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El presente invento se relacione con un procedimiento
bara la preparacién de polisacaruros conteniendo nitrégeno
beniendo una actividad anti-tumor y otras propiedades ex-
aelentes'farmacodinémicas, de un.hongo de lea clase Basidio=-
nycetes perteneciente al género Coriolus.

Es conocido que puede producirse un polisacaruro, te-
hiendo efecto antitumor refinando el extracto del Basidio~
#ycetes con un disolvente acuoso.

Este método conocido, sin embargo, tiene el serio de-
fecto de que la eficacia de extraccidn de los componentes
hetivos es baje y, por tanto, es pobre la adeptabilidad
bréetioa de este método a la produceidn industrial de las
sustancias anti-tumor. Este método emplea la é&esalacién por
b1 uso de sulfato aménico, dialisis, precipitacidn por uso
le un disolvente orgénico o filtracidn de gel, como medios
ie refinacidn de extracto, pero tales medios de refinacidn
son extremadamente pobres en posibilided de elaboracidn y,

bor tanto, tal m&todo no es de un tipo ventajoso para eli-

minar las sustanciss de bajo peso molecular (con peso mo~-

leculay de menos de 5.000), contenidas en el extracto.las
ustanciss de bajo peso moleculer son casi nulas en la ac-
bividad inhibitoria contra tumores sélidos de Sarcoma=180
En retones, en administracidn intrs-peritoneal y adeuds,
Gienen amergor y olor desagradable, de modo que la presen-
pia de tales sustancias es indeseable en la utilizacidén

ie los polisecaryuros como medicementos,

Los inventores han hallado, que un polisscaruro con-
teniendo nitrégeno,; teniendo un efecto anti~tumor y otros
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|riolus versicolor (Fr.) Quél. (FERM-P No.2414), Coriolus

D

4 é

varios efectos farmacodinémicos, puede obitenerse en un ele-
vado rendimiento cuaﬁdo un hongo, perteneciente al género
Coriolus de Polyporaceae de la clase Basidiomycetes se es-
krae con una solucidn acuosa, teniendo una concentracién
dentro de un glcance especificado y el extracto obtenido es
refinado por medio de ultra~filtracidn y/o por osmosis in-
verse.

El objetit primario de esie invento, por tanto, es pro-
curar un pfbcedimiento para producir ventajosamente un po-
1isacaruro conteniendo nitrégeno, teniendo excelente acti-
vidad anti~tumor y otros verios efectos fermacodindmicos a
partir de un hongo perteneciente al género Coriolus de los
Basldionmycetes,

Los otros objetos de este invento resultardn evidentes
a] revisar la siguiente descripecidn detallada del invento.

E1l "hongo perteneciente al género de Coriolus" usado
como material de partide en este invenito, es una espeocie co-
nocida de hongOS‘pertemecientés 8 las Polyporaceze de la
clase Basidiomycefes, y ftales especies incluyen, por ejem~
plo, Coriolus versicolor (Fr.) Quél, Coriolus hirsutus (Tr.)
Quél, Coriolus consors (Berk). Imaz., Coriolus conchifer
(Schw). Pat., Coriolus pubescens (PFr.) Quél., Coriolus per-
gamenus (Fr.) Pat., y Coriolus biformis (Xlotz.) Pat. (VEA=-
SE CDLOURED ILLUSTRATIONS OF FUNGI OF JAPAN por Rokuya Imae
zeki and Tsuguo Hongo, Vol. I 1974, and Vol. II, 1975). Co

consors (Berk.) Imaz, (FERM-P No.988), Coriolus hirsutus
(Fr.) Quél. (FERM~F No.2711) y Coriolus pargamenus (Tr.)
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Pat. (FERU~P No.2712), y estos hongos estdn depositados en |
el instituto de investigacidn de fermentacién, agencia de
ciencia y tecnologfa industriel (Chiba-shi, Japén), un or-
ganismo del Gobierno designado por el Director General de
la oficina de patentes del Japdén. E1l término de "hongo per
teneciente al género Coriolus" usado en este invento se re-
fiere sl cuerpo de fruto y/o micelio del hongo y el més pr
ferido para el uso en este invento es el micelio obtenido
del cultivo artificial de Coriolus versicolor (Pr.) Quél.

