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dotre:

Procedimiento para preparar soportes minerales in-

Jertados.

-ttt it 14—

é;zébﬂhwﬁx RHONE-POULENC-INDUSTRIES, entidad francesa, resi-
dente en 22, avenue Montaigne, 75 Paris (8éme), Fran-

cia.

Le presente invencién tiene por objeto un
procedimiento para preparar soportes minerales injer—
tados, dUtiles para la fijacidén de enzimas.

Los soportes minerales son productos conocidos

pero, para clertas aplicaclones, éomo pbr ejemplo la
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~tales ocomo la diciclohexilearbodiimida, el txéfosgeno o el

‘siones y.pérmiten, en el caso de fijacidn de enzimas, no sow-

-ma simple, con excelentes rendimientos, fijaclones de enzimas|

,'estables J resistentes a los factores de desnaturalizacién.

titufdos de Sxidos, hidréxidos u otros compuestos minerales

“insolubles, porosos ¥y oaraoterizadoe'porque pbr%an grﬁpos hé~
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fijacién de enzimas, es necesario modiricar la naturaleza

quimica del soporte minersl ifijertdndole un égrupamiento que
mejore la fijacién entre el soporte y la enzima. Do este mo
do, se ha propuqéto injertar silanos sobre los soporteé mi-
nerales, que permiten la realizacién de un cierto némero de
reacciones de fijacién directae’entre~los ci@%dos spportes v
clortas enzimas. )

En otros casos de acoplamiento entre soporte injqrtaw_

do y enzima, es frecuentemente necesario, si se desea una fi-

jaclén estable en él tiempo, utilizer compuestos intermedios |

&lutaraldehido. ) _

Por otra-parte, soportes polimeros yodados se han Pro=-
ﬁuastq-igualmeute, pero pfesentan el inconveniente de ser sen)
sibles a los disolventes, temperaturas y pgesiénes,:lo quse 1.
limite su empleo y, ademés, la posesién de unm gran centidad |
dé grupos yodados, lo cual entrafian el riesgo de incluir la
actividad de la enzima ulteriormente fijada. B

Los soportes de la invencién ufilizableé en nﬁméfosos

campos son insensibles a los dis6lventes, temperaturas, pre-
lemente realizer nuevas reacciones, evitar la utilizacién de

campuestos intermedios asi como la presencia de un ndmero de~

masliado grande de puntos activos, sino tambidn obtener de for

Los soportes injertados, segin la invencién, estan cong|

logenoaiquileilano sustitufdos o no, ocuyo resto alquilo com- |
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-grupos hidroxilo del soporte. . : S

-3 -

prends de 3 a 11 4tomos de carbono:
Estos soportes injertados se obtienen haciendo reaccio
nar un soporte mineral que posea grupos hidroxilo con un halo

genoalquilsilano que posea de 1 a 3 grupos reactivos con los

E1l soporte mineral utilizado debe poseer grupos hidro-
xilo, presentar uné granulometria comprendida entre 40 Ve y
5 mm, una superficie espec{fica del orde)n de 2 a 600 m%/g y
preferentemente de 20 a 70 m?/g cuando se destina & la fija-
¢ién de enzima, un didmetro de poro del orden de 50 a 10.000
® ¥ un voldmen poroso de 0,5 a 1,8 ml/g.-

Como soportes que respdnden a estas caracteristicas,
se pueden citar las alyminas, la arcilla, el vidrio, los si-
licatos minerales, los 6xidos metflicos y mas'particularmente
las sflices. '

El compuesto a injertar es un halogenoalquilsilano de

férmula general:

X - (cHp), - 51<— B

en la que
- X representa un dtomo de haldgeno: cloro, bromo o yodo;

- n es un nimero entero de un valor cémprendido entre 3 y 11;

I

- A, By C, iguales o diferentes enfre.si, representan un 4to

mo de Cl, un grupo metoxi, etoxi, metilo o etilo, con la
|

condicidén de que al menos uno de los sustituyentes A, B o C
sea capaz de reacclonar con un grupo OH del soporte mineral%
Entre los compuestos mas particularmente aptos para

E
ger injertados, se pueden citar el trietoxi~bromopropilsilano$
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el trimetoxi-yodopropilsilano, el trietéxi—yodopropilsilano,
el trietoxi-clorobutilsilano, el tridloro-cloropropilsilano,
el dimetilecloro-cloropropilsilanc, el metildicloro-~yodounde~
ciléilano. |

La reaccién“de injertado pueds sefectuairse por cualqule
procedimientO'cono;ido en medio disolvente o acuoso, a presié

atmosférica o bajo presién y generalmente en caliente.

