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.clente al género de coriolus de- las poliforéceasfﬁ

.como componente de bass para la preparacidn de drogas medi=

- cinales o alimentos y bebidas, ha llegado a conocerss re=

alto rsndimiento%

30

El presente invento se relaciona con un procedimiente para
producir un nueve micelio monocaridtico del coriolus vergi-

color (Fr@) Quéls que es un conocido basidiomiceto pertens=

La slevada utilidad'de los polisacaruros obtenfdos de la ex¢

tracecidn del coliorus versicolor (Fr%) Quély o de su cultiva%

cientemente y se han propuesto varios intentos para produciz
tal basidiomiceto por cultivo artificial en un elevado rendi-
miento’s No obstante a ello todavia no hay disponible ningln

método ventajoso capaz de propagar sl basidiomiceto en un

En el transcurso del presente emtudio, destinado & realizar
la propagacidn con alto rendimiento de coriolus versicolor
(Fr%) Quél% Los inventores han hallado que, cuando-este basi
diomiceto es sometido a cultivo sumergido mientras se efec-~
tda tratamiento mecénico@ tal como molienda o cizallamiento
en un medio rigido, el basidiomiceto pierds la conexidn de
agarr§ que es'una caracterfstica intrinseca morfoldgica y
se cambia a un micelio monocaridtico y porque el micelio -~
monocaridtico asf{ formado ss estable y también tiene una =
caracterfsticé especifica, consistente en que es extre%ﬁa-
mente slevado el régimen de propagacidn en comparacidn con
el micelio dicaridtico conocidof

Un objsto del presente invento es procurar un procedimiento
para producir un micelio monocaridtico no teniendo ninguna

conexidn de agarrej efectuando un tratamiento mecdnico sabre

un basidiomiceto conocido, coriolus versicolor (Fr@) QuéLi
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“eultivo (hr) como abscisa’y; Tambidn (1) indica la curva de pzg’

para formar los cuerpos de frutoy pero que el micelio dicarild

compuesto de micelio diqariético en un medio lfquido o some
tiendo tal basidiomiceto a cultivo sumergido bajo el trataw
misnta mecdnicas

Otgos objetos de este invento resultardn evidentes de la -
siguiente descripcidn detallada del inventol

En los dibujos:

La fig@ 1 88 UN grdficp mostrando comparativamente una cup
va de propagacidn sn cultive aireado y agitacidn del micelig
monocaridtico, derivado del coriolus versidalorr(Fré) Qug 1
de acuerdo con el procedimiento de este invento y una curva
de propagacidn similar dsl micelio dicaridtfco conocidoli
Las figs@ 2 vy 4 son microfotograf{as del micelio dicaridti~

co obtenido del cultivo en declive de coriolus versicolor

(rr) Gué;@; ‘

La fig% 3, es una microfotograffa del micelio monocaridtico
obtenido de acuerdo con ellpresente invantn%

En el gréfico de la figh 1y la concentracidn del micelio =

(g/1) en el medic se registra como ordenada y el tismpo de

pagacidn de micslio dicaridtico y (II) la curva de propaga=
cidn del micelioc monocaridtico? '

Sb‘c:ee generaliente que los hongos;~qhe consBituyen una
sota producen las basidioﬁesporas y que tales esporas germi-
nan para formar el micelio p:imariof'consistente'ushalmente
en & monocariones y tal micelio.s® funds unidndose para for-
mar un micelio secundario consistente en los dicar&ones% Se

dice que micelio monocaridtico no tienem ninguna habilidad

tico tiene tal habilidadﬁ»No estd disponible ningtin informe
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inventoresy' cultivando las ssporas, fue ficaridtico y esto

101~ - . . .
“1- entre el micelio monocaridtico de coriolus versicolor (Fr%)

- Quél de acuerdo con ests invento y el micelio dicariﬁtico%

(sigue la tabla 1)¥

concerniente a la generacidn del micelio monocaridtice de
las esporas en mcpffmlus versicolor (F¥) Quél¥ Ademds, el

mibslio~a§r§o'blancof obtenido en los experimentos de los

parece dsherse ai'hécho de que el micelio monocarfdtico de
las esporas se bonvierteirﬁbidamemta en uno dicaridticoy
El micelio monocaridticoy obtenide del micelio dicaridtico
de acuerdo con sste invento, puede mantenerse>establemente;
preasentando una chocante difepsncia con el micelio dicaride