El procedimiento segfin este invento se caracteriza
por las eatapas, de extrzer el arriba mencionado hongo,
usando solucibn alcalina avuosa de 0,01 N hasta 2N y some-
tiendo el extracto obtenido a ultrafiltrecién y/o a osmé-
sis inversa, pars eliminar componentes de bajo peso mole-
cular, con peso moleculsr de menos de 5.000 en el extfac-
to.

Ia concentracién de la solucidn alcalina, usada para
la extracidn del Basidiomycetes en este invento, se define
dentro del alcance de 0,01 N hasta 2N por la razdén de que,
si tal concentracién fuese menor de 0,01 N, el resultado
no seris muy diferente de aquel obtenido por extraccidn
con agua, mientras que si la concentracidn excediese de 2
N, podrfa tener lugar descomposicién. Ia extraccidn prefe-
rida del Basidiomycetes puede realizarse satisfactoriamen-
te usando una solucidn alcalina del alcance arriba mencio-
nado de concentracidn e una temperatura de 50 a 100¢C, pre
ferentemente de 80 & 982C, durante un perfodo de 20 a 600

minutos. Deberd observarse que la temperatura de extraccidp
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| tice comin refinar el extracto por medio de desalacidén por

inferior a 502C, dé por resultedo insuficiente extraccién
del componente activo,ﬁmieﬁtras que la temperatura de exw
traceidn excediendo de 1002C puede invitar a ls reduccidn
de actividad del componente activo obtenid&, debido al ca-
lor. E1 alcence preferido de tiempo de extraccidédn varia,de-
pendiendo de la concentracidn de temperatura de la solucién
alcaline usada, pero usualmente es preferible usar unz th
peratura dentro del alcance arriba definido, es decir, de
20 a 600 minutos. Es posible obtener un resulbtado satisfac—
torio por una operacidn de extraccién, pero, si se desea, .
la operacidn de extraccidn puede ser repetide varias veces.
Pueden usarse varias clases de materiales alcalinos,
tales como hidréxido sédico, hidréxido potdsico, smoniaco

o hidréxido cdlecico, etc. para la solucidn alcalina en este
invento ée prefiere usar hidréxido sddico e hidrdxido poté-
sicoe.
El extracto liquidé, obtenido de la manera arriba Ges-
cerita, se neutraliza de acuerdo con un método ordinario,
usando un deido minerel, tal como 4cido clorhidrico diufdo,
y después sometido a ultrafiltracidn o = dsmésis inversa
para eliminar laes sustancias de bajo peso moleculer (con

peso molecular menor de 5.000) en el extracto. Ha sido prig

el uso de sulfato aménico, didlisis, precipitacién por uso
de un disolvente orgfnico o filtracién de gel, como se ha

mencionsdo anteriormente, pero téles métodos de refinacidn
fueron extremadamente pobres en manejabilidad &, por tanto

una solucién a este problema ha gido un desideratum. Los
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inventores han estudiado el significado de cada uno de los
‘nétodos citados de refinacidn conjuntamente con los efector
farmacodindmicos del producto refinado y han hallado que lﬁ
solucibn a este provlema residfa en la eliminacién de las
sustancias de bajo peso molecular contenidas en el extrac-—
to. ¥ como resultado de ulterior estudio sobre un procedi-
miento mds racional y de més elevada manejabilided pera la
eliminacién de tales sustancias de bajo peso molecular, se
ha conseguido establecer un procedimiento de la méxima efi
cacia para eliminar las susbtancias de bajo peso molecular,
con peso molecular de menos de 5.000, adaptando las téeni-
cas de ultrafiltracién y/o de osmdsis inversa.

