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Sposob otrzymywania fumagiliny
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Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywa-
nia antybiotyku fumagiliny, ktéry znajduje duze
zastosowanie zaréwno w medycynie jak i wete-
rynarii.

Dotychczas fumagiline otrzymywano na drodze
fermentacji za pomoca szezepéw Aspergillus fu-
migatus H-3 lub Aspergillus fumigatus NRRL-2436
(patrz patenty USA 2652356 i 2803 586).

Stwierdzono, e do otrzymywania fumagiliny
nadajq sie niektére szczepy Aspergillus fumigatus
var. helvola wzglednie ich mutanty otrzymane
metodami sztucznymi i/lub naturalnymi, poddane
fermentacji metoda podpowierzchniowa w warun-
kach napowietrzania.

Odmiane ple$ni helvola gat. Aspergillus fumi-
gatus opisano w roku 1938, jak réwniez okre§lono
jej wlasciwosci morfologiczne i stwierdzono, ze ten
typ grzybka wytwarza kwas helwolowy.

Istotg sposobu wedlug wynalazku jest wiec
stwierdzenie, Ze pewne szczepy nalezgce do od-
miany helvola gatunku Aspergillus fumigatus,
w okreSlonych warunkach mogg wytwarzaé nie
tylko kwas helwolowy lecz takze i fumagiline.

Szczepy nalezgce do odmiany helvola réznig sie
od innych typéw grzybkéw nalezgcych do gatun-
ku Aspergillus fumigatus zwlaszcza za§ od szcze-
péw Aspergillus fumigatus H-3 i NRRL-2346
zdolnoécia wytwarzania kwasu helwolowego oraz
innymi wlasciwosciami biochemicznymi i morfo-
logicznymi. - o

51197

10

15

2

Stwierdzono ponadto, ze niektére sposréd szcze-
pdw Aspergillus fumigatus var. helvola — w prze-
ciwienstwie do opisanych dotychczas szczepéw
Aspergillus fumigatus var. helvola — odznaczajg
sie tym, iz obok minimalnych ilo§ci kwasu hel-
wolowego wytwarzajag fumagiline w duzym ste-
zeniu, albo nawet samg tylko fumagiline. Dzieki
temu sg one przydatne do wytwarzania fumagili-
ny na skale przemysiowg. Do tego celu szcze-
gbélnie odpowiedni okazal sie na przyklad szczep
nr A-33 Aspergillus fumigatus var. helvola znaj-
dujgcy sie w depozycie Wegierskiego Panstwowego
Instytutu Higieny pod nr 630.704/23. Szczep ten
wyodrebniono z prébki gleby pobranej z zespoiu
ro$§linnego nalezacego do Quarceto-Lithosperme-
tum w gérach w przetomie Dunaju na Wegrzech.

Cechy morfologiczne nowego szczepu sa naste-
pujace.

Kolonia:

barwa grzybni powietrznej: biala-jasna ochra;
barwa podloza: jasno-zélta, jasno-pomaranczowo-
-brazowa; typu porostu: podobny do zamszu;
szybko§é rozprzestrzeniania sie: §rednio umiarko-
wana; tworzenie zarodnik6w: obfite.

Bulawa:

ksztalt: poétkulisty, stupkowaty;
dlugosé 50—70 mikronéw;
Srednica: 30—70 mikronow.
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Pecherzyk (vesiculum):
ksztalt: butelkowaty
grednica: 8—16 mikronéw (kolonia wykazuje réwniez

obecno$é nielicznych szczegoélnie matych tzw.
,»wtoérnych butaw”).

Strzepek koicowy (sterigma):
ugrupowanie: w1 rzedzie, fciSle, w gérnej czescl

pecherzyka;

dtugosé: 5,7—17,2 mikrona;
szerokoéé: 2,5—3,2 mikrona.

Zarodnik (conidium):
barwa: bezbarwny, w masie jasno-z6ito-brunatnawy;
ksztalt: okragly, Jajowaty;
§érednica: 2,5—3,3 (3,7 mikrona.

Nitka zarodnikujaca:
diugo$é: 150—400 mikronéw;
srednica: 3,5—7,2 mikrona, zwigksza sie ku goérze;
¢ barwa: bezbarwna;
powierzchnia scianki: gladka, nieco falista.
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Natomiast znane szczepy Aspergillus fumigatus
charakteryzuja sie - ponizszymi cechami .morfolo-

gicznymi.