tico existente% La Tabla I posterior enumera las diferencias

y
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TABLA 1
Conceptos : Micelio awomwmmnwooﬁ Micelio monocarioticao,.
Y %% segdn esta H:<m:woﬂ
Agpacgto
Am Cultivo s=-umergido Condicidn no suspendida Condicidn m:mum:awamw
nm Cultive de placa Se forma micelio aédreo No formado,
Observacidn microscdpica . S
3. Formacidn de conexidn Observada Ninguno
.. de empalme ’
4, Forma de micelio Largo vy fino N&s corto y acoro~5mm grueso que
el micelio dicaridtico.
Propiedades fisioldgicas
y bioguimicas
R Régimen de propagacidn Bajo Alto
.. b
6, Asimilacidn de celulosa Positiva Ligeramente positiva
qw zwwum¢o~am potasio co+ Ningldn crecimiento Crecimiento
mg una Unica fuente de
nitrogeno
8, Tiamina Requerida No requerida
WM Medio de leche de litmo Acidulade No mouacwmaow
10 O ) O i O
- - N i\ M
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métode convencional; usualmente se pregsenta en la forma de

.do de lavado adicicnal con aguall E1 perfodo de inmersidn es
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Los sdguientes datos deben anotarse ademds en conexidn con
las propiedades dsl respectivo micelio, mostrado en la Tablg
anterior® E1 micelio dicaridtico ordinario, obtenido por el

cultivo de coriolus versidolor (Fri) Quéli de acuerde con ur

grénulos@ Por otra parte, el micelio monocaridtico, cuando
sa cultivay no ss forma en grdnulos y el cultivo adopta una
condicidn turbia, como sl una. pulpa se suspendisse en agua,
presentande asf una diferencia obvia con el miceliq dicarié—
tico ordinario? El métoda para contar ndclecs en la célula
fue completado por primera vez en el presente ;nvenfo y estdq
método comprende los siguientes medios y tdcnicash

Primeramente se afiade al micelio de basidiomiceto un fluido
Pijador de Helly y después se deja reposar este micelio usugl
mente durante alrededor de 24 horas y despuds s= lava con adua
hesta que se decolore? El micelio, asf obtenido, es sumergi=
do en soluci¥n de dcido clorhidrico 1=N y la solucidn se
calienta a una temperatura de 608CY Deapuds de enfrier a tem
peratufa ambiente y de lavar con'agua se vuslve a sumergir

en 20 a 50 veces de solucidn de dcido nitrico diluido, seguj

de 10 a 20 minutos en la solucidn de dcido clorhidrico y de
unos pocos minutos en la solucidn de dcido nftrico’ Las cély
lasas fibrosas, asf obtenidas, se extienden sobre un portas
objetos de’vidrio y se dajan sobre el mismo hasta qus se eva
pore la humedad y después se affade a ello solucidn de Giemsal
a gotas® En el punto,’ en que se consiguid el tefiido con la

solucidn (aproximadamente 10 minutos dds tarde) las células

se lavan ligeramente con agua y despuds se secardni Despuds
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de secar lasrcélulas fueron sxaminadas bajo un microscopio

ilumipado de 1000 sumentos y las circulares tefildas de rojo
(consideradas como ntcleos) fueron contadas, asf, el ndmero
de ndcleos puede ser determinado contando- las manchas tefii=

das de rojo en una célulak

El ¢ Pluide fijador de Helly", usado aquf, eas una solucidn gel .

quehla base se prepara disolviendo 2,5 gr%fde

bicromafio de potasio, 1 grﬁ de sulfato sﬁdico y 5 gr@ de clg=-

ruro mercUrice en 100 mli de agua e inmediatamente antes dal

uso se afade, & tal solucidn de base, ulteriormente formaliTa

en una cantidad de 5 ml% por 100 ml¥ de la solucidnly
La "solucidn de Giemsa" es una sclucidn para tefiir mdclso,
preﬁarada'disolviendo 3,0 grs de "azur II esosin8" y 0,8 grﬁ

de Mazur" en 250 mol de glicerinaf calenténdola a 609C, ana«

diendo ademds a ello 250 mli de metil alcohol, dejando repogar

1a solucidn mezclada durante 24 horas y filtrando despuds i
la solucidn’y En usoy la solucifn de ressrva; 88{ preparaday
es diluida affadiendo una éolucién amortiguadora de dcido -
fosfdrico (pH 6,4 = 6,8) en una cantidad de 100 ml¥ para

3 ml¥ de la solucidn de reserya@ '

