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El presente invento se relaciona con un procedimiento para 

producir un nuevo micelio monocariótico del coriolus versi­

color (Frr«) Quel-i que es un conocido basidiomiceto pertene­

ciente al genero de coriolus de-las poliforóceas*'

La elevada utilidad- de los polisacaruros obtenidos de la ex** 

tracción del coliorus versicolor (Fr?#!) QuelV o de su cultivci*? 

como componente de base para la preparación de drogas medi­

cinales o alimentos' y habidas,' ha llegado a conocerse re­

cientemente y se han propuesto varios intentos para producir 

tal basidiomiceto por cultivo artificial en un elevado rend;.- 

miento'? No obstante a ello todavía no hay disponible ningún 

método ventajoso capaz de propagar el basidiomiceto en un 

•alto rendimiento^

En el transcurso del presente eptudio, destinado a realizar 

la propagación con alto rendimiento de coriolus versicolor 

(Fr^1) Quel^ Los inventores han hallado que, cuando este basi 

diomiceto es sometido a cultivo sumergido mientras se efec­

túa tratamiento mecánico*? tal como molienda o cizallamiento 

en un medio rígida? el basidiomiceto pierde la conexión de 

agarri que es una característica intrínseca morfológica y 

se cambia a un micelio monocariótico y porque el micelio - 

monocariótico así formado es estable y también tiene una - 

característica específica, consistente en que es extrema­

mente elevado el rógimen de propagación en comparación con 

el micelio dicariótico conocido??

Un objeto del presente invento es procurar un procedimiento 

para producir un micelio monocariótico no teniendo ninguna 

conexión de agarre? efectuando un tratamiento mecínico sobre 

un basidiomiceto conocido, coriolus versicolor (Fr*?) Quelí
30
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compuesto da micelio dicariótico en un medio líquido o same 

tiendo tal basidiomiceto a cultivo sumergido bajo el trata­

miento mecánico^*

Oticos objetos de este invento resultaran evidentes de la - 

siguiente descripción detallada del invento*!

En los dibujos:

La fig^ 1* es un gráfico mostrando comparativamente una cur 

va de propagación en cultivo aireado y agitación del micelio 

monocariótico»1 derivado del coriolus versidolor (Fr@) Quel$ 

de acuerdo con el procedimiento de este invento y una curva 

de propagación similar del micelio dicariót£co conocido*»!

Las figs$ 2 y 4 son microfotografías del micelio dicarióti­

co obtenido del cultivo en declive de coriolus versicolor

‘* 2 * -

(Fr^) Quel^4; y

La fig^ 3$ es una raicrofotografía del micelio monocariótico 

obtenido de acuerdo con el presente inventáis 

En el gráfico de la figl¿‘ la concentración del picelio - 

(g/1) en el medio se registra como ordenada y el tiempo de 

cultivo (hr) como abscisay También (I) indica la curva de pío 

pagación de micelio dicariótico y (II) la curva de propaga­

ción del micelio monocariótico*»1

Se cree generalmente que los hongosV que constituyen una 

seta producen las basidioiíesporas y que tales esporas germi­

nan para formar el micelio primario,* consistente usúalmente 

en &  monocariones y tal micelio.se funde uniándose para for- 

mar un micelio secundario consistente en los dicarSfconesf* Se 

dice que micelio monocariótico no tienen ninguna habilidad 

para formar los cuerpos de fruto*,̂  pero que el micelio dicarió

tico tiene tal habilidad*»1 No está disponible ningón informe
30



concerniente a la generación del micelio monocariótico de 

las esporas en mcoriolus versicolor (F¿) Quel*f Ademós,-' el 

micelio aereo blanco? obtenido en los experimentos de los 

inventores'»1 cultivando las esporas, fue flicariótico y esto 

parece deberse al hecho de que el micelio monocariótico de 

las esporas se convierte; rópidamemte en uno dicariótico^

El micelio- monocariótico» obtenido del micelio dicariótico 

de acuerdo con este invento,■ puede mantenerse establemente, 

presentando una chocante diferencia con el micelio dicarió­

tico existente*? La tabla I posterior enumera las diferencias

mZf*

entre el micelio monocariótico de coriolus versicolor (Fr«) 

Quel de acuerdo con este invento y el micelio dicariótico^ 

(sigue la tabla l)£
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Conceptas 
Micelio dicariotico. 