Los soportes injertados, segin la invencién son utilif'

zables como soportes de eatalizadorgs industrieles, en cromas-
fografia, cromatografie de afinidad, y mds perticularmente
para la fijecién de enzimas. _
En este caso, numerosas enzimas pueden fijarse.
Estan representadas prineipalmente por:
~ oxldoreductasas tales como lq glucosa oxida?a;
-~ hidrolasas tales como la lipass, lg p;otinaéa, la tfipsi-.~
ne, la ureaéa,‘la glucozmlilasa, la alfa-amino—aciiaaa. f
‘ La fijacién de la enzima se efectis segin cualquier
procedimiento conocido, bien en frfo en solucién acuosa tam—

pohada seglin ol pH compatible con le enzima, bien en caliente

‘en disolventes hidrocarbonados o clorados, seglin el procedi-

misnto de la solicitud de patente francesa 73.30413 deposita-—
da el 22 de agosto de 1973. o 8
La eleccidén de uno u’otro de los procedimientos es
func;én de la naturaleza de la enzima. Igualmente la elec~
cién del soporte y del injerto halogenado depende de la espe
cifidad y de los caracteres propios de reaccién de la enzima.
Laa'enzimas asi fijadas son particularmente estables

Yy resistentes a los factores de desnafurélizacién, pH, tempe

ratura.

=

Se dan a continuacién, a ti{tulo indiecativo y no limi-
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tativo, ejemplos de realizacién de la invencidn.

EJEMPLO 1

Se secan a 150%C hajo vacfo durante 4 horas 100 g de
una sflice en microesferas cuya granulometria es de 100 a
200 s, la ouperficie especifica de 44 n;2/g, el diépetro de
los poros de 660 X ¥ el voldmen poroso de 0,9 ml/g.

La sflice secada se introduce en '200 m1l de una solu-
¢ién en xilano de 20 g .de trietoxi—bromopropilsilanq ¥y la
mezcla se calienta 8 hérae a 140°C. Tras refrigeracién, la
silice injertada se escurre, se lava con acetona y se seca
bajo vacfo. E1 produﬁto contiene 0,4 % en peso de bromo.
EJEMPIO 2 -

Se opera ocomo en el ejemplo 1, pero con 20 g de trime
toxiyodopropilsilano disueltos en 200 ml de xileno a ebulli-
cidn. |

El producto injertado contiene 0,45 % en peso de yodo.

EJEMPLO 3

Se secan bajo vacfo a 150°C durante.4 horas 100 g de

una sflice cuya granulometria estd comprendida entre 200 y

400 s, la superficie especifica de 50 n?/k, el didmetro de
los poros de 600 & y el volumen poroso de 1,1 ml/g. ;
En un autoclave, se introduce la sflice secada y 250 i
ml de tolueno que contlenen 10 g de trietoxi~clorobutilsila-é
no y se callenta 2 horas a 190°C bajo presién autégena (5 ba—?
res). " ;
Tras refrigeracién, la sflice injertada se egscurre, !
enjuaga con tolueno, a continugcién,cop acetona y finalmente
se seca. El producto contiene 0,7 % en peso de cloro.
EJEMPLO 4 E

Se prepara un hidrogel agitando, en un matraz de 2 1li-
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tros, 230 ml de una solucidn acuosa de S0,H, (a 120fg);7;:L
los cusles se aflade gota a gota una solucidn de silicato sédi
co (a 220 g/1 en sioz). Cuando sl pH es do 3,8, el sal ob-
tenido se vierte asi como 2 gotas de alquilsuifonato sédico
en un matraz que contiene 8 litros de trdicloroetileno y se’ |’
aglta le mezcla vigorosamente. En élgunosiminutos, hay for- |
macién de bolitas de hidrogel. Se aflade entonces 1 litro de
agua emoniacal pH 9, y a continuacién se filtra.

Las bolitas se lavan 3 veces con HCl N/io y a conti-
nuacidn con agua. El hidrogel obtenido contiene 80 % de agﬁé
y el tamaffo de las bolitas es inferior a 200 ,u.