Como un resultado de las medicimnes delfmétogo arriba descri
to se ha hallado qus el ndmeroc de ndcleo en una célula’del
micelio ordinaric, en forma de grénulo, es -2, mientras que
aquél del micelio del tipo de suspensidn,’ de acuerdo con- ="

-

este Mvento, 88 I3

El micelio monccaridticoy exhibisndo las propiedades peculig

resy tal como se ha indicado arrihaf'puéda ser producide de

acuerdo con ests invento, sometiendo el micelio dicaridtico

de coriolus versicolor (F;r@)‘Quél% a tratamiento meddnico
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—‘f-,ﬁ):En 8l caso de somster el micelio dicaridtice a cultive

- en forma de grénulo en obssrvacidn exteriorty

A siguiantas'maneras%‘

siguients tdcnicaly ..

(fisico) tal meomo molienda o cizallamisnto en.un medio l{-
quido o sometiendo el micelio dicaridtice a cultivo sumergi
do misntras se prdctica el tratamiento mecdnico sobre el mi-

celioh mds concretamente, sste método puede realizarse ds lds

(1) En el caso de someter sl micelio dicaridtico de coriolud
verdicolor (Fr’?) Quél¥ a cultivo de sacudidas, el micelios
es molido afiadiende materiales granulares sdlidos, inactivos;
tales como cuentas de vidrio%

(2) En el caso de someter el micelio dicaridtico a cultive
sumergido continﬁof tal cultivo es realizado misntras se ci-

zalla el micelio con un slemento agitador%

sumergidey el micelioc es cizallado o molido con un homogeped

zador en una extensidn tal, que no se observe ningdn micelio

En la formacidn del micelia monocaridtico bajo las condicionbs

arriba mencionadas es preferible aplicar adicionalments la

(1) Se procura una condicidn nutritiva enriquecida, usando
un medio con una concentracidn mayor de 1,5 hagta 8 veces
al medic ordinario, por ejemplo, un medio de extractc de glu
cos&%lavadura conteniendo 5% de glucosa y 0,?5% de sxtracto
de lavadura%

(i1) La atmdsfera del cultive sumergido se mantiene a presidn
parcial de dx{geno reducida% La "presidn parcial de oxdgena
reducida" pueds procurarse manteniendo el fermentador ds mo;

do hermdtice al aire o hacisndo fluir un gas inerte; tal oomg

gas de'nitrégenc o didxido de carbono dentro del fermentadoryy
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sicalor (Fri) GQuéli obtenido de ammerde con el métado de
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(1ii) El cultivo sumergide so realiza continuamente misntras
se suministra adicionalmente sl medio 1{quidof

€1 micelio dicaridtico del coriolue versicoler (Fr%) Quél’

puede convertirse fdcilmente en el micelio monocaridtico =
empleando los arriba citados mftodos (1) = () bien ses in=-
dividualmente o en combignaciJn adecuada por las técnicas

(1) = «i;i)@ En el caso de que no pueda obtenerse esn una map

cha de cultivo la cantidad suficiente de micelio monocar{d-

tico, se continia la operacidn arriba mencionada hasta homo-
geneizar el cultivo, hasta obtenerse la cantidad deseada de
micelio monaocaridticos E1 cultivo se practica usualmente a
la temperatura de ¢ 52C durante un periodo de 3 a 15 dfasi

se ha hallado que el micelio monocaridtice de coriolus verw=

este invento, sismpre mantiene el mismo estado, y las mismeg
propledades de cultive se continuaron bajo las condiciones
arriba mencionadas para la producci§n de micelio monocarifot}
co¥ Esto dgnifiica que el micelio monocaridticoy’ obtenido de
acuerdo con el método del inveato resulta como el mismo mi=
ceiio monocaridtico en la sigulente generacidn, manteniendo

las propiedades del micelic monocaridtico mostrado en la

Tabla 1

En cultivo de pléca o cultivo de superficie (cultivo estacig-

nario del micelio monocaridtico, es contraproducente formar
micelio adrao, pero el micelio adrsd viene a producirse si
el cultivo se continda durante varios meses%'Eata micello

aéreo es dicaridtico y cuando se inacula en un tronco de.le=

cho para formar cusrpos de frutoy demestrd ser coriolus verd .

sicolor(Fr.p Quélh mismo? Esto reveld qus el micelio produci

do es justamente el mismo que sl oiiginal%



o

101 .