Kolonie:

barwa grzybni_
powietrznej:
barwa podloza:

typ porostu:
szybko$§é roz-
przestrzeniania
sie:

tworzenie zarod-
nikéw

Bulawy:
ksztalt:

dlugosé:
$rednica:

Pecherzyki:
ksztalt:

$rednica:

Strzepki koirco-
we:

‘ugrupowanie:
dlugosé:
$rednica:

Zarodniki:

barwa:
Kksztatlt:

Srednica:

Nitki zarodniku-
Jace:

dlugosé:
férednica:
barwa:

powierzchnia
Scianki: ’

Aspergillus fu-
mjgatus NRRL
2436

biata do ciemno-
zielone)

cielista do kre-
mowo-z6itego
podobny do zam-
szu

umiarkowana

obtite

zwarty, stupko-

Wy
70—85 mikronéw
30—40 mikronéw

butelkowaty, w
goérnej polowie
plenny

12—20 mikronéw

w 1 rzedzie, réw-
nolegle do osi
nitki, skupione
5—17,5 mikrona
1,5—2,5 mikrona

zielona

kulisty, chropo-
waty

2,5—3,0 mikro-
noéow

70—650 mikro-
néw
2,5—5,5 mikrona

Ae;qna

gladka -

Aspergillus fu-
migatus H-3

biala do ciemno-
szaye]
jasno-cytryno-
wo-%6tta
klaczkowaty

rozprzestrzenia
cie
umiarkowane

zwarty, stupko-

wy

15—125 mikronéw
35—60 mikronéw

butelkowaty, w
goérne) polowie
plenny -

14—20 mikronéw

w 1 rzedzie, réw-
nolegle do osi
nitki, skupione
4,5—17,5 mikrona
1,5—2,5 mikrona

zielona

kulisty, chropo-
waty

2,5—3,5 mikro-

ngw

35—400 mikronéw
2.5—7,0 mikro-
néow

ziglona

gladka
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Hodowle nowego szczepu A-33 Aspergillus: fu-
migatus var. helvola wytwarzajacego fumagiline
prowadzi si¢ na pozywce zawierajacej azot, wegiel
oraz sole nieorganiczne w temperaturze 26—28°C
i przy wartoSci pH &rodowiska 4—7. W sposobie
wedlug wynalazku nalegy dobraé taks poiywke,
aby nie ulegla ona zbyt wczesnemu zalkalizowaniu,
gdyz spowodowaloby to zahamowanie biosyntezy
fumagiliny. Stwierdzono, ze wymienionym warun-
kom odpowiada taka pozywka, w ktérej stosunek
wegla do azotu wynosi 20—60 : 1. Jako organiczne
Zrédla azoty mozna stosowaé mgake sojowa, wy-
cigg namokowy kukurydzy, maczke z orzechéw
laskowych itd. Korzystnie jest, gdy stosuje sie
wycigg namokowy kukurydzy o zawarto§ci 5%
substancji statej, w iloci 2—16% wagowo w sto-
sunku do pozywki.

Stwierdzono ponadto, Ze w przeciwienstwie do
danych w literaturze ‘dla znanych dotychczas
szczepéw, cukry zlozone nie sy odpowiednie w ho-
dowli szczep6w Aspergillus fumigatus helvola
wytwarzajgcych . fumagiline. Jako weglowodany
najodopowiedniejsze sg cukry proste wzglednie
dwucukry. Na przyklad z bardzo dobrym rezulta-
tem mozna stosowaé sacharoze, jak tez glukoze,
przy czym — w przeciwiefistwie do znanych do-
tychczas sposobéw (na przyklad patent USA
2803586) — wielokrotne uzupelnianie pozywki
glukoza nie jest konieczne. Jako Zrédio cukru
moina  takze stosowa¢ na przyklad melase.

Do pozywki hodowlanej wprowadza sie réw-
niez sole nieorganiczne =zawierajgce azot jak:
azotan sodowy, potasowy, amonowy, nieorganiczne
sole fosforanowe, na przyklad: fosforan jednopo-
tasowy, fosforan dwusodowy, fosforan jednoamo-.
nowy itd. oraz inne sole nieorganiczne, na przy-
kiad chlorek potasowy, siarczan magnezowy itd.
Te ostatnie sole stosuje sie w ilo§ci po 0,05—0,1%0
wagowo w przeliczeniu na calkowita objetos§é
pozywki.

