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E! presente !nvento se refiere e un procedi­
miento de preparación de !a fusafungine, caracteri­
zado por perfeccionamiento de tas tácnicas de fer­
mentación, de extrocción y de purificación de este 
producto.

La Fusafungine se ha descrito en ¡a Patente de 
tnvención francesa nS t.Í64.¡8!, y sus apt icaciones 
terapéuticas como antibiótico antiinf¡amatorio en ia 
patente especie! de medicamento francesa n8 ¡084 M.

E) emp!eo de este producto - aparte de ¡as de­
más vfas de apticeción posi b¡es — es part i cu!ármente 
interesante en ap¡icacionesi!oce¡es, en.¡as afecciones 
de ¡as vías respiratorias, de ¡a pie¡ y de ¡as muco­
sas, como por ejempto, rinitis, rinofaringitis, sinu­
sitis, bronquitis, ¡¡ages, óiceras infectadas, etc. 
ba)o forme de soiuciones nasa¡es, aerosoies, pomadas, 
etc.

E! producto obtenido y purificado según e¡ proce­
dimiento objeto de¡ invento posee un espectro de ac­
ción particuiarmente emptio y es activo en concentra­
ción debi! contra ¡a moyor parte de ¡os microorganis­
mos patógenos, teniendo a¡ mismo tiempo una acción anti— 
inf¡amatoria superior a ¡a de! acido aceti! saticfÜcA 

E¡ invento se refiere a un procedimiento de cu!- 
tivo en condiciones de aireación sumergida y de agi­
tación en medios consistentes en agua estóri! conte­
niendo une fuente de nitrógeno, una fuente de carbo­
no, un. fuente de sustancia de crecimiento, sates mi­
nera ¡es y uno o varios agentes temponadores.

La fuente de nitrógeno puede asegurarse por une30



o varías de tas siguientes sustancias incorporados 
at medio! extracto de tevadura, aminoácido, peptone, 
harina de garbanzos, harina de pescado, harina de 
soja, extractos soiubtes de maíz, extractos sotubtes 

5 de trigo, extractos de carne, urea, nitrato de amo­
nio.

Estos ingredientes, fácites de obtener en et co­
mercio en forma bruta, presenten !a ventaje de !levar 
además factores de crecimiento, as? como cantidades 

tO importantes de minera tes nutritivos.
Le aportación de carbono puede asegurarse por 

medio de hidratos de carbono en forma purificada y 
bajo forma de concentrado! sacarosa, me taza, etmidón 
sotubte, gtucosa, g.tucosa masó, geretose,mettosa, ga- 

!5 lactosa, fructosa, tectose*
La cantidad adecuada de estas fuentes de carbo­

no pare dar te mejor producción de fusafungina varfa 
de! 3a! 7% de! peso de! medio de fermentación.

Les sates minaretes se et!gen de manera que se 
20 introduzcan en e! medio dos o más de tos iones si- - 

guientes: ctoruro, fosfato, nitrato, su!feto, carbo­
nato, citrato, tartrato, sodio, potasio, amonio, cet— 
Cío, magnesio, zin, hierro, cobre*

Et pH de! medio de fermentación puede variar en 
23 grandes !imites entre 4,5 y 7, pero con preferencia 

de 5,5 a ó at principio de !a fermentación* Este pM 
se mantiene en tos !imites cohvenientes por adición 
de tas sustancias tamponadoras taies como! soiucio­
nes de fosfatos, citratos o tartretos.

30 La temperatura de fermentación puede variar de
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25^ a 33S C, pero es preferible operer e 29-308 C 
paro obtener un contenido elevado de antibiótico en 
el micelio por la fermentación.

La duración de la fermentación puede reducirse 
de manera notable asegurando uno oireoción de! cul­
tivo de! orden de 0 ,8  !/mm, de aire por litro de so­
lución nutriente y segurando igualmente una agita­
ción conveniente de le solución. Generalmente de bue­
nos resultados uno duración de 60 a 100 horas.

E! desarrollo dé! cultivo se hace efectuando co­
da 5 horas una toma de aproximadamente 1 lt.de caldo 
de fermentación y efectuando sobre esta tome una do­
sificación de! antibiótico. Esta dosificación se efec­
tuó por medio de! método de cromatografía sobre pa­
pe l* La fermentación sé interrumpe cuando el porcen­
taje de fusafunglna no aumente ye de manera sensible^

Pare mejor ilustrar este invento, damos a conti­
nuación, a tftulo no restrictivo, varios ejemplos 
de su aplicación.
Ejemplo 1.

En un matraz de 5 Its. de doble tubuladura - 
previsto uno de ellas para un enlace posterior o una 
fuente de aire estéril *< se preparan 2 Its. de medio 
con ia fórmula siguiente!