20

25

30

15|

kX

Estos datos’indiéan'que'al micelio monocaridtico de corio-

‘calor (Fr.)-QU§1%

.Esta‘midglio monocaridtico puede ser aplicado para los mise-

"solucidn doide diluida) y tal sustancia de polisacaruro, =

" contenisndo riitrdgenoy puede usarse para la preparacidn de

lus versicolor (Fr.) Quély de acuerdo con este invento, se

deriva del micelio dicaridtico original de goriolus versi-

El micelio monocaridtico de este invento es un nuevo micelip
que €8 ha desarrollado por primera vez por sl procedimiento
de este invento y este nuevo micelio fue denominado corio=-

lus vensicdlor‘(Fr&) QuéLs cx ;101-3 y‘se debﬁsitﬁ bajo el

ndnero FERM=P nof¥ 35686 e1 25 de Agosto de 1976 en el Instd
tuto de Investigacidn de Fermentacidn’¥ Agencia de Ciencia y
Tacdﬁlogih Induétriai'(Chiha;shi; Japdn) un orgsnismo gobsg]
namental japondsh: -

LaS peculiaridades cgfactarfsticas del micelio monccaridti-

to de coriolus. versicolor (Fry) Quély de acuerdo con este

inventoy son como se ilustra en la Tabla 1y pero el signifi
cado industrial mdximo de este hongo ss su slevado grado de
prdpagaciﬁn% El grado de propagacidn de este hongo es dq
175 10 veces tan alto como aquel del micelio dicapfdtico.

origihal yy obviamente, tan slsvado rdgimen de propagacidn

es extremadamente beneficigso para la produccidn industriall;

mos propfsites de uso que el micelioc dicariftico de corio=
lus -versicolor (Fr%) Quélﬁ Por ejemplo, as posible obtener
polisacaruro conteniendo nitrdgenc de su extraccidn con un

mediio acuoso -(tal como agua, solucidn alcalina diluida o

drogasy tales como agente anti-tumory agente activddor de

inmunidad;:droga.antiviralﬁ agente antifungal,’ droba anti-lg

persay droga promotora de apetito, etc'y
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~ conteniendo 3% de glucosa y 0,5% de extracto da‘levadura,'en
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También es posible: recoger varias clases de enzimas, tal =
como proteasa, amilasa, por extraccidn a baja temperatura?
Ademds, el micelio mismo o sus extractos o residuos pueds
ser usadas para comidas o bebidas, pienso para animales y
feftilizantes para plantasg

Ademds de lo’arriba mencionadoy el micelio de este invento
puede ser smpleado pars todos los usos del coriolus versico-
lor (Fr.) Quélk |
Este invento se describe ahoxra en ulterior detalls -por medio

de alguna de sus ejecucioneé prefaridad, pero mstas e jecucip

este inventoi En lo que sigue, en la descripcidn de las e je-

cuciones, (%) es de pesoy a no ser que se indique 88 otra mo
dals

EJEMPLO 1

Produccidn de micelis monocaridtice

1100 mlé de un medio lfquido conteniendo 5% de glucosa (pro=
ducido por Showa Sangyo Caly ttd) y 0555% de extracto de levp
dura (producido por Kyokuto Seiyaku Kogyo Cols Ltd,) fue in-

w

troducide con pipeta en un frasso cdnico de 500 .ml¥ y despud
de esterilizacidn al vapor durante 20 minutos a 1202C en un-

autoclave, el medio fue inoculada con un.mlﬁ de una suspensifin

de micelio, preparada disparsando el micelio de coriolus ver

sicolor (Fr%) QuélE (obtenido de un cultive estacionario de

T

20 dias a 259C usando medio l{quido en una cantidad de- 50 ml

60 mlf de solucidn salina fisioldgice, romplendo la ssteras =

micelial con un mezclador & una .velécidad de 6000 riplimy -

durante 3 minutos) y despuds se inicid la agitacidn del cul-
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por Sakuma Seisakujo) y despuds ds moler el material con un

préctice durante el periodo total de 7 dfash €1 micelio, asi

104 -

15

_.Despuds de un reposo de 24 horas, las cdlulas separadas fues

30

tivo a una velocidad ds 200 rfiphm. a 250C, 3 dias daspuds
del comienzo del cultiveo, sl material cultivade fue transfg

rido asdpticamente en un mezclador de 200 mli (fabricado =

homo-mezcladory fabricado por Sakuma Seisakujo) a la veloci
dad de 10%000 r%%%m? durante 10 minutos de cultivo sacudidos

fus rsanudado inmediatémanta? para sl cultivo de sacudidas

cultivado, no tuvo ninguna conexidn de empalme y fue pobre an
ganeracion de micelio adrso en un medio ds placa de agar =
normalizade E1 resultads del examentmicroscdpico, despudwdeds
tefiidoy' descrito mds abajo, mastr$ que el micelio obtenido
era todo-monocaridticok

