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Fremgangsmate for fremstilling av anti-
inflammatorisk og antibiotisk virkende
fusafungin.

Poreliggende oppfinnelse angdr en fremgangsmdte for fremstilling
av antiinflammatorisk og antibiotisk virkende fusafungin ved
submers dyrking av Fusarium lateritium Wr (CBS 119.63) i et vanlig
neringsmedium under lufttilférsel ved 25-3300, fortrinnsvis 29~
300C,_ved en pH~verdi mellom 4,5 og 7,0 fortrinnsvis p& omtrent
6,5, og pafdlgende ekstrahering av det dannede antibiotikum ved
hjelp av organiske 1gsningsmidler.,




121390

Det smregne ved fremgangsmiten i henhold til oppfinnelsen er at
luften tilféres i en mengde pa 0,7 til 0,9 liter luft pr. minutt
pr. liter dyrkingsmedium,

Pusafungien er beskrevet i fransk patentskrift 1.164,181 og dets
terapuetiske anvendelse som antiinflammatorisk antibiotikum er
beskrevet i det franske medikamentpatentskrift (BSM) 1084 M,

Den tidligere kjente fremgangsmiate for fremstilling av fusafungin
hadde den mangel at utbyttende var forholdsvis smd og at gjzrings-
tiden var lang. Fremgangsmdten i henhold til den foreliggende
oppfinnelse fremviser ikke disse mangler.

Ved fremgangsmédten i henhold til oppfinnelsen kan utbyttet i for-~
hold til den tidligere kjente fremgangsmdte Skes med 500-600%,
idet samtidig gjeringstiden nedsettes fra tidligere 6-10dscgn til
omtrent 60-70 timer., Ved den foreliggende fremgangsmite erholdes
derf'or i det samme tidsrom tilnzrmet den tyvedobbelte mengde av
fusafungin i forhold til fremgangsmdten beskrevet i det franske )
patentskrift 1.164,181. Denne overraskende forbedring oppnis bare
i det angitte omrdde, og allerede en variasjon pa 0,1‘1. luft pr.
minutt pr. liter medium i hver retning resulterer i en reduksjon
av utbyttet til nesten det halve. I den vedfoyde figur vises
avhengigheten av fusafungindannelsen i avhengighet av tilfort
luftmengde. De svrige betingelser tilsvarer betingelsene i henhold
til det nevnte franske patentskrift,

Bortsétt fra andre mulige anvendélser, har fusafungin szrlig verdi
ved lokal anvendelse ved affeksjoner i luftveiene, huden og mucosa,
f.eks. ved rhinitis, rhinopharyngitis, sinusitis, bronchitis,

sdny infierte ulcera o.1., i form av nasalldsninger, aerosoler,
pomader o.l.

Fusafungin har et szrlig bredt virkningsspektrum og er i svake

. konsentrasjoner virksom overfor de fleste patogene mikroorganis-
mer, samtidig som det ogsd har en anti-inflammatorisk virkning
som er acetylsalicylsyre overlegen,
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Dyrkingen foregdr under submerse betingelser under lufting og
bevegelse i medier hvor det sterile vann inneholder en nitrogen=
kilde, en karbonkilde, en kilde for vekstsubstanser, mineralsalter
og en eller flere pufferforbindelser, Nitrogentilforselen kan
sikres ved at det i mediet anbringes en eller flere av fbigende
substanser: gjzrekstrakt, aminosyrer, peptoner, fiskemel, soya-
mel, lgselige maisekstrdter, loselige melekstrakter, kjottekstra-
ter, urinstoff, ammoniumnitrat.

Disse bestanddeler, som er lett tilgjengelige i rad form, har den
fordel at de ogsd tilforer spor av vekstfaktorer samt betrakte-
lige mengder nzringsmineraler.

Tilforselen av karbon kan skje i form av karbohydrater i renset -
eller konsentrert form, ved hjelp av fdlgende substanser:

saccarose, melasse, loselig stivelse, glucose, glucosekonsentra-
ter, gerelose, maltose, galactose, fructose, lactose,

De optimale mengder av disse karbonkilder svinger fra 3 til 7
vekt% av dyrkingsmediet.

Mineralsaltene velges slik at mediet tllfores to eller flere av
folgende icner: klorid, fosfat, nitrat, sulfat, karbonat, citrat,
tartrat, natrium, kalium, ammonium, kalsium, magnesium, sink,
jern, kopper.

