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(54) Fremgangsmade til fremstilling af et monokaryo-
tisk mycelium af en basidiomycetsvamp af arten
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opfindelsen angdr en fremgangsmade til fremstilling af
et monokaryotisk mycelium af Coriolus versicolor (Fr.) Quel., som
er en basidiomycet hgrende til slagten Coriolus af Polyporaceae-
familien, hvis mycelium hidtil kun har varet kendt i den dikaryo-

tiske form.
I den senere tid har man erkendt den store nytte af de

polysaccharider, der f8s ved ekstraktion af Coriolus versicolor
(Fr.) Quel. eller en kultur deraf som grundbestanddel ved frem-
stilling af medikamenter eller levnedsmidler og drikkevarer, og
forskellige forsgg pd at fremstille denne basidiomycet i hgjt
udbytte ved dyrkning er blevet foresldet. Ikke desto mindre har
der hidtil ikke varet nogen fordelagtig metode til opformering af

basidiomyceten i hgjt udbytte til radighed.
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Under studier med henblik p& at opnd hgjt ydende opforme-
ring af Coriolus versicolor (Fr.) Quel. viste det sig, at nadr denne
basidiomycet underkastes submers dyrkning under gennemfgrelse af
en mekanisk behandling, nemlig formaling eller forskydningspavirk-

ning i et vaskeformigt medium, mister basidiomyceten gskencelle-

formen, hvilket er dens naturlige morfologiske egenskab, og for-
andres til et monokaryotisk mycelium, og at det sdledes dannede
monokaryotiske mycelium er stabilt og tillige har den sarlige egen-
skab, at det har en sardeles hgj opformeringshastighed sammenlignet
med det kendte dikaryotiske mycelium. :
Fremgangsmidden ifglge opfindelsen til fremstilling af et

monokaryotisk mycelium af Coriolus versicolor (Fr.) Quel. er i

overensstemmelse hermed ejendommelig ved, at et dikaryotisk myce-
lium af svampearten underkastes en forskydnings- eller formalings-
behandling med en homogenisator eller omrgrer under eller uden
anvendelse af et kemisk inert, fastformigt kornformet materiale
i et vandigt, flydende dyrkningsmedium, som i alt vasentligt inde-
holder 5-10 vagtprocent glucose og 0,75-1,5 vagtprocent garekstrakt,
hvorefter eller samtidig hermed det delte eller formalte mycelium
dyrkes i en submers kultur, og det sdledes frembragte monokaryo-
tiske mycelium, der har en hgjere formeringshastighed end det
dikaryotiske mycelium, udvindes fra kulturmediet.
Opfindelsen skal i det fglgende beskrives narmere under
henvisning til tegningen, hvor:
fig. 1 er en grafisk afbildning, der sammenlignende
viser en vakstkurve i en beluftet og omrgrt
kultur af det monokaryotiske mycelium hidrgrende

fra Coriolus versicolor (Fr.) Quel., som fas ved

fremgangsmdden ifglge opfindelsen, og en tilsva-
rende vakstkurve for det kendte dikaryotiske
mycelium,

fig. 2 og 4 er mikrofotografier af det dikaryotiske myce-
lium fremkommet fra en skrdkultur af Coriolus
versicolor (Fr.) Quel., og

fig. 3 er et mikrofotografi af det monokaryotiske myce-
lium tilvejebragt ifglge den foreliggende opfin-
delse.
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I den grafiske afbildning pd fig. 1 er myceliumkoncentra-~
tionen (g/l) i substratet afbildet som ordinat og dyrkningstiden (timer)
som abscisse. Endvidere betegner (I) vakstkurven for det dikaryotiske
mycelium og (II) vakstkurven for det monokaryotiske mycelium.