30

- Peptona
- Glucoso masé
- Nitrato de sodio
- Fosfato di potásico
- Sulfato de magnesio
- Cloruro de potasio

1%
3%
0,1% 
0,1% 
a, 05% 

0,05%
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— Agüe q.s.p.1 0 0

Se tapo cada abertura de! matraz con algodón 
y se esteriliza á$ medio pesándolo por !e autoclave 
durante 30 minutos a !20* C.- Se deje enfriar o 29- 

5 309 0 . y ge efectúa una toma de poco volumen pora !os
controles de esteri!idad y de pH, siendo este último 
cercano a 5.

Se extraen les esporas de la cepa de un culti­
vo inclinado sobre medio de gelosa con aguo destiló­

lo da previamente esterilizado para obtener una suspen­
sión conteniendo unes 600.000 esporas por em3+

Esto suspensión se utilizo pora sembrar el me­
dio citado.

Se hace Incuborre! contenido del matraz a 27*C.
15 La insufiación de aire estéril en el seno de

ifquido permite una agitación eficaz por braceo y una 
aportación constante de oxígeno.

Después de 55 horas de fermentación se transfie­
re el matraz, en condiciones asépticas, en un reactor 

20 metálico de una capacidad de 100 ltd., en el que se 
han preparado 60 !ts. de medio estéril de io fórmu­
la siguiente*

- Peptonas 0,5%
— Sacarosa 4%

25 — M!trato de amonio 0,5%
— Fosfato monopotasico 0, 1%
- Cioruro de potasio 0,05%
— Sulfato de magnesio 0,05%
- Sulfato férrico 0,002%

30 — Agua q.s.p. 100
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Se hace incubar el cultivo a une temperatura 
de 283 C, en el reactor, durante 60 horas.bajo agi­
tación mecánica y aireación constante# Se utiliza 
el caldo obtenido paro sembrar 600 !ts+ de medio es- 

5 teril preparado en un termentador metálico de 1.800 
!t$. con la siguiente composición!

- Sacarosa 5%
- Cere1 ose 0,5%
t Nitrato de amonio 1%

lO — Cloruro de sodio 0,3%
- Sulfato de magnesio 0,25%
- Cloruro de potasio 0,03%
- Aceite de manteca 0,1%

) - Agua q.s.p. 100%
15 Se hace incubar el cultivo durante 55 horas a

283 C en constante aireación forzada y agitación y 
se use el caldo de coi ti vo para sembrar ei medio de 
producción.

En un termentador de 12 m3 dotado de agitador 
20 conveniente, de doble pared pare la regulación de la 

temperatura, de un dispositivo apropiado pera le dis­
persión de! aire estéril, y, si es necesario, de un 
dispositivo de inyección automatice de antiespumoso 
estéril, se preporan 6 de medio nutriente, mez- 

25 ciando los siguientes ingredientes!
- Sacarosa 5,5%

< - Cerelose 0,5%
** Nitrato de amonio 1%
- Cloruro de sodio 0,3%

30 - Fosfato monopotesico 0,5%
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- Su!feto de magnesio 0,25%
- Agua g.s.p. 100%
Se esteri t iza e! medio ca!enténdo!o a i203 C 

durante 30 minutos y después se enfria a 302 0.
5 Se siembra y después se hace incubar durante

unas 50 horas, manteniendo !a temperatura a 302 C*
Durante todo e! tiempo de !e fermentación se man­

tiene una veiocidad de 90 revo!uciones por minuto y 
se introduce aire estéri! por !a parte inferior a ra- 

!0 zón de 4,8 m^ de aire por minuto, por medio de! dis­
positivo de dispersión.

Se interrumpe ia fermentación cuando e! consumo 
de hidratos de carbono etcanzo e! 90%.

Et contenido de fusafungina de! mosto de fermen- 
!5 tación es entonces una media de 0,5 a 0,8 g. por !i- 

tro.
Se fi!tra e! mosto fermentado por medio de fi!- 

tro prensa y se !eva e! contenido de !os bastidores 
con 2m3 de ogua, después se seca porciaimente !o tor- 

20 ta por insufieción de aire comprimido. A continua­
ción se seco e! miceÜo en estufe ven ti! oda durante 
30 horas a 70$ c después se seca y tritura*

Se obtienen 88 Kgs* de producto seco con un con­
tenido de 5,71% de fusafungina*

25 Se extrae a continuación e! producto bruto de
!a manera siguiente*

Se pone e! po!vo en suspensión en 836 !ts* de 
metano!, después se añaden 44 !ts. de tempón acético 
de pH 4,25 (0,05 M), se agito durante une hora a tem- 

30 peratúra ambiente, después se oree pare separar e!
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po!vo agotado de !a so!ución metano!!ce* Esta so!u-
c!on se trensfiere e un evaporados donde se reduce
su vo!umen a 200 !ts.

