minadora de 1 mm de espesor (agar Difco-Bacto al

2% - organismos de prueba en forma de suspensidnes

-de células o gérmenes) en una concentracibn ade-

cuada.

Se midié la accién inhibldora en tér-
minos del didmetro de las &reas de inhibicidn al-
rededor de discos de papel de filtro con un did~
netro de 6 mm, log que fueron impregnados con so-
luciones del antibidtico Rhi 12-648 en acetona,
degpuéds de la‘incubaci6n apropiada de las placas
de prueba. La "inhibicidn" arriba indicada es el
promedio del difmetro en milimetros hallado despuds
de haber efectuado varias pruebas a la misma coh~

centracidn.

Brucba de dilucidn
T % diluyé con agua desmineralizada
une solucidn al 1% del antibiético Rui 12-648 en

acetona. De este modo .se produjeron solucioncs con
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una concentracilin diez veces mayor que la concen-
tracién requerida, es decir los valores de Ja Tg-
bla, ¥ on cade tubo de ensayo se introdujo 1/10
del volémen final (4 ml) en cada tubo de ensayo,
eg decir 0.4 ml de'solucibn, de modo que la concen-
tracibn en los tubos de ensayo fué la indicada en

la Pabla. Se usaron como suspensiores de gérmenes

de prueba cultivos de 2 dias, dilufdos, cultivados

sobre una miguina agitadora a 272C en el caso de
la levadura, y suspensiones de conidios en agua
estéril con 0.1% de lauril-sulfonato sédico en el
caso de los hongos productores de micelios ( N
conidios}.

El antibidtico Rhi 12-648 tiene ade-
nés un fuerte efecto inhibidor sobre el aumento de
las cédlulas tumorales y por lo tanto estd indicado
su uso como antimitdtico. Este efecto se determi~
nd por.la inhibicidn del aumento de las células -
tumorales in vivo e in vitro (células del masto~—
citoma P 815 del ratén).

En une solucidn nuiritiva adecuada es-
tas células tumorales se multiplican hasta 4 a 5
veces séﬁﬁmero original dentro de 40 horas. ILa
DE~50 (concentracién que inhibe este aumento en
un 50%) de Rhi 12-6438 héoia estas células es de
1077°% g/ul. e toxicidad aguda de Rhi 12-648 sobre
el retdn blanco es de’1%5 ng/kg 1.V

“Rhi 12-648 ejerce una accidn sedativa
e inhibidora de espasmos y por lo tanto esta indi-

i
cado su uso en el tratamlentode diversos desbrde-
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nes peiquicos y neurdticos, por ejemplo periurba~
ciones del suefio.

Bl antibibtico Rhi 12-648 y sus deri-
vados antes indicados pueden ser usados, por ejem-
plo, en forma de preparaciones farmacéuticas. Bg~

tas contienen dichos compuestos en mezcla con un

‘soporte orgénico o inorgénico adecuado para apli-

carse en forma entdrica, parentérica o local. Con
este fin os posible usar materiales gque no reaccio-
nan con los compuestos nuevos y que son fislolbgi-
camente aceptables, por ejemplo, gelatina, lac—
tosa, almidén, estearato magnégico, talco, acei-
tes vegetales, alcoholes bencllicos, goma ardbica,
glicoles polislquilénicos, jalea de petréleo, co-
lesterina y otros soporites farmacduticos conoci-
dog. Ilas preparaciones farmacéuticas pueden, por
ejemplo,tener la forma de tabletas, grageas, pol~
vos, oremas, supositorios o emulsiones; pueden ser
esterilizadas y/o pueden contener adyuvantes, por
cjemplo agentes de conservacidn, estabilizacidn,
humsctaciédn o emulsificacidn. También pueden con-
tener otras substancias de valor terapdutico.

Por ldtanto, la presente invencidn
tembién proporciona composiclones farmacéuticas
que contlenen, ademis de un soporte fisioldgica-
mente aceptable, el antibidtico Rai 12-648 y/o
un derivado del mismo tal como ge indica en la
presente.

Bn los siguientes Ejemplos no limita-

tivos todas las temperaturas esbtén indicadas en
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EIRMPIO 1 ¢ Antibidtico Rhi 19-648

Se incubd una solucidn nutritiva te-

niendo un valor pH de aproximadamente 5.6 y conte-

niendos:
2 g de KH2P04

n
o2

de I.qgsq4 o T HyO

2 g de extracto-de malta, suministrado por
‘la Schweiz. Ferment A.G. .