Micelio cnonocariotico
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Los siguientes datos deben anotarse ademas en conexión con 

las propiedades del respectivo micelio,' mostrado en la Tabls 

anterior1? El micelio dicariótico ordinario, obtenido por el 

cultivo de coriolus versidolor (FrV) Quáls? de acuerdo con ur 

método convencional} usualmente se presenta en la forma de 

gránulas*©3 Por otra parte, el micelio monocariótico,4 cuando 

S8 cultiva}1 no se forma en gránulos y el cultivo adopta una 

condición turbia,1 como si una. pulpa se suspendiese en agua, 

presentando asó una diferencia obvia con el micelio dicarió­

tico ordinario©1 El método para contar mídeos en la célula 

fue completado por primera vez en el presente inventa y este 

mátado comprende los siguientes medios y técnicas^1 

Primeramente se añade al micelio de basidiomiceto un fluido 

fijador de Helly y despuós as deja reposar este micelio usual 

mente durante alrededor de 24 horas y después ss lava con acua 

hasta que se decolore*? El micelio,’ asó obtenido, es sumergi­

do en solución de ácido clorhídrico 1-N y la solución ss 

calienta a una temperatura de 602c!1 Despuás de enfriar a tem 

peratura ambiente y de lavar con agua se vuelve a sumergir 

en 20 a 50 veces de solución de ácido nótrico diluido, segui 

do de lavado adicional con agualó El periodo de inmersión es 

de 10 a 20 minutos en la solución de ácido clorhódrico y de 

unos pocos minutas en la solución de ácido nótrico^ Las cáíu 

lesas fibrosas,'- asó obtenidas, se extienden sobre un porta­

objetos de vidrio y se dajsn sobre el mismo hasta que se eva 

pore la humedad y despuás se afíade a ello solución de Giemaa, 

a gotas© En el punto,4 en que se consiguió el teñido con la 

solución ([aproximadamente lo minutos dás tarde) las cálulas 

se lavan ligeramente con agua y despuás se secarón^ Despuás
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de secar las células fueron examinadas bajo un microscopio 

iluminado de 1000 aumentos y las circulares teñidas de rojo 

(consideradas como núcleos) fueron contadas» así, el número 

de núcleos puede ser determinado contando- las manchas teñi­

das de rojo en una célula^

El { fluido fijador de Helly"» usado aquí»1 ea una soluciún ¿el 

que la base se prepara disolviendo 2»-5 gr1* de 

bicromaflo de potasio»' 1 gr**’ de sulfato sádico y 5 grV de cío 

ruro mercúrico en 100 mi**1 de agua e inmediatamente antes dei. 

uso se añade,' a tal soluciún de base, ulteriormente formalin; 

en una cantidad de 5 ml'« por 100 ml|: de la solución!*

La "soluciún de Giemsa" es una soluciún para teñir núcleo, 

preparada disolviendo 3,0 gr¿- de "azur II eosinf" y 0,8 gr!' 

de "azur" en 250 mol de glicerina,' calentándola a 60BC',' aña*)- 

diendo además a ello 250 ml^ de metil alcohol, dejando repodar 

la solución mezclada durante 24 horas y filtrando despuás 

la solución** En uso;' la soluciún de reserva^ «áí preparada,- 

es diluida añadiendo una soluciún amortiguadora de acido - 

fosfórico (pH 6,4 - 6,8) en una cantidad de 100 mil- para 

3 mi!5 de la soluciún de reserva^'