Dyrkingsmediets pH-verdi kan variere innenfor relativt vide
grenser, mellom 4,5 og 7, men bor 1 hvert fall ved begynnelsen
av dyrkingen fortrinnsvis ligge mellom 5,5 og 6. Denne pH-verdi
opprettholdes ved tilsetning av puffer-substanser, f.eks. 1osni-
nger av fosfater, citrater eller tartrater.

Dyrkingstemperaturen kan variere fra 25 til 3300 for 4 oppnd et
hoyere antibiotikuminnhold i det mycel som dannes under dyrkingen.

Dyrkingstiden kan reduseres betraktelig nir det 1 henhold til opp-
finnelsen foretas en gjennomlufting av mediet med 0,7-0,9 liter
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luft pr. min., pr. liter nzringsltsning og ved at losningen
holdes i bevegelse. Fn dyrkingstid pd 60 til 70 timer gir 1
alminnelighet gode resultater,

Utviklingen av kulturen overvikes ved at man hver femte time tar
ut en prsove pd ca. 1 liter dyrkingslosning til antibiotikumbe-
stemmelse. Denne bestemmelse foretas papirkromatografisk.
Dyrkingen avbrytes nir fusafungininnholdet ikke lenger tiltar
merkhart. '

EKSEMPEL 1
I en 5-liters tohalset kolbe, hvor den ene hals er beregnet til

& forbindes med en steril luftkilde, fremstilles et medium pd
2 liter etter folgende oppskrift:

Pepton ‘ 1 %
Glucosekonsentrat 3 %
Natriumnitrat 0,1 %
Dikalium_fosfat 0,1 %
Magnesiumsulfat 0,05 %
Kalium;klorid 0,05 %
Vann til 100 %

Begge kolbedpningene proppes med bomull, hvorﬁé mediet sterili-
seres ved at det anbringes i en autoklav i 30 min. ved 120°¢.
Btter avkjoling til 29—3000 uttas en liten volumdel for & kon-
trollere at 1l&sningen er steril -og for & kontrollere at pH-verdien
ligger i nazrheten av 5. ‘

Sporer av stammen fra en skridkultur pd agarmedium suspenderes i
destillert vann, som p& forhdnd er sterilisert, for at det skal
oppnds en suspensjon som inneholder ca. 600 000 sporer pr. cm3.

Denne suspensjon benyttes til poding av det forannevnte medium,
nvorpd kolbeinnholdet inkuberes ved 27°C. ‘
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Innblasingen av steril luft i vesken gjdr det mulig & holde
vesken 1 omrdrt tilstand og bevirker en konstant tilforsel av
oksygen. '

Etter fermentering i 55 timer overfdres kolbeinnholdet under
aseptiske betingelser til en 100-liters reaksjonsbeholder av me-
tall, hvor det p& forhand er anbragt 60 liter av et sterilt
medium som er fremstilt etter fdlgende resept:

Pepton 0,5 %
Saccarose 4 %
Ammoniumnitrat 0,5 %
Monokaliumfosfat 0,1 %
Kaliumklorid 0,05 %
Magnesiumsulfat 0,05 %
Ferrisulfat 0,002 %
Vann til 100 %

Kulturen inkuberes i 60 timer ved en temperatur pa 28° i reak-
sjonsbeholderen under mekanisk roring eller rysting og under
konstant lufting. Den resulterende buljong benyttes  til poding
av 600 liter sterilt medium som er fremstilt i en 180081iters
metallbeholder og har folgende sammensetning:

Saccarose 5 %
Cerelose 0,5 %
Ammoniumnitrat 1 %
Natriumklorid 0,3 %
Magnesiumsulfat 0,25 %
Kaliumklorid 0,03 %
smultolje 0,1 %
Vann til 100 %

Kulturen inkuberes deretter 55 timeér ved 28°C idet det opprett-
holdes en konstant kraftig lufting og bevegelse, hvorpad kultur-
16sningen benyttes til poding av produksjonsmediet.
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anordning, dobbeltkappe for regulering av temeraturen, en passende
anordning til fordeling av steril luft og en innretning som
automatisk sproyter inn sterilt antiskum-middel dersom dette

I en dyrkingsbeholder pd 12 m”® som er forsynt med en egnet rére-

skulle vere nodvendig, fremstilles 6 m3 nzringsmedium ved at
folgende bestapddeler blandes:

Saccarose 5,5 %
Cerelose 0,5 %
Ammoniumnitrat 1 %
Natriumklorid 0,3 %
Monokaliumfosfat 0,5 %
Magnesiumsulfat 0,25 %
Vann til 100 %

Mediet steriliseres ved oppvarming i 30 min. til 12000, hvorpd det
avkjoles til 30°C. Mediet podes og inkuberes deretter i 60 timer
ved 30°C. Under hele dyrkingstiden foretas roring med en hastig-
het p8 20-%0 omdreininger/min., samtidig som det i beholderens
nedre del tilfdres steril luft i en mengde p& 4,8 3 pr. min,

\

gjennom fordelingsanordningen.

