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Sposéb wytwarzania nowej monokariotycznej grzybni Coriolus
versicolor (Fr.) Quel

1

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarza-
nia nowej monokariotycznej grzybni Coriolus ver-
sicolor (Fr.) Quel., bedacego znanym podstawcza-
kiem, malezgcym do rodzaju Coriolus rodziny
Polyporaceae.

Znana jest przydatno§é polisacharydéw, otrzy-
mywanych drogg ekstrakeji Coriolus versicolor
(Fr.) Quel, wzglednie jego kultury, jako podsta-
wowych skladniké6w przy produkcji lekéw lub
zywno$ci i napojéw. Czyniono rézme proby pro-
dukowania tego podstawczaka drogg wysokowy-
dajnej sztucznej hodowli, lecz mimo to nie istnieje
dotad korzystny spos6b rozmnazania podstawczaka
z duzg wydajnoScia. :

W toku badan, majacych na celu uzyskanie wy-
sokowydajnego rozmnazania Coriolus versicolor
(Fr.) Quel, nieoczekiwanie stwierdzono, ze gdy
hodowle w zanurzeniu tego podstawczaka potgczy
sie z mechaniczng obrébka typu $cinania lub roz-
cierania w cieklym $§rodowisku, podstawczak traci
swg spoistag budowe, bedacg cechg charakterystycz-
n3 jego morfologii wewnetrznej i zmienia sie w
grzybnie monokariotyczng. Uzyskana tym sposo-
bem monokariotyczna grzybnia jest trwala i ma
te szcze®lna wiasciwos$é, ze wykazuje wyjatkowo
duza predko§é rozmmazania w poréwnaniu ze
znang grzybnig dwukariotyczng.

Przedmiotem wynalazku jest przeto sposéb wy-
twarzania nowej trwaltej monokariotycznej grzybni
‘Coriolus versicolor (Fr.) Quel, nie wykazujacej
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budowy spoistej, a cecha tego sposobu jest to, ze
pelng brzeczke fermentacyjna, zawierajacy aktyw-
nie rozmnazajaca sie¢ dwukariotyczng grzybnie
Coriolus versicolor (Fr.) Quel, 5%, wagowych gli-
kozy i 0,75% wagowego ekstraktu drozdzy, poddaje
sie¢ w trakcie hodowli obrébce mechanicznej droga
Scinania lub rozcierania, przy czym obrébke me-
chamiczng, majaca charakter ciggly lub okresowy,
prowadzi sie¢ co najmniej raz w czasie trwania
calego procesu hodowli, wewnatrz lub na zewnatrz
naczynia fermentacyjnego.

Na rysunku fig. 1 przedstawia krzywa rozmna-
zania w napowietrzanej i poddawanej mieszaniu
hodowli monokariotycznej grzybni, otrzymanej z
Coriolus versicolor (Fr.) Quel. sposobem wedlug
wynalazku i dla poré6wnania podobng krzywg roz-
mnazania znanej grzybni dwukariotycznej, fig. 2
i 4 przedstawiajg mikrofotografie grzybni dwu-
kariotycznej, otrzymanej ze skosu kultury Coriolus
versicolor (Fr.) Quel, a fig. 3 przedstawia mikro-
fotografie grzybni monokariotycznej, otrzymanej
sposobem wedlug wynalazku. s

Na wykresie na fig. 1 wartoSci stezenia grzybni
(g) litr w- pozywce odlozono na osi rzednych, a
dlugo$é czasu hodowli (godziny) na osi odcietych.
Krzywa (I) odpowiada krzywej wzrostu grzybni
dwukariotycznej, a krzywa (II) krzywej wzrostu
grzybni monokariotycznej. )

Uwaza sie na ogbl, ze grzyby bedace grzybami
jadalnymi wytwarzaja basidiospory, ktére kielkujac
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tworzg pierwotng grzybnie, zawierajaca zwykle
monokariony, po czym grzybnia ta zlewa sie, two-
1zgc grzybnie wtérng, zawierajgcg dwukariony.
Twierdzi sig, Ze monokariotyczna grzyb:aia nie ma
zdolno$ci wytwarzania owocnikéw, ktérg to zdol-
no$é ma grzybnia dwukariotyczna. Brak jest in-
formacji o rozmnozZeniu monokariotycznej grzybni
z zarodnik6w Coriolus versicolor (Fr.) Quel. Co
wiecej, biala napowietrzna grzybnia, otrzymywana
w toku badan drogg hodowli zarodnikéw, byia
grzybnig dwukariotyczng i prawdopodobnie jest to
zwigzane z faktem, iz monokariotyczna grzybnia
z zarodnikdw ulega bardzo szybkiej przemianie w
grzybnie dwukariotyczna.

Monokariotyczng grzybnie, otrzymang z grzybni
dwukariotycznej sposobem wedlug wynalazku,
mozna utrzymaé w stanie trwalym, wykazujacym
znaczne r6znice w stosunku do istniejgcej grzybni
dwukariotycznej. W tablicy przedstawiono réznice
miedzy monokariotyczng grzybnig Coriolus versi-
color (Fr.) Quel, wytworzong sposobem wedlug
wynalazku i grzybnig dwukariotyczna.