Como un resultado de las mediciones dsl método arriba descrd 

to se ha hallado que el número de núcleo en una cálula del 

micelio ordinario, en forma de gránula,'* es 2y mientras que 

aquál del micelio del tipo de suspensión,* de acuerdo con - 

este invento» ea I*1

El micelio monocariúticoV exhibiendo las propiedades peculia 

res’,1 tal como se ha indicado arriba puede ser producido de 

acuerdo con este invento, sometiendo el micelio dicariútico

de coriolus versicolor (F*r^) Quel^ a tratamiento mecánico
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(fisáco) tal meoraa molienda o cizallamiento en. un medio lí­

quido o sometiendo,el micelio dicariótico a cultivo sumergí 

do mientras se práctica el tratamiento mecánico sobre el mi-' 

ceüo® Más concretamentei este método puede realizarse de 1í 

siguientes manaras®/

(1) En e 1 caso-de someter el micelio dicqriótico de coriolu 

versicolor (Fr®) Quel® a cultivo de sacudidas,' el micelios 

es molida añadiendo materiales granulares sólidos,1 inactivos 

tales como cuentas de vidrio®

______________________________________________  * T é

(2) En el caso de someter el micelio dicariotico a cultivo 

■ sumergido continuo, tal cultivo es realizado mientras se ci­

zalla el micelio con un elemento agitador®

£)- En el caso de someter el micelio dicariotico a cultivo 

sumergido® el micelio as cizallado o molido con un homogenei- 

zador en una extensión tal," que no se observa ningún micelio 
en forma de gránulo en observación exterior®

En la formación del micelio monocariótico bajo las condicionas 

arriba mencionadas eá preferible aplicar adicionalmente la 
siguiente tácnicafft..

(i) Se procura una condición nutritiva enriquecida, usando 

un medio con una concentración mayor de 1,'5 hasta 3 veces

al medio ordinario,' por ejemplo,' un medio de extracto de glu 

cos&ílevadura conteniendo 5% de glucosa y 0,7555 de extracto 
de levadura.®

(ii) L# atmósfera del cultivo sumergido se mantiene a presión 

parcial de oxígeno reducida® La «presión parcial de oxígeno 

reducida» puede procurarse manteniendo el fermentador de mo*> 

do hermático al aire o haciendo fluir un gas inerte* tal cnmt

gas de nitrógeno o dióxido de carbono dentro del fermentador®
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(iii) El cultivo sumergido se realiza continuamente mientras 

se suministra adicionalmente al medio líquido*?

El micelio dicariótico del coriolüs versicolor (FrV) Quól 

puede convertirse fácilmente en el micelio monocariótico — 

empleando loa arriba citados imitados (1) - (e) bien sea in­

dividualmente o en combistaación adecuada por las técnicas 

(i) - í'iii)^ En el caso de que no pueda obtenerse en una mar 

cha de cultivo la cantidad suficiente de micelio monocaríó- 

tico, se continua la operación arriba mencionada hasta homo*1 

geneizar el cultivo,' hasta obtenerse la cantidad deseada de 

micelio monocarióticoV El cultivo se practica usualmente a 

la temperatura de ¿ 50C durante un periodo de 3 a 15 días*?

38 ha hallado que el micelio monocariótico de coriolüs ver­

sicolor (FrV) Guól*? obtenido de acuerdo con el método de 
este invento? siempre mantiene el mismo estado, y las mismas; 

propiedades da cultivo se continuaron bajo las condiciones 

arriba mencionadas para la producción de micelio monocaríoti 

cotf Esto dgniíjica que el micelio monocarióticoV obtenido de 

acuerdo con el método del invento resulta como si mismo mi* 

calió monocariótico en la siguiente' generación,' manteniendo 

las propiedades del micelio monocariótico mostrado en la 

Tabla

En cultivo de placa o cultivo de superficie ^cultivo estacic 

nario del micelio monocariótico,1 es contraproducente formar 

micelio aórao, pero el micelio aóreo viene a producirse si 

el cultivo se continúa durante varios meses!»1 Este micelio 

aereo es dicariótico y cuando ae inocula en un tronco de.le* 

cho para formar cuerpos de fruto? demostró ser coriolüs ver*

sicolor(Fr.)5 QuólV mismo*? Esto reveló que el micelio producá 
do es justamente el mismo que si original!?
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Estos datos indican que el micelio monocariótico de corio- 

lus versicolor (Fr«) QueIV de acuerdo con este invento/ se 

deriva del micelio dicariótico original de eoriolus versi­

color (Fr.) Quelí!

