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MEMORIA DESCRIPTIVA

Bxtracto de la exposicidn

El antibidtico rapamicina es producible cultivan~
do Streptomyces hygroscopicus NRRL 5491 en un medio nutri-
tivo acuoso. la rapamicina tiene propiedades antifungosas.
Se exponen métodos para su preparacién y empleo.

Fundamento del invento

a) Ambito del invento )
Este invento se refiere a un antibidtico, a una

nueva composicibén de materia llamada rapamicina y a un pro-

cedimiento para su preparacibn.
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b) Descripcién de la priciice anterior

El antibidtico de este invento se distingue fi-
cilmente de los compuestos de la prdctica anterior pertene
cientes a su clase por su profunda actividad antifungosa
¥ por su Indice relativamente bajo de toxicidad.

Mds explicitamente, el espectro ultravioleta de

la rapamicina, aquf representado, indica gque este compdés—

to pertenece a la clase de los antibidéticos conocidos como
antibidticos tridénicos. En esta clase particular existen
dnicamente cinco compuestos de 10s que se haya informado an
tes. Ia trienina (A. Aszalos y col.; J. Antibiotics, 21,

611 —1968~).es un antibidtico triénico de sctividad anti-
tumoral, que tambiédn muestra actividad marcada contra los
organismos grampositivos y actividad sélo marginel contra
las razas de ggggigg.‘El trieno antifungoso comunicado por
J.J. Armstrong y col., Nature; 206, 399 (1965) y la mico-
trienina comunicada por C.Coronelli y col., J. Antibiotics,
gg; 329 (1967) son probablemente idénticos. Ambos tienen eg
caga actividad antifungosa (CIM contra C,. Albicans: 5 micro
gramos/cc) y gran toxicidad (DL5O en los ratones: 15 ng/kg).
Los dos antibidticos ?estantes.ZTa resistafilina, S. Aezaiva
v col., J.An‘aib:’gotlcg, 24, 393 (1971), y'la. proticina, G.
Nesemann y col., Naturwissenschaften, 59, 81 (1972)7, se

distinguen ficilmente del compuesto de este invento por ma-

nifestar actividad antibacteriana sin ninguna actividad an-

tifungosa.

Breve resumen del invento

Da rapamicina es un compuesto quimico que puede

producirse cultivando en un medio nutritivo acuoso un orga-



10,

15.

20,

25.

419160

nismo productor de rapamicina. El compuesto tiene la pro-
piedad de afectar adversamente el crecimiento de los hon-

gos; por ejemplo, de Candida albicans_y‘Microsporum gypseun.

En consecuencia, la rapemicina puede usarse para lmpedir el
crecimiento o reducir el nimero, de ciertos hongos en diver-
sos ambientos.

El organismo productor de rapamicina utilizado pa

ra este invento, Streptomyces hygroscopicus NRRL 5491, se

obtuvo de terrenos de Easter Island y muestras de él han si
do,depositadas sin restricciones en la Northern Utilization
and Research Division,Agricultural Research Service, U.S.
Department of Agriculture, Peoria, Illinois, Estados Unidos.
Debe entenderse que este invento no se limita al
uso del organismo particular aqui descrito, sino que inclu-
ye variantes y mutantes obtenidos por seleccidn natural o
por tratamien?o del microorganismo (por ejemplo, con rayos
ulﬁravioletas, rayos X, N—metil—N'Tnitro-N-nitroso-guanidi
na, cloruro de manganeso; alecanfor, mostazas nitrogenadas,
etc.), lo mismo que los poliploides de los diversos nutantes.

El Streptomyces hygroscopicus NRRL 5491 se desa~

rrolla abundantemente en los medios de cultivo empleados de
ordinario para cultivar otros organismos del wismo género.
Es capaz de crecer a temperaturas entre 20 y 352C, pero pre
ferentemente alrededor de 282C, en agar de'Czapek, glucosa-
-asparagina-agar, glicerol-asparagina—agar, almiddén-agar y
peptona-buey-agar. Adends, el orggnismo ge desarrolla muy
bien en extracto de levadura-agar, extracto de maltafagar,
almidén-sales inorgdnicas-agar, harina de avena-agar, hari-

na de avena—tomate-agar y agar de Bennel. Sobre las tajadas
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de patata no existe micelio nérec, pero el crecimiento del
substrato estd b%en desarrollsdo y es de color de ante. En
todos los medios, el crecimiento aéreo es al principio blan
¢o ¥y luego grisécgo con manchas negras. Los espordforos sue
len ser compactos, formando una espiral de més de 10 espo-
ras. El crecimiento del substrato es de color amarillo cla
ro hasta casi incolo;o ¥ en algunos medios pardo pélido:
En ocasiones se produce un pigmento amarillento. ELl orga-
nismo es negaﬁivo al st ¥y a la melamina. -