Se añaden 100 !ts. de hexano, después se víer-*
5 ten bajo agitación 200 !ts. de agua* Después de !5  

minutos de agitación, se deja reposar durante 30 mi­
nutos y se e!imina !a bese inferior.

€! extracto hexénico se agota pon tres veces con 
25 !ts. de une mezc !a de metano! y agua (en voturnen 

¡0 de 3 a 1). Le mezc!e metanó!ice se concentre ensegui­
da bajo presión reducida a !2,5 !ts. .Oespués de ia 
concentración se evapora e! metano!, aunque et conte­
nido de agua de! residuo se incrementa regu!ármente 
y así precipita !a fusafungina.

!5 A continuación, se concentra !e suspensión ob­
tenida en un matraz equipado con agitador resonte, 
despees se asegure !a agitación durante 48 horas a! 
baño de hie!o.

E! antibiótico se a!s!e en e! ücor medio por 
20 filtración con "buehner".

Se tava !a torto con 5 its. de mezc!o previa­
mente enfriada a 449 C de aicoho! metí!ico, en !a pro­
porción de 1 vo!umen para 2,5 de agua.

Oespués de! secado en una estufa a! vacio, se 
25 obtienen 2,805 Kgs. de producto bruto de co!or gris 

amariÜo.
Se sotubüiza e! producto bruto en !40 !ts.d$ 

aicoho! metí!ico anhidro no desnatura!izado, se eñe- 
den después 100 g* de negro deco!orante y un peso,

30 iguat a! peso de! negro, de un coadyuvante o !a fü-
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Se 0 9!4a durante 30 minutas.
Por filtración, se e!!m!na e! negro, e! coadyu­

vante a ia filtración y !os impurezas insoiubies. Se 
!ava !a torta con Í4 its. de aicoho! metí!ico.

Se coioca e¡ filtrado en un recipiente, después, 
bajo agitación, se vierten i entórnente 280 tts. de 
agua destiiedo previamente calentada a 709 C. Se de­
ja enfriar poco ó poco hasta unos 359 C. manteniendo 
una agitación iente.

Se favorece ia cristalización por ia edición de 
aigunos cris tei es de fusofungina pura, y después se 
agita todavía durante 12 horas.

Se deje reposar durante 48 horas a 4-49 C.
Se recogen !os crtsfeies de fusofungina pura 

por fMiración.
Se iave !a torta con Í0 its. de mezcla de mete- 

aoi-aguo (en voiumen de 1 a 2) refrigerada previa* 
mente a 449 C, y después con 20 iis. de agua desfija­
da.

Los cristales se secan en una estufa, a! vacío, 
a 409 C. Se obtienen 2,110 Kgs. de antibiótico puro.

Ei ejempjo precedente es, natureimente, suscep- 
tib!e de numerosas variaciones, tanto en ¡as condicio­
nes de fermentación como en !as de extracción y !es 
de put*if!cec ión. En efecto, ¡a soiubiiided de ia 
fusafungtna en agua es prácticamente nu!e, e! anti­
biótico se encuentra concentrado en e! miceiio, pero 
!a separación de éste úitimo por fiitración o por cen­
trifugación no es obiigotorta pare extraer e! princi-
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p!o activo.
Eiempío 2.

A un !itro de moato de fermentación, preparado 
según e! ejempío 1, se añaden, bajo agitación, 0,25 

5 íts. de aícoho! butfíico norma!, después se afuste
e! pH de ía mezcía a 4 (— 0,3) con i a ayuda de un áci 
do, se mantiene ía agitación durante 30 minutos o pM 
constante. Después de haber dejado reposar durante 2 

horas, se eíimina ía fose inferior.
!0 Se aisía a continuación ei miceÜo agotado de!

extracto butonóiico, por fiitración, en presencie de 
un coadyuvante ta! como superde!.

Se concentro enseguida ei extracto butonóiico 
bajo presión reducida hasta ía obtención de un ja- 

15 rabe viscoso de coíor amar i iío marrón, que ene iene 
e! antibiótico.

Se soíubiíiza e! jorobe en e! hexano, se some­
te a continuación !a so!ución obtenida a tres ex­
tracciones sucesivos, con ía ayude de un pequeño vo- 

20 íumen de uno mezcíe hidroeícohóiice no miscibie en 
e! hexano.

Reunidos ios extractos aícohóiicos, se redu­
ce a pequeño voíumen por empleo de vacio.

