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MEMORIA DESCRIPTIVA

DE

PATENTE DE INVENCION

EN

ESPARA

por veinle anos

alavorde Société Anonyme BIOFARMA

con domicilio en f;lEU l.LLY—SUR-SE INE (Seine)francia,4,Rue De-
€au. - - . . .
de nacionalidad Francess

Per PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DB LA FUSAFUNGINA,

Sr. Jacques SERVIER.

de ia que es inventor,

Reivindicdndose ls prioridad de la Patente deposi=
tads en Gran Bretafis el 25 de Febrero de 1.963 be-
jo el n2 7516/63. .
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El presente Invento se refiere & un procedi-
miento de preparacién de les Fusafungine, csracteri-
zedo por perfeccionamiento de los t&cnices de fer-
mentacidn, de extreccidn y de purificeciédn de este
producto, .

Le Fusofungins se ho descrito en la Petente de
tnveﬁciéh francesa n® 1.164.18l, y sus aplicaciones
*erapéuf?cas como sntibidtico entiinflamatorio en la
patente especial de medicemento frencess ne 1084 M.

El empleo de este producto = gparte de las de~
mds vfas de aplicacién posibles = es particulermente
inieres§n+é en splicacionesalocsles, en.las afecciones
de las vias respiratoriss, de ls piel y de las muco-
ses, como por efemplo, rinitis, rinoferingitis, sinu-
sitis, bronquitis, llagas, Glceras infectadss, etc.
bajo forms de soluciones nasales, seroscles, pomades,
etc. )

El producto obtenido y purificado segin el proce=
dimiento objeto del invento posee un espectro de oc-
cidn particul srmente amplio y es active en concentra=-
cidn débil contrs la moyor porte de los microorgenis—
mos patdgenos, *eniendo sl mismo tiempo uns accidn enti-
Inflematorie superior o ls del 3cido acetil salicflico

El invento se refiere & un procedimiento de cul=
tivo en condiciones de alreacidén sumergide y de agi-
tecion en medios consistentes en agus estéril conte-
niendo une fuente de nitrégeno, une fuente de corbo-
ne, ung fuente de sustancis de crecimiento, salés mi-
nerales y uno o varios agentes tamponadores.

Lo fuente de nitrégeno puede asegurarse por una
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o variss de las siguientes sustencies incorporadss
al medio: extracto de levadure, eminoscido, peptons,
haring de gorbgnzo.,:hariné de pescado, harins de
sojo, extractos solubles de meiz, extractos solubles
de trigo, extractos de cerne, ures, nitrsto de amo-
nio.

Estos ingredientes, faciles de obtener en el co-

mercio en forma bruts, presenten ls ventsjes de llever

sdemds factores de crecimiento, asi como cantidsdes
importsntes de minerales nutritivos.

Ls sportscidn de. carbono puede. asegurarse por
mgdio.de hidratos de cerbono en forms .purificads y.
bajo forﬁa de concentredo: sacerosa, melazs, elmidén
soluble, glucoss, glucoss masé, gereloss,msltoss, go-
lactose, fructoss, lactosse’

La centidad adecuads de estas fuentes de carbo-
no-pars dar ls mejor produccidn de fusafungina varfa
del 3 al 7% del peso del medio de fermentecidn.

Las sales minerales se eligen de maners. que se
introduzcen en el medio dos o mds de los iones: si- -
gulentes: cloéuro, fosfato, nifra%o,'sulfaio;'canbo--
nato, citrsto, tertreto, sodio, potssio, smonio, cele=.
cio, magnesio, zln, hierro, cobre.

El pH del medio de ferme?facién puede vgriar en
grandes lfmites entre 4,5 y 7, pero.con preferencis-
de 5,5 a 6 al principlo de la fermentacidn. Este pH
se mantiene en los |{mites cohvenientes por adicidn
de las sustonciss temponadoras tales como: solucio- -
nes de. fosfetos, citratos o tartratos. .