" En un matraz, se introducen 120 g de hidrogel obteni-
do, 15 g de trietoxi-yodopropilsilano y 200 ml dé¢ benceno. Se

calienta a 80°C ¥y por arrastre azeotrépico se recuperan- 95 ml

de agua.

Iras refrigeracién, el ﬁroducto injertado se ascurre,
se lava con acetona y se seca,

La superficie espec{fica del prodﬁofo obtenido es de
425 m?/g, su voltmen poroso de 1,1 ml/g.

El grado de yodo es de 2,1 % en peso.

EJEMPLO 5 |

Se efectda la fijacién sobre la sflice injertada en el
ejemplo 1 (ensayo A) y sobre la sflice injertada en el ejem- |
plor2 (ensayo B).

1 & de soporte se afiade a 20 mil de una solucién tampén
acetato.0,1 M, pH 4-5 que contienen 20 mg de gluéoam:i;].asa y
la dispersidn obtenida se agita 18 horas a 4°C.

- Tras decantacién, los soportes se lavan con 3 recogi-

das con agua destilada y la actividad se mide.
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" cla agitada por sonicacidén se calienta al reflujo durante 2

en 10 ml de una solucidn de almidén &1 3 % en peso en un tam
pén acetato 0,1 M, pH 4,5 y se dejan en contacto bajo aglta-
cién 10 mn a 40°%C." .

Tras separa?idn; una valoracién de los azicares reduc
tores liberados se efectda en la fasg 1£qu4da; por colorime-
tria con 4cido 3,5-dinitrosalic{lico. Varios lavados y medi
das de actividad se '‘efectdan de este modo sucesivemente. En-~

tre cada medida los complejos se conservan en soluciones de

NaCl 2 M.

Los resultados referidos a la glucosa y expresados en

Ve moles de glucosa liberada/mn/g de soporte son los siguien~

f ' : . t

tes:
Ensayo A . Ensayo B
inicial 8,5 , 1,4
actividad tras 5 dfas 5
tras 10 dfas 0 0,7
EJEMPIO 6

Fijacién de glucoemilasa en maedio orgdnico

Se opera como en sl ejemplo 5, con la diferencia de

que 1 g de soports gse afiade a 30 ml de una dlspersién de clo

roformo anhidro que contienen 50 mg de glucoamilasa. La mez-

i
horas, El disolvente se elimiha entonces bajo vacfo.

Los soportes se lavan con agua destilada y a continusg

cién con NaCl y la actividad se mide. Se obtiene

Ensay6 A" " Ensayo B f

inlcial 15,6 1,2 :

Actividad (tras 5 dfas 11 0,7 ;
tras 10 dfas 4,5 .0 i
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- | de peroxidasa con 2 mg/ml en un tampén deotato 0,1 M, pH S,é.

‘bancia a 460 nm.

Engayo A Actividad inilolal 3,8

"dio acuoso da resultados muy préximos, independientemente de

medo £ija mas anima que la silice con injerto yodado.

EJEMPIO 7

Fijacién de glucosa oxidasa en medio acuoso

La enzima se fija tal como'ée ha dicho en el ejemﬁlo
5, -

La actividad enzimitica se determina como sigue: se -
mezcla 1 g de complejo soporte-—enzima, éO ml he uné sdlucién’
con 18. g/l de glucosa en un tampén acetato, 0,1 M, pH 5,6, que
contienen 100 mg/l de O~dianisidina, y 40'/u1 de una solueidn

Se sigue en funcién del tiempo la variacién de absor- -

Los resultados expresados en /% nolds de H202 libera— ,
das/hn/g de soporte son los siguientes.

Actividad despuds de 1 mes. 1,76
Ensayo B: Activided inleial 4
Actividad después de 1 mes 1,88

Se puede deducir que la fijacién de la enzima en me-

que el soporte posea un injerto bromado o un injerto yodado.