Tablica
Grzybnia mo-
Grzvbnia- nokariotycz-
Przedmiot g IZK n}a na wytworzona
badania \:/u ario- sposobem
yezna wedlug
wynalazku
1 2 3
Postaé
1. Hodowla w Brak rozpro-~ | Rozproszenie
zanurzeniu szenia
2. Hodowla na Tworzy sie Brak grzybmni
plytce grzybnia na- | napowietrz-
powietrzna nej
Badania mikro-
skopowe
3. Tworzenie sie Zaobserwo- Nie zaobser-
budowy spo- wano wowano
istej
4. Ksztalt Dluga icienkal Kr6otka i o
grzybni wiele grubsza
niz grzybnia
dwukario-
tyczna
Wlasciwoscl
fizjologiczne
i biochemiczne
5. Predko$é roz- | Mata Duza
mnazania
6. Przyswajanie | Wynik do- Wynik stabo
celulozy datni dodatni
7. Azotan pota- Brak wzrostu| Wzrost
sowy jako
jedyne zrédilo
azolu
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1 2 3
8. Witamina Bi Potrzebna Niepotrzebna
9. Mleczko lak- Odczyn Brak odczynu
musowe W po- | kwasny kwasnego
zywce

Dalsze fakty, stwierdzone w zwiazku z podanymi
w tablicy wlasciwo$ciami poszczegbélnych grzybni,
sg nastepujgce. Zwykla grzybnia dwukariotyczna,
olrzymana znanym sposobem z hodowli Coriolus
versicolor (Fr.) Quel, ma na ogél postaé grudek.
Pochodzgca z hodowli menokariotyczna grzybnia
nie tworzy grudek i kultura jej staje sie metna,
tak jak papkowata zawiesina w wodzie, co sta-
nowi oczywista réznice w stosunku do zwyklej
grzybni dwukariotycznej. Spos6b liczenia jader w
komoéree, ktéry zostal opracowany do konca po
raz pierwszy w zwiazku z wynalazkiem polega na
zastosowaniu nastepujgcych $rodkéw i metod:

Najpierw do grzybni podstawczaka dodaje sie
utrwalajgcego ptynu Helly’ego, a nastepnie grzyb-
ni¢ odstawia sie zwykle na okolo 24 godziny, po
czym przemywa sie jg wodg do odbarwienia. Tak
otrzymang grzybnie zanurza sie w 1n roztworze
kwasu solnego i roztwér ten podgrzewa do tempe-
ratury 60°C., Po ochlodzeniu grzybni do tempera-
tury pokojowej i przemyciu woda, zanurza sig jg
w roztworze kwasu azotowego o 20—50-krotnym
rozcieficzeniu, po czym ponownie przemywa woda.
Czas zanurzenia w roztworze kwasu solnego wy-
nosi 10—20 minut, a w roztworze kwasu azotowego
kilku minut, Otrzymane w ten sposéb wldkniste
komorki rozpoSciera sie na szkielku przedmioto-
wym, pozostawia na nim do czasu wyparowania
wilgoci, a nastepnie dodaje kroplami roztwér
Giemsa’ego. Po zakonczeniu zabarwiania roztwo-
rem (w przybliiéniu po 10 minutach), komérki
przemywa sie ostroznie woda, a nastepnie suszy.
Wysuszone komérki bada sie pod mikroskopem
powigkszajacym 1000-krotnie, liczgc okrggle zabar-
wione na czerwono plamki odpowiadajgce jadrom.
Tak wiec dzieki policzeniu zabarwionych na czer-
wono plamek okrefli¢é mozna liczbe jader w jednej
komorce.

Stosowany tu ,utrwalajgcy plyn Helly'ego” jest
roztworem, ktérego podstawe sporzadza sie, roz-
puszezajac 2,5 g dwuchromianu potasowego, 1 g
siarczanu sodowego i 5 g chlorku rteciowego w
100 ml wody. Do tego roztworu podstawowego do-
daje sie bezpoSrednio przed uzyciem formaliny
w iloSci 5 ml na 100 ml roztworu.

»Roztwor Giemsa’ego” jest roztworem do bar-
wienia jader, otrzymywanym przez rozpuszczanie
3 g btekitu II eozyny i 0,8 g biekitu w 250 ml
gliceryny podczas ogrzewania ich do temperatury
60°C, nastepnie przez dodanie 250 ml alkoholu me-
tylowego, odstawienie mieszaniny na 24 godziny
i odsgczenie roztworu. Przed uzyciem otrzymany
w ten spos6b roztwér podstawowy rozcieficza sie,
dodajac buferowego roztworu kwasu fosforowego
(warto§¢ pH=6,4—6,8) w iloSci 100 ml na 3 ml
roztworu podstawowego.
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W wyniku pomiaréw, prowadzonych powyzsza
metoda, stwierdzono, ze liczba jgder w jednej ko-
m.orce zwyklej grzybni w postaci grudek wynosi 2,
podczas gdy w jednej komoérece zawiesinowej grzyb-
ni, wyiworzonej sposobem wediug wynalazku, znaj-
duje si¢ jedno jadro.

Spos6b wedlug wynalazliu mozna realizowad na-
stepujacymi drogami:

(1) W przypadku poddawania dwukariotycznej
grzybni Coriolus versicolor (Fr.) Quel. hodowli
wstrzgsowej, grzybnie rozciera sie za pomocq sta-
iych ziarmisltych materiatéw, np. szklanych kulek.

(2) W przypadku poddawania dwukariotycznej
grzybni hodowli cigglej w zanurzeniu, grzybmie
poddaje cie §cinaniu za pomocg elementu miesza-
jacego.

(3) Pelng brzeczke hodowlang otrzymang z ho-
dowli grzybni dwukariotycznej i zawieraja aktywnie
rozmnazajacy si¢ grzybnie dwukariotyczny wydo-
bywa sie okresowo z naczynia fermentacyjnego
(co majmniej raz) i poddaje si¢ $cinaniu lub roz-
cieraniu w. homogenizatorze do momentu, w kt6-
rym przestaja byé widoczne grudki grzybai, a na-
si¢pnie zhomogenizowang pelng grzeczke hodowlang
umieszcza sie zmowu w naczyniu fermentacyjnym
i podejmuje hodowle.