El micelio monocariótico de este invento es un nuevo micelio 

que se ha desarrollado por primera vez por el procedimiento 

de este invento y esté nuevo micelio fue denominado corio- 

lus versicolor (FrV) Quilfe' GX »»l01-3 y se deposité bajo el 

nómero FERM^P n®** 3^686 el 25 de Agosto de 1976 en el Insti 

tuto de Investigación de Fermentación*! Agencia de Ciencia y 

Tecnólogjía Industrial' (Chiba*shi/ Qapón) un organismo gober 

namental japonós^ "

Las peculiaridades características del micelio monocarióti- 

co de coriolus. versicolor (Fr*-) QuelV de acuerdo con este 

invento/1 son como se ilustra en la Tabla 1,- pero el signifi­

cado industrial máximo de este hongo es su elevado grado de 

propagación*! El grado de propagación de este hongo es de 

T/5& 10 veces tan alto como aquel del micelio dicariótico 

original y/ obviamente/ tan elevado regimen de propagación 

es extremadamente beneficioso para la producción industrial/ 

Este micelio monocariótico puede ser aplicado para los mis­

mos propósitos de uso que el micelio dicariótico de corio* 

lus versicolor (Fr[o) Quól*»¡ Por ejemplo/ es posible obtener 

polisacaruro conteniendo nitrógeno de su extracción con un 

medio acuoso (tal como agua, solución alcalina diluida o 

solución ócida diluida) y tal sustancia de -polisacaruro, - 

conteniendo nitrógeno’/ puede usarse para la preparación de 

drogas5/ tales como agente anti-tumor/ agente activádor de 

inmunidad/ droga .antivirar/ agente antifungal/ drotja anti-ls 

persa/ droga promotora da apetito/ etcV
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También es posibles recoger varias clases de enzimas, tal « 

como proteasa, amilasa, por extracción a baja temperatura*.' 

Ademós, el micelio mismo o sus extractos o residuos puede 

ser usados para comidas o bebidas, pienso para animales y 

feBtilizantes para plantas!'

Además de lo arriba mencionado',’ si micelio de este invento 

puede ser empleado pars todos los usos del coriolus versico­

lor (Fr.) Quólfr

Este invento se describe ahora en ulterior detalle por medio 

de alguna de sus ejecuciones preferida^, pero estas ejecucio 

nes no deben considerarse como Restrictivas del alcance de 

este inventoo En lo que sigue,’ en la descripción de las eje­

cuciones,'1 (%) es de peso,' a no ser qus se indique la otro mo­

do?.

0 * »

EJEMPLO 1

Producción de micelio monocariótico

1100 mi'.’’ de un medio líquido conteniendo 5% de glucosa (pro** 

ducido por Shoua Sangyo CoJ.V Ltd) y 0,75/2 de extractó de leva 

dura (producido por Kyokuto Seiyaku Kogyo Co?« Ltd.) fue in­

troducido con pipeta en un frasno cónico de 500 mi? y deapue 

de esterilización al vapor durante 20 minutos a 120OC en un 

autoclave,' el medio fue inoculada con un mil4 de una suspensión 

de micelio,1 preparada dispersando el micelio de Coriolus ver * 

sicolor (Frl‘) Quel!! (obtsnido de un cultivo estacionario de

20 días a 25AC usando medio líquido en una cantidad dê  50 mi1»* 

conteniendo Z% de glucosa y Qt%5% de extracto de levadura, en 

60 mi!'*4 de solución salina fisiológica,’ rompiendo la esteras- 

micelial con un mezclador a una -velécidad de 6000 rf'pflml; - 

durante 3 minutos) y después se inició la agitación del cul-
30
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tivo a una velocidad da 200 r^'m! a 25^0. 3 días después

dal comienzo del cultivo, al material cultivado fue transfe 

rido asépticamente en un mezclador de 200 mlf: (fabricado - 

por Sakuma Seisakujo) y después de moler el material con un 

homo-mezclador^ fabricado por Sakuma Seisakujo) a la veloci 

dad de 10^000 rf^fm1? durante 10 minutos de cultivo sacudidor

* 1 1¡*

fue reanudado inmediatamente, para el cultivo de sacudidas 

práctico durante el periodo total de 7 días£ El micelio, asj

cultivado, no tuvo ninguna conexión de empalme y fue pobre 

generación de micelio aereo en un medio de placa de agar «
en

normalizado! El resultado del examentmicroscópico,1 despuávdcs

teñido,1 descrito mas abajo,' mostró que el micelio obtenido 
era todo -monocariótico^