La caracteristica prominente del medio de refinacidn,
usado en este invento, es que las sustancias componentes
son fraccionadas de acuerdo con el peso molecular usando
una membrana, que puede ser denominada como una olage de
tamices moléculares, bajo presidi. BEn tal fraccionamient§
por lz membrana, los valores de los pesos moleculares se
determinan usualmente de acuerdo con los tipos de membrana
usada, pero como el rendimiento fraccionados depende gran
demente del peso molecular y configuracidn de las molécu-
las en la solucidn, los valores de peso.molecular fraccio-
nado, indicados en el catdlogo del fabricante de la mem=
brana comercial y las condiclones ambientales generalmente
aplicables no son siempre aplicables a la refinacién del
extracto de acuerdo con este lnvento.

A este respecto, se ha comfirmedo que una membrana

llevando la indicacién de 5.000 a 15.000 de pesos molecu~-
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lares fraccionados y teniendo de 98 a 1007 de inhibicidn
contfa cytochrome ¢ (peso molecular 13.000) como material
patrdén es recomemdable para el uso en este invento. En cuan
to o las condiciones operativas pare el procedimiento refi-
nador, de acuerdo con el presente invento, usando la arribas
citada membrana, tales condiciones prdcticemente fluctdan

a travéds de cierta extensidn dependiendo del tamafio y forma
del aparato, paso de caudal del extractor y otros factpres,
pero en el caso de ultrafiltracién, tal operacidn se rea-
liza usualmente a presién de 0,5 a 5 kg./om2, preferente=-
[mente de 1 2 4 kg/cmz, y & une temperatura usvalmente de 5
a T02C munque la temperature de operacidn puede variar,de-
pendiendo de los tipos de membrana. En el caso de désmésis
inversa, la presidn usada para la operacidn estd usualmente
dewtro del alcance de 20 a 35 kg/cm?, con preferencia de

<0 a 25 kg/cmz. ¥y la temperatura estd usualmente dentro del
elcance de 5 a 202C.

Generalmente, se considera cue la ultrafiltracidn es
adecuade pars fraccionamiento de material con peso molecu~
lar superior a 10.000, mientras que la osmésis inversa es
conveniente psra fraccionemiento de material con pesc mole-
cular menor de 1.000., El valor de fraccionsmiento de 5.000,
que se propone alcanzar en este invento, es intermedio en-
tre los alcances recomendados por los dos métodos respecti-
vos arriba mencionados, pero se ha revelado que embos mé-
todos pueden ser aplicados al fraccionamiento de material
con peso molecular de menos de 5.000, a travéds de seleccidn

adecuada de la membrana. Por tanto, al refinar el extracto




10

15

20

25

30

. .

de acuerdo con el procedimiento de este invento, pueden
usarse la ultrafiltracidén y osmésis inversa, bien sea de
modo individual o en combinacidén, y tal seleccidn se hace
tomando en consideracidén la manejabllidad y eficacie ope-
rative. Las fraeciones con peso molecular de menos de 5.000
separcdas del extracto lfquido, son casi nulas en efecto
inhibitorio contra tumores sélidos de Sarcoma-180 en rato-
nes, en administracidn infra-peritoneal y también tienen
anargor y olor desagradable, de modo que se considera que
lz presencia de fales sustencias de bajo peso molecular o
de menos no es beneficiosa, sino més bién es perjudicial
al efecto farmacodindmico del producto final de este inven-
to, el polisacaruro conteniendo nitrégeno.

El extracto, desde el que se han separado las sustan-
cias de bajo peso moleculer (con peso molecular menor de
5.000) por la operacidén refinadora arriba mencionada, se
somete a secado de pulverizacidn o secado de congelacién
vy después se prepara en productos comerciales.

La sustancia obtenida de la manera erriba descrita, de
acuerdo con este invento tiene un color castafio higado y
tiene un contenido de nitrdgeno~desde 2 a 8%, en muchos ca-
sos de 3 & 6%.