Korzystnie jest prowadzi¢ fermentacje w obec-
no$ci pierwiastkéw $§ladowych na przyklad zelaza.
Stwierdzono, ze w tym charakterze z dobrym
rezultatem mozna stosowaé¢ cynk albo bor w ilo$ci
0,001—0,01% wagowo na objeto§é pozywki. Zasto-
sowanie tych pierwiastkéw w tym celu dotychczas
nie bylo znane.

-U opisanych w literaturze szczepéw Aspergil-
lus fumigatus wydajno$é fumagiliny wynosi 100—
400 y/ml, podczas gdy szczepy Aspergillus fumi-
gatus var. helvola stosowane w sposobie wediug
wynalazku zwiekszajgq te wydajno§é do 800—
—1000 y/mlL

Sposobem wedlug wynalazku otrzymuje sie fu-
magiline na drodze fermentacji w obecnosci szcze-
pu Aspergillus fumigatus var. helvola albo jego
mutantéw, najkorzystniej w obecno$ci szczepu
Aspergillus fumigatus var. helvola A-33, metoda
podpowierzchniowa w warunkach napowietrzania,
w temperaturze najkorzystniej 26—28°C i przy
pH pozywki najkorzystniej 4—7.

W procesie biosyntezy, sposobem wedlug wyna-
lazku szczepionke zarodnikowg sporzadza si¢ na
pozywce Czapek-Doxa, przy czym inkubacja
trwa 7—10 dni w temperaturze 28°C, po czym
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sawiesing zarodnikéw na prayklad saczéepu Asper-
gillus fumigatus var. helvola A-33 przenosi si¢ na
poiywke posiewowsy stosujae na przykiad 10 mi
zawiesiny 2arodnikéw na 100 ml podywki posie
wowej, przy ceym poiywka ta zawiera wymienio-
ns uprzednio #rédla azotu, wegla oraz Sladowe
iloéel soli 2elaza i cynku ¥ub boru.

. Kulture posiewowy hoduje si¢ na trzesawce
w temperaturze najkorrysiniej 26—28°C przez
okres 20—48 godzin, przy cigglym mieszaniu (oko-~
o 350—450 obr/min) i napowietrzaniu, po czym
w znany sposéb zaszczepia sie nia wlasciwg po-
iywke produkcyjng, zawierajgceg wymienione wy-
263 irédla azotu i wegla oraz pierwiastki Sladowe.
Srzczepionke posiewowsq stosuje sie w ilofci okolo
10~—30% objetoéciowo w stosunku do poiywki pro~
dukcyjne}. Fermentacle prowadai siq przy cigglym
miesaaniu, najkorzystniej 350--450 obr/min i na-
powlietrzaniu, przy ezym stosunek objetoéci po-
wietrza doprowadzanego ua minute do objetodel
Moreezki fermentacyine} wynosi okolo 1:1. Proces
biosyntezy w temperaturze 26—28°C trwa okolo
144188 godzin. Zawartodé fumagiliny w brasezce
pofermentacyine} wynosi 400—100¢ » na 1 mb
- Nastepnie pH brzeczki nastawia sie 2a pemecy
NaOH lub NaHCO; na wartoé¢ okolo 9, wskutek
ezego fumagilina zawarta w grzybni 2ostaje 1 niej
wymyta i przechodai calkowicie da raztworu, po
czaym griybni¢ odsgcia sig.

Produkt koiflcawy moina wyodrebni¢ z brzeczkl
fsrmentacyine} réinymi metodami, na . przyklad
przez tworzenie sol x zasadami erganicznymi luly
nieorganicznymi. Maina réwnied stesowaé metody
ekstrakcyjne i/lub adsarpeyjne. Réwniez po wy-
odrebniepiu moina- fumagiling przeprowadaat
w sole. Dobre wyniki daje wytracanie produktu
wodorotlenkiem sodowym przy pH = 9,0. Dalsze
szczegbly sposobu wedlug wynalazku zawierajag
ponizsze przyklady.

Wytwarzajgcy fumagiline szczep Aspergillus fu-
migatus var. helvola moina z bardzo dobrym
rezaltaters przechowywaé na podywce Czapek-Doxa
(przechowywany w ftemperaturze -+4°C w eiggu
rolsu nie traei akiywnoseid). Szezep ten poddany
liofilizaeji zachowuje swoig zdolnes¢ produkcying
przez lata. Po dodaniuv 5—7% gliceryny, zamro-
ieniu @o temperatury —25—33°C i praechowywa-
niv w temperaturze -—l10°C, moina z hedowli
wstrzgsanej otraymaé dobre szezepienki, ktére
z kolei mozna z powodzeniem stasowaé mawet po
uplywie wielu miesiecy. Dla duzej hodewli za-
rodnikewe] bardzo edpowiednia jest rowniei ogdl-
nie znana pozywka ze stodu.