Dyrkingen avbrytes nidr 90% av karbohydratene er forbrukt. Fusa-
fungininnholdet i fermenteringsldsningen utgjor da i gjennom-
snitt 0,5-0,8 g pr. liter,

Dyrkingslosningen filtreres gjennom en filterpresse og innholdet
i rammene vaskes med 2 n3 vann,'hvorpé kakene delvis tdrkes ved
innblasing av komprimert luft. Mycelet blir deretter tsrket i 30
timer ved 70°C i en ovn med tvangsmessig luftsirkulasjon og der-
pi oppmalt, Herved oppnds 88 kg tort produkt med et innhold pi
5,71% fusafungin, R&produktet blir deretter ekstrahert pi
folgende mate: '

Pulveret suspenderes i 836 liter metanol,. tilsettes Wi+ liter
eddikksyrepuffer‘med pH %,25-(0,05 molar) og omrdres en time ved.
- verelsestemperatur. For & fraskille det ekstraherte pulver suges
metanol-ldsningen av, hvorpd den overfsres til en fordamper hvor
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den inndampes til 200 liter. Deretter tilsettes 100 liter
heksan og senere under roring 200 liter vann. Etter roring i
15 min., stilles det hele i ro i 30 min., f6r den nedre fase fjernes.

Heksanekstrakten ekstraheres tre ganger, hver gang med 25 liter

metanol~vann~blanding (3:1 volumdeler)., Metanolblandingen inn-

dampes deretter under redusert trykk til 12,5 liter. Under inn-
dunstingen fordamper me tanolen slik at vanninnholdet i 1dsningen
regelmessig tiltar, hvorved fusafunginet utfelles.

Den resulterende suspensjon overfdres deretter til en kolbe, som
er forsynt med en avstrykningsrosrer, og omrsres 48 timer i et
isbad. Antiblotikumet isoleres fra morluten ved filtrering gjennam
en Blchner-trakt.

Filterkaken vaskes deretter med 5 liter av en blanding av metyl-
alkohol og vann (1:2,5 volumdeler) som pd forhind er avkjolt til
4°c.

Etter torking i et vakuumtdrkeskap oppnds 2,805 kg rédprodukt av
gragul farve.

Raproduktet 1ldses i 140 liter vannfri, ikke denaturert metyl-
alkohol og tilsettes deretter 100 g aktivt kull og 100 g filter-
hjelpemiddel. Etter omrdring i 30 min. fjernes aktivkullet,
filterhjelpemidlet og de uldselige forurensninger ved filtrering.
Filterkaken vaskes med 1k liter metylalkohol,

Filtratet overfores til en beholder hvor det under roring langsomt
tilsettes 200 liter destillert vann som pd forhind er oppvarmet
til 7OOC. Under fortsatt langsom rdring avkjoles forsiktig til

" ca. 35°C. Krystalliserimgen utldses ved tilsetting av noen kry-
staller rent fusafungin, hvorpa roringen fortsettes ytterligere
12 timer. Etter 48 timer ved 44°C isoleres krystaller av rent
fusafungin ved filtrering. Filterkaken vaskes med 10 liter av
en blanding av metanol og vann(1:2 volumdeler) som pd forhind er
avkjslt til +4+°C, og deretter med 20 liter destillert vann.
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Krystallene torkes 1 torkeskap 1 vakuum ved 40°C. Herved oppnés
2,110 kg rent antibiotikum,

Dether beskrevne eksempel kan naturligvis utsettes for adskillige
forandringer hva fermenteringsbetingelsene og betingelsene for
ekstrahering og rensing angar. Loseligheten av fusafungin i vann
er praktisk talt null og antibiotikumet finnes konsentrert i
mycelet, Fraskilling av mycelet ved filtrering eller sentrifugering

for & ekstrahere det virksomme stoff er imidlertid ikke ubetinget
nédvendig.

EXKSEMPEL 2.