EJENPIO 8

Pijacibn de glucosa oxidasa en medio orgﬁnico

La enzima se f£fija como en el ejemplo 6y 1a actividad

enzimitica se determina como en el ejemplo 7. Se obtienen:

Ensgyo A: Actividad inicial 2,60
Actividad despuds de 1 mes - 0,80
Ensayo B:  Actividad inicial 5,20

Actividad después de 1 mes ' 5,20
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Le fijacién de la enzimza sobre soporte injertado yoda )
do es mejor que la obtenida sobre soporte'oon injerto broma-
do. Por otra parte el complejo soporte yodado-enzima es més
astable en el tiempo. '

BJEMPIO
Pijacidn de pectinasa en medio acuoso

Como en los ejemplos precedentes, la enzima se flja
sobre la sflice injertada del ejemplo 1 (ensayo A) y sobre
la sflice injertada del ejemplo 2 (ensiayo B).

A 8 mg de pectinass en solucidn en 20 ml de agua, se
afiaden 2 g de gflice injertada, a continuacidén se agite el
conjunto a 4°C durante 24 horas. |

Tras decantacidn, el complejo soporte~enzima se lava |,
3 veces con 20 ml de egua destilada, 3 veces con 20 ml de
OlFa M y finalmente 3 veces con 20 ml de tempén acetato O,1
M, pH 4.

Le actividad enzimdtica se mide entonces:

2 g de 1l¢s complejos sopo;te-enzima se dispersan en
10 ml de una solucién de 4deido poligalacturdénico a1 1 % en
un tampén acetato 0,01 M, pH 4, a continuacién la dispereién
se caelienta 10 minutos a 35°C.

En 5 ml del medio, el 4cido poligalacturénico no trans
formado se defeca por adiciém de 0,3 ml de una solueiébn
acuosa de sulfato de zinc a1 9 ¢ y 0,3 ml de sosa 0,5 N, Tras
centrifugacién, el dcido D galacturénico, presente en la par-
te sobrenadante, se valora por el método de; din;trosalicilap
to. |

Esta medida de actividad enzimética se repite traes 2,3

¥ 5 dfas. Entre cada valoracidén, los complejos soporte-enzi-

ma se lavan por puesta en contacto con 20 ml de NaCl 2 M du~
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rante 15 horan, & contimuacidn se enjuagan con agua destilada
¥ con tampén acetato. ! i

Se obtlenen los resultadis siguientes expresados en /u
moles de dcido galacturdnico hidrolizado/mn/g de soporte.

, Ensayo A .Ensayo B
,iniciai 13,30 11,80
Actividad | trag 2 dfas 13,30 ; 10,85
< tras 3 dias 13,30 8,20
| tras 5 dfas 12,70 7,50

Se camprueba que el soporte con injerto bromado’ fija
mejor enzima que el soporte con injerto yodado. Ademés el
soporte con injerto bromado da un complejo,mas est&ﬁle eé el
tlempo. _

La accién del complejo soporte con injerto bromado-peg
tinasa es entoncees ensayada en continuo. En ﬁna éoiuﬁna de
20 cm de altura y 1 cm de diémetro, ge colocan 6 g del complg
jo. ‘La columne termostatada a 25°C se alimenta con une solu~
cién de 4cido poligalacturédnico &l 0,4 % en un tampén acetato] -
O 01 M, pH 4 & razén de 52 ml/h. |

La columna ha funcionado sin pérdida de actividad du~
rente 10 dfss, dando un grado de hidrélisis del 42 %. To.que

muestra la buena estabilidad del complejo.

EJEMPLO ]0 ' '

Pijacibn de pectinasa en medio orgdnico gobre las silices ine
ertadas de los ejemplos 1 y 2 '

En 50 m1 de benceno anhidro, se dispersan por sonica-
c¢ibén 500 mg de pectinasa comercial, y a continuacién 2 g de
soporte injertado. Se calienta a continuacidén a ebullicién

¥y se mantiene 1 hora a esta temperatura.

El disolvente se evapora bajo presidén reduclda y el
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comple jo soporte—enzime obtenido se lava 3 veces con 20 ml de
agua destileda, a continuacién 3 veces con 20 ml de NaCl M y
finalmente 3 veces con 20 ml de tampén acetato 0,1 M, pH 4.

La actividad enzimdtica se mide de la misma forma que
en el ejJemplo 9.