Teñido:

1 mlfé de caldo conteniendo el micelio obtenido de la manera 

arriba descrita,' se añadió con 10 mlC* de agua y después áe 
sometió a separación centrífuga a 2000 hasta 5000 G durante 

5 minutos!* El líquido^ que-sobrenadaba, se elimino y el mice­

lio se transfirió a un tubo de ensayo,’ al que se añadió flui­

do fijador de Helly^

.Después de un reposo de 24 horas, las cálulas sepáradas fue** 

ron lacadas con 10 mlf de agua hasta que quedaron decolora* 

das $ DespUBs? las cálulas se colocaron en 10 ml!; de ácido - 

clorhídrico-1N y se calentaron a 60SC durante 15 minutosV 

seguido de refrigeración a temperatura ambiente1',̂ lavado con 

10 mi!* de aguay inmersión durante 2 minutos en 10 mil? de 20 

a 50 veces diluida solución de ácido nítrico y de 2 a 3 veces 
lavadas con 10 mil? de aguaíjí

Las cálulas fibrosas obtenidas se extendieron «obre un porta-
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¿objetos de vidrio para dejar evaporar la humedad y después 

se añadieron a las células algunas gotas de solución de - 

Giemsa, y después de reposa durante 15 minutos se lavaron l:.g£ 

ramente con agua y después se secaron*1

Cuando la célula, así teñida en el nócleo,1 fue examinada ba-1» 

jo un microscopio de 1000 aumentos, cada nócleo fue observa-» 

do como una mancha circular teñida de rojo^ Por lo tanto, 

el número de núcleos puede determinarse fácilmente contando 

las manchas circulares teñidas de rojo en una cálula del 

micelio'* El micelio obtenido no pudo acidular la leda de lit 

mo y no tuvo ninguna habilidad liquefactora de. gelatina!3 

Propagación de micelio monocariótico*

El micelio monocariótico," obtenido de la manera arriba des­

crita, fue alimentado con 12 litros de un medio líquido con­

teniendo 5$ de glucosa y 0,75$ de extracto de levadura en un 

vaso de 20 litros de un fermentador (fabricado por Kyoritsu 

Riko Cor*> Ltdf*0> seguido de soplado de .2 kg/cnT de vapor di-- 

rectamente sobre el vaso fermentado^ Despuós de esteriliza*• 

ción al vapor a 120QC durante 20 minutos y de refrigeración, 

se inoculó un litro de suspensión conteniendo el micelio - 

monocariótico (al régimen de 0¿'5 g/1),: «inmediatamente seguj, 

do de cultivo al regimen de aireación de 0,5 vf^v̂ m*4 y ,con ve­

locidad de agitación de 550 rf¡V*m!v Para comparación'* el cuj - 

tivo de micelio dicariótico fue realizado completamente baje 

las sismas condiciones que aquellas usadas póVel cultivo 

del micelio monocariótico^ Cuando los régímenes de propagación 

da estos micelios mono y dicarióticos de compararon por me* 

dio del tiempo requerido para alcanzar la concentración de

micelio de 8 g/1'̂  se observó que el micelio monocariótico «

W12*
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requiere solamente 1/4 del tiempo de cultivo del micelio - 

dicariótiáfo (vease fig'í 1)V También fue confirmada que el 

rendimiento de propagación del micelio monocariótico aumente 

en alrededor de 20$ sobre aquel del micelio dicaripticoO 

Ejemplo 2 J •

El calculo del número de núcleos se hizo,' según la manera 

del Ejemplo Y',\ sobre el micelio obtenido de cultivo en forme 

inclinada de coriolus versicolor (Fr?o) Quel1? Como resultado 

se encontró que, como se ilustra en la fotografía de la fig, 

2$ todas- estas cólulas son dicarióticas y no se detectó nin­

gún micelio monocariótico**

Estas hongo original fue denominado Coriolus versicolor (Fr.j 

Quel?í CM-101 y ha sido depositado bajo FERM-P Nfl?í 2412 el 25 

de diciembre de 1973 en el organismo gubernamental japones - 

arriba mencionado^

100 ml̂ o1 de un medio líquido, conteniendo 5$ de glucosa y 0,7 5 

$ de extracto de- Ibvadura se colocó en un matraz cónico de - 

500 mil’ y se esterilizó en el mismo con calentamiento**' Este 

medio entonces fue inoculado con el arriba citado micelio - 

dicariótico, usando un lazo de platino y se sometió^ un cul­

tivo de sacudida durante 3 días (precultivo) en una habita­

ción ajustada a una temperatura de 25 + 22$? Allí* se produce'» 