Til 1 liter dyrkingssats, fremstilt som beskrevet i eksempel 1,
tilsettes under rdring 0,25 liter n-butylalkohol, hvorpa bland-
ingen ved hjelp av en syre bringes til en pH-verdi pd 4 (¥ 0,3).
Roringen opprettholdes deretter i 30 min. ved konstant pH-verdi.

~

Etter 2 timers henstand fjernes den nedre fase.

Det ekstraherte mycel isoleres fra butanolekstrakten ved filtrering

i nerver av et filterhjelpemiddel, som f.eks. "Supercel'.
Butanolekstrakten blir umiddelbart deretter inndampet under redusert
trykk til det oppnés en viskos gulb?ﬁgggom inneholder antibiotikumet.
"Sirupen" 1loses i heksan, hvorpd den resulterende 1ldsning

ekstraheres 3 ganger med smd volumdeler av en vandig alkoholisk
blanding som ikke er blandbar med heksan. De alkoholiske

ekstrakter samles og inndampes i vakuum til lite volum, Antibioti-
kumet faller derved ut i form av et gulaktig fast stoff etter

hvert som 1dsningen taper sitt alkoholinnhold,

Fusafungnutfellingen nir sitt maksimum etter inndamping til 1/5
av det opprinnelige volum og er ved +4°¢ praktisk talt fullstendig
etter 48 timer.

Antibiotikumet oppnis i "r4'" tilstand ved filtrering, hvorpi det
torkes 1 vakuum
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EXSEMPEL 3

En dyrkingssats som er fremstilt som angitt i eksempel 1 innstilles
pd pH 6,5 og ekstraheres med methylisobutylketon eller metyl-
etylketon. Ketonekstrakten fraskilles og inndampes til det opp-
nads en "sirup" som renses som beskrevet i eksempel 1.

EKSEMPEL 4

En dyrkingssats som er fremstilt som beskrevet i eksempel 1,
ekstraheres ved pH 9 med eﬁylacetat eller amylacetat. Det
organiske losningsmiddel fraskilles, vaskes med en pufferlssning
som holder pH 4,25 (acetatpuffer) og inndampes til det oppnds en
“sirup" som deretter renses slik som beskrevet i eksempel 1.

EXSEMPEL 5

Ved & filtrere dyrkingssatsen uten forutgldende endring av pH-
verdien kan antibiotikumet holdes tilbake i filterkaken sammen
med mycelet, slik at stdrstedelen av de loselige forurensninger |
i filtratet kan fjernes. Tilsetting av et filterhjelpemiddel er
ikke ubetinget nodvendig.

Filterkaken vaskes, torkes i en ovn med tvangsmessig luftsirkula-
sjon og finmales. Det virksomme stoff ekstraheres under anvend-
else av ett eller flere av filgende losningsmidler:

Etylacetat, isocamylacetat, butylacetat, metylalkohol, isopropyl-
alkohol, n-butylalkohol, aceton, metyletylketon, metylisobutylke~
ton, etjieter, isopropyleter, butyleter, benzen, heksan, petrol-
eter, kloroform, karbontetraklorid, metylenklorid, etylendiklorid,
etylentriklorid, pyridin o.1.

Alle disse 1osningsmidler loser fusafunginet mer eller mindre
selektivt og lar en stosrre eller mindre del forurensinger bli
bilbake i filterkaken. Den ekstraherte kake fjernes ved filtrer-
ing, hvorpa filtratet inndampes til lite volum. Det oppnédde
sirupaktige konsentrat 1loses deretter i heksan eller petroleter,
hvorpd det virksomme stoff ekstraheres med en vandig metanolisk
blanding slik som beskrevet i eksempel 1.
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PATENTKRAV:

Fremgangsméte for fremstilling av antiinflammatorisk og anti-
biotisk virkende fusafungin ved submers dyrking av Fusarium
lateritium Wr (CBS 119.63) i et vanlig neringsmedium under luft-
tilfsrsel ved 25-3300, fortrinnsvis 29—3000, ved en pH-verdi
mellom 4,5 og 7,0, fortrinnsvis p& omtrent 6,5, cog pafslgende eks-
trahering av det dannede antibiotikum ved hjelp av organiske
losningsmidler, k a rak ter i sert ved at luften til-
fores i en mengde pd 0,7 til 0,9 liter luft pr. minutt pr. liter
dyrkingsmedium. .

Anfgrte publikasjoner:
Fransk patent nr. 1.164.181
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