Przyklad I Pozywke Czapek Doxa zaszacze-
pia sie zawdesing zarodnikéw szczepu Aspergillus
fumigatus wvar. helvola A-33. Po 7—16 dniach
inkubaeji w temperaturze 28°C warstwe zaradni-
kéw splukmje sie wyjalowiong woda destylowang
3 dodatkiem 1% tweenu 80, po czym mozna uiyé
jo jake szeazepionke. Tak zwana poiywka posie-
wowa, ktérg stesuje si¢ w porcjach po 106 ml
w kalbach Erlemayera o pojemnodci 510 ml, po-
siada nastepujacy skiad:

8% sacharozy,

i /1Y wyeciggu namokowego kukurydzy,

13

0
0,1% fosforanu jednopotasowego,

0,05%0 chlorkur potasowego, :

0,08% MgSO.TH,0,

6,001%¢ FeSO.TH,O, :

pPH = 6,3 (przed wyjalowteniem),

Potiywke posiewows zaszezepia. sig 10 ml-szezee
pionki, po czym kulture wytrzasa w ekscenfrycz-
ne} trzgsawce stolowej o 250—350 obr/min, przez
20—48 godszin w temperaturze 28°C. Tak otrzymany
ezynng kulture grazybni zaszczepia siq¢ na poiywce
fermentacyjnej w kolbie Erlemayera o pojemno$ci
500 ml. Skilad tej poiywki jest nastqpujqcy-

T/  sacharozy,

1°%/e  wyciagu namokowego kukurydzy,

0,2/ fosforanu jednopotasowego,

0,1%/0 azotanu amonowego,

0,05%/0 chlorku potasowego,

0,05% MgSO,.TR,0, :

6,05% FeSO.TH,0,

pH = 6,8 (przed wyjalowieniem).

Qptymalna ilo§¢ szezepilanki wyncsi 10—20%.
Wytrzasanie w trzesawce stolowej kontynuuje sie
przez 144—168 godzin.

Zawarto§é fumagiliny oznaezona spektmfotome-
trycznie w zakresis UV wymnosi 406--500 y/Anl.

Przyktad II. 6 litrdw pozywki posiewowej
przygotowanej w sposéb jak w przykladzie I za-
szczepia sig¢ otrzymang w wyzZej opisany sposéb
zawiesing zarodnikéw Aspergillus fumigatus var.
helvola A-33 lub jego czynng kulturg grzybnio-
wa, po czym inkubuje si¢ w femperaturze 28°C
przez 24—28 godzin przy cigglym mieszaniu i prze-
wietrzaniu (stosunek objetoSci powietrza na mi-
nute do objetosci brzeczki wymosi 1:1). Przeciw
pienieniu stosuje sie Srodki og6lnie uzywane
w tym celu w przemyS$le fermentacyjnym (na
przyklad olej slonecznikowy, palmowy, oleje silti-
konowe lub 1%-owy alkoholowy roztwér okta-
dekanolu). 6 litréw poywki fermentacyjnej o skla-
dzie jak w przykladzie I zaszczepia sie 6061000
ml w ten sposdéb otraymanej kultury. Sklad po-
zywki jest taki sam jak wyzej, jedynle zawartofé
cukru obniia si¢ do 4%.

Fermentacje prowadzi sie przy cigglym miesza-
niu (350—450 obr/min) i przewletrzaniu (stosunek
objetoSci doprowadzanego powietrza na minute do
objetosSci brzeczki wynosi 1:1) w ciggu 144—168
godzin. W tych warunkach otrzymuje sie 500—
—600 vy fumagiliny na 1 ml. Nastepnie pH brzecz-
ki nastawia sie¢ na warto§é = 9,0, wskutek czego
substancja czynna przechodzi calkowicie da roz-
tworu, za$§ grzybnie odsacza sie.

Wartc$¢ pH przesgczu nastawia sie przy pomo-
cy 6,1%-owego kwasu fosforoawego do wartasici =
= 6,5, po czym dodaje sie 2,3%¢ chlorku barowego
i 1,6% krzemionki. Wytragecony osad fosforanu
barowego, ktéry porywa ze sob3 z przesgczu
nierozpuszczalne zanieczyszezenia, odsgcza sig, pray
czym filtracje ulatwia ziemia okrzemkowa.