La misma no muestra ningdn punto de fusidn distinto
y se ennegrece gradualmente y se descompone a una tempera-—
tura superior a 1202C aproximadamente. En cuanto a la solu~
bilidad de la sustancia de este invénto, la misma es solue
ble en agua pero casi insoluble en alcohol, piridina, clo-

roformo, henceno, y hexano.
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Reaccidn de dcido sulfirico

Reaceidn de dcido sulfirico
indol
(Reaceidn de Diech)

Reaccidn de dcido sulfirico

Antrona

Reaceidn de dcido

[sulfirico TFenol

[Reaccidn de deido

sulfdrico triptofano

Procedimienta de

Lowry-Folin

Reaccidn de Ninhidrina
despuéds de hidrolisis
con deido clorhfdrico.

También carece de sabor y es inodora.

Varios ensayos de reaccidn-de color sobre la sustancia ob-
tenida de acuerdo con el procedimiento de este invento die-

ron los resultados mostrados en la tabla I siguiente.

TABLA I (ensayos de reaccidn de color)

¢ -naftol (reaccidén de Molish) Pdrpura

Color Resultados
Sgcaruros Confirma
do.
Castafio Sacaruros Comfirmas
do.
azul ver Sacaruros Confirme
doso. do.
Castafio Sacaruros Confirmg
do.
Castafio Sacaruros Confirma
Pdrpura do. '
Azdl Enlaces de Confirme
Peptiuro do.
AzdL emino 4cidos Confir
verdoso. mado.

Los resultados, mostrados en la tabla arriba citeada,
implican que la sustancia seglin el presente invento (a la

que se hard referencia a continuacidn como "la presente
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ustancia"), es un polisacaruro conteniendo nitrégenc. Tl

jeso molecular de la presente sustancia segin se mide de
gcuerdo con el método ultfa—centrifugo, alcanzé de 5.000 a
300.000 y el peso molecular de promedio de peso alcanzd des
de 10.000 a 100.000. Otros métodos de medicién, tales como
fraccionamiento por uso de una membranse de ultrafiliracién,
Jambién dieron los valores de 10.000 a 100.000. Por tanto,
Nuede estimarse con eleveda confiebilidad, que el peso mo-

Jdecular medio de la presente sustancia estd dentro del al~

dunce de 10.000 a 100.000.
Bl polisacaruro, conteniendo nitrégeno, obtenido de

cuerdo con el presente invento, no sélo demostrd una ele-

{eda actividad anti-tumor, con elevada proporcién de inhi-

Ticidn contra cédncer sblido de Sarcoma~180 en raitones en

gdministracién intre~peritoneal, sino que también demostrd

ger eficaz en administracidn oral. Esto es indieativo de

yna disponibilidad muy elevada del polisacaruro conteniendo

?itrdgeno de este invento como un agente anti~tumor oral y,
Tealmente ftal efecto he sido confirmado en varios experimen
tos. E1l uso de la presente sustancis no se limita a tales
hedicaciones orales anti-bumor; bvambidn muestra una alta
dotividad de recuperacidn de inmunidad a través del hués-
ped. Bs decir, es eficaz no sblo para la prevencidn de accio
tes secundarias en guimioterapia de edneer o incremento

fe sensibilidad en radioterapedtica, sino también pars pre
Yencidn de inmunidad y resistencia fSica del paciente des-
pués de una o?eracidn o trasfusién de sangre y control o

proteccidn contra enfermedades infecciosas causadas por
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virus o bacterias, debido & la declinacidén de la inmunidad
b de la resistencia fisica. La administracidn orsl de la
bresente sustancisa también produjo un excelente efecto pa-
ra mejorar la funcidn del higado, incrementar el apetito,
hjuste de desdrdenes intestinales y promocidn de 1la miccidn
Tanbién es eficaz para el tratamiento de la lepra.

Como se ha descrito arriba, es posible, de acuerdo con
¢1 presente invento, obtener un polisacaruro conteniendo

pitrégeno, que demustra una excelente actividad-anti-tumor,

sf como otros efectos farmacodindmicos, tales como los
rriba mencionados, no solamente en administracién intra-

eritoneal, sino también en administracién orsl, con ope—

"facidn relativamente simple y en alto rendimiento, segdn

$e ha mencionado en las siguientes ejecuciones.
AsI, el presente invento puedé reelizar una ventaejosa
produceidn dndustrial de un agente anti-tumor del Basidig
nycetes.
El presente invento shoras se describird en detalle por
nedio de algunas de sus ejecuclones.