Det er en generel antagelse, at svampe, der danner en padde-
hat, danner basidiesporer, og at disse sporer spirer under dannelse
af det prim@re mycelium bestdende sadvanligvis af monokaryotiske
hyfer, og at dette mycelium sammensmeltes under dannelse af sekun-
dert mycelium bestaende af dikaryotiske hyfer. Det havdes, at det
monokaryotiske mycelium ikke har evne til at danne frugtlegemer,
men at det dikaryotiske mycelium besidder denne evne. Der findes
ingen litteratur vedrgrende dannelsen af det monokaryotiske myce-
lium fra sporerne i Coriolus versicolor (Fr.) Quel. Endvidere var

det hvide luftmycelium, der dannedes i forsggene ved dyrkning af
sporerne, dikaryotisk, og dette viser sig at skyldes, at det mono-
karyotiske mycelium fra sporerne hurtigt omdannes til dikaryotisk
mycelium.

Det monokaryotiske mycelium, der dannes ud fra det dikaryo-
tiske mycelium ifglge den foreliggende opfindelse, kan holdés stabilt,
hvilket udggr en sldende forskel fra det eksisterende dikaryotiske
mycelium. Nedenstdende Tabel 1 viser forskellene mellem det mono-
karyotiske mycelium af Coriolus versicolor (Fr.) Quel., der fas
ved fremgangsmdden ifglge den foreliggende opfindelse, og det

dikaryotiske mycelium.



Tabel 1

Dikaryotisk mycelium
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Monokaryotisk mycelium
(ifglge opfindelsen)

Forekomst

1. Submers dyrkning Tkke-suspenderet
tilstand.

2. Pladekultur Iuftmycelium dannet.

Mikroskopisk undersggelse

3. Dannelse af @gsken-
celle Observeret.

4.'Myceliumform Lang og fin.

Fysiologiske og biokemiske egenskaber

5. Opformerings-

hastighed Lav.
6. Cellulose-
‘assimilering Positiv.

7. Kaliumnitrat som
eneste nitrogen-

kilde Ingen vakst.
8. Thiamin Piékravet.
9. Lakmus-

melkesubstrat Syrnet.

Suspenderet tilstand.

Ikke dannet.

‘Ingen.

Kortere og langt tykkere
end dikaryotisk mycelium.

Hoj.

Svagt positiv.
Vakst.

Ikke pdkravet.

Ikke syrnet.

Det skal yderligere bemzrkes i forbindelse med de i oven-

stdende tabel angivne egenskaber, at det sadvanlige dikaryotiske

mycelium fremkommet ved dyrkning af Coriolus versicolor (Fr.) Quel.

ifglge en sadvanlig fremgangsmdde har form af smdkugler. P& den

anden side har det monokaryotiske mycelium, som fremkommer efter

dyrkning, ikke form som smékugler, og kulturen udviser en turbidi-

tetstilstand som pulp suspenderet i vand, hvilket udggr en tydelig

forskel fra detsazdvanlige dikaryotiske mycelium. Talling af kerner

i cellen gennemfgrtes endvidere for fgrste gang af opfinderne i

nervarende ansggning, og til denne talling benyttes fglgende udstyr

og teknik.
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Helly's fikseringsvaske tilsattes fgrst til basidiomycet-
myceliet, og derefter fdr dette mycelium lov at henstd i sadvanligvis
ca. 24 timer og vaskes derefter med vand, indtil det er affarvet. Det
sdledes fremkomne mycelium neddykkes i 1N saltsyreoplgsning, og op-
lgsningen opvarmes til en temperatur pa 60°C. Efter afkgling til stue-
temperatur og vask med vand, neddykkes det yderligere i 20-50 gange
fortyndet salpetersyreoplgsning efterfulgt af yderligere vask med
vand. Neddykningsperioden er fra 10 til 20 minutter i saltsyreoplgs-
ningen og nogle f£& minutter i salpetersyreoplgsningen. De sdledes
fremkomne fibrgse celler udbredes pd et praparatglas og forbliver
derp&, indtil fugtigheden er dampet vak, og derefter tildryppes Giem-
sa's oplgsning. P& det tidspunk, hvor farvning med oplgsningen er
opndet (ca. 10 minutter senere), vaskes cellerne let med vand og tgr-
res derefter. Efter t¢rring iagttages cellerne under et lysmikroskop
med en forstgrring p& 1000x, og de cirkulare rgdfarvede pletter (der
anses for at vare kerner) talles. Antallet af kerner kan saledes be-
stemmes ved at taelle de rgdfarvede pletter i én celle.