Z kolei pH klarownego przesgczu nastawia sie
przy pomeey 6,2%e-owego kwasu fosforowego do
wartoSet 3,0, po ezym fumagiline ekstrahuje sie
octanem butyla i bu!eréwym roxtworem borant.
pH polgczonych wyciggéw nastawia sie 3% -ewym
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kwasem fosforowym do wartosci = 3,0 i ponownie
ekstrahuje fumagiline octanem butylu.

‘Polgczone wyciggi w octanie butylu odwadnia
si¢ siarczanem sodowym w ilofci 3% objetoécio-
wych, po czym siarezan sodowy odsgcza sie,
a przesacz zageszcza pod préznig 0,1 mm Hg —
— 1/20 poczatkowej objetosci. .

PozostaloSé rozpuszcza sie w. trzydziestokrotnej
objetosci wrzgcego metanolu i nastepnie roztwoér
ten zadaje dwukrotng objetoscigq wody destylowa-
nej. . o .

PH roztworu wodnometanolowego nastawia si¢
kwasem fosforowym na 2,5. Wytrgcony rozdrob-
niony (koloidalny). osad fumagiliny adsorbuje sie
na ziemi okrzemkowej i nastepnie odsgcza.

Zaadsorbowang fumagiline miesza sie w ciggu
30 minut z trzydziestokrotng objetofcia gorgcego
metanolu, wskutek czego nastepuje: jej wymycie.
Wrzgcy roztwér fumagiliny w metanolu odbar-
wia sie weglem zwierzecym (w ilofci 2% objetos-
ciowych), po czym saczy przez plyte filtracyjng
Seitza Ks.

Przesqcz zageszcza sie pod préznig (1 minute)
w atmosferze azotu do 1/20 poczgtkowej objetofci
i nastepnie poddaje krystalizacji w temperaturze
—10°C w ciggu 8—10 godzin, krysztaly odsgcza
sie na filtrze G-4 i suszy w temperaturze 40°C
bez dostepu Swiatla. W razie potrzeby fumagiline
przekrystalizowuje sie¢ z dwudziestokrotnej obje-
toéci metanolu zawierajgcego 50° wody.

Nastepnie krysztaly suszy sie, przesiewa i prze-
chowuje w 100 gramowych amputkach w stanie
sproszkowanym w temperaturze 0°C, w atmosfe-
rze azotu i bez dostepu §wiatla.

Otrzymuje sie 0,8 g fumagiliny, kt6éra zawiera
80—85%0 substancji czynnej. Temperatura topnie-
nia 190—194°C; ) P = — 26° (C = 0,25 w metanolu);
sklad % 0 = 24—26, %0 C = 56—58.

"Przyktad III. 6 litrbw pozywki posiewo-
wej opisanej w przykladzie I zaszczepia sie opi-
sang w przykladzie I szczepionkg zarodnikowa
Aspergillu fumigatus var. helvola A-33. Po roz-
winieciu sie hodowli pobiera sie z niej 10—20%
i przenosi na pozywke o nastepujacym skladzie:

6% sacharozy,
2%/0 wyciggu namokowego kukurydzy, (w prze-
liczeniu na substancje stalg),
0,3% fosforanu jednopotasowego,
0,2 azotanu sodowego,
0,1° - chlorku potasowego,
0,05°% MgSO0,.7TH,0,

0,001 FeSO.7TH,O.

Fermentacje prowadzi sie w temperaturze 28°C,
w ciggu 144—168 godzin, przy cigglym mieszaniu
(350—450 obr/min) i przewietrzaniu, po czym otrzy-
muje sie 800—900 y fumagiliny w 1 ml.