Ia utilizacifén de los hidratos de carbono por el

Streptomyces hysroscopicus NRRL 5491 se estudid en agar pa-

ra la utilizacidén de carbono (medio 9 del ISP) segin el pro
cedimiento estandarizado por el International Streptomyces
Project (ISP). .

Log hidratos de carbono mejor utilizados fueron
la D-glucosa, el inositol, la D-~fructosa y el D-manitol;
hidratos de’carbono menos bien utilizados fueron la ramnosa,
la rafinosa, la xilosa, el alnidén y la arabinosa. Hidratos
de carbono no utilizados fueron la sacarosa ¥y la celulosa.

~ Los requisitos ambientales ¥ nutricios para la

fermentacidn del S?rentomyces hygroscopicus NRRL 5491 son

semejantes a 1los que se precisan para la produccidn de an~
tibidticos por medio de otros microorganisnos aerobios. Asi,
la aerobiosis puede ser sostenida en un medio mutricio 1i-
quido inoculado con un cultivo estéril que se haya incubado
en matraces deposiﬁados en mdquinas sacudidoras. Para la
produccibn industrial, pueden utilizarcze en su lugar depb~
sitos metdlicos con aireacidén interna y agitacidn mediante

paletas. Ia rapamicina se produce tembién por cultivo su-
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perficial. El microorganismo necesita como elementos nutri-
tivos carbono asimilable y substancias orgdnicas nitrogena-
dag. Ia presencia de sales minerales es deseable. El culti~
wo se efectia de la mejor manera cugndo el pH inicial del
terreno de cultivo se halla entre 6,5 y 7,5, ¥ el pH éptimo
gira alrededor de 6,8-7,3.

Las fuentes utilizables de carbono asimilable pa-
ra la produccidn del antibidtico son nuy d%versas, y entre
ellas me incluye los azidcares (por gjemplo, glucoga, D-fruc
tosa? D-manitol, maltosa, arabinosa, ramnosa, rafinosa, xi-
losa, etc.), la dextrina, almidones de d@versos tipos de ori
gen, el glicerol (y otros polialcoholes), el quinositol y
las grasacs animale§ y vegetales, lo mismo que los ésteres
respectivos. Las fuentes de nitrdégeno orgdnico asimilable
que estimulan activamente el crecimiento y favorecen la pro
duceidn de la rapamicina son substancias tales como la hari-
na de soja, la harina de algoddn y otras harinas vegetales
(integrales o parcial o totalmente désgrasadgs), harinas de
carne o vigceras animales, diversas peptonas, hidrolizados
de caseina, h%dro}izados de soja, hidrolizados de levadura,
lactoalbﬁming, glutinas de +trigo, ?esiduos golubles de los
destiladores, maceraciones de maiz, melazas, urea y amino-
4cidos. ]

Debenlincluirse, en concgntraciones ap?Opiadas,
sales minerales, como los cloruros,; los nit?atos, los sulfa--
tos, los carbonatos y los fosfatos de sodio, de potasio, de
gmonio y de calcio. El terreno nutritivo ereria contener

ung serie de oligoelementos como magnesio, hierro, mangane-

S0 y zinc.
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E1l inbculo del ferreno citado para la fermenta-
cidn se proporciona con un cultive inelinado, fresco, de

Streptomyces higroscopicus.

En las condiciones que se¢ han descrito y con la
temperatura de cultivo de unos 20 a 3520 (de preferencia,
alrededor de 252C), se obtiene en los depésitos la produc-
cifn méxima de rapamicina en unos 2 a unos 8 dias. -