"Helly's fikseringsvaske", som benyttes i denne forbindelse,
er en oplgsning, hvoraf der fremstilles en basis ved at oplgse 2,5 g
kaliumdichromat, 1 g natriumsulfat og 5 g mercurichlorid i 100 ml
vand, og umiddelbart inden brug tilsattes denne basisoplgsning yder-
ligere formalin i en mengde pd 5 ml pr. 100 ml af oplgsningen.

"Giemsa's opl@gsning" er en kernefarvningsoplgsning frem-
stillet ved at oplgse 3,0 g azur II eosin (en blanding af lige mang-
der azur I, methylenbldt og eosin) og 0,8 g azur II (en blanding af
lige mengder azur I og methylenbldt) i 250 ml glycerin ved opvarm-
ning til 60°C, yderligere tilsetning af 250 ml methylalkohol, hen-
stilling af den blandede opl@gsning i 24 timer og derefter filtre-
ring af oplgsningen. Ved brug fortyndes den sdledes fremstillede
lageroplgsning ved tilsatning af en phosphorsyre-pufferoplgsning
(pH 6,4-6,8) i en ma&ngde pa 100 ml til 3 ml af lageroplgsningen.

Som resultat af mdlingerne ved den ovenfor beskrevne frem-
gangsmdde fandtes, at antallet af kerner i én celle af det sadvan-
lige, kugleformede mycelium er to, hvorimod antallet i myceliet af
suspensionstypen ifglge opfindelsen er én.

Ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen kan det dikaryotiske

mycelium af Coriolus versicolor (Fr.) Quel. formales ved tilsatning

af inaktive faste kornformede materialer, s&som glasperler, eller
myceliet kan udsattes for forskydningsspandinger ved hjzlp af et

omrgringselement.



147128

Findelingen udfgres i en s&dan grad, at der ikke ses
noget kugleformet mycelium ved iagttagelse udefra.

Atmosfaren omkring den submerse kultur holdes fortrins-
vis ved et reduceret oxygenpartialtryk. Det reducerede oxygenpartial-
tryk kan tilvejebringes ved at holde fermenteren lufttat eller ved
at lade en inert gas, s&som nitrogengas eller carbondioxydgas,
strgmme ind i fermenteren.

Den submerse dyrkning gennemfgres fortrinsvis kontinuer-
ligt under yderligere tilfgrsel af det vaskeformige substrat.

I en udfgrelsesform for fremgangsmdden ifglge opfindelsen
udfgres den submerse dyrkning ved successiv podning af én af en
flerhed af dyrkningsmedier.

Dyrkningen gennemfgres sadvanligvis ved en temperatur
pa 25 ¥59¢ over en periode pa 3-15 dage.

Det viste sig, at det monokaryotiske mycelium af Coriolus
versicolor (Fr.) Quel. fremkommet ved fremgangsmiden ifglge opfin~-

delsen bevarer samme tilstand og samme egenskaber altid, hvis dyrkning
til dannelse af monokaryotisk mycelium fortsattes under ovennavnte
betingelser. Dette betyder, at det monokaryotiske mycelium fremkommet
ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen kommer ud som samme monokaryo-
tiske mycelium i naste generation, hvorved de i tabel 1 viste egen-
skaber for monokaryotisk mycelium opretholdes.

Ved pladedyrkning eller overfladedyrkning (stationar dyrk-
ning) af det monokaryotiske mycelium er det utilbgjeligt til at danne
luftmycelium, men luftmycelium vil blive dannet, hvis dyrkningen fort-
sattes i adskillige m&neder. Dette luftmycelium er dikaryotisk, og
ndr det indpodes i vaksttraz (eng.: bed log) for at danne frugtlegemer,
fandtes disse at vare Coriolus versicolor (Fr.) Quel. selv. Dette
viste, at det dannede mycelium er ngjagtig det samme som det oprinde-
lige.