Podczas wytwarzania momokariotycznej grzybni
w wyzej podanych warunkach korzystne jest do-
datkowe zastosowanie nastepujgcych metod poste-
powania:

(I) Stosuje si¢ wzbogacone odzywianie za pomocg
pozywki o stezemiu 1,5—3 razy wyzszym od steie-
nia zwyklej pozywki, np. za pomoca pozywki, za-
wierajgoej 5%, wagowych glikozy i 0,75%, wago-
wego ekstraktu drozdzy.

(II) W hodowli w zanurzeniu utrzymuje sie atmos-
fere o zmniejszonym cisnieniu czastkowym tlenu.
»ZInniejszenie cifnienia czgstkowego tlenu” uzyskaé
mozna uszczelniajgc naczynie fermentacyjne lub
wdmuchujac do naczynia gaz obojetny, np. azot
lub dwutlenek wegla.

(III) Hodowle w zanurzeniu prowadzi si¢ w spo-
s6bb ciggly, zasilajgc jg dodatkowo ciekly pozywka.

Dwukariotyczng grzybnie Coriolus wversicolor
(Fr.) Quel. mozna latwo przeprowadzi¢ w grzybmie
monokariotyczmg, stosujac wyzej opisane drogi
(1)—(3), bez stosowania dodatkowych metod Ilub
w odpowiednim potgczeniu z metodami (I)—(III).

Je§li grzybmnia otrzymana w jednym zabiegu
hodowlanym prowadzonym sposobem wedlug wy-
nalazku nie jest jeszcze grzybmig catkowicie mo-
rokariotyczng, to wobwczas stosuje sie technike
zwang ,stopniowym przenoszeniem”, Stopniowe
przenoszenie polega na tym, Ze prowadzi sie ko-
lejne zabiegi hodowlane, az do uzyskania brzeczki
hodowlanej, zawierajgcej grzybnie caltkowicie mo-
nokariotyczng, przy czym jako hodowle posiewowsq
w danym zabiegu stosuje sig¢ cze$é pelnej brzeczki
hodowlanej, otrzymanej w poprzednim zabiegu.
W kazdym kolejnym zabiegu hodowla posiewowa
zawiera ooraz wigcej grzybni monokariotycznej
i coraz mniejszg ilo§¢ grzybmni dwukariotycznej.

Stwierdzono, Ze monokariotyczna grzybnia Cor-
iolus versicolor (Fr.) Quel., otrzymywana sposobem
wedlug wynalazku, zachowuje zawsze jednakowa
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posta¢ i wlaSciwoSci, o ile spelnione sy wyZej po-
dzne warunki wytwarzania tej grzybmi., Oznacza
to, ze monokariotyczna grzybnia, wytwarzana spo-
sobem wedlug wynalazku, odtwarza sie jako iden-
tyczna monokariotyczna grzybnia ‘w nastepnym
pckoleniu, zachowujgc wlasciwoSci monokario-
tycznej grzybni, podane w tablicy.

W hcdowli na ptytce lub w hodowli powierzch-
niowej (stacjonarnej) monokariotycznej grzybni
grzybnia napowietrzna tworzy sie z trudnoscig, lecz
powstaje, gdy hodowle prowadzi sie w ciggu kilkn
miesigcy. Ta napowietrzna grzybnia jest grzybnig
dwukariotyczng i gdy zaszczepia sie jg w eelu wy-
tvoorzenia owoonik6w, uzyskuje sie -owecniki
wlasnie Coriolus versicolor (Fr.) Quel, a ‘wiec
olrzymana grzybnia jest identyczna z grzybnig
wyjéciows. _

Z faktéw tych wynika, Ze monokariotyczna
grzybnia Coriolus versicolor (Fr.) Quel, wytwo-
rzona sposobem wedlug wynalazku, pochodzi od
wyjSciowej dwukariotycznej grzybai Coriolus versi-
color (Fr.) Quel.

Monokariotyczna grzybmia, wytworzona sposobem
wedlug wynalazku, jest nowg grzybnig, ro raz
pierwszy otrzymang sposobem wedlug wynalazku.
Zostala ona nazwana Coriolus versicolor (Fr.) Quel.
GX-101-3 i zlozona do depozytu jako FERM-P
nr 3686,

Charakterystyczne wlaSciwo§ci monokariotycanej
grzybni Coriolus versicolor (Fr.) Quel., wytworzo-
nej sposobem wedlug wynalazku, przedstawiono
w tablicy, lecz najwieksze znaczenie tych grzybéw
dla przemyshu zwijzane jest z duzy predke$cig ich
rozmmnazania. Predko$é ta jest 1,5—10 razy wigksza
od predko$ci rozmnazania wyjSciowej grzybni dwu-
kariotycznej, a oczywiScie tak duza predkosé jest
bardzo korzystna w warunkach produkcji przemy- -
slowej,

Monokariotyczny grzybnie, wytworzony wedlug
wynalazku, mozna stosowaé do tych samych celéw
co dwukariotyezng grzybnie Coriolus versicolor (Fr.)
Quel. Mozna z niej np.otrzymywaé zawierajgcy azot
polisacharyd, poddajgc monokariotyczng grzybnie
ekstrakeji zawierajacym wode modium, takim jak
woda, rozcieficzony roztwér alkaliczny lub rozciefi-
czony roztwér kwasny, Taki zawierajacy azot poli-
sacharyd mozna stosowaé do produkcji lekéw, np.
$rodka przeciwnmowotworowego, Srodka zwieksza-
jacego odrormosé, srodka przeciwwirusowego, Srod-
ka przeciwgrzybicznego, leku przeciwtrgdowego,
leku wzmagajacego apetyt itp.

Przez niskotemperaturowg ekstrakcje monokario-
tycznej grzybmni, wytworzonej sposobem wedlug
wynalazku, mozna otrzymaé takie réine rodzaje
enzymbéw, np. proteaze, amylaze itp, Co wiece},
samag grzybmnie lub jej ekstrakty albo pozostaloécl
mozna stosowaé do zywnoéci i napojéw, jako pasze
dla zwierzat i naw6z dla roflin.