Tefiidos

1 ml%’de,caldo conteniendo sl micelio obtsnido de la manera
arriba descrita, se afadid con 10 ml de agua y despuds de

somati{§ a separacidn centrifuga a 2000 hasta 5000 G durante

5 minutos% El l{quidoy que -sobrenadaba, se elimino y el mice

lio se transfirid a un tubo de ensayo; al que se aMadid fluil

do fijador de Hellyf

ron ladadas con 10 ml“ de agua hasta que quedaron decolora-
das“ Despuds; las cdlulas se coloearon en 10 m1% de dcido -
clorhidrico .1N y se calsntaron a 609C durante 15 minutosy

seguido de refrigenacign a tempsratura ambiente’y lavade con
10 mif de aguay inmeraiﬁn durante 2 minutos en 10 mlff de 20
a 50 veces diluida solucidn de dcido nftrico y de 2 a 3 veces

lavadas con 10 mlf de aguaf}

tas cdlulas fibrosas obtenidas se extendieron sobre un porta-
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del micelio monocariéticp% Cuando los rngmena; de .propagaci

30

;objetos de vidrio para dsjar evaporar la humedad y despuss

se afadieron 2 las cdlulas algunas gotas de solucidn de é

Giemsa, y despuds de reposo durante 15 minutos se lavaron lige

ramenta con agua y despuds se secaron’
Cuando la célula, as{ tsfiida en el ndcleoy fue examinada ba;
jo un microscopio de 1000 aumentos, cada nicled fue observas
do como una mancha circular tefida de rojo Por lo tanto,
el nfmsro de nicleos puede detsrminarse féc;imente contando
las manchas circulares teRidas de rojo en una cdlula del
micelio's E1 micelio obtenido no pude acidular la lede de lif]
mo y no tuvo ninguna habilidad liquefactora de,gelatina@ﬁ;

Progaggcién de micelio monocaridticoy

El micelio monocaridtico, obtenido de la manera arriba des=

crita, fue alimentado con 12 litros de un medio lfquide cont

teniendo 5% de glucosa y 0,75% de extracto ds levadura en uip

vaso de 20 litros de un fermentador (fabricado por Kyoritsu

Riko Cad'ey Ltd@), seguido de soplado de .2 kg/cm2 de vapor di<

cidn al vapor & 1209C durante 20 minutos y de refrigeracidny

ss inoculd un litro de suspensidn conteniendo el micelio «

monocaridtico (al régimen de 0,5 gﬁl}ﬁ uinmediatamente segui

do de cultive al régimen de aireacidn de 0,5 vﬁ%émﬁ y con ves

locidad de agitacidn de 550 rﬁbiﬁ%; Para comparacidn’s el cu
tivo de micelio dicaridtice fue realizado completamente ba jg

las mismas condiciones que aquellas usadas bin#%l_cultiva

de estos micslios mono y dicaridticos de comparardn par mes

dio del tiempo requerido para alcanzar la conpentraciﬁn de

micelio ds 8 g/l se obssrvd que sl micelio mqnocariétigq-é,

rectamente sobrs el vaso Permantadory Despugs de esterilizas

rd
on
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'~ Estes hongo original fue denominade Coriolus versicolor (Fr.)

15]

30

‘ba mencionadas y 4 dias mds tarde (cultivo principal) el «

requiers solamente 1/4 del tiempo de cultivo del micelio =
dicaridtifo (véase Fig? 1)@ También Pue confirmado que el
rendimiento de propagacidn del micelio monocaridtice aumentd

en alredador de 20% sobre aquel del micelio dicariético@ '

El céleulo del nimerc de ndclsos se hizoy segdn la manera
del Ejemplo 13 sobre el micelic obtenido de cultivo en forma
inclinada de coriolus versicolor (Fr%) Qudl¥ Como resultado
se sncontrd que, como se ilustre en la fotograffa de la fig.
9% todas estas cdlulas son dicaridticas y no se detectd nin-

gdn micelio monocaridtico’d

Quéli CM-101 y ha sido depositado bajo FERM-P N 2412 el 25
de diciembre de 1973 en el organismo gubernamental japonds -

arriba mencionado’d

[41])