Tuego puede emplearse una diversidad de métodos

para el aislamiento y la purificacidn de la rapamicinaj; por

ejemplo, extraccidén con disolventes, cromatografia de par-

tieidn, cromatografia de gel de silice, digtribucidn de 1i-

quido-liquido en ua aparato Craig y cristalizacién a partir
de disolventes. Para la recuperacién comercial se prefieren
los métodos de extraccidn con disolventie, porgue consumen
menos tiempo y resultan menos caros.
En términos generales, puede decirse que la ra-

pamicina esrcosechable por uno de 1los nédtodos siguientess -

a) La mezcla de fermentacidn se extrae con un disol-
vente précticamente inmiscible con el agua; de preferencia,
un alcanol inferior, como el n~butanol, el n~pentanol o la
mezcla comercial de pentanoles conocida como "Pentasol" o
el n-hexanol; o bien con un alcanoato inferior de alquilo

inferior pricticamente inmiscible con el agua, como el ace-

tato de etilo, el acetato de butilo, el acetato de amilo o

la mezcla asequible en el comercio de acetatos de amiloj o
bien con un hidrocarburo alifdtico halogenado précticamente
imiscible con el agua, como el cloroformo, el dicloruro de
metileno o el dicloroetano. Los extractos se secan y se con-

centran bejo presidén reducida, para oblener un residuo oleg
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S0 gue a su vez se exlrae con un disolventelmiscible con

el agua, de preferencia un aglcanol inferior, como el metanol

0 el etanol. Los extractos Ultimamente citados se filtran

por tierra de diatomiceas ("Celite") y el filtrado se con-
T centra bajo preesibn reducida; para obtener un residuo oleo-

80 que contiene rapamicina bruta.

b) Ta mezcla de fermentacién se filtra por una capa
de tierra de diatomdceas ("Celite") y la torta de filtro
que contiene el micelio se extrae de la manera que se des-

10,4 cribe en ¢). El filtrado, o sea la mezcla de fermentacién
desprovista del micelio, se extrae varias veces con un di-
solvente précticamegte inmiscible con el agua (por ejemplo.
un alcanol inferior, un alcanoato inferior de alquilo in-
ferior o un hidrocarburo alifdtico halogenado como los que

15. se han dado por ejemplos en la seccidn a). Los extractos
se secan y se concentran bajo presibn reducida, para obte-
ner un residuo oleoso que se extrae con un disolvente mis-
cible con el agua (de preferencia, un alcanol inferior, co-
mo el metanol o el etanol). Los extractos dltimamente cita-

20. dos se tratan de la misma manera que Se ha descrito en a),
para obtener un residuo oleoso que contiene rapamicine bru-
ta.

c) Se separa de la mezcla de fermentacidn el mice-
lio y se extrae gste con un disolvente aproplado miscible

25. con el agua (de preferencia, un alcanol inferior, como el
metanol o el etanol). Se concentra el extracto por evapo-
racidn hasta la fase acuosa, que a su vez se extrae con un
disolvente précticamente inmiscible con el agua (como un

alcanoato inferior de alquilo inferior, un hidrocarburo ali
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fético halogenado o un alcanol inferior précticamente immis
cible con el agua, tal como se ha descrito antes, o bien
un hidrocarburo aromidtico, como el benceno o el tolueno).
El G1ltimo extracto se evapora bajo presibn reducida para .
obtener un residuo oleoso que contiene rapamicina bruta.

La rapamicina bruta obtenida por cualquiera de
los procesos descritos en las secciones a), b) 6 ¢) se pu~
rifica luego por una diversidad de nétodos, tales como,
por ejemplo, los que se han descrito antes. Los métodos
preferidos incluyen la absorcidén de la rapamicina bruta so
bre un absorbente (por ejemplo, carbén o gel de sflice) a
partir de una solucidn en un primer disolvente préacticgmen
te apolar, seguida por elucidn con un segundo disolvente
mis polar que el primero.

Detalles del invento

La rapamicina es Gtil como agente antifungoso

contra una serie de hongos patdgenos; por ejemplo, Candida

glbicans y otras especies de Candida, Microsporum gypseum,

Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus sp. ¥ Sporotri-

chum sp.
Ta actividad inhibidora de la rapamicina es es-

pecialmente marcada contra Candida albicans, ¥y este Ultimo

organismo puede usarse con ventaja para fines de ensayo.
La actividad antifungosa de este compuesto es
demostrable en las pruebas estandarizadas que se ubllizan
para esta finalidads por ejemplo, en las pruebas descritas
en "Antiseptics, Disinfectants, Fungicides and Steriliza~
tion", G.F, Reddish, editor, 28 edicidn, Lea and Febiger,

Filadelfia, 1957, o por D.C. Grove y W.A. Randall en "Assay
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Methods of Antibiotics", Med. Encycl. Inc., Nueva York
1955. ‘