Le tempersturs de fermentacidn puede varisr de

-
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252 g 332 C, pero es preferible operer s 29-302 C
pdba obtener un contenido elevado de antibiético en
el micelio por ls fermentacidn,

Ls durecidon de |la fermentacidn puede reducirse -
de moners notasble asegursndo uns airescidn del cui-
tivo del orden de 0,8 |/mm, de sire por litro de so=-
lucidn nutriente y segurendo fgualmente une agite- -
cién conveniente de la solucidn. Genersimente do bue~’
nos résulfadOs_unq duracién de 60 & 100 horas.

El desarrollo del cultivo se hace efectuando co=
35 5 horas uns toma de sproximsdsmente 1 lt.de caldo
de fermentscién y efectusndo sobre ests toms une do-
sificocién del sntibidtico. Este dosificecidn se efec-

t8o por medio del método de crbmafogrbffo sobre po-

pels La fermentacién se interrumpe cusndo el porcen=

taje de fusafunging no suments ye de maners sensibles
Pars mejor ilustrar este invento, damos s conti=

nuabfén, a t{tulo no restrictivo, verios ejemplos

de su'ap!icacién.

Ejemplo 1. -

En un matrez de 5 lts. de doble tubuladire

-

previste uns de ellas para un enlsce posterior a uns -
fuente de aire estéril = se prepsrsn 2 lts. de medio

con la férmule siguiente:

- Peptons - : : 1% -
- Glucose masé - ‘ - 3%
- Nitrato de sodic : 0,1%
= Fosfeto dipotdsico - ‘ 0,1%‘ .
- Sulfeto de magnesio - - - ' 0,05%

= Cloruro de potesio - - - 0,05%

- "‘L,}( .,
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Se tops cade sberturs del metraz con algodén
y se esterilizo ¢} medio pesdndolo por ls sutocleve
durante 30 minutos o 1208 C.= Se dejs enfrisr o 29-
302 C. y se efectla una toms de poco vallmen para los
controles de esterilidad y. de pH, siendo este Gltimo
cerceno a 5.

‘Se extroen les espores de ls ceps de un culti~
vo inclinsdo sobre medio de geloss con ague destile~
de previamente esterilizeds:pere obiener uns suspen--
sidn conteniendo unes 600.000 esporess por cm3.

Este suspensidn se utillze pare sembrer el me-
dio ¢itado.

Se hece Incuber-el contenido del matraz o 279C.

. Lea insuflacidn de sire estéril en el seno de
lfquido permite uns agitecidn eficaz por braceo y uns
aéoriacfén constante de oxfgeno.

Después de 55 hores de fermentacidn se transfie~
re el metrez, en condiciones asépticas, en un resctor
metdlico de uns copacidad de 100 ltd., en el que se
han preparadp 60 lts. de medio estéril de ls férmu~

la siguientes

— T

- Peptonas 0,5%
- Sacoross 4%

- Nitrato de emonio 0,5%
- Fosfoto monopotdsico 0, 1%
= Cloruro de potasio 0,05%
= Sulfato de magnesio 0,05%
- Sulfato férrico 0,002%
- Agua q»Sepe 100
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Se hace incubsr el cu %%:vo s uns +emperaiuru

-de 282 C, en el reactor, durante 60 horas.bsjo agi=

tacién mecdnica y sireacidn consfanfe. Se utilize
el coldo obfenxdo pore sembrar 600 l+se de medio es~

téril preparado en un fermen*ador metdlico de 1.800

lts. con ls siguiente composicidns

- Sacarcss 5%
7'Cerelosa ‘ 0, 5%

if Nitrato de amonio 1%

= Cloruro de sodio = 0,3%

- Sulfato de magnésio 0,25%
= Cloruro de potasio 0,03%
- Aceite de mantecs  ' - 0,1%