Se obtienen:

Ensayo A: Actividad iniclal 10,15
Actividad tras 2 dfas 10,15
Ensayo B: Aotividad inicial 4,70
Actividad tras 2 dfas 3,80

Como en el ejemplo 9, se comprueba qus el soportse con

injerto bromado fija mejor enzima que el soporte con injerto

yodado.
EJEMPIO 11

Fijacidén de slfa—-aminoacilasd en mediv acucso

Como en los ejemplos precedentes, se utilizan las g~
lices injertadas de los ejemplos 1 y 2. ‘ ‘ '

10 m1 de tampén fosfato 0,1 M, pH 7 que contienen 10
mg de enzima y 1 & de soporte se ponen en contacto bajo agi-
tacién a 4°C aurante 48 horas.

Tras sep€iracidén, el complejo soporte~enzimsa se 1aja 3
veces con 10 ml1 de agua destilada y 10 veces con 10 ml de
NaCl M.

La actividad enzimdtica se mide. 1 & del complejo so-
porte-enzime y 10 ml de solucién 0,1 M de acetil DL-Metionina
en tampén fosfato 0,1 M, pH 7 se calientan a 40°C durante 30
mn, La L-metionina liberada se valora por el método de la
ninhidrina,

Los resultados obtenidos expresados en /U moles de L=

~metionina liberads,m/g de soporte son los siguientes:
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S{lice con injerto bromado - Activided: 100
S{lice con inferto yodado - Actividad: 30 -
EJEMPLO 12

Fijacién de tripsina -

Efecfuada spbre las sflices injertadas de los ejem-—
pioe 1 (ensayo A) y 2 (ensayo B). .

7 -AA2 mg de tripsina dispersados por sonicacién en 20
ml de‘hexanb. se afiaden 2 g de soportfe, a continuacdién se’
lleva a ebullicién y se mantiene 1 hora. '

E1l hexano se evapora a continuacidnAy 103 complejos
soporte-enzima se lavan 3 veces con 20 ml ﬁegagua destilada,'
a continuacién 3 veces con 20 ml de NaCl 1 M. '

Se afiade a los complejos obtenidos 1 ml de agué,:ﬁ
conjinuacién 9 ml.de solucidén de caseina al q;3 %’gn peso
en un tempén fosfato-citrato 0,025 M, pH 7. "Las dispersio- |
nes se calientén entonces a 37°C durante 10 mn, . Tres refri-

geracién y decantacién, 4 ml de las soluciones se toman y 4

_ ml de una solucidén acuosa de 4cido tricioroaéético al 10 %

en peso se afiaden en cada solucién, la caseina en exceso pre

cipita, se filtra, a continuacidn el contenido.en péptidos_

‘8e valbra gobre el filtrado, por el método de Lowry.

Los complejos soporte-enzima se laven de nuevo con

NaCl M y se efectda una nueva medida de aétividad enzimdtica

tras 1 semansa. .
Loe resultados expresados en /U8 de péptidoa libera~.
dos/ml/mn/g de soporte son los siguientes:

"Ensayo A: Actividad inicial 34,5
Actividad tras 1 semana _ 20,5
. Ensayo B: Actividad inicial ' 45

Actividad tras 1 semana 4,5
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Se comprueba que la sflice con injerto bromado fija
mejor enzima que la sf{lice con inje%to yodado, pero gue, por
el contrario, esta Witima da un complejo mas estable en el

tlempo.

EJEMPLO 13

Pijacidén de ureasa

En 150 ml de cloroformo, se dispersa 1 g de ureasa y
6 & de la sflice injertada del ejemplo 2, a continuacién se
calienta la dispereién obtenida 1 hora al reflujo. E1 clorgo
formo se evapgra entonces y'el complejo soporte-enzima se
lava 3 veces por 20 ml de tampén fosfato 0,1 ﬁ, pH’7, a oonw~’
tinuacidén 3 veces por 20 ml de NaCl 2 M.

0,5 g& del complejo obtenido se suspenden en.5 ml de
tampén fosfato 0,025 M, pH 7 y se deja én contacto 2 mn. Se
afiaden entonces 2 ml de una solucién: acuosa de urea con 20
g/l y se deja en contacto 2 mn. La reaccién se detiene por
filtracién. 5 ml de HC1 N/10 se sfiaden sl filtrado y el exce
g0 de HCl se valora por NaOH.0,0S N,

Las operaciones de lavado y de medicidn de actividad
se repiten varias veces. Los resultados expresados en b mo

les de NH3 producido en 2 mn estan resumidos en la tabla si-

guiente.
TABLA
Condiciones de conservaoién En' seco en el| En suspensién
refrigarador. | en tampén fos-
a 40C fato en el re-
. frigerador
TInicial 200 . 200
tras 4 dfas 266 278
pctividad ¢ yrpg 11 afas - 218 283
tras 19 dfas 168 268
Ltras 27 dfas . 187 - 228
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" vidad es précticamente constante en el tiempo, cualquiera que

25 ml de una solucién de sales biliares al 2 % en agua desti

- 14 -

Del exémen de esta tabla se puede deducir que la acti-

sean las condiciones de conservacién.