2 g de peptona Cudahy
20 g de Cerelose Sandoz y

 agua desmineralizada hasta completar un litro,
en un fermentador de 10 litros (New Brunswick Coo,
New Brunswick, BE.UU., tipo P 314) con un cultivo
de le cepa 1440 y se agltd (300 revoluciones por
minuto) durante 120 horas a 272C mientras se introdu~
jo aire (10 litros de aire por minuto). Imego se fil-
trd la solucibn sobre filtro de jarabe, se extrajo
ol filtrado claro dos veces, cadae vez con & litros
de acetato etilico, a la temperatura ambiente, se
lavaron las fases orginicas combinadas con 5 litros
de agne destilada y se secaron sobre sulfato sbédi-
coe. Bl residuo gmarillo que quedd después de la
evaporacidn del disolvente en un evaporador rota-
torio a 352 y en un vacio,fué cromatografiado so-
bre una cantidad 35 veces mayor de gel de sflice
(erck 0.2-0.5 mm) mediante la cromatografia de
elucidn. Se desecharon las fracciones eluidas con
una mezcla de benceno/bencina (1:1) y luego con

cloroformo, se¢ colectaron las fracciones eluidas
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con cloroformo/metanol (995:1), se evapord el di-
solvente y se recrigtalizd el residuo dos veces de
acetons/pentano: antibibtico Rhi 12-648 en forma

de rosetas de cristal incoloras con un punto de fu-

gidn de 197-1992 (sin corregir).

BIEIMPIO 23 Bter di~0O-metflico del antibidtico Rni
12-6&80

Se afiadid un ligero exceso de solucidhn
etérea de diagometano a una solucibn de 100 mg de
Rhi 12-648 en 30 ml de éter dietilico y 1 ml de
metanol, a la temperatura ambienie. Después de 15
minutos, se evapordla solucidn hasta sequedad en
un vacfo y se recristalizd el residuo de acetona/
&ter diisopropilico. Eter di~O-metilico del anti-
bidtico Rhi 12-648: prismas incoloros con un pun-
to de fusidn de 18%-1899 (sin corregir),

EJEMPLO 3: D-O-acetato del antibidtico Rhi
12-648
8e calentaron 100 mg de Rhi 12-648

y 150 mg de acetato sbddico anhidro en 1.0 nl de an-
hidrido acédtico hasta 1002 durante una hora. Se
virtid la mezcla de la reaccidn enfrisda en 20 ml
de agua, se acldificd con 4cido acdtico glacial

v se exbrajo tres veces con el mismo volimen de
acetatq et{lico. Se evaporaron los extractos com-
binados hagta sequedad en un vacld y se recrista-
1izb el residuo de acetona/pentano: di~O-acetato
del antibiético Rhi 12-648: prismas incoloros con

un punto de fusibn de 190-192° (sin corregir).
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Descrita suficientemente la naturaleza del
invento, asi como la menera de realizarlo en la préotica
debe hacerse constar que les disposiciones anteriornente
indicadas son susceptibles de modificaciones de detalle
en cuanto no alteren su principio fundamental, Tambien
se hace constar qus este invento se refiere a una
Solicutud de Patente presentada en Suiza nf, 9165/63
de fecha 23 de julio de 1963 acogiéndose, por 1o tanto
g los beneficios que conceden los Convenios Internacio-
nales en vigor, siendo lo que constituye la esencia
del referido invento y por lo que se solicita Patente
de Invencidn por 20 afios en Espafias PROCEDIMIENTO PARA
LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS A PARTIR DE HONGOS DEL
GENERO RHIZOCTONIA", caracterizdndose por lo siguiente:

18,~- Procedimiento para la produccidén de
antibidticos & partir de hongos del género Rhizoctonia,
denominados Rhi 12-648, caracterizado porque se cultiva
une de las tres cepas S 1440, S 1476 y S 1484 del género
Rhizoctonia (Fungi imperfeeti), o una mutente de las
mismes, en une solucidn nutritive que contiene KH2P04 vy
Mgso4 como sales nminerales, y porque se alsla dicho
antibidtico de dicha solucidn.

28,- Procedimiento segin la reivindicacidn
18, caracterizado porque se lleva a cavo el cultivo
en un fermetador mientras se introduce aire u oxigeno
v se agite a una temperature de aproximadeamente 128 g

aproximadsmente 309C,

38,~ Procedimiento para la produccidn
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de antibioticos & partir de hongos del gémsro Rhi-~

zoetonia, tal y como quedsa sustancialmente descrito

en la presente lemoria,

Esta liemoria consta de dieciseis hojas

escritas a maquinaf por\una sola cara.
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