100 ml% de un medio 1{quido, conteniendo 5% de glucosa y 0,7
% de extracto de Ievadura se colocd en un matraz cdnico de -
500 ml% y se esteriliZd en el mismo con calentamiento’ Este
medic entonces fus inoculado con el arriba citado micelio -
dicaridtico, usando un lazo de platino y se sometih un cul-
tivo de sacudida-durante 3 dfas (precultiva) en una habitae

cién ajustada 2 una temperatura de 25 & 290 R11L se ‘produge

ron por consiguiente, micelios en forma de grénulo% E1l caldo

conteniendo este micelio en forma de grdnulo Pue homogensiza:

do por un homo-mezclador (abricads por Sakuma Seisakujo) du=
rante 5 minutos y despuds se somet{§ a un tratamiento de ci-
zallamiento por- lo que desaparecid sustancialmente la forma

de grénulo® €1 cultivo fue continuado bajo las condiciones ay

i
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La cdlula fungal, seqdn se observd por un microscopio no tu<
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micelio producido en forma de grdnulo de nuevo se homogenei
26 durante 5 minutos y despuds de sometid a un tratémiento
de cizadlamiento La concentracidn de células del hongo en
esta etapa fue de 11 §/1.

Un 1 de caldo, conteniendo el micelio homogereizado, fue
afadido al mismo medio lfquido; que se habfa utilizado en
la primera marcha de cultivo.y después se sometid a la segup
da marcha de cultivo bajo las mismas. condiciones que sn la
primera marcha., Sin embargo, el perf{ddo de cultivo se varid.

ligeramente, es decir que el precultivo se realizd durante

3 dfas y sl cultivo principal tambidn durante 3 dfasiy La cg
centracidn fungal de cdlulas estuvo sustancialmente al mismT
nivel que an la primera marcha de cultivo sacudidor's
La tercera parqha de cultivo sd continud ulteriormente de unpa
manera similary alcanzando la concentracidn fungal de célu-
las sustancialmente el misme nivel que aguel de la primera

marcha del cultivo de sacudida por:2 dfas de precultivo y 3

Andlogamente, la cuarta mparcha del cultivo fue realizada =
obteniendo un caldo con concentracidn fungal de células de

12 g/1 mfs alta que aguella de la primera marcha de cultivo
por 2 dfas de precultive y 2 dfas de cultivo principali: - -
El mk elio obtenido no estuvo én la. forma de grdnulo y per-
manec{§ disperso en la forma de pulpa, no requiriendoc ningty

tratamiento de homogeneizacidn’y

vo ninguna conexidn de empalme, lo que se encontrd en el mi-

celio dicaridtico ordinario, .y fus alrededor de dos -veces mag-

yor en anchura que el micelio dicaridticof
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| 1o gr% del producto ssce del micelio monocaridticoy obtenido,

Ejemplo 33

30

Deé la medicidn del ndmero de ndcleos por el método descrito
en el ejempla 1; se determind que estas cdlulas son todas
micelios moﬁocariéticos como se ilustra en una microfotogrs;
Pia de la figi 3%

Cuando el micelio fue cultivade ultsriormente bajo las mig-
mas condicionss que en la marcha previa de cultivo, el mice-
lio propagado . estuvo constituido del micelio monocaridtico
y buvo todas las propiedades que posefa ‘el micelio monocarig
tico mostrado en la Tabla 1k

Tambidn se encontrd que el micelio monogaridtico fue mds de
dos veces mds alto quen rdgimen de propagacidn qus el mica;

lio dicariético%

o,

segdn el mtodo arriba descrito, Pueron extraidos con 300 ml
de agua caliente a 95 hasta 1002C durante 3 horas% La solue
cidn de extracto fue concentrada a presidn reducida a 308C
y después se afadid con etanol puro para tener la concentral
cidn de 90% y el precipitado producide fus sacade, obtenien-
do 0,2 gr@ de. palvo grist
Un andlisis qufmico de este polvo gris reveld que esta sus<
tancie era un polisacaruro contenisndo nitrdgeno de alto pesp