EJEMPIO 1:
200 gr. de micelios secos de Coriolus versicolor (Fr.)
(uél. (FERV-P n2 2414) (contenido de humedad: 8,8%; conte-
Jido de nitrégeno bruto: 2,57) se afiadid en 4 litros de
Jolucidn al 0,1 N de NaOl y se extrajo con agitacién en un
Yafio de agua hirviendo -a una temperatura interna de 90 a
45¢C durante una hore y después la mezcla se enfrid a una

Jemperatura inferior a 500C y gredualmente se afadid con

golucidn de HC1l al 1N para sjustar el pH a 7,0.
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Hntonces, los sélidos fueron separados por filtracidn de

{51

uccidn y estos sélidos fueron lavados con 500 cc de ague
Hara obtener 4,2 litros de extracto lfquido en total. Este
xtracto lfquido entonces fué sometido e ultra-filtracidn
tilizando un ultra-filtro de sobremesa por Amicon Inc,

(hembrana de ultra-filtracidn: P¥-5), bajo agitacidn y re-

H\

rigeracién y a pfesidn eperativa de 1,5 kg/cm2 a 102C pa~

=

a eliminar sustancias de bajo peso molecular con peso mo-
ecular de menos de 5.000, seguido de concentracién pere

btener 300 cc de solucién eleborada. Esta solucidn fué ul-

o

eriormente sometida a deseeacidn de congelacidn para ob-
ener alrededor de 26,6 gramos de polvo de color castafio
{gado (rendimiento: 13,5%). Este polvo tuvo un contenido

e humedad de T,5% y su andlisis elemental did la siguien~

“»
-

e composicidén: C & 40,5%; H 3 6,2%4; N : 5,8%; O = 47,5%.
EL tanto por ciento de oxigeno es el valor obtenido res-
ardo el tanto por ciento total de otros elementos desde
00). Pué fécilmente soluble en aguas. Tambidn, mostré una
orporcidn de inhibicidn tal alta como 90% contrae tumor sé-
ido de Sarcome-180 en ratones, en administraciédn intre-pe-

itoneal, y proporcidn de inhibicién de 65% en la edminis-

[n1

racidn oral.

El efecto anti-tumor de los productos segin este in-

Zrnto se determind de acuerdo con un método ordinario, que
4s sbajo se describird brevemente.
Células de tumor de Sarcoma-180 fueron transplantadas

n las cavidades abdominsles de ratones y, después de dejar

In

uficiente crecimiento de las células durante un periodo de
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7 dias, se transplantaron ufteriormen$e 106 de estes célu~
las bajo la piel de la?Aax{ias de otros retones para formar
tumores sélidos. La aé;inistraci6n del producto a ensayar
se inicié despuds de la hora vigesimocuarta después del
transplante. En el caso de administracién intraperitoneal,
el producto fué administrado a la dosis de 10 mg/kg por
administracidn una vez cadza segundo dia durante 20 dfas por
la dosificacién total de 0,2 ml. por 20 gramos del peso del
cuerpo del ratdn y, en el caso de administracidn oral, el
producto fué administrado a la dosis de 1000 mg/kg por ad-
ministracidn una vez al dfa durante 20 dfas por ls dosifi-
cacidn total de 0,2 ml, por 20 gramos del peso del cuerpo
del ratén. Los tumores fueron enucleados el vigésimo quinto
dfa después del transplante, y fué calculada la proporcidn
de inbibicién de crecimiento del tumor a partir del peso
medio del tumor en los ratomes, a los que se hable suminis-
trado el producto segin este invento y el peso medio del
tumor en los ratones de comtrol. Paras fines de comparacidn,
la extraccidn y el tratamiento de vrefinacidén se ejecutaron
bajo las mismas condiciones, pero usando ague en lugar de
4 litros de solucidén de 0,1N de NaOH. El rendimiento de pro
ducto fué de 7,8% o alrededor de 60% de aquel alcanzado coyl
el procedimiento de este invento.