Poza wyzej wymienionymi zastosowaniami grzyb-
nie, wytworzong sposobem wedlug wynalazku,
mozna stosowaé do tych wszystkich celéw, do kté-
rych uzywa sie Coriolus versicolor (Fr.) Quel.

Wynalazek zilustrowano w przykladach, ktére
nie stanowia jednak Zadnego ograniczenia zakresu
tego wynalazku.
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- Przyklads b Wytwarzanie ‘monokariolycznej
grzybni 104 mi: cieklej pozywki, zawiesajacej.. 5%
wagowych ~-glikezy i- 0,75% -wagowego. ekstraktu
drozdzy .. (produkowanego .przez Kyokuto Seiyaku
Kogyo:Co,, Lid.), edmierza sie pipeta do stozkowe]
kolby. o -pojemrosei- 500 ml.i po dwudziestorninu-
towym wyjalawianiu parq weodng  w- temperaturze
120°C, poeywke  zaszczepia: sie 1. ml zawiesiny
grzybni, otrzymanej -przez zdyspergowanie grzybni
Coriolus yexsicolor {Fr.) Quel.:Nastgprie rozpoczyna
¢ig-hodewle wstrzgsowa w temperaturze: 25°C, sto-
sujge - sieszanie z: predkoscig. 260 obrotowrminute.
Gizybnia, z kt6rej.sporzadza si¢ zawiesing do. za-
sz¢zepienia :pozywki<pochodzi z dwudziestodniowe]
stacjonarnej hodewli, prowadzbnej-w - temiperaturze
5-°C, W bozy wee, zawierajacej 3% wagowe glikozy
i 05% wagowego ekstraktu -drozdzy, a.przygolo-
wuje sie- jg-droga rozdrobnienia powlokt grzybnio-
‘wej:w 60 mi; fizjologicznego roztworu -soli,. przy
ezym_ rozdrebnienie prowadzi sie w ciagu 3 rainut
Z3¢-pomsocy. mbeszadia o predkosci . ebrotowej 16000
obrotéw/mintite.

. Po_-uptywie 3 duoi-od momentu rozpoczecia- ho-
dowli wsirzgsowej czeé¢ brzeczki hodowlanej wy-
dohywa. sie z.naczynia fermentacyjnego.i zawartg
w. .ribe}. . gyzybnie obserwuje . po: zabarwieniu pod
‘mikroskopem.. Obserwacja taka-wykazala, 'iZ: bada-
na grzybnia jest grzybnig qukariotyczns;.

: Nestepnie pelng brzeczikg: hodowlang rozciera sie
wneiggu-10 minut w mieszalniku ‘homogenizujgcym
‘(prodlukeji Sakuma;. ‘Works), pracujacym z . pred-
koéciq -obratowsq ~ 10000. obrotéw/minute. Poddang
tﬁmu zablegovu pelny brzeczke hodowlang,.zawie-
raggca ‘aktywnie rozmnazajgcy sie grzybnie,umiesz-
cza- sig ~znowu _ w-kolbie stozkowej 0 pojemnoici
500. ml i.;patychmiast. podejmuje hodowle wstrza-
‘sowq. W podanych: powyzej: warunkach. -Calkowity
‘czas trwania hodowli wynosi 7 dni. Tak wyhodo-
wana. grzybnia nie' ma zwarte: badowy. i tworzy
niewdelks . gxzybniemapowietfma w zwyktym $éro-
dpwisient agaru whodowli ma ptytce, Wyniki badan
mikroskopawych. po-zabarwieniu przeprowadzonym
nizej ~podanym .sposabem wykazujg, :iz otrzymana
grzybnis jest- catkowicie' monokariotyezna.

. - Barwiende.. 1 m} brzeczki, zawierajacej. grzybnie,
ottzymang w wyzej opisany-.spos6b, miesza .sig

z 16 mil wody, a nastepnie poddaje zozdzielamiu.w:

wirbwee w ciagu 5 minut.z predkoéeig 2000—5000.G|
Ciecz znad -osadu.-usuwa si¢; -a grzybnig ; przenosk
do probowki; do ktoérej dodaje sie utrwalajacy piyn
Helly’ego i odstawia ma 24 godziny. Oddzielone
komoériki przemywa sie 10 m! wody do odbarwienia,

a nastepnie ‘umieszcza je w 10 ml 1n kwasu sol-.

nego;.cgrzewa w-ciggu 15 minut w .temperaturze
60°C, ‘ehlodzi do temperatury pokojowej .i prze-
mywa 10 ml wody. Nastepnie zanurza sig je w
10-mi-wodnego roztworu kwasu azotowego o 20—50
krotnym rozcienczeniu.l przemywa 2—3 razy 10 ml
WatRy s A .

Ofrzymane wlékmste komoérki rozposciera sie na
szikietkn. przedmiotowym w celu wysuszenia na
powietrzu, po €zym nanosi sie¢ ma nie kilka kropli
roztwaru Giemsa’ego i po uplywier15 minut prze-
mywa. ostroznie" wodg i suszy.:: -~

Podczas obserwacji komérki o tak. zabarwmnym.
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jadrze pod mikroskopem powiekszajgcym 1600-krot-
nie, kazde jadro widoczne jest w postaci okraglej,
zabarwionej na .czerwono plamki. Tak wiec liczbz
jader mozna latwo okreslié policzywszy okragle,
zabarwione na czerwono plamki w Jedné] ‘kombrce
grzybni. Otrzymana grzybnia nie zaktasza mlaczk‘
lakmusowego i nie wykazuje zdolno$ci uplymama
zelatyny.

Rozmnazanie monokariotycznej grzybni.