Disse resultater indicerer, at det monokaryotiske mycelium
af Coriolus versicolor (Fr.) Quel. fremstillet ved fremgangsméden

ifplge opfindelsen er afledt af det oprindelige dikaryotiske myce-
lium af Coriolus versicolor (Fr.) Quel.

Det monokaryotiske mycelium fremstillet ved fremgangsmaden
ifglge opfindelsen er et nyt mycelium, som for fgrste gang udvik-
ledes ved hjzlp af fremgangsmaden ifglge opfindelsen, og dette nye
mycelium betegnedes Coriolus versicolor (Fr.) Quel. GX-101-3 og

deponeredes under nummeret FERM-P nr. 3686 den 25. august 1976 1

The Fermentation Research Institute, Agency of Industrial Science



147128

and Technology (Chiba-shi, Japan), hvilket er et japansk regerings-
organ.

De karakteristiske trazk ved det monokaryotiske mycelium
af Coriolus versicolor (Fr.) Quel. fremstillet ved fremgangsmiden
ifglge opfindelsen er som vist i Tabel 1, men den stgrste indu-
strielle betydning af svampen ligger i dens hgje propagerings-
hastighed. Svampens propageringshastighed er fra 1,5 til 10 gange

s& hgj som propageringshastigheden for det oprindelige dikaryo-
tiske mycelium, og det er klart, at denne hgje propageringshastig-
hed er yderst fordelagtig ved industriel produktion.

Det monokaryotiske mycelium kan benyttes til samme formal
som det dikaryotiske mycelium af Coriolus versicolor (Fr.) Quel.
F.eks. er det muligt at tilvejebringe nitrogenholdigt polysaccharid

ved ekstraktion af myceliet med et vandigt medium (sé&som vand,
fortyndet alkalisk oplgsning eller fortyndet sur oplgsning), og
dette nitrogenholdige polysaccharidmateriale kan benyttes til frem-
stilling af medikamenter, sdsom antitumorigene midler, immunitets-
stimulerende midlexr, antivirale midler, antifungale midler, anti-
leprgse midler,~appetitfremmende midler, m.v.

Det er ogsd muligt at udvinde forskellige typer enzymer,
sdsom protease, amylase, etc. ved lavtemperaturekstraktion. Endvi-
dere kan selve myceliet eller ekstrakter eller remanenser heraf
benyttes til levnedsmidler og drikkevarer, dyrefoder og plante-
ggdning.

Opfindelsen vil nu blive n®rmere beskrevet ved hjalp af
nogle foretrukne udfgrelsesformer. I nedenstdende beskrivelse af
udfgrelsesformer er procentangivelser pd vagtbasis med mindre

andet er angivet.

Eksempel 1

Fremstilling af monokaryotisk mycelium:

100 ml af et vaskeformigt substrat indeholdende 5% glucose
(fremstillet af Showa Sangyo Co., Ltd.) og 0,75% garekstrakt (frem-
stillet Kyokuto Seiyaku Kogyo Co., Ltd.) pipetteredes i en 500 ml
konisk kolbe, og efter 20 minutters dampsterilisering ved 120% i
en autoklave, indpodedes i mediet 1 ml af en suspension af mycelium
fremkommet ved at dispergere myceliet af Coriolus versicolor (Fr.)
Quel. (fremkommet fra 20 dages stationar dyrkning ved 25°C under an-
vendelse af 50 ml vaskeformig substrat indeholdende 3% glucose og 0,5%
gaerekstrakt i 60 ml fysiologisk saltoplgsning ved at opbryde mycelie-
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midtten med en blender ved en hastighed pa 6000 omdrejninger pr. minut
i 3 minutter), hvorefter rystedyrkning pabegyndtes under anvendelse
af hastigheden 200 omdrejninger pr. minut ved 25%. 3 page efter dyrk-
ningens start overfgrtes det dyrkede materiale aseptisk til et 200 ml
blenderbzger (fremstillet af Sakuma Seisakujo) og efter formaling af
materialet med en homogeniseringsblander (fremstillet af Sakuma Seisa-
kujo) ved hastigheden 10.000 omdrejninger pr. minut i 10 minutter