MOlecular% Cuando esta sustancia fue administrada a los rato

nes, transplantados con tipo sdlido de Sarcoma 180,. demostrd

una alta actividad anti-tumorf

O

100 ml'i de un meddo 1fquide conteniendo 5% de glucosa y 0,75]
de extracto de levadura se alimentd en un matraz cdnico con

capacidad de 500 mlfi que ya habfa recibido adicidn de 8 grfé

de cuentas de vidrio con un didmetro de 2 a 5 mms y sste medio
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mixto, despuds de esterificacidn al calory fue inoculado -cor
el micelio dicaridtico de.coriolua versicolor (Fr@) Quél@
igual que se empled en el Ejempla 1, u@ilizando un asa de plg
tino y despuds se sometf{d a cultivo de sacudida durante ;
dfas a 25 + 28Ci

1 ml% del caldo conteniendo sl micelio, asf hobtenida, fue
suministrado al medio, afadido con las cuentas de vidrio,'.
al igual que se ha mencionado arriba y ulteriormente se soé
metid al segundo cultivo de sacudida durante 6 diag’s

El producto ressultante fus ulteriormente sometido a la ter-
cera marcha del cultivo de sacudida durante el periodo ds 5
dias'y |

El micelio producido por ello no tuve ninguna conexidn de
empalme y fue de alrsdedor de 1,5 veces tan grande en anchéga
como sl micelio dicaridtiéo ofiginado y el resultado de con-.
tar nﬁclais; a la manera del sjemplo 1 reveld que era micelio
monocaridticos
1 mlf de este caldo fue inoculado en 100 ml3 de un medio 1{<
quido contenisndo =5% de. glucosa y 0,55% de extracto de levg
dura y no conteniendo ninguna clase de cuentas de vidrio y
se cultivd a 25 + 28C% La concentracidn de micelio, praducida
3 dfas después del comienzo del cultivo, fue de 10,5 g/l.,
mientras qus el resultado de culfivo similar del micelio di«
caridtico mostrd 7 g/l de concentracidn 4 dias despuds del
comienzo del cultivo's

Ejemplo 4¢

100 ml% de un medio lfquido contenisndo 5% de glucosa y 0,;5

% de extracto de levadura se colocd en un matrdz cdnico de

500 ml@hy este medioy despuds de esterificacidn al calory FUF

inoculads con micelio dicaridtico de corlolus versicolor -
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Ejemplo 53

.0 ¥ no estuve presente ningdn micelio monocaridtico, como

é(Fr§§ Qudifi; igual que se smpled en el Ejemplo 1, usando e
un.asa de platino y despuds de sometid a cultivo. de sscudidh
durante 37d£as% Despuds de un tratamiento de Eomogeneizaciéw,
la totalidad del fermentador s cubr{d con una bolsa de =
polietileno y se cérrﬁ.herméticamente contra el aire exte=
riory seguido de 4 dfas de cultivo

En el punto de completamiento del cultivay §D% de gas 062
estuvo contenido en la atmdsfera del fermentadoriy

1 ml@ del caldoy conteniendo el micelio, as{ producidey fue
inoculado en el mgdio segin la manera de la primsra marcha
del oultive y después e sometid a la segunda marcha dsl cul
tivo. sacudidor de -la misma manera que en la primera marcha@
Tal cultivo fus repstido ultericrmente dos veces? Como resu .
tado de 12 medicidn de un modo igual al conducido en el Ejez
pla 1, se.determind que &l micelio producido en este proce-~

dimiento. de cultivo fue taodo monocariético?

El micelio obtenido de cultivo en declive de coriolus versis
calor (Fr’) Quél% fue guestPbdo y sometido e la determinacign

de ndcleo siguiends el procedimiento descrito sn el Ejemplo

1% por lo que s detdrmind que todo el micelio es dicaridtis

se observd en la fotograffa de la figh 4% Esto indica que

el micelio obtenido en esta marcha de cultivo es micelio di
cariﬁticu%
Este hongo es coriolus versicolor (Fr.) Quély CM=103 y se dq
positd. bajo FERM=P N2 2414 el 25 ds diciembre de 1953 en el

aganismo gubernamental japonds arriha mencionado'y
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100 mly de medio lfquido, conteniendo 5% de glucosa y 0,%5%
de extracto de levadura, se colocd en un matrdz cdnico con
capacidad fr 500-ml@ y después de esterilizacidn al caiorﬁ
se inoculd con el micelio del coriolus versicolor (Fﬂﬁ Qué 1k
CM=103, usando un asa de platino, sequido de cultivo sacudi-