St6j fermentocyjny o pojemno$ci 20 litréw, za-
wierajacy 12 litréw cieklej pozywki hodowlanej,
w. ktorej znajduje sie 5% wagowych glikozy
i- 0,75 wagowego ekstraktu drozdzy, wyjalawia sie
parg wodng, po ézym pozywke zaszczepia sie przez
zmieszanie jej z 1 litrem wodnej zawiesiny mono-
kariotycznej grzybni, otrzymanej w wyzej opisany
spos6b.. Grzybnie hoduje sig, doprowadzajge do
slcja powieirze z predko$cig 0,5 litra na 1 litr
cieklej pozywki na 1 minute i stosujac mieszanie
z predkoScia 550 obro!é6w/minute w-temperaturze
2512°C. Bezpodrednio po -zaszczepieniu w 1 litrze
pozywki hodowldnej znajduje sie 0,5 g grzybni
(w przeliczeniu na suchg mase).

Dla por6wnania, w identycznych warunkach -pro-
wadzi sie hodowle grzybni dwukariotycznej.” Gdy
poréwnano predkosci rozmnazania grzybni mono-
kariotycznej i grzybni dwukariotycznej, biorgc pod
uwage czas potrzebny do uzyskania stezenia grzyb-
ni 8 g/litr, stwierdzono, %e grzybnia dwukario-
tyczna osigga to stezenie w czasie czterokrotnia
dluzszym od czasu hodowli grzybni monokario-
tycznej (fig. 1). Uzyskano réwniez potwierdzenie
faktu, Zze wydajno$é rozmnazania monokariotycznej
grzybni przewyzsza ¢ okolo- 20% wydamoéé ‘T0Z-
mmazania grzybni dwukariotycznej.

Przyktad II. 100 ml wodnej pozywki--hodow-
lane}; ' zawierajacej 5% wagowych glikozy i 0,75%
ekstraktu drozdiy;:umieszcza si¢ w kolbie stozko-
wej 0. pojemhoéci 500 ml i po ‘wyjalowieniu ter-
micznym zdsiézepia jg .grzybnig za pomocg drutu
platynowego zakoficzonego - petelka, ‘a’ nastepnie
prowadzi sie w ciggu & -dni hodowle wstrzasows
w - temperaturze 25+2°C, Do zaszczepienia stosuje .
sie- grzybnie szczepu CM 101 Coriolus versicoler
(Fr.) Quel,,” zlozong €do depozytu ‘- jako FERM-P
nr--2412, bedacg grzybnig catkowicie dwukario-
tyezng (fig. 2). Jest to tak zwany pierwszy: etap
hodowli; ' a ‘graybnia. otrzymana ‘w tym etaple ma’
postat-grudktwity 1-jest draybify cafkewicie dwu-
katiotyczsrs.

Pelng brzédzke hoBowldng; zawierdfacy provdites
watg grzybunie, poddaje sie w- ciaggd'’s miriat hoiii-
genizacji drogg $cinania w mieszalnildu homogeni-
zujgeym (produkeji Sakuma - Works), otrzymujgc
brzeczke pozbawiong grudek. Calg ilo$é tej zhomot
genizowanej ‘pelnej ‘brzeczki hodowlanej  poddaje
sie dalszej hodowli w temperaturze-2532°C w ciggu
4 dni. Jest to tak zwany drugi etap hodowli,
a grzybnia otrzymana w tym etapie zawiera jeszcze
nieco -grudek, jednak obserwacja po zabarwieniu
wykazuje, iz - przewazajgca cze$§é grzybni jest
grzybnia -monokariotyczng. Stezenie calej grzybni
w tak otrzymanej pelnej brzeczce hodowlanej wy-
rosi 11 g/litr. brzeczki.

Dwa powyisze etapy (etap pierwszy i etap drugi)
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s‘anowia tak zwany pierwszy zabieg hodowlany.
Pelna brzeczke hcodowlang otrzymang w tym za-
biegu, zawierajacg grzybnie, majgcg czesSciowo
posta¢ grudek i skiadajacyg sie z przewaiajgcej
iloSci grzybni monokariotycznej i niewielkiej ilogci
grzybni dwukariotycznej, poddaje sie w ciggu
5 minut homogenizacji w mieszalniku honcgeni-
zujacym, po czym 1 ml taik zhomogerizowanej
brzeczki stosuje sie jako hodowle posicwowyg w
drugim zabiegu hodowlanym

W pierwszym etapie drugiego zabiegu 100 ml
wodnej poiywki hodowlane), zawierajacej 5%
wogowyeh glikozy 1 0,78%, wagowych ekstraktu
duozdzy, umieszcza sie w stozkowej kolbie o po-
jemnoéci 500 ml, kolbe i jej zawartoéé wyjalawia
si¢ terimicznie, | poiZywke zaszczepia sig 1 ml
Fodowli posiewowe]j, otrzymanej w pierwszym za-
biegu i w ciggu 3 dni prowadzi sic hodowle
wsirzgsowa w temperatuize 25 12°C. Otrzymana
w tym etapie pelna brzeczka hodowlana zawiera
o wiele mniej grudek grzybni w pordwnaniu z
brzeczka, olrzymani w pierwszym etapie pierw-
szego . zabiegu, a po dziesieciominutowej homoge-
nizacji w mieszalniku homogenizujacym grudki te
caltkowicie znikajg. Catlg ilo$¢ tak zhomogenizowa-
nrej pelmej brzeczki hodowianej,.zawierajacej prze-
wazajgcg iloéé grzybni monokariotycznej i nie-
wielkg -ilo§é grzybni dwukariotycznej, poddaje sie
w ciggu 3 dni hodowli wstrzazowej w tempcra-
turze 25 2°C (drugi etap drugiego zabicgu).
Grzybnia, otrzymana w tlym etapie, ma wyglad
drzewnej papki, a jej obscrwacja mikrositoiowa po
zobarwieniu wykazala, iz jest to grzybnia zasadni-
czo catkowicie monokariotyczaa. Stezenie te] grzyb-
ni w pelnej brzeczce hodowlanej, oirzymanej w
drugim zabiegu, wynosi 11 g/litr.