genoptoges rystedyrkningen straks, sdledes at rystedyrkning udgvedes i

en samlet periode p& 7 dage. Det sdledes dyrkede mycelium havde ingen
gskencelledannelse, og dannelsen af luftmycelium i et sadvanligt agar-
pladesubstrat var beskedent. Resultatet af mikroskopisk undersggelse
efter den nedenfor beskrevne farvning viste, at det fremkomne mycelium

var helt igennem monokaryotisk.

Farvning:

1 ml af kulturvasken indeholdende mycelium fremkommet pa
den ovenfor beskrevne made tilsattes 10 ml vand og underkastes der-
efter centrifugalseparering ved 2000-5000 G i 5 minutter. Supernatant-
vasken fjernes, og myceliet overfgres til et reagensglas, hvortil
Helly's fikseringsvaske sattes. Efter 20 minutters henstand vaskes
de fraskilte celler med 10 ml vand, indtil de er affarvet. Derefter
anbringes cellerne i 10 ml 1IN saltsyre og opvarmes til 60°C i 15 mi-
nutter efterfulgt af afkgling til stuetemperatur, vask med 10 ml vand,
2 minutters neddykning i 10 ml 20-50 gange fortyndet salpetersyreop-
lgsning og 2-3 ganges vask med 10 ml vand.

De fremkomne fibrgse celler spredes pad et praparatglas for
at lade fugtighed afdampe og derefter tilsattes nogle £& drdber Giem-
sa's oplgsning pd cellerne, og efter 15 minutters henstand vaskes de
let med vand og tgrres derefter.

Nar den sdledes kernefarvede celle iagttages under et mikro-
skop ved forstgrringen 1000x, ses hver kerne som en cirkular rgdfarvet
plet. Antallet af kerner kan derfor let bestemmes ved at tzlle de cir-
kulere rgdfarvede pletter i &n celle af myceliet. Det fremkomne myce-
lium kunne ikke syrne lakmusmzlk og havde ingen gelatineforflydigende
evne.

Propagering af monokaryotisk mycélium:

Det monokaryotiske mycelium fremkommet pa den ovenfor be-
skrevne mdde tilfgrtes 12 liter af et vaskeformigt substrat indehol-
dende 5% glucose og 0,75% garekstrakt i en 20 liters glasfermenter
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(fremstillet af Kyoritsu Riko Co., Ltd.), der forud var sterilise-
ret ved indblasning af 2 kg/cm2 damp direkte i glasfermenteren.
Efter dampsterilisering ved 120°c i 20 minutter og afkgling ind-
podedes 1 liter suspension indeholdende det monokaryotiske myce-
lium (ved hastigheden 0,5 g/1), hvorefter dyrkning ved en beluft-
ningshastighed p& 0,5 min.-l og en omrgringshastighed pd 550 omdr.
pr. minut fulgte umiddelbart. Af sammenligningsgrunde gennemfgrtes
dyrkning af det dikaryotiske mycelium under fuldstandig samme
betingelser som de ved dyrkning af det monokaryotiske mycelium
anvendte. N4r propageringshastighederne af disse mono~ og dikaryo-
tiske mycelier sammenlignes ved hjazlp af den tid, der kraves for
at opnd en myceliekoncentration pa 8 g/l, bemarkes det, at det
monokaryotiske mycelium kun krever 1/4 af dyrkningstiden for det
dikaryotiske mycelium (se fig. 1). Det bekrazftedes ogsa, at pro-
pageringsudbyttet af det monokaryotiske mycelium steg med ca. 20%
i forhold til udbyttet af det dikaryotiske mycelium.