= Agua qeS-Pe 100%

Se hace incubar el éulf{vo.duranfe 55'horo§ 5

282 C en constente aireacién forzéao y agitacidn y
se'usé el caldo de cultivo pare sembrar el medio de
produccidne |

" En un fermentedor de 12 m3 dotedo de agitador
conveniente, de doble pered psre la regulacién de ls
tempersturs, de un dispositivo spropiado pers ls dis=
persidn del aire estéril, y, si es necesario, de un
dispositivo de inyeccidn sutomdtice de antlespumoso
esféfflk se preporsn 6 m° de medic nutriente, mez=

clando los siQuien+es Ingredientess

- Secaross 5,5%
- Cerelosa : 0,5%
- Ni+ro+o de amonio 1%

- Clofqro de sodio = 4 0,3%
~ Fosfato monopotdsico 'CLS%

Va,

—_
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~ Sulfato de megnesio = 0,25%

- Ague ' qes.p.  100%

Se esterilizs el medio calentdndolo o 1202 C
durante 30 minutos y despuds se enfria a 302 C.

Se siembrs y después se hsce incubar durente
unas 60 horas, manteniendo lo temperatura s 302 C.

Durante todo el tiempo de lg fermeniacién’se man-
tiene une velocidad de 90 revoluciones por minuto y
se introduce aire estéril por ls parte inferior & ro-
26n de 4,8 m3 de sire por minuto, por medio del dis=
positivo de dispersién.

Se interrumpe lo fermentacidn cuando el consumo
de hidratos de carbono slcanze el 90%.

El contenido de fusafungine del mosto de fermen-
tacidn es entonces uns media de 0,5 53 0,8 g. por li-
tro. :

Se filtra el mosto fermentado por medio de fil=
tro prensa y se levae el contenido de los bastidores
con 2m3 de ogua, después se seco porciclimente la tor=-
t+a por insuflscibn de sire comprimido. A continua~
cién se seca el micelio en estufe ventilade durente
30 horas & 702 C después-se seca y tritura.

Se obtienen 88 Kgs. de producto seco con un con-
tenido de' 5,71% de fusafungine.

Se extrae & continuacidn el producto bruto de
la manera sigu!en*e; _

Se pone el polvo en suspensidn en 836 lis. de
metanol, después se sfaden 44 lts. de tempdn acético
de pH 4,25 (0,05 M), se ogite durante uns hora s tem-

peraoturs embiente, despuds se ores pars seporor el

.
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polvo agotado de la solucidn metendlica. Esta solu-
cidn se transfiere s un evsporador donde se reduce
su volumen o 200 l+s.

3¢ afiaden 100 lis. de hexano, despues se vier-
ten bsjo egitecion 200 lts. de agua. Después de 15
minutos de agitacién, se dejs reposar durente 30 mi-
nutos y se elimins |5 bsse inferior.

El extracto hexénico se sgots por tres veces con
25 lts« de uno mezcls de metanol y agus (en volumen
de 3 o 1). Lo mezcle metandlica se concentrs ensequi-
de bajo presidn reducida s 12,5 lts. .Después de lo
concentracidn se evapore el metanol, adnque el conte~
nido de agus del resfduo se Increments regulsrmente
y asi precipita la fusafungina.

A continuacidn, se concentrs la suspensidn ob=
?enidd en un matraz equipedo con agitador resente,
despfes se asequrs le agitecidn durante 48 horas al
bafio de hielo.

El antibidtico se aisle en el licor medio por
filtracidn con "buchner®, ‘

Se lsve la torte con 5 lts. de mezclo previe-
mente enfrieds e +42 C de alcohol metflico, en la pro=
porcidn de 1 yolumeh para 2;5 de agus.

Después del secado en una estufs ol vacio, se
obtienen 2,805 Kgs. de producto bruto de color gris
amarillo,

.Se solubilize el producto bruto en 140 lts.de
alcohol metflico enhidro no desnefuralizodo,'se afio=
den- después 100 g. de negro decolorsnte y un peso,

Tgual sl peso del negro, de un coasdyuvante s ls fil-

i
P
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-Se agita durente 30 minutose.