Otrzymang w drugim zabiegu pelna brzeczke
kodowlana, zawierajacg grzybnie zasadniczo cal-
kowicie monokariotyczng, poddaje sie w ciagu
5 minut homogenizacji w mieszalniku homegeni-
zujgeym i 1 ml tak zhomogenizowanej brzeczki
stosuje sie jako hodowle posiewowg w trzecim
zabiegu hodowlanym.

W pierwszym etapie {rzeciego zabiegu powtarza
sie tak postepowania, opisany w przypadku pierw-
szego etapu drugiego zabiegu, z ta rdinica, Ze
hodowle prowadzi si¢ w ciggu 2 dni. Drugi etap
trzéciego zabiegu polega na tym, ze pelng brzeczke
hodowlang, otrzymang w pierwszym etapie, homo-
genizuje sie w ciagu 5 minut w mieszalniku homo-
genizujgcym i poddaje trzydniowej hodowli wstrzg-
sowej w temperaturze 25 *2°C. Grzybnia, otrzy-
mana w tym etapie, ma wyglad drzewnej papki,
a jej obserwacja mikroskopowa po zabarwieniu
wykazala, iz jest to grzybnia catkowicie mono-
kariotyczna. Stezenie grzybni w pelnej grzeczce
kodowlanej, otrzymanej w drugim etapie trzeciego
zabiegu, wynosi 11g/litr.

Otrzymang w drugim etapie trzeciego zabiegu
pelng brzeczke hodowlang, zawierajgcy grzybnig
calkowicie monokariotyczng, homogenizuje sie¢ w
ciggu 5 minut w mieszalniku homogenizujgecym
i 1 ml tak zhomogenizowanej grzybni stosuje sic
jako hodowlana posiewowsg w czwartym zabiegu
" hodowlanym, Pierwszy etap czwartego zabiegu
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prowadzi si¢ w identyczny spos6b jak pierwszy
etap trzeciego zabiegu, a drugi etap rozni sie od
drugiego etapu trzeciego zabiegu tylko tym, ze
bodowle prowadzi sie w ciggu 2 .dni. Grzybnia
w pelnej brzeczce hodcwlanej, dtrzymanéj w
czwartym zabiegu, ma syglad drzewnej papki
i w dalszym ciggu jest gr:ybnia calkowicie mono-
kariotyczng (nie zaszla przemiana w grzybnig
dwukariotyczng). Stezenie grzybni w brzeczce po
czwartym zabiegu wynosi 12g/litr. Oznacza to, e
szybko$¢ rozmnazania grzybni monokariotycznej
(s*ezenie 12 g/litr po dwudmowym pierwszym
etapie i dwudniowym drugim etapie czwartego za-
biegu (jest wicksza od szybkos$ci mzmnazama grzyb-
ni dwukariotycznej (stezenie 11 g/htr po trzydnio-
wym pierwszym etapie i czterodniowym drugim
etapie pierwszego zabiegu). .

Grzybnia, otrzymana w -czwartym zabiegu ho-
dowlanym, nie tworzy grudek i nie zmienia postaci
zblizonej wygladem do drzewnej papki, w zwigzku
z czym w przypadku stosowania jej _jako hodowli
posiewowej w nastepnych zablegach hodowlanych
dodatkowa homogenizacja jest zbedna, )

Obserwowana pod mikroskopem  komoérka grzyba
nie ma budowy spoistej, stwierdzonej u zwyklej
grzybni dwukariotycznej i jest okolo .dwukrotnie
szersza od tej grzybmi. Z przeprowadzonych metoda
z przyk’adu I pomiaréw liczby jader wynika Zze
olrzymane komorki sg komérkami grzybni calko-.
wicie monokariotycznej, co przedstawiono na mi-
krofotografii na fig. 3. ' o

Gdy hodowle grzybni kontynuuje si¢ w iden-
tycznych warunkach jak w poprzednim zabiegu
hodowlanym, z monokariotycznej grzybni powstaje
grzybnia rozmnozona, wykazujaca wszystkie wtaSci-
woéci identyczne z wtaSciwo§ciami- monokariotycz-
nej grzybni przedstawionymi w tablicy. Stwier-.
dzono réwniez, ze predkoS¢ rozmnazania monokar-
iotycznej grzybni jest ponad dwukrotnie wyzsza ni2
w przypadku grzybni dwukariotycznej.

10 g wysuszonej monokariotycznej grzybni, otrzy-
manej podanym wyzej sposopem, ekstrahuje sie
300 ml goracej wody w temperaturze 95—100°C
w ciggu 3 godzin, Ekstrakt zateza sie pod zmniej-
szonym ci$nieniem w temperaturze 30°C, a nastep-
nie miesza z metanolem. Wytracony osad odsacza
sie i suszy, otrzymujgc 0,2 g preszku o szarej
barwie. Chemiczna amaliza.tego proszku wykazala,
iz jest to zawierajacy azot polisacharyd o duzym
ciezarze czasteczkowym. Polisacharyd ten podany
myszy zaszczepionej miesakiem typu 180 wykazal
wysokg czynno$é przec1wnowotworowa

Przyktad III. 100 ml cieklej pozywki, zawie-
rajacej 5% wagowych glikozy i 0,75%, wagowego
ekstraktu drozdzy, umieszcza sie w stozkowej .
kolbie o pojemnoéci 500 ml, zawierajacej 8 g szkla- .
rych kulek o §rednicy 2—5 mm i po wyjalowieniu
termicznym zaszczepia si¢ pozywke dwukariotyczna
grzybnie Coriolus versicolor (Fr.) Quel., identyczng
jak w przykladzie I. Zaszczepianie prowadzi sie za
pomocy platynowego drutu zakonczonego petelks, -
a zaszczepiong pozywke poddaje sie w ciggu 7 dni
bodowli wstrzagsowej w temperaturze 25:+2°C.