pH brzeczki fermentacyjnej nastawia sie 0,3%-
-ami wagowo wodorotlenku sodowego (w postaci
20%0-owego roztworu do wartofci = 9 i nastepnie
odsgcza grzybnie. Przesgcz przy jednoczesnym
mieszaniu, zakwasza sie 0,3% kwasem fosforowym
do pH = 38, po czym wytracong koloidalnie fu-
magiline adsorbuje sie na ziemi okrzemkowej
(Hilfo-Celite) uzytej w ilosci 0,5° objetosciowo
w _stosunku do objetoSci roztworu. Osad odsgcza
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sie, :a przesgcz zadaje dziesieciokrotng objetescig
octanu butylu. Mieszanine te ogrzewa sie do 46—
—45°C, intensywnie mieszajgc, przy czym fumagi-
lina przechodzi do octanu butylu. Roztwér w. .oc-
tanie butylu sgczy sie i osusza siarczanem 'sodo~
wym. Po zageszczeniu pod prézinig (0,1 mm Hg)
w temperaturze 40°C do 1/5 objetosci poczgqtkowej,
pozostato§¢ rozpuszcza sie w dwudziestokrotnej
objetosci wrzaeego metanolu. Nastepnie po dodaniu
dwukrotnej objetoSci wody destylowanej, miesza-
nine zakwasza sie kwasem fosforowym do pH =
= 2,5, wskutek czego wytraca sie fumagilina w po-
staci rozdrobnionego osadu.

Przez dodanie ziemi okrzemkowej w ilosci oko-
to pieciokrotnej w stosunku do spodziewanej iloéci
fumagiliny, antybiotyk zostaje na niej zaadsorbo-
wany, po czym ziemie okrzemkowsa odsgcza sie.

Nastepnie fumagiline wymywa sie z ziemi
okrzemkowej trzydziestokrotng objetoicig gorace-
go acetonu. Roztwér acetonowy odbarwia sie na
goraco za pomocy 2% wegla zwierzecego i sgczy
przez plyte filtracyjng Seitz’a.

Przesqcz zageszcza sie w atmosferze azotu, przy
cifnieniu 1 mm Hg, do 1/30 poczgtkowej objetosci
i prowadzi Kkrystalizacje w temperaturze —10°C,
w ciggu 8—10 godzin. Wydzielone krysztaly odsg-
cza sie i suszy w temperaturze 40°C w ciemnoéci.
Krystaliczny produkt moina przekrystalizowaé
z dwudziestokrotnej objetoSci metanolu zawiera-
jacego 50°% wody. Otrzymane krysztaly przecho-
wuje si¢ w amputkach, w atmosferze azotu, w tem-
peraturze 0°C i bez dostepu §wiatla.

Otrzymuje sie 2,9 g fumagiliny o zawartofci
92—05%0 substancji czynnej. Temperatura topnie-
nia = 191—104°C; (<A) ¥ = —242° (C = 5%
w chloroformie); sktad: % 0 = 24—26, % C = 56—58.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b otrzymywania fumagiliny na drodze
fermentacji, znamienny tym, Ze proces bio-
syntezy prowadzi sie w obecnosci szczepu As-
pergillus fumigatus var. helvola A-33, albo je-
go mutantbw metodg podpowierzchniowa
w warunkach napowietrzania, po czym anty-
biotyk wyodrebnia sie z brzeczki pofermenta-
cyjnej w znany spos6b na drodze ekstrakcji
i ewentualnie przeprowadza w s6l z zasadg
organiczng lub nieorganiczna.

2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
fermentacje prowadzi si¢ w temperaturze 26—
—28°C.

3. Spos6éb wedlug zastrz. 1 i 2, znamienny tym,
Zze fermentacje prowadzi sie przy wartoSci pH
$§rodowiska 4—T7.

4, Spos6b wedlug zastrz. 1—3, zmamienny {ym,
ze fermentacje prowadzi sie na pozywce, w kté-
rej stosunek wegla do azotu wynosi 20 : 1—60 : 1.

5. Sposéb wedlug zastrz. 1 i 4, znamienny tym,
2e fermentacje prowadzi sie na pozywce,
w ktérej jako Zr6dlo azotu stosuje sie wyciag
namokowy kukurydzy w ilo§ci 2—10% objeto-
§ciowo w stosunku do objetoSci brzeczki (przy
50-procentowej zawartosci substancji statych).
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6. Sposéb wedlug zastrz. 1—5, znamienny tym,
2e fermentacje prowadzi sie w obecno$ci dwu-
cukréw, zwlaszcza w obecno$ci sacharozy.

7. Sposéb wedlug zastrz. 1—6, znamienny tym,
ze fermentacje prowadzi sie w obecnosci pier-
wiastkéw §ladowych, najkorzystniej w obecno$ci
cynku i/lub boru.

8.

10
Sposéb wedlug zastrz. 1—7, znamienny tym,

ze po zakohczeniu biosyntezy warto§é pH
brzeczki doprowadza sie¢ do okolo 9 za pomocg
NaOH lub NaHCO; w celu przeprowadzenia
fumagiliny zaadsorbowanej w grzybni do roz-
tworu.
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