Eksempel 2

Beregning af antallet af kerner gennemfgrtes pd den i
eksempel 1 beskrevne méde pd mycelium fremkommet ved skradyrkning
af Coriolus versicolor (Fr.) Quel. Som resultat fandtes det, at
alle disse celler er dikaryotiske, som det fremgar af fotografiet

i fig. 2, og intet monokaryotisk mycelium pavistes.
Denne kendte svamp er betegnet Coriolus versicolor (Fr.)

Quel. CM-10l og er deponeret under nummeret FERM-P nr. 2412 den

25. december 1973 i det tidligere navnte japanske regeringsorgan.

100 ml af et vaskeformigt substrat indeholdende 5% glucose
og 0,75% garekstrakt anbragtes i en 500 ml konisk kolbe og sterili-
seredes deri under opvarmning. Dette substrat indpodedes derefter det
ovenfor navnte dikaryotiske mycelium ved anvendelse af en platinpode-
¢sken og gjordes til genstand for 3 dages rystedyrkning (fordyrkning)
i et rum, hvis temperatur var reguleret til 25 i'ZOC. Som fglge heraf
dannedes mycelium i form af smldkugler. Kulturvasken indeholdende dette
mycelium med smdkugleform homogeniseredes ved hjzlp af en homogeni-
seringsblender (fremstillet af Sakuma Seisakujo) i 5 minutter og under-
kastedes derefter en behandling med forskydningspavirkning, hvorved
kugleformen stort set forsvandt. Dyrkningen fortsattes under oven-
nevnte betingelser, og 4 dage senere (hoveddyrkning) homogeniseredes
det dannede mycelium med smiakugleform igen i 5 minutter, og underkas-
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tedes derefter en behandling med pavirkning af forskydningsspandinger.
Koncentrationen af celler af svampen var pd dette stadium 11 g/1. '

1 ml kulturvaske indeholdende det homogeniserede mycelium
tilsattes til samme substrat, som anvendtes i fgrste dyrkningstrin,
og gjordes derefter til genstand for det andet dyrkningstrin under
samme betingelser som i fgrste dyrkningstrin. Imidlertid forandredes
dyrkningsperioden en smule, idet fordyrkningen gennemfgrtes i 3 dage
og hoveddyrkningen ogsd i 3 dage. Svampecellekoncentrationen var af
stort set samme niveau som i fgrste rystedyrkningstrin.

Det tredie dyrkningstrin fortsattes pd lignende mdde, idet
svampecellekoncentrationen néede stort set samme niveau som i fgrste
rystedyrkningstrin ved 2 dages fordyrkning og 3 dages hoveddyrkning.

P& tilsvarende mide gennemfgrtes det fjerde dyrkningstrin,
hvorved der fremkom en kulturvaske med en svampecelle koncentration
pd 12 g/1, hvilket er h¢jere end koncentrationen i fgrste dyrknings-
trin, ved 2 dages fordyrkning og 2 dages hoveddyrkning. Det fremkomne
mycelium havde ikke form af smdkugler og var dispergeret i form af
pulp og kravede ingen homogeniseringsbehandling. Iagttaget i et mikro-
skop viste svampecellen ikke nogen gskencelleform, hvilket findes i
det sadvanlige dikaryotiske mycelium, og dens bredde var ca. dobbelt
s& stor som for det dikaryotiske myceliums vedkommende.

Ved mdling af antallet af kerner ved den i Eksempel 1 be-
skrévne fremgangsmade konstateredes det, at disse celler alle er mono-
karyotisk mycelium, som det ses pd& mikrofotografiet i fig. 3.

Nir myceliet dyrkedes videre under samme betingelser som
i det foregdende dyrkningstrin, bestod det propagerede mycelium af
det monokaryotiske mycelium og havde alle de egenskaber, som det mono-
karyotiske mycelium er i besiddelse af, og som er vist i Tabel 1.

Det viste sig ogsd, at det monokaryotiske mycelium havde
en propageringshastighed, der var mere end dobbelt s& stor som det
dikaryotiske myceliums propageringshastighed.