Stezenie rozmnozonej grzybni w pelnej brzeczce
hodowlanej wynosi 11,3 g/litr, a mikroskopowa
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obscrwacja zabarwionych komérek grzybowych
wykazala, iz jest to grzybnia, zawierajgca przewa-
Zajgcg ilo§é grzybni monokariotycznej i niewielks
ilo§é grzybni dwukariotycznej. 1 ml tak otrzyma-
nej pelnej brzeczki hodowlanej zaszczcpia sie
100 ml pozywki o wyzej podanym skladzie i pro-
wadzi hodowle wsirzagsowy w kolbie, zawierajgcej
szklane kulki w ciggu 6 dni w temperaturze
25+2°C. Otrzymana grzybnia nie miala zwartej
budowy wlasciwej dla grzybni dwukariotycznej,

a jej szeroko§¢ byla péltorakrotnie wigksza od
szerokosci grzybni dwukariotycznej. Obserwacja
mikroskopowa zabarwionej grzybai potwierdzila,

Ze jest to grzybnia monokariotyczna, 1 ml otrzy-
manej pelni brzeczki hodowlanej, zaszczepia sie
100 ml pozywki o wyzej podanym skladzie i pro-
wadzi hodowle wstrzagsowg w kolbie o pojemnosci
500 ml, zawierajacej szklane kulki w ciggu 5 dni
w temperaturze 2512°C, Tak otrzymana grzybnia
nie ma spoistej budowy, a obserwacja mikrosko-
powa po zabarwieniu wykazala, ze jest to grzybnia
monokariotyczna. '

1 ml otrzymanej pelnej brzeczki hodowlanej
zaszczepia sie 100 ml cieklej pozywki, zawierajg-
cej 5% wagowych glikozy i 0,75%wagowego ek-
straktu drozdzy. Hodowle wstrzasowg prowadzi sie
w ciggu 4 dni' w kolbie o pojemno$ci 500 ml, nie
-zawierajacej zadnych stalych ziarnistych materia-
16w, w temperaturze 251+2°C. Stezenie otrzymanej
grzybni wynosi 10,5 g/litr brzeczki, a obserwacija
mikroskopowa po zabarwieniu potwierdza, ze jest
to grzybria catkowicie monokariotyczna.

Gdy hodowli wstrzgsowej, prowadzonej w ciggu
4 dni, od poczatku bez uzycia szklanych kulek,
roddaje sie identyczng jak rowyzej ilos¢ zwyk'ej
dwukariotycznej grzybni Coriolus versicolor (Fr.)
Quel, (zlozonej do depuzytu jako FERM-P nr 2412),
stosujae pozywke, zawierajacy 5% glikozy i 0,75%
wagowego ekstraktu drozdzy, to otrzymana grzyb-
nia jest grzybnig réwniez dwukariotyczna, a jej
stezenie w brzeczce hodowlanej wynosi. okolo
7T gflitr. Jest wiec oczywiste, iz zdolno$é rozmna-
Zania sie¢ grzybni monokariotycznej jest znacznie
wieksza niz grzybni dwukariotycznej.

Przyktad IV. 100 ml cieklej pozywki, zawie-
rajagcej 5% wagowych glikozy i 0,75%, wagowego
ekstraktu z drozdzy, umieszcza sie w kolbie stoz-
kowej o pojemnoSci 500 ml i po wyjalowieniu
zaszczepia pozywke grzybniag dwukariotyczng Cor-
iolus versicolor (Fr.) Quel. (szczep CM-101, zlozZony
do depozytu jako FERM-P nr 2412). Hodowle
wstrzagsowg prcwadzi si¢ w ciggu 3 dni w tempe-
raturze 2512°C, po czym pelng brzeczke hodowlang
poddaje sie w ciggu 5 minut homogenizacji w mie-
szalniku homogenizujagcym (prcdukecji Sakuma
Works) z predko$cig obrotowsg 10000 obrotéw/mi-
nute, Zhomogenizowang pelng brzeczke hodowlang
umieszcza sie ponownie w kolbie stozkowej o po-
jemno$ci 500 ml, po czym kolbe umieszcza sie
w torbie polietylenowej i uszczelnia torbe tak, by
do kolby nie dostawalo si¢ powietrze z zewnatrz.
EFodowle prowadzi si¢ w temperaturze 2512°C
w ciggu 4 dni, po uplywie ktérych w powietrzu,
znajdujgcym sie w torbie, stezenie CO: wynosi 5%
objetosSciowych.
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1 ml pelnej brzeczki hodowlanej, otrzymanej w
tej hodowli, zaszczepia sie 100 ml cieklej pozywki
o skladzie identycznym jak w pierwszym zabiegu
i hcdowle wstrzasows prowadzi sie w temperatu-
rze 2512°C w ciagu 4 dni. Nastepnie pelng brzecz-
ke hodowlana homogenizuje sie w ciggy 5 minut
w mieszalniku homogenizujagcym 2z predkoscia
obrotowa 10000 obrotéw/minute. Tak zhomogenizo-
wang pelng bTzeczke hodowlangy umieszcza sie
znowu w kolbie stozkowej o pojemnoSci 500 ml
i po umieszczemiu kolby w torbie polietylenowej
podejmuje si¢ hodowle wstrzasows, trwajacg 4 dmi
w temperaturze 2512°C. Trzeci i czwarty zabieg
hodowlany prowadzi sie w identyczny sposéb,
przy czym jako hodowle posiewowe stosuje sie
pelne brzeczki hodowlane, otrzymane odpowiednio
w drugim i trzecim zabiegu. Po zakoniczeniu
czwartego zabiegu obserwacja mikroskopowa za-
barwionej grzybni wykazuje, iz jest to grzybmia
moenokariotyczna. Prawdopodobnie ze wegledu na
odizolowanie hodowli od otoczenia w drugim etapie
poszczegblnych zabiegdw rozmmnazanie grzybmi jest
njeco zahamowane, totez stezenie grzybni po kaz-
dym zabiegu wynosi 6—7 g/litr brzeczki.