Por filtracién, se elimina el negro, el coadyu-
vente a la filtroclén y las impurezes insolubles. Se
love la torta con 14 lts. de slcohol metflicos

" Se coloce el filtrado en un reciplente, después,
bajo agitsecidn, se vierten lentemente 280 Its. de
ogue destilode previemente calentada o 702 C. Se de-
je enfriar éoco'a poco hasts unos 352 C. manteniendo
uns agitacion lents. | ‘

Se fovorece ls cristalizacidn por la adicidn de
algunos cristales de fusofungine purs, y después se
agite todsvls durante 12 hores..

Se dejs reposar durante 48 horas s 442 C.

Se recogen los cristales de fusafungfﬁa pure
por filtracién, .

_ . Se leve lo torte con 10 ltsi de mezcla de meto-
mol-agus (en vollmen de 1 & 2) refrigerads previe~
mente o +42 C, y después con 20 lts. de sgus destile-
doe ’

Los cristales se secan en uns estufe, sl vaclo,
o 402 C, Se obtienen 2,110 Kgs. de antibid+ice PUroe

El ejemplo precedente és, natursimente, suscep~
tible de numeroses variaciones, tanto en lgs condicie-
nes de fermentocion como en les de extraccidn y los
de putificec 1én. En efecto, ls solubilidad de 1s
fusefungine en agus es pricticemente nula, el onti=
bidtico se encuentrs concentrado en el micelio, pero
lo separacidn de éste Gltimo por filtracidn o por cen=

trifugecidn no es obligetoris pare extraer el princie=

¥

"
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Ejemplo 2, ’ .

A un litro de mosto de fermentacidn, prepsrado
segin el ejemplo 1, se sfisden, bajo agitacién, 0,25
it5. de alcohol butilico normsl, después se ojuste
el pH de 15 mezcls » 4 (t 0,3) con ls ayuds de un dci=
do, se montiené lo agitecidn dursnte 30 minutos a pH
constante. Después de haber dejado reposar dursnte 2
horss, se climine la fase inferior.

Se aisla & continuacidn el micelio sgotado del
extrecto butanbdlico, por filtracidn, en presencis de
un cosdyuvente tol como supercel,

Se éoncenfre enseguids el extracto butandlico
bajo presidn reducids hests la obtencidn de un jo-
rebe viscoso de color amarilic merrén, que enciems
el antibistico.

.Se solubiliza el jersbe en el hexsno, se some-
te a continuacidn ls solucién obtenide a tres ex-
trecciones sucesivas, con la syuds de un pequefio vo-
lumen de une mezcle hidroalcohélice no miscible en
el hexsno. ,

Reunidos los extractos alcohélicos,’se redu-
ce s pequeﬁo'volumen por empleo de vacio.

" El sntibidtico precipits bajo forma de un séli-
do smorillento o medide que ls soluciédn se empobre-
ce en'élcohol;

Le precipitecidn de lo fusefungine es maxime
despuds de la reduccidn & 1/5 del volumen Inicial vy,
practicemente total después del psso de 48 horas o

+4e ¢,

ey

i
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Se recoge el antibidtico en estado "bruto® por
filtracién y después se seca al vacfo.
Ejemplo 3.

Se regule & 6,5 el pH de un mosto de fermente-
cidn preparado segin el efemplo 1 y se le agota-con
le syuda de metilisobutilcetons o metiletilcetons.

Se separe el extracto cetdnico y se le concen=
tra hasts la obtencién de un "jarabe! que se purifi-
ce como se ha descrito en el §jemplo‘;.