ron por consiguiente,1 micelios en forma de grónulolr El caldo

conteniendo este micelio en forma de granulo fue homogeneiza 

do por un homo^mezclador (fabricado por Sakuma Seiaakujo) du­

rante 5 minutos y después se sometió a un tratamiento de -ci- 

zallamiento por lo que desapareció sustancialmente la forma 

de grónulof El cultivo fue continuado bajo las condiciones aJrjL

ba mencionadas y 4 dias más tarde (cultivo principal) el *
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micelio producido en forma de gránulo de nuevo se homogenei 

zó durante 5 minutos y después de sometió a un tratamiento 

de cizailamiento'í La concentración de células del hongo en 

esta etapa fue de 11 §/l.

Un lm«J de caldo, conteniendo el micelio homogeralzado, fue 

añadido al mismo medio líquido? que se había utilizado en 

la primera marcha de cultivo, y después se sometió a la seguii 

da marcha de cultivo bajo las mismas, condiciones que en la 

primera marcha1. Sin embargo, el psríddo de cultivo se varió, 

ligeramente, es decir que el precultivo se realizó durante 

3 días y el cultivo principal también durante 3 días*»' La con 

centración fungal de cólulas estuvo sustancialmente al mismo 

nivel que en la primera marcha ds cultivo sacudidor*.'

La tercera marcha de cultivo sel continuó ulteriormente de ur)»a 

manera similar? alcanzando la concentración fungal de célu­

las sustancialmente el mismo nivel que aquel de la primera 

marcha del cultivo de sacudida por;2 días de precultivo y 3 

días de cultivo principal.

Análogamente, la cuarta parcha del cultivo fue realizada - 

obteniendo un caldo con concentración fungal de células de 

12 g/l más alta que aquella de la primera marcha de cultivo 

por 2 días de precultivo y 2 días de cultivo principal^

El mi ello obtenido no estuvo én la., forma de gránalo y per­

maneció disperso en la forma-de pulpa, no requiriendo ningtít 

tratamiento de homogeneización-.

La cálula fungal, segón se observó por un microscopio no tu­

vo ninguna conexión de empalme, lo que se encontró en el mi­

celio dicariótico ordinario,’, y fue alrededor de dos veces ma 

yor en anchura que el micelio dicarióticof?
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De la medición del nómero de núcleos por el método descrito 

en el ejemplo 1,' se determino que estas células son todas 

micelios monocarióticos como se ilustra en una microfotogrgi 
fia de la fig« 3'0

Cuando el micelio ftie cultivado ulteriormente bajo las mis­

mas condiciones que en la marcha previa de cultivo, el mice­

lio propagado estuvo constituido del micelio monocariotico 

y tuvo todas las propiedades que poseía el micelio monocaric 
tico mostrado en la Tabla

También se encontró que el micelio monogariótico fue más de 

dos veces mas alto quen régimen de propagación que el mice­
lio dicariótico©

ID grl del producto seco del micelio monocariotico,' obtenido, 

segtín el método arriba descrito, fueron extraidos con 300 mil4 

de agua caliente a 95 hasta 10QSC durante 3 horas1; La solu­

ción da extracto fue concentrada a presión reducida a 3QCC

20

y después se añadió con etanol puro para tener la concentra 

ción dé 90% y el precipitado producido fue secado, obtenien­

do 0,'2 grfc- de. polvo gris1*

Un análisis químico de este polvo gris reveló que esta sus*¿ 

tancia era un polisacaruro conteniendo nitrógeno de alto psS j 

molecular© Cuando esta sustancia fue administrada a los rato­

nes, transplantadas con tipo sólido de Sarcoma 180,. demostró 

una alta actividad anti-turnará 

Ejemplo 3 i

30

100 mi© de un meéio líquido conteniendo 5% de glucosa y 0,75& 

de extracto de levadura se alimentó en un matraz cónico con 

capacidad de 500 mi© que ya había recibido adición de 8 gr© 

de cuentas de vidrio con un diámetro de 2 a 5 mmv y este medj
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mixto, después d8 estsrificación al caloré fue inoculado con 