Przyktad V. 100 ml cieklej pozywki, zawie-
rajacej 5% wagowych glikozy i 0,75% wagowego
ekstraktu drozdzowego, umieszcza si¢ w stozkowe]
kolbie o pojemmoSci 500 ml i po wyjalowieniu
termicznym zaszczepia pozywke grzybnia, otrzy-
mang ze skosu kultury Coliorus versicolor (Fr.)
Quel. (szczep CM-103 zlozony do depozytu jako
FERM-P nr 2414) (fig. 4). Hodowle wstrzagsowg w
temperaturze 2512°C prowadzi sie¢ w ciggu 7 dni,

‘otrzymujgc nozmnozony grzybnie dwukariotyczng

o stezeniu 10,8 g/litr brzeczki.

Tak otrzymang grzybnie dwukariotyczng zaszcze-
pia sie 20 litr6w cieklej pozywki, zawierajgcej 109,
wagowych glikozy i 1,5% wagowego ekstraktiu
drozdzy, stosujac 0,019, wagowo-objetoSciowego
grzybni (w przeliczeniu na suchg mase). Hodowle
w zanurzeniu w naczyniu fermentacyjnym, w kté-
rym temperatura wynosi 251+2°C, prowadzi sie sto-
sujac mieszanie za pomoca mieszadla topatkowego
o predkosci obrotowej 500 obrotéw/minute. Po 7
dnia¢h hodowli stezenie grzybni w brzeczce wynosi
10,2 gflitr, a_Qgbserwacja mikreskopowa po zabar-
wieniu wykazuje, ze grzybnia sklada si¢ w przewa-
7ajacej cze$ci z grzybni. monokariotycznej, a w aie-
wielkiej czeSci z grzybni dwukariotycznej, 20 ml
tak otrzymanej pelnej brzeczki hodowlznej zaszcze-
pia sie 20 litréw cieklej pozywki, zawierajacej §%
wagowych glikozy i 1,59 wagowego ekstraktu
drozdzy i drugi zabieg hodowlany prowadzi sie
w naczyniu fermentacyjnym, wyposazonym w mie-
szadlo o predkoS$ci obrotowej 500 obrotéw/minute,
w temperaturze 2512°C, w ciggu 6 dui. )

Grzybnia, otrzymana w drugim zabiegu, zawiera
jedynie nieznaczng ilo$é grzybni dwukariotyczne}
i sklada sie niemal wylgcznie z grzybni monc-
kariotycznej. Trzeci i czwarty zabieg prowadzi sie
w identycznych warunkach w ciggu odpowiednio
5 i 4 dni, stosujgc do zaszczepiania 20 ml pelnej
brzeczki hodowlanej, otrzymanej odpowiednio w
drugim i trzecim zabiegu. Obserwacja mikrosko-
powa zabarwione] grzybni- z trzeciego zabiegu
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wykazala jedynie minimalng ilo§é grzybni dwu-
kariotycznej, podczas gdy w grzybni z czwartego
zabiegu nie wykryto jej wcale. Grzybnia z czwar-
tego zabiegu miala wyglad papki drzewnej, a jej
stezenie wynosilo 11,5 g/litr brzeczki.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania nowej monokariotycznej
grzybni Coriolus versicolor (Fr.) Quel., znamienny
tym, Zzc pelng brzeczke hodowlang, zawierajaca
aktywnie rozmnazajgca sie¢ dwukariotyczng grzyb-
nie Coriolus versicolor (Fr.) Quel, 5—10%, wago-
wych glikozy i 0,5—0,75% wagowego ekstraktu
drozdzy, poddaje sie w trakcie hodowli obrébce
mechanicznej drogg $cinania lub rozcierania, przy
czym obrobke mechaniczng, majgca charakter
ciagly lub okrezowy, prowadzi sie co najmniej raz
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w czasie trwania calego procesu hodowli, wew- -

natrz lub na zewnatrz naczynia fermentacyjnego.

2. Spos6éb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
stosuje sie obrobke mechaniczng w homogeniza-
torze.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
pomocg

stosuje sie obrébke mechaniczny za

mieszadta.
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4. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
s'osuje sig obr6bke we wstrzgsowym naczyniu fer-
mentacyjnym za pomocg obojetnych statych ziar-
nistych materialéw.

5, Spos6b wedlug zastrz. 4, znamienny tym, Ze
jako obojetne stale ziarniste materiaty stosuje sie
szklane kulki.

6. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
hodowle w zanurzeniu prowadzi sie przy inten-
sywnym odzywianiu za pomocy cieklej pozywki
o duzym stezeniu substancji odzyweczych.

7. Sposbb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
hodowle w zanurzeniu prowadzi sie metodg ciagls,
zcsilajge hodowle dodatkowo ciekla pozywka.

8. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
hodowle w zanurzeniu prowadzi sie w naczyniu
odizolowanym od otoczenia lub przepuszczajge
przez naczynie okojetny gaz.

9. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
hodowle prowadzi sig, stosujgc kolejne zabiegi
hodowlane do momentu otrzymania pelnej brzeczki
hodowlanej, zawierajgcej grzybnie calkowicie mo-
nokariotyczna, przy czym w kazdym z kolejnych
zabiegébw jako hodowle posiewowsg stosuje sie
czeS¢ petmej brzeczki hodowlanej, otrzymanej w
roprzednim zabiegu i zawierajgcej grzybnie mono-
kariotyczng i grzybnie dwukariotyczna.
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