Cuando el antibiético de este invento se emplea
cowo agente antifungoso en los animales de sangre caliente
(por ejemplo, las ratas), se le puede utilizar solo o en
combinacién con vehiculos aceptables farmacéuticamente,
cuya proporcidn se determina de acuerdo con la solubilidad
y la naturaleza quimica del compuesto, la via elegida para
la administracién y la préctica bioldgica normal. Por ejem
plo, puede administrarse por via oral una cantided antifun
gosamento ofices del antibidtico en forga s6lida que con-
tenga excipientes tales como el almiddn, el azlcar, cier-
tos tipos de arcilla, etc. Del mismo modo, puede adminis-
trarse también por via oral dicha cantidad en forma de so-
luciones o suspensiones o bien puede inyectarse el antibid
tico por via parcnteral. Para la administracibn parenteral,
el antibidtico pucde utilizarse en forma de una solucidn
0 suspensidn estériles que coﬁtengan otros solutos o agen-
‘tes suspensores; por ejemplo, suficiente solucién salina o
suficiente glucosa para hacer la solucibn isotdénica, sales
biliares, acacia, gelatina, monooleato de sorbitan, poli-
sorbato 80 (oleato-8steres de sorbitol y sus anhidridos,
copolimerizados con éxido de etileno), etc.

Ta dosis de este antibidtico variari segin la
forma de admigistracidn y el compuesto particular que se
elija. Ademds, variard segin el sujeto particular en trata-
miento. Por lo gemeral, el tratamiento se inicia con dosis
pequefias, mucho menores que la dosis Sptima del compuesto.

Tuego se awmenta la dosis por pequefios incrementos hasta
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llegar al efecto (ptimc en las circungtancias dadas. Por
lo general, el compuesic de este imvento se adminisira lo
més deseablemente en un nivel de concentracién que propor=-

cione generalmente resultados antifungosamente eficaces
sin causar ningin efecto secundario nocivo o deletéreo y
de preferencia en un nivel que se halle en un intervale de
1,0 mg aprQXimadamente a 250 mg aproximadamente por Kg’&
por dia, aunque, como se ha indicado antes, son posibles
variaciones. No obstante; para lograr resultados eficaces
se emplea lo més deseablemente un nivel de dogificacién en 1
la escala de 10 mg aproximadamente a 100 mg aproximadamen-—
te por kg y vor dia.

Este agente puede emplearse ademds tbpicamente.

Pars la aplicacidn ﬁdpica; se le puede formular en forma de

soluciones, cremas o lociones en vehfculos farmacéuticamen—

te aceptables que contengan de 0,1 a 5%, y preferentemente

2%, del agente, y la aplicacidn tépica puede realizerse en
la zona infectada de la plel.

Ta rapamicina puede usarse también para limpiar
y desinfectar eqyipo de laboratorio, ins?rumentos quirﬁpgi—
cog, locales cerrados o salas de duchag, protegiéndolos de
los organismos fungosos sensibles. Para tales fines se pre-
fiere usar soluciones de 0,1 a 10% de ?apamicina en un alca-
nol inferior (de preferencia, metanol), dilgidas con 10 a
100 volUmenes de agua que contengan de 0,001 a 0,1% de agen
te tensioactivo no ibnico (por ejemplo, polisorbato 80 de
la Farmacopea Norteamericana) inmediatemente antes de apli
carlas a los objetos que hayan de limplarse y desinfectar-

S€e
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Preparacidn
En una modalidad preferida de este invento, la
rapamicina se prepara de la manera giguientes
Se carga un fermentador apropiado con ferreno de
5 produccidn 8RMI (véase el Ejemplo 1). Despuds de la esterili-
zacidn y el enfriamiento, se inocula el terreno con una pri-

mers fase de preparacidén de indculo de Streptomyces hygros-

copicus.
En la mezcla de fermentacidén se alcanza un titulo
10, néximo de 20 a 100 microgramos/cc del antibidtico al cabo