dor durante 7 dfas a 25 + 29C E1 micelio en este cultivo =

fue dicaridtico y estuvo contenida a 1la concentracién de ‘L0,8

o/ |
El micelic dicaridtico, asf obtenido, fue inoculado por 001
% en 20 litros de un medio lfquido, teniendo disuelto sn el
misma 10% de glucosa y 1,5% de extracto de levadura y se so

a cultivo sumergide con agitscidn en un fermentador) ajusta:E

25 &+ 28C usando un agitador del tipo de paletas a-la veloci~-

dad de 500 riipin Despuds de 7 dfas de cultivo, el micelio flie

producido a la concentracidn de 10,2 o/1F en el caldo 20 ml
de este caldo fue inoculado en el mismo medio y la segunda
marcha de cultivo se realizd b8jo las mismas condicionss du=

rante 6 dfas’; Se repitid ulteriorments un cultivo similar dus

T

rante 5 dfas en la tercera marcha y durante 4 dfas en la cuay

ta marchaly

Después de completar la cuerta mercha de cultivoﬁ sl caldo
testuvo én_la forma de una pulpa uniforme y qontuvd>el miqe;
lioy producido a la concentracifn de 11,5°'g/1% E1 micelio no
tuvo ninguna conexidn de empalms y fue todo micelio monaocarid
ticol ’
La presente patente de invencidn recaerd sobre las siguienteg

reivindicaciones:

LRes

e
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_ terizado porque un micelio dicaridtico de Coriolus versico-

”ﬁimogliendé-par medio de un homogeneizadorh

RETVINDICACIONES

1“3 Procedimiento para la obtencidn de un nuevb micelio mo=-
nocaridtice del hongo Coriolus versicolor (Fr%b Qud 1k carace
lor (Ff) Qhél% priﬁeremente se somete a un tratamiento mecg
nico sn un medid.lﬁquido y después se somete a cultivo sumey
giday o dichq micslio ﬁicariﬁtico se somete a cultivo sumers
gido, misntras se realiza dicho tratamiento meddnico sobre
dicho miceliof | '

2 ; Procedimiento segdn la reivindicacidn 1, caractsrizado

porque- dicho -tratamiento me@dnico consiste en cizallamiento

3 - Procedimiento segdn la reivindicacidn 1f.caracter1§ado

porque dicho tratamiento mecdnico consiste en cizallamiento
o molienda por medio de un agitador%

4 = Procedimiento segin la reivindicacidn 1, caracterizado

porque dicho -tratamisnto mecdnico consis-te en molienda por
uso de. materiales grénulares sdlidos, inactivosh

5 - Procedimiento seqf§ la reivindicacién 1, caracterizadh
porque dicho cultivo sumergido se realiza en un sstado alta-
méntéfnqtritivo; utilizande un medio lfquido’con alta concsp
tracién%

6 = Procedimiento segﬁﬁ la reivindicacidn i caracterizado

porque dicho cultive sumergido se efectda en una atmdafera
ba jo presi{n parcial reducida de ox{gendk .

; ; Procedimientd segin la reivindicacidn 1; caracterizado

porque dicho cultivo sumergido se realiza continuamente dué

rante un prolongado periodo de tiempo, misntras ses suministrp

adicionalmente sl medio quuido%
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8 « Procedimiento segn la reivindicaci¥n 4 caractarizado
porqus dichos materiales gxandpras,aélidoa ingctivos son
cusntas de vidrio% '

9 = Procedimienta-segifn la reivindicaciin 1% caracterizado
porqus dicho cultivo sumergido se efectia por medio de trang
ferencia sucesivaly

10 = Procedimiento para la obtencién de un-aueve micelio =
monocaridtico del hongo Corfolus versicolort

Segifn se describe y reivindica en la presente memoria des=
criptiva y consta de 20 hojas foljadas y escritas a m{qpi;
nha por una sola de sus caraa,y,;ps planos que a la mispa -
88 acompaﬁau% ‘

Madrid, & 23 de Agosto de 19777

fdo.; Pepfo Malamersx




KUREHR KAGAKU KOGYD KABUSHIKI KAISHA.  TRES HOJAS, HOJA 18,

el

il 100 150 200




KUREHA KAGAKU KOGYO KABUSHIKI KAISHA

TRES HOJAS,

HOJA 28,




_ KUREHA KAGAKU

KOGYO KABUSHIKI KASISHA,.

TRES HOJAS, HOJA /38,

& PR I I

.
]
-
FIG.4 ]
. 1
]
P
) 3
;
N

Ly
S ———— " a ) T -

' 1

l"



	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