si micelio dicariótico da- coriolut versicolor (Fr^:) Quel^ 

igual que se empleó sn el Ejemplo 1, utilizando un asa de pij.a 

tino y después se sometió a cultivo de sacudida durante 7 

dias a 25 + 2fiCV

1 mi*? del caldo conteniendo el micelio, asi bobtenido, fue 

suministrado al medio,' añadido con las cuentas de vidrio,' 

al igual que se ha mencionado arriba y ulteriormente se so­

metió al segundo cultivo de sacudida durante 6 diasV 

El producto resultante fue ulteriormente sometida a la ter­

cera marcha del cultivo de sacudida durante el periodo dB 5 

dias**'1

El micelio producido por ello no tuvo ninguna conexión de 

empalme y fue de alrededor de 1,'5 veces tan grande en anchdxU 

como el micelio dicariótido originado y el resultado de con-. 

tar nucleés, a la manera del ejemplo 1 reveló que era micelic 

monocariótico*

1 mi'/ de este caldo fue inoculado en 100 mUf* de un medio lí­

quido conteniendo -5% de. glucosa y 0,75$ de extracto de leva 

dura y no conteniendo ninguna clase de cuentas de vidrio y 

se cultivó a 25 + 2&C‘t La concentración de micelio/ producica 

3 días después del comienzo del cultivo, fue de 10,5 g/l., 

mientras que el resultado de cultivo similar del micelio di- 

cariótico mostró 7 g/l de concentración 4 días despuós del 

comienzo del cultivo*/

Ejemplo 4:

100 mi* de un medio líquido conteniendo 5$ de glucosa y 0,75 

% de extracto de le.vadura se colocó en un matróz cónico de 

500 mi1/.y este medio,' despuós de estsrificación al calor/ fu|e 

inoculado con micelio dicariótico de corioluss versicolor -
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4( FrV) Quslf|¿' igual que se empleó en el Ejemplo 1,' usando e 

un asa de platino y después de sometió a cultivo de sacudid! 

durante 3 días*? Después de un tratamiento de homogeneizaciói, 

la totalidad del fermentador se cubrió oon una bolsa de - 

polietileno y se cerró herméticamente contra el aire exte­

rior^ seguido de 4 días de cultivo#

En el punto de completamiento del cultivo,1 E*D/S de gas OQg 

estuvo contenido en la atmósfera del fermentado^

1 mlfc del caldo,’ conteniendo el micelio, así producido,* fue 

inoculado en el medio segón la manera de la primera marcha 

del aultivo y después se sometió a la segunda marcha del cu.L 

tivo sacudidor de la misma manera que en la primera marcha*» 

Tal cultivo fue repetido ulteriormente dos veces*! Como resul 

tffldo de la medición de un modo igual al conducido en el Ejeji 

pío 1*,4 se determinó que él micelio producido en este proce* 

dimiento de cultivo fue todo monocariótico’?

Ejemplo 5t

El micelio obtenido de cultivo en declive de coriolus versi<|* 

color (Fr:¿) Quólfe1 fue tfuestfédo y sometido a la determinación 

de mícleo siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 

por lo que as determinó que todo el micelio es dicarióti| 

co y no Bstuvo presenté ningón micelio monocariótico,' como 

sé observó en la fotografía de la fiĝ ' 4§! Esto indica que 

el micelio obtenido en esta marcha de cultivo es micelio di*}* 

cariótico^

Este hongo es coriolus versicolor (Fr•) Quel^ CM-103 y se de 

positó- bajo FERM-P NA 2414 el 25 de diciembre de 1973 en el 

organismo gubernamental japonós arriba mencionado^4

«17-
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1130 mlV de medio líquido, conteniendo 5% de glucosa y 0,75% 
de extracto de levadura, se coloco en un matriz cónico con 

capacidad fr 500 mlí»' y después de esterilización al calor,' 

se inoculó con el micelio del coriolus versicolor (F¿¿) Quél! 