de 2 a 8 dfas, y de ordinario al cabo de unos 5 dias, segin

determinacidn por el método "cup-plate" y con Candida albicans

como organismo de cnsayo. El micelio se cosecha por filira-
cibn con tierra de diatomdceas. Iuego se extrae del mice-
15. lio la rapam%cina con un disolvente miscidle con el agua
(por ejemplo, un alcanol inferior, de preferencia metanol o
etanol). A continuacibn se concentra'este Gltimo extracto,
de preferencia bajo presidn reducida, y la fase acuosa re-
sultante se extrae con un disolvente immiscible on el agua.
20, Un disolvente immiscible en el agua que se prefiere para es
te fin es el diclorurq de metileno, aunque pueden usarse
tambidn el cloroformo, el tetracloruro de carbono, el bence-
no, el n-butanol y si@ilares. Concentrandg, de preferencia
bajo presién reducida, el dltimo extracto, sme obtiene el pro
25, ducto bruto en forma de un aceite. El producto puede purifi
carse todavia mds por una diversidad de métodos. Entre los
métodos de purificacién preferidos existe el de disolver el
producto bru?o en un primer disolvente prdcticamente apolar

(por ejemplo, &ter de petrdleo o hexano) y tratar la solu-
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cidn resultante con un absorbenie apropiado (por ejemplo,
carbln o gel de silice) para que 21 antibiético quede absor
bido en el absorbente. Iuego se separa el absorbente ¥y se
lava o eluye con un segundo disolvente mds polar que el pfi
mero (por ejemplo, acetato de etilo, dicloruro de metileno
0 una meszcla, preferida, de dicloruro de metileno y éter).
Ta concentracidn consecutiva de las lavezas 0 el eluatofﬁrg
porciona rapamicina esencialmente pura. Se obliene ulterior
purificacidén mediante precipitacidn parcial con un disol-

vente apolar (por ejemplo, éter de petrdleo, hexano, penta~

‘no, ete.) a partir de una solucidn de la rapamicina en un

disolvente més polar (por ejemplo, éter, acetato de etilo,
benceno, etc.)., Todavia se obtiene ulterior purificacidn me
diante cromatografia en columne, de preferencia empleando

gel de silice, y mediante cristalizacidn de la rapamicina

en éter,
Caracterizacién
a) La rapamicina purificada es wn compuesto cristali

no incoloro, de punto de fusidn 183~1859C después de recrig
talizacidn a partir de éter;

b) Ta rapamicing es soluble en éter, cloroformo, ace
tona, metanol y dimetilformaemida; muy escasamente soluble

en hexano y éter de petrdleo; y fundamentalmente bien solu-

. ble en aguaj;

c) la rapamicina muestra una mancha uniforme en las
placas de capa delgada de gel de silice G (B, Merck A.G.,
de Darmstadt) reveladas con una diversidad de sistemas de
disolventes para cromatografia de capa delgada; por ejemplo,

éter-hexano 40:60 (Rf = 0,42), alcohol isopropilico~benceno
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15:85 (Rf = C,5) y etanol-benceno 20:80 (Rf = 0,43);
) la rapamicina obtenida de cuatro tandas sucesivas
de fermentacidn did los valores sigulentes en andlisis ele-

mentales repetidos:

o o PROMEDIO
C% 67? 24? 66314? 67;26, 66;72. 66;84
B% 8,93, 8,72, 8,92, 8,9. 8,84
N%& 1,39, 1,37, 1,28, 1,38. 1,37
e) Ia rapamicine muestra los méximos de absorcidn

caracteristicos siguientes en su espectro de absorcidn ul-

travioleta (etanol al 95%):

267 m (E}Z’m 417), 217 mm (E}%Cm 541) y 288 mm (E}%cm 416);
£) el espectro de absorcidn de infrarrojo de la ra-

pamicina en cloroformo, reproducido en la figura 1, muestra

bandag de absorcidn caracter{sticas en 3560, 3430, 1730,

1705 y 16301610 cn™ ',

Otras bandas de absorcidn de infrarrojo estdn ca-
racterizadas por los datos siguientes, expresados en centi-
metros reciprocos, con (s) denotando una banda de intensi-
dad fuerte, (m) denotando una banda de intensidad media y
(w) denotando una handa de intensidad débil. Esta clasifi-
cacidn se ha establecido arbitrariamente de manera que una
banda se degigna como fuerte, (s), si su absorcidén de pico.
es mayor @e 2/3 del fondo en la misma regidén; como mediana,
(m); si su pico se halla entre 1/3 y 2/3 del fondo en la
misma regidn; y como débil (w); si su pico es menor de 1/3

del fondo en la misma regidn.
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2990 cn~! (m) 1158 om”™