EJEMPLO 2
500 gr. de los micelios vivos de Coriolus versicolor (Fr.)
Gudl. (FERM~P n? 2414) (contenido de humedad: 70,8%; con-
tenido bruto de nitrdgeno: 2,6% calculado en base seca) se

afiadié con 2 litros de agua y se molid con un mezclador de
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zumo durante 10 a 20 minutos y 18 mezele entonces se afiadid
gradualmente con 300 cc déléolucién de NaOH al 1N y se ex~
trajo en balo de agua caliente a temperaturas de 90 a 952C
durante 2 horas, seguido de neutralizacidn con HCl, lavado
y separacibén de células, de acuerdo con el procedimiento
del Ejemplo 1, y el extracto obtenido fué sometido a ultra-
filtracién usando un ultra-filtro de sobremese (membrana de|
ultre~ filtracidn: G-05T membrena fabriceda por Bio-Engineg
ring Co.) para eliminar las sustancias de bejo peso mole-
cular con peso molecular menor de 5.000; seguido de concen
tracibn y desecacidn de congelacidén para obtener 24,2 gr.
de polvo de color castafio higado (rendimiento: 15,1%).Este
polvo tiene T46% de contenido de humeded y 6,0% de conte~
nido de nitrdgeno brubto y tiene una poreidn insoluble de
aproximadsmente 20% cusndo se disolvié en agua. La porecidn
restante fué bien soluble en agua. (Bl andlisis elemental
mostrd C & 41,2%; H: 6,1%; N s 6,0%; 0 = 46,7%) ( el tan~
to por eiénto de ox{geno es el valor obtenido restando el
total de los valores de Cy, Hy N de 100). Este polvo fué
disuelto y, después de seperar los insolubles por un papel
de filtro (n? 5¢):, se examiné éu accidn inkibitorie contrs
tumor’s6lido'de Sarcoma~180 en ratones. Mostré una propor-
cién de inhibicidn tan alte como 93% en el caso de adminis
tracién intra-peritoneal y una proporcidn de inhibicién de
707 en el caso de administracidn oral.
EJEMPIO 3
2 kg. de células secas de Coriolus versicolor(Fr.)

Quél. (FERM~P ne 2414) (contenido de humedad: 8,0%, conte-
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por un concentrador de vacio y después se sometid a un ul-

nido de nitrégeno bruto : 2,5% ) se aiiadié con 20 litros de
solucién de NaOH al 0,4 N y se sometié a extraccidn dursnte
2 horas bajo agitacién en uh recipiente de extraccidn equi-
pado con camisa de ealefaccidn-refrigeraci6ﬁ ¥ un agitador,
mientras se ajustaba la temperatura de la camisa, de modo
que la temperatura interna permeneclese en un alcance de 90
a 952C. La mezcls pastosa extrafda fué refrigerads Hasta
temperaturs ambiente y, después de ajustar el pH a 7,0 ada~-
diendo & porciones, bajo agitacidn, HC1l al 2N, el residuo
(s81idos) se separd del extracto lfquido por un separador
centrifugo. E1 residuo (sdlidos) fué mezclado con 20 litros
de solucidn al 0,4 N de KaOH y se sometid a un tratamiento |
similar de extraccién a temperatura de 90 a 95°C durante 2
horas, seguido de refrigeracidén, neutralizacién y separa=-
cidn centrifuga (separacidn de célulasl) para obtener ex-
tracto 1{quido y el residuo. Este Ultimo de nuevo se eome-
tié a un tratamiento de extracciédn similar con solucién al
0;4 N de NaOH durante 1 hora, para oblener un extracto. Es-
ta operacidn de extraccidn, repetida tres veces, did alre-
dedor de 58 litros de extracto lfquido en total. Este ex-

tracto 1lfguido fué concentrado aproximadamente a 10 litros

tra~-filtro (usando la membrana HFA-180 por Abcor Inc.) a
102C y bajo una presidn de 30 libras por pulgada cuadrada
para eliminar las sustancias de bajo peso molecular ( con
peso molecular de menos de 5.000 ) seguido de concentracidén