Eí antibiótico precipita bajo forma de un sóii- 
23 do amariiiento o medida que ía solución se empobre­

ce en a!cohoi.
La precipitación de Ía fusofungina es máxima 

después de ía reducción a 1/5 de! voÍumen inicia! y* 
prácticamente tota! después deí paso de 48 horas a 

30 449 C.



i

5

10

15

20

25

30

Se recoge el antibiótico en estado "bruto" por 
filtración y después se seca ai vacío.
Ejemplo 3.

Se regule a 6,5 el pH de un mosto de fermenta­
ción preparado según el ejemplo 1 y se le agote con 
la ayuda de metilisobutilcotona o metiletilcetona.

Se separa el extracto cetónico y se le concen­
tra hasta la obtención de un "jarabe" que se purifi­
ca como se ha descrito en el ejemplo 1.
Ejemplo 4.

Se agota ei mosto obtenido según el ejemplo 1, 
a pH 9 en un medio de acetato de etilo o de acetato 
de ami lo.

Se separe ei disolvente orgánico, se lava por 
medio de una solución tampón de pH 4,25 (tampón ace­
tato), y se concentra hasta la obtención de un "ja** 
rebe" que se purifica como se describe en el ekempjo 1.

Ejemplo 5.
Se puede retener el antibiótico, por filtración 

del mosto de fermentación, sin modificación previa 
del pH, con e! miceiio en ia torta de! filtro, lo que 
permite eliminar le mayor parte de las impurezas.so­
lubles en el filtrado.

No es indispensable le adición de un cuerpo que 
facHite lo filtración.

Se lava la torta, después se seca en estufa ven­
tilada y después se tritura muy finamente.

Se extrae 1a materia activa utilizando uno o 
varias de los siguientes disolventes t acetato de 
etilo, acetato de butilo, alcohol metílico, alcohol
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etü ico, alcohol isopropftico, aicoho! n-butíiico, 
acetona, metí!et!festone, metiiísobutiieetona, oxi­
do de etiio, óxido de isopropiio, óxido de butiio, 
benceno, metí teño, dicioroetano, tricioroetiieno,

5 piridina, etc.
Todos estos disolventes disueiven !a fusafun- 

gírta aunque aigunos más seiectivomente, y deja" en 
i a torta residuoÍ uno porte mes o menos grande de 
Íes impurezas.

iO Le torta agotada se e!imine por filtración, y e
concentra e! fÜtrado en poco voiórnen.

$e soiubiiiza e! concentrado siruposo obtenido 
en ei bexeno o en éter de petróieo, después se pro­
cede a io extracción dei principio activo por medio 

!5 de una mezeia h t drome teñó i i ca, como se he descrito 
en el ejemplo 1.

N O T A
Se reivindican como propios y nuevos para que 

sean objeto de una Patente dé invención en España# ' 
20 por veinte oños, reivindicándose !á prioridad dé i a 

Patente depositada en Gran Breteñe ei 25 de febrero 
de i.963, bajo el n2 75i6/63, ios puntos siguientes!

1.— Procedimiento de preparación de io fuseg 
fungine, de propiedades antibióticos y antUnf lame- 

25 torios, caracterizado porque
a) ie duración de ta fermentación en cuitivo 

profundo se reduce una quinta parte en virtud de! 
empieo de un sistema de aireación dei orden de o, 8 

its./min. de aire por iitro de solución nutriente y 
30 de un sistema de agitación apropiado.
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b) se empleen medios de cultivo con pH varia­

ble de 4,5 o 7 asegurado.por sustancias temponedo- 
ras tales como soluciones de fosfatos, cI tratos o 
tartrotos.

2. - Procedimiento de preparación de la fusa- 
fungí na, caracterizado porque se emplean en él di­
solventes orgánicos, tales comot metano!, metí latí! 
cetona, acetato de etilo o hexano, que permiten efec­
tuar ¡o extracción a la temperatura ambiente*

3. - Procedimiento de preparación de la fuso- 
funglna, caracterizado porque se concentra e! ex­
tracto en poco volumen bajo presión reducida, se 
disuelve e! concentrado en un hldroc-erburo Infe?- 
rlor líquido, se somáte !a solución obtenido o !o 
extracción por une mezclo hldroalcohóllca y se eli­
mina el alcohol por destilación en vacio ocasionan­
do la precipitación del producto bruto.

4. - Procedimiento de preparación de !a fusa-
fungí na, caracterizado porque se purifica e! produc­
to bruto por contreextrocclón de una solución en un 
hidrocarburo por una mezcla d^metanq! y agua, seguida 
de una cristalización por adición de agua.

5. - PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE LA FUSÂ . 
FUNGINA.

Todo conforme se describe en la memoria que an-
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