2955 cn™! (s) 1129 o™ (s)
2919 cn™! (s) 1080 em™1 (s)
2858 cn™! (s) 1060 en~! (s)
281'5 en~! (m) 1040 co™! (m)
1440 cn~1 (s) 1020 en™! (m)
1365 cen™! () 978 en™! (s)
1316 cn™! (m) 905 en™1 (m)
%272 en”! () 888 en™! (w)
1'178 en™! (s) 866 cn™1 (w)

g) el egpectro de resonancia megnética miclear de la

rgpamicina en deuterocloroformo es el que se reproduce en
la figura 2;
h) la concentracidn inhibidora minima de la rapami-

cina para diversos microorganismos es la siguientes

Organi emos (ut omogramony/ce)
Candida albicans (5 razas) 0.02 a 0.1
C. catenulata < 0.1
C. lipolytica 2,5
C. stellatoidea < 0.1
C. tropicalis 0,1
C. pseudtropicalis > 5.0
C. parapsilogis < 0.1
C. morrera (O.j
C. intermedia <041
M. seum 1245

T, mentagrophytes > 1000
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i) la repamicina muestra una Dlg, (intraperitoneal-
mente en el ratén) de 597.3 % 28,1 mg/kg y una DIgy (per
08 en el ratén) de > 2500 ng/keg.

En estudios de proteccidn, se infectaron ratones
por inyeccién endovenosa de C. albicang ATCC 11651. Al cabo d
de 1, 4 y 24 horas de la infeccibn, se administraron a los
ratones 10 mg/kg (por via subcutdnea) de rapamicina. 4 esta
dosis, el 504 de los ratones resultaron protegidos. El tra-
temiento con 25 mg/kg (por via subcuténea) proporcioné pro-
teccidén completa. Cuando la rapemicina se administrd por via
oral, a 10 mg/kg 4 de cada 10 ratones sobrevivieron y a
25 mg/kg se observ$ proteccidén completa.

Una susPegsién (0,2 cc) al 1% de rapamicina en
agua que contenfa 1,5% de polisorbato 80 (Tween 80) no causd
irritacidn al ser inyectada intradéﬁmnamgnﬁe en la oresja de
un conejo. Del mismo modo, dos gotag de una suspensidn al

0,5%, aplicadag al ojo de un conejo, no causaron irritacidn

ninguna . _ .
El ejemplo que sigue contribuye a ilustrar este
invento.
BJRIPTO 1
Microorganismo

El Str@ntomyoes hygroscopicug NRRL 5491 se hizo

crecer y se mantuvo en cultivos inclinados dg harina de ave
na-pasta de ?oma?e—agar (T.G. Pridham y colt, Antibiotic
Annual 1956-1957, Medical Encyclopedia Inc., Nueva York,
pdg. 947) y en frascos de Roux que contenfan el mismo terre-
no. Se obtuvo buen crecimiento después de 7 dias de incuba-

cién a 182C, Se barrieron las esporas de un frasco de Roux
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y se las suspendid en 50 cc de agua destilada estéril. Es-
ta suspensidn se utilizd pars inocular el inéeulo de prime-
ra fase.

El terreno para el indculo de primera fase consis 7
ti§ en caldo de'Emgrson (R.L. Emerson y col., J. Bacteriol,
52, 357 =1946-), 9,4%; peptona, 0,4%; c%oruro.sddico, 0,25%;
extracto de levadura, 0,1%; y glucosa, 1%; pH, 7,0; 1osr;
frascos que contenian el terreno anterior se inocularon con
1% de la suspensi@n de esporas descrito antes. Los frascos
inoculados se incubaron a 289C durante 30 horas en una sa-~
cudidora reciprocativa ajustada a 65 rpm. (carrera de 4 pul
gadas).

Fase de produccidn

La fase de produccién se realigé en fermentadores
de 250 litros New Brunswick modelo F-250, equipados con sis-
toma automdtico de adicibn de antiespumante y dispositivo
regulador-registrador del pH. Se cargaron los fermeniadores
con 160 litros de un terreno de produccién acuoso (8 RHI)

constituido por los ingredientes siguientes:

almidbn soluble 1,0 %
(NH, ) 580, 0,5 %
KoHEO, 0,5 %
glucosa (Cerelose) 1,5 %
Mgs0, 0,025 %
Zns0, 0,005 %
MnS0, 0,001 %
Feso4.7H20 0,002 %
CaC0y 0,2 %