10 g af det tgrrede produkt af det monokaryotiske mycelium
fremkommet ved den ovenfor beskrevne fremgangsmide ekstraheredes med
300 ml varmt vand ved 95-100°C i 3 timer. Ekstraktoplgsningen koncen-
treredes under reduceret tryk til 30%% og tilsattes derefter ren ethanol
£il koncentrationen 90%, og det dannede bundfald tgrredes, hvorved
2 g grdt pulver fremkom. En kemisk analyse af dette grd pulver afslg-
rede, at der var tale om et nitrogenholdigt polysaccharid af hgj
molekylvaegt. Nir dette stof indgaves mus transplanteret med Sarcoma-
180 (solid type), udvistes h¢j antitumorigen effekt.
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Eksempel 3

100 ml af et vaskeformigt substrat indeholdende 5% glucose
og 0,75% garekstrakt tilfgrtes en konisk kolbe med rumfanget 500 ml,
hvori der allerede var anbragt 8 g glaskugler med en diameter p& 2-5
mm, og dette blandede substrat indpodedes efter varmesterilisering
samme dikaryotiske mycelium af Coriolus versicolor (Fr.) Quel., som
benyttedes i Ekempel 1,under anvendelse af en platingsken og gjordes
derefter til genstand for 7 dages rystedyrkning ved 25 i2°C.

1 ml kulturveske indeholdende det siledes fremkomne mycelium
tilfgrtes til substratet med glaskuglerne som navnt ovenfor og gjor-
des yderligere til genstand for en anden 6-dages rystedyrkning. Det
fremkomne produkt gjordes yderligere til genstand for et tredie ryste-
dyrkningstrin over en periode pd 5 dage.

Det derved fremkomne mycelium havde ingen ¢skencelleform
og en bredde, der var ca. 1,5 gange si stor som det oprindelige di-
karyotiske mycelium, og resultatet af kernetzlling pd den i Eksempel
1 angivne made viste, at det var monokaryotisk mycelium.

1 ml af denne kulturvaske indpodedes i 100 ml af et vaske-
formigt medium indeholdende 5% glucose og 0,75% gerekstrakt, der ikke
indeholdt glaskugler, og dyrkedes ved 25 iZOC. Den ‘dannede mycelium-
koncentration 3 dage efter dyrkningens start var 10,5 g/1, medens til-
svarende dyrkning af det dikaryotiske mycelium gav en koncentration
pd 7 g/1 4 dage efter dyrkningens start.

Eksempel 4

100 ml1 af et vaeskeformigt substrat indeholdende 5% glucose
og 0,75% garekstrakt anbragtes i en 500 ml konisk kolbe, og dette
substrat indpodedes efter varmesterilisering samme dikaryotiske myce-
lium af Coriolus versicolor (Fr.) Quel., som benyttedes i Eksempel 1,
under anvendelse af en platinpodegsken og gjordes derefter til gen-
stand for rystedyrkning i 3 dage. Efter en homogeniseringsbehandling
dekkedes hele fermenteren af en polyethylenpose og forsegledes mod
den omgivende luft, hvorefter 4 dages dyrkning fulgte.

Ved dyrkningens afslutning indeholdt fermenteratmosfaren
5% C02-gas.

1 ml kulturvaske indeholdende det s8ledes fremstillede my-
celium indpodedes i substratet p& den i fgrste dyrkningstrin beskrevne
méde og underkastedes derefter det andet rystedyrkningstrin pd samme
made som fgrste trin. Denne dyrkning blev yderligere gentaget 2 gange.
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Som resultat af samme maling, som gennemfgrtes i Eksempel 1, fandtes,
at myceliet fremstillet ved denne dyrkningsproces var helt igennem

monokaryotisk.