adicional para obtener eproximedamente 5 litros de solu—

¢idn elasboarada. También, 70 litros de solucidén elaborada
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conteniendo la fraccidn de bajo peso molescular descargeda

desde el ultra-filtro se sometid a osmésis inversa( usando
la membrana AS205 por Abeor Inc.), para eliminar las sus-

tencias ée bajo peso molecular y después se concentrd para
obtener aproximademente 5 litros de solucién elaborada.las)
condiclones operativas, usadas para este procedimiento fqgi
ron como sigue:

Presidén medias 25 - 30 kg/cma; temperatura de trata-
miento : alrededor de 10°C. Despuéds, las soluciones oﬁte—
nidas de la ultra-filtracidn y del tratamiento de osmésis
inversa, fueron reunidas, y 10 litros de tal solucién com-
bineda se pulverizardén por un secador de pulverizacién pa-
ra obtener alrededor de 395 gr. de polvo color castafio hi-
gado ( renm@imiento & 19,9%). Este polvo tuvo un contenido
de humedad de T,0% y su.anélisis elemental dié los siguien
tes resultados: C : 40,8%; H: 6,0% ; N s 4,0% ; 0 ¢ 49,2%.
La proporcidén de inhibicién de este producto contra tumor
s6lido de Sarcoma 180 en ratones fué de 92% en el caso de
administracidn intraperitoneal y T0% en el caso de admi-
nistracidn oral.

0=~0=0=0m0=0=0=0 =0 =0 =m0

0=0=0=0=0
o]
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h! N O T A

El presente registro consta de las siguientes reivindt
cacioness

1.~ Procedimiento para preparar polisacarqgos conte~
niendo nitrégeno, teniendo actividad anti-tumor, extrayendo
un hongo de la clave Basidiomycetes con un disolvente acuo-
80, caracterizado por la mejora en gque un hongo, pertene-
ciente al género Coriolus de Polyporaceae, se extrae conlunL
golucidn alcalina acuosa, teniendo una concentracidn dentro
del alcence desde 0,01N hasta 2N y después el extracto ob-
tenido es refinado por medio de ultra-filtracién,.y/o por
6smosis inversa para eliminar las sustancias de bajo peso
molecular, con peso molecular de menos de 5.000, en dicho
extracto.

2.~ Procedimiento segin le reivindicacidn 1, caracte-
rizado porque dicho hongo es un cuerpo de fruto artificial
o natursl y/o mycelio.

3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque dicho hongo es Borielus versicolor (Fr.)Quél.

4.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque dicha solucidn alcalina acuosa se aplica en
una cantidad de § a 200 veces ( de peso) del hongo.

5.=Procedimiento seginm la reivindicacién 1, caracte=-
rizado porque dieha solucidn alcalina es una solucidn de
hidréxido sddico.

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-

rizado porque dicha extracecidn se realiza a una temperatura
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de 80 a QBQQ.

7.~ Procedimiento segdn la reivindicacidn 1, carac=-
terizado porque la eliminacidn de dichas substancias de bajo
peso molecular se realiza a presién.

8.~ Procedimienta segln la reivindicacidn 1, carac-
ﬁ@rizado porque dicha ultra-filtracidn se realiza a presidn de
0,5 a 5 kog/cm2,

9,- Procedimisnto segin la reivindicacidn 1, caracte
rizado porque dicha dsmosis inuversa se realiza a presidn de =
25 a 35 kg/cm?,

10.~ Procedimisnto segin la reivindicacidén 1, carac-
terizado porqﬁa dichos polisacarurss conteniendo nitrégeno, -
contienen de 2 a 8% de peso de nitrdgenc segin se determina =
par un andlisis elemental,
11.~ Procedimientc para preparar polisacaruros contg
nisndo nitrdgeno.

Seqin se describes y raivindica en esta memoria des=

criptiva.

una sola de sus caras,

Madrid, a 12 nBR. 1977 . %

fdo.: Pad jatamorot

romsdiiom s
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