melaza "Blackstrap" 0,5 %
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caseina hidrolizada (N%-Caze,
de la Sheffield Chamical,de '
Norwich, Nueva York) 0,5 %
aceite de lardo (Iarex n? 1,
de la Swift Canadian Co., .
de TorQEto) 0,2 %
pH 7,7 a 7,3
Se §sterilizaron los fermentadores a 1212C duran-
te 45 minutos, se enfriaron y se inocularon con un frasgco
(2% de inécu;o) de indculo de la primera fase. Temperaturs
de inCubaciégz 28905 ventilacidn: 0,5 volumen/volumen/miny
to; agitacibn: 250 r.p.m. )
Se'alcanzé en cinco dfas un ti{tulo de unos 20 mi-
crogramos/cc, determinado por ensayo microbioldégico en pla

cas de agar sembradas con Candids albicans. En egte momento

se detuvo la fermentaciodn.
La extraccidn y el aislamiento del antibidtico se

realizaron por uno de los métodos sigulentes:
Bxtraccidn

a) Se extrajo la mezcla de fermentacidn por dos ve-
ces con 1 v/v de n-butanol y los extractos butanélicos, com
binados, se lavaron con 1 v/v de agua, se secaron con sul-
fato sddico a?hidro y se evaporaron hasta sequedad bajo pre
gién reducida, 1o que did un residuo. Se extrajo el residuo
0leoso tres‘veces con dos litros de metanol y los extractos
metandlicos, combinados, se pasaron por fierra de diatomd-
ceas ("Celite") y se evaporaron hasta sequedad, lo que dié

un residuo oleoso que contenia rapamicina bruta.

b) Se filtrd la mezcla de fermentacidn en tierra de
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diatomdceas (f"Celite") y el filitrado se extrajo dos veces
con 1 v/v de acetato de etilo. Los extractos de acetato de
etilo se lavaron con 1 volumen de agua, Se secaron con sul-
fato sédico anhidro y se evaporarcn bajo presifn reducida,
hasta sequgdado Bl residuo se extrajo dos wveceg con 1 litro
de metanol, y 1o§ extractos metanélicgs se evaporarcn bajo
presién reducida, 1o que proporciond un residuo oleoso!Aue
contenia rapamicina bruta.

c) " Se lavé con 1 a 2 volimenes de agua el micelio ob
tenido tal como se ha descrito en la sgccién b). ELl micelio
lavado se extrajo tres veces con 5 volUmenes de metanol por
peso de micelio himedo cada vez y los extractos metandlicos
se centrifugaron y concentraron bajo presidn reducida hasta
pequeio volumen de una fase acuosa que contenfa alrededcr
de 10% v/v de metanol. Ests fase acuosa se extrajo tres ve-
ces con 1 volumen de cloruro de metileno y los extractos de
cloruro de metileno se combinaron, se secaron con sulfato
sédico aphidro y se evaporaron, lo que dié un residuc oleo-
S0, )

El residuo oleoso se diluyd con 1 volumen de éter
de petrdleo y se afiadié 30% peso/volumen de carbén (Darco
G60). Se ggité la mezgla por media hora y se la filtr@. El
caibén, que retfenfa fundamentalmente todo el producto, fué
lavado dos veces con un volumen de éter de petrdleo y eluido
tres veces con 5 volumenes (respecto al peso del carbén) de
una mezcla de cloruro de metileno y éter (50:50). Los ex-—
tractos @e cloruro de metileno y éter se evaporaron hasta
sequedad, y el residuo se disolvid en un poco de éter. El

producto bruto se obltuvo por precipitacién a partir de la
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solucibn etérea con éfer de petrileo frio.
Alternativamente, el residuo oleoso obtenido por
cualquiera de los procesos de extraccidn que se han deseri-
%o antes se diluyé con 1 volumen de hexano y se hizo pasar
por una columna preparatoria de gel de silice G. EL produc-
to se adsorbié en la columna. El gel de s{lice G que conte-
nfa el producto adsorbido se lavd con varios volimenes de
hexano y mezclas 50:50 de hexano-éter. De la columna, el
producto se e;uyé con éter. El eluente etéreo se evaporé

hasta pequefio volumen y, precipitando de la sclucidn etérea

con &ter de petrdleo frio, se obtuvo producto bruto.