CM-103, usando un asa de platino,’ seguido de cultivo sacudi­

dor durante 7 días a 25 + 2«C# El micelio en este cultivo - 

fue dicariótico y estuvo contenido a la concentración de 10,

g/itf

sometió

ET1 micelio dicariótico, as¡í obtenido,1 fue inoculado por 0#;01 

% en 20 litros de un medio líquido,: teniendo disuelto en el 

mismo 10% de glucosa y 1 ,!5$ de extracto de levadura y se 

a cultivo sumergido con agitación en un fermentadorV* ajustada 

25 + 2fiC usando un agitador del tipo de paletas a la veloci­

dad de 500 r#p#mV Después de 7 dí§s de cultivo, el micelio 

producido a la concentración de 1 0 , g/l# en el caldo# 20 mi
f Je

de este caldo fue inoculado en el mismo medio y la segunda 

marcha de cultivo se realizó b«jo las mismas condiciones du­

rante 6 días*,5 Se repitió ulteriormente un cultivo similar d o ­

rante 5 días en la tercera marcha y durante 4 días en la cuar 
ta marcha#

Despuós de completar la cuarta marcha de cultivo,^ el caldo 

testuvo dn la forma de una pulpa uniforme y contuvo el mice­

lio^ producido a la concentración de 11,5 *g/l# El micelio no 

tuvo ninguna conexión de empalme y fue todo micelio monocaric** 
tico# • •

La presente patente de invención recaerá sobre las siguientes 

reivindicaciones:

30
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RE3VINDICACIONES

¿19*'

1 * Procedimiento para la ob.tención de un nuevo micelio rao- 

nocariótico del hongo Coriolus versicolor (FrÜ*) Quóll* carac­

terizado porque un micelio dicariótico de Coriolus versico­

lor (Fr-̂ o) Qdel§< primeramente se somete a un tratamiento mectf 

nico en un medio líquido y después se somete a cultivo sumar 

gidoV o dicho micelio dicariótico se somete a cultiva sumer­

gido,' mientras se realiza dicho tratamiento mecánico sobre 

dicho miceliolí

IQ 2 * Procedimiento segón la reivindicación 1,! caracterizado 

porque dicho tratamiento meeánico consista en cizallamiento 

&.mopLienda par medio de un homogeneizador!?

3 - Procedimiento segón. la reivindicación iy. caracterizado 

porque dicho’ tratamiento mecánico consiste en cizallamiento 

o molienda por medio de un agitador^

4 * Procedimiento segón la reivindicación 1,’ caracterizado 

porque dicho tratamiento mecánico consis-te en molienda por 

uso de. materiales granulares sólidos, inactivos!»

5 - Procedimiento segó® la reivindicación 1,’ caracterizadb 

porque dicho cultivo sumergido se realiza en un estado alta­

mente nutritivo/ utilizando un medio líquido con alta concer 

tración^

6 * Procedimiento segón la reivindicación 1>V caracterizado 

porque dicho cultivo sumergido se efectóa en una atmósfera 

bajo presión parcial reducida de oxígeno^'

7 * Procedimiento segón la reivindicación 1/ caracterizado 

porque dicho cultivo sumergido se realiza continuamente du­

rante un prolongado periodo de tiempo/ mientras se suministré

3,0 adicionalmente el medio líquido^

/



1 8 • Procedimiento según la reivindicación 4^ caracterizado

porque dichos materiales grandores sílidos inactivos son 

cuentas de vidrio**1

9 - Procedimiento.según la reivindicación if caracterizado

—2 0 * -

porque dicho cultivo sumergido se efectúa por medio de trac» 

fe rancia sucesiva!*1

10 - Procedimiento para la obtención de un nuevo micelio - 

monocariótico del hongo Coriolús versicolor^

Según se describe y reivindica en la presente memoria des­

criptiva y consta de 20 hojas foliadas y escritas a míqui» 

na por una sola de sus caras y. los planos que a la misma 

se acampanan**

Madrid»' a 23 de Agosto de 1977*'
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