Ejemplo 4. ) ,

Se ogots el mosto obtenido segin el ejemplo 1,
e pH 9 en un medio de acetsto de'efilo o de scetsto
de amilo.

| Se sepsra el disclvente orgénicp, se levs por
medfo de una solucidn tampdn de pH 4,25 (tempdn ace-
tsto), y se concenirs hssts ls obtencidn de un "}e-
fabe" que se purifice como se describe en el ek;mpjo Te

Ejemplo S«

Se puede retener el ontibidtico, por filtracién
del mosto de fermentacidn, sin modificacién previa
del pH, con el micello en la torte del filtro, lo que
permite eliminar lo moyor perte de los impurezes. so=
lubles en el filfrado;

No es indispensable la sdiclén de un cuerpo que
.féciliie ls fil?raciSn;

Se lavs la torte, después se secs en estufs ven-
tilade y después se tritura muy finsmente.

Se extrse lo materis active utilizendo uno o
verios de los siguientes disolventes ¢+ acetato de

etilo, scetato de butilo, alcohol metflico, alcohol

e



o 2

(5

e .

1o

I5

20

25

-12 -

296533

etilice, slcohol isopropflico, slecohol n=butilico,

acetons, metiletilcetons, mefilfsobufilcefone, oxi=

do de etilo, &xido de isopropllo, 6xido de butilo,

benceno, meffleno, dicloroetono, tricloroetilenog,
piriding, etc.

Todos estos disolventes disvelven la fusafun-
aina aunque algunos mds selectivemente, y dejon en
ls torts residus! une perte mds o menos grande de
les impurezes. '

" . Ls torts agotaeds se elimine por filtracidn, y e
conceﬁfrq el filtrado en poco vollmen.

Se solubilize el concentrado siruposo obtenido
en el hexano o en éter de petrdleo, después se pro=
cede a lo extraccidn de! principio activo por medio
de una mezcla hidrometandlics, como se ha descrito’
en el.ejemplo 1,

N O T A

Se reivindican como propios y nuevos pare que
sean objeto de una Patente dé Invencién en Espaiis,
por veinte ofios, reivindicindose ls priorided de-ls
Pstente depositeds en Gran Bretofie el 25 de Febrero’
de 1.963, bojo el n2 ;5l6/63, los puntos sigﬁiedfesf

 1e=.Procedimiento de'preparacién de la fusew
fungine, de propiedades antibléticas y sntlinflame~
torias, caracterizado porque

8) le duracidn de la fermentacidn en cultivo
profundo se reduce une quints parte en virtud del
empleo de un sistems de oirescidn del orden de o,8
lts./min. de aire por litro de solucidn nutriente y

de un sistems de sgitacidn apropiado.

|
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b) sQ emp|een medios de cultive con pH varie=
ble de 4,5 o ; asegurado por sustencias temponedo=
ras toles como soluciones de fosfotos, citratos ©
tartratos. '

2.—'Procedimien?o‘de preparacidn de la fuse=
fungine, ceracterizsdo porque se emplean en él di-
solventes organicos, tales comot metenol, metiletil
cetonas, scetato de etilo ¢ hexano, que permiten efec—
tuer lo extreccidén o lo temperaturs smbiente.

3¢= Procedimiento de preparscidn de ls fuso-
fungins, ceracterizado porque se concentrs el ex-
tracto en poco volimen bajo presién reducide, se
disvelve el concentrado en un hidroc-arburo infe~ .
rior 1fquido, se somete la solucién obtenido o lo
extraccién por uns mezcle hidroslcohdlice y se eli~
mino el slcohol por destilacidn en vacio ocesionan=
do ls precipitacidn del producto bruto.

4.- Procedimiento de preparscidn de e fuse-
fungina, ceracterizedo porque se purifice el produce
to bruto por contrsextreccidn de uns solucidn en un
hidrocerburo por uns mezclo dgmetonol y egue, segulds
de uns cristelizacidn por odicidn de aguee

5.~ PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE LA FUSA-
FUNGINA. o -

Todo conforme se describe en le memorie que an-
iécede, y se reivindica en su Notes

Ests memoris conste ‘de trece hojes foliedas y
e;cri?as & mdquina por uhg sola caras

Madrid,/17\de Fabrero de 1.964,
P. A. de Spciét® Anonyme BIOFARMA’
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