Eksempel 5
Der udtoges en prgve af myceliet fremkommet ved dyrkning
af Coriolus versicolor (Fr.) Quel. pd skrd substrat, og dette mycelium
underkastedes kernebestemmelse ifglge den i Eksempel 1 beskrevne frem-

gangsmdde, hvorved det konstateredes, at hele myceliet er dikaryotisk,

og at der ikke var noget monokaryotisk mycelium til stede, hvilket
ses pd fotografiet p& fig. 4. Dette indicerer, at myceliet fremkommet
ved dette dyrkningstrin er dikaryotisk mycelium.

Svampen er Coriolus versicolor (Fr.) Quel. CM-103 og er

deponeret under deponeringsnummeret FERM-P nr. 2414 den 25. december
1973 i fgrnavnte japanske regeringsorgan.

100 ml Af et vaskeformigt substrat indeholdende 5% glucose
og 0,75% garekstrakt anbragtes i en konisk kolbe med rumfanget 500 ml
og indpodedes efter varmesterilisering myceliet af Coriolus versicolor
(Fr.) Quel. CM.103 under anvendelse af en platinpodegsken, hvorefter
7 dages rystedyrkning ved 25 i'20C fulgte. Myceliet i denne kultur var
dikaryotisk og tilstede i en koncentration pd 10,8 g/l.

Det sdledes fremkomne dikaryotiske mycelium indpodedes med
0,01% i 20 liter af et vaskeformigt substrat, hvori der var oplgst
10% glucose og 1,5% garekstrakt, og myceliet gjordes til genstand
for submers dyrkning under omrgring i en fermenter indstillet til
25 i-ZOC under anvendelse af en omrgrer af skovltypen ved hastig-
~ heden 500 omdr. pr. minut. Efter 7 dages dyrkning var der dannet
mycelium i en koncentration p& 10,2 g/1 i kulturvasken. 20 ml af
~denne kulturvaske indpodedes i samme substrat, og andet dyrknings-
trin gennemfgrtes under samme betingelser ‘over en periode pad 6 dage.
En tilsvarende dyrkning gentoges over en periode p& 5 dage i tredie
dyrkningstrin og over en periode pd 4 dage i fjerde dyrkningstrin.
7 Efter afslutning af det fjerde dyrkningstrin havde kultur-
vasken form af ensartet pulp og indeholdt det dannede mycelium i
en koncentration p& 11,5 g/l1. Myceliet havde ingen @gskencelleform

og var udelukkende monokaryotisk mycelium.
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Patentkravw.

1. Fremgangsmdde til fremstilling af et monokaryotisk

mycelium af en basidiomycetsvamp af arten Coriolus versicolor (Fr.)

Quél., kendetegnet ved, at et dikaryotisk mycelium af
svampearten underkastes en forskydnings- eller formalingsbehandling
med en homogenisator eller omrgrer under eller uden anvendelse af
et kemisk inert, fastformigt kornformet materiale i et wvandigt,
flydende dyrkningsmedium, som i alt vasentligt indeholder 5-10 vagt-—
procent glucose og 0,75-1,5 vagtprocent garekstrakt, hvorefter eller
samtidig hermed det delte eller formalte mycelium dyrkes i en sub-
mers kultur, og det sdledes frembragte monokaryotiske mycelium, der
har en hgjere formeringshastighed end det dikaryotiske mycelium,
udvindes fra kulturmediet.

2. Fremgangsmide ifglge krav 1, kende tegnet
ved, at den submerse dyrkning udfgres ved en temperatur pé& ca. 25
*59c i et tidsrum pa 3-15 dage.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1, k end e tegnet
ved, at den submerse dyrkning udfgres i en lufttat beholder eller
i en nitrogen- eller carbonaioxidatmosfare.

4. Fremgangsmide ifglge krav 1, k ende tegnet
ved, at den submerse dyrkning udfgres kontinuerligt, medens der
yderligere tilfgres vandigt, flydende dyrkningsmedium.

5. Fremgangsmdde ifglge krav 1, kendetegnet
ved, at den submerse dyrkning udfgres ved successiv podning af én

af en flerhed af dyrkningsmedier.

Fremdragne publikationer:
DK ansegning nr. 3756/77 (PL § 2.2.3).
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