Purificacidn

El producto bruto menciocnado antes se purificd
todavia por cromatografia en columna de gel de silice G
Merck (5031 peso/volumen) en hexano-éter (50:50). De la co-
lumna, el producto se eluyd con éter, y el eluato etérev se
evaporé hasta pequefio volumen. Con éter de petrdleo se pre-
cipité rapamicina purificada. Ias muestras analiticas se
prepararon por crigtalizacidn a partir de éter; punto de
fusidn, 183-1852C,

REIVINDICACIONES

Descrito el objeto del prgsente invento, se de-
claran nuevas y de propia invencién,_lgs giguientes reivin-
dicaciones con priorided de la solicitud de patente esta-
dounidense serial n? 293.699 del 29 de septiembre de 1972.

1.~ Un procedimiento para la preparacién de ra-

pamicina, caracherizado por cultivarse Strepiomyces hygrog-

copicug NRRL 54971 en un terreno nutritivo acuoso que con-

tiene una fuente de carbono y nitrdgeno asimilables y sales



de fermentacidn exista actividad antifungosa substancial

por la produccifn de rapamicina, y aislarse la rapamicina
de dicha mezcla de fermentacidn.

I 2.f‘ Un procedimiento como se define en la rei-
vindicacifn 1, caracterizado por efectuarse el cultivo a
tempera tura en la escala de 20 a 3582C y con un pH inicial
entre 6,5 y 7,5.

3.~' Un procedimiento como se define en la rei-
10, vindiéacién 1, caraclerizado por efectuarse el aisglamiento de
de la rapamicina por extraccidn de la mezcla de fermenta-
cidn con un disolvente practicamente immiscible con el agua,
concentracién del extracto asi obtenido, para obtener un
residuo, gx?racci6n del residuo con un digolvente miscible
15. con el agua, filtracidn de este Ultimo extracto, concentra-
cibn del filtrado y purificacién de la rapamicina bruka.asi
obtenida.,
4.—' Un procedimiento como se define en la rei-
vindicacifn 3, caracterizado por efectuarse la purificacidn
20. de la rapamicina bruta por disolucién de dicha rapamicina
bruta en un primer disolvente esencilalmente apolar y trata-
miento de la solucién resultante con un absorbente, separa-
cidn del absorbente, elucidn de la rapamicina del absorben=—
te con un segundo disolvente, mds polar que el primero, ¥
25 concentracibn del eluato.
5.- Un procedimiento como se define en la rei-
vindicacién 1, caracterizado en que el aislamiento de la
rapamicina S0 efectla separando el micelio de la mezcla de

fermentacidn, extrayendo la mezcla de fermentacidn exenta
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de micelio con un disolvente inmiscible con el agua, con-
centrando el extracto asi cbienido, para obtener un resi-
duo, extrayendo el residuo con un disolvente miscible con
el agua, filtrando este Ultimo extracto, concentrando el
filtrado y purificando la rapamicina asi obienida.
6.~’ Un procedimiento como se define en la rei-
vindicacibn 5, caracterizado en que la purificacién de la
rapamicina brute se efectia disolviendo dicha rapamicina
bruta en un primer disolvente esencialmente apolar y tra-
tando la solucién resultante con un absorbente, separando
el absorbente, eluyendo la rapamicina del absorbente con un

gsegundo disolvente, mds polar que el primero, ¥y concentrando

el eluato.

7-—4 Un procedimiento como se define en la rei-
vindicacifn 1, caracterizado en gue el aislamiento de la ra-
pamicina se efectda separando el micelio de la mezcla de
fermentacifn, extrayendo el micelio con un digolvente mis-
cible con el agua, concentrando el exﬁracto.asi obtenido
hasta la fase acuosa, extrayendo la fase acuosa con un Gisol
vente immiscible con el agua, concent:ando este Gltimo ex-
tracto y purificando la rapamicina bruta asi obténida.

8.~ Un procedimiento como se define en la rei-
vindicacién 7, caracterizado en que la purificacidn de la
rapamicina bruta se efectia disolviendo dicha rapamicins
bruta en wn primer~discﬁvente esencialmente apolar y tratan-
do la solucibn resultante con un absorbente, separando el ab
sqrbente, eluyen@o la rapamicina del absorbente con un se-

gundo disolvente, méds polar que el primero, ¥y concentrando

el eluato.



9.~ Un procedimiento para la presparacidn de -
rapamicina.
Seglin se describe y reivindica en la presente me-
moria descriptiva, que consta de 23 hojas foliadas y escri=-
56 tas a miquina por una sola de sus caras.
Madrid, a 28 de Septiembre de 1973

Do 8o JAIME ISERN

MIA
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