EJEMPLO 14
Pijacibn de lipasa

La fijacién se efectia en medio acuoso sobre las sili-
ces injertadas de los ejemplos 1 (ensayo A), 2 (ensayo B) y
3 (ensayo C). »

En tubos de ensayo, se introducen 20 ml de una sole
cién de lipasa al 1 % en agua destilada y 2 g de soporte.
Los tubos se someten a éontinuacién a una agitacidén lenta y
regular durante 24 horas a 4%c.

Los complejos soporte-—enzima obtenidos se separan de
la solucidén de lipasa por decantacidén y se lavan 3 veces por

20 ml de agua destilada. Entorices se ronen en suspensién en

lada durante 3 horas a 4°C, bajo agitacidén lenta, con el fin
de desorber la enzima débilmente ligada al‘soporte. Los éom=}
plejos se lavan a continuacién con sgua destilada.

La actividad enzimdtica se mide por el método de Des'f

nuelle eplicado a una emulsidén de aceite de oliva. Los 4cidos
graaos‘liberados se valoran por potenciometr{s a pH constan- |
te. .

La actividad enzimitica expresada en cantidad de dci-
dos grasos liberados en ,u equivalentes/mn/g de soporte es de
8 para el ensayo A, 6 para el ensayo B y 14 para gl ensayo C.

El complejo obtenido por fijacién de la lipasa sbbre.
la s{lice con injerto clorado presenta puds la .actividad ma-

yor.
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-NOTA-

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
as{ como la manera de realizarlo en la préctica, debe hacer=-
se constar que las disposiciones anteriormente indicadas,
son susceptibles de modificacliones de detalle en cuanto no
alteren su principio fundemental. Tambidn se hace constar
que el invento corresponde a vna Solicitud de Patente, pre-
gsentada en Francia con fecha 19 de abril de 1.974, bajo el
nimero 74.13687, acogiéndose por 19 tgnto a los beneficios
que conceden los Convenlos Internacionales,en vigor, sieﬁdo
lo que constituye la esencia del referido invento y por lo
que se solicita Patente de Invencién por 20 afios en Eapafia,
sobre: PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR SOPORTES MINERALES INJER-
TADOS; caracterizéndose por lo siguiqnte:

12.— Procedimiento para preparar soportes minerales
injertados, constitufdos por dxidos, hidréxidos u otros com-
puestos minerales insolubles y porosos y en donde los injer-~
tos son grupos halogenocalquilsilano sustitufdos o no, cuyo
resto alquilo comprende de 3 a 11 dtomos de carbono; caracte
rizado porque se hace reaccionar un soporte mineral que po=
sea grupos hidroxilo con un halogenoalquilsilano que poses d¢
1 a 3 grupos reactivos con losgs grupos hidroxilo del soporte.

28, Procedimiento segﬁﬁ la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque el soporte mineral posee grupos hidroxilo y
presenta una granulometria de 40 /ua 5 mm, una superficile
espec{fica do 2 a 600 m?/g, un diémetro de poros de 50 a
10.000 & y un volumen poroso de 0,1 a 1,8 ml/g.

38,~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1 y 2,

caracterizado porque el soporte' estd representado por las

aluninas, la arcilla, el vidrio, lab sflices, los silicatos,

(2
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los Sxidos metélicos.

49, Proocedimiento segin la reivindicaoién 1, carac-

terizado porque el halogenoalquilsilano a injertar posse la

| £érmula general:

A

-

X - (CH2)n - 51~—3B

.\\\\c

!

en la que X representa un dtomo ds gloro, de bromo o de yo-
do; n es un mmero entero comprendido entre 3 y 11; 4, By C
iguales o diferentes entre si representan un &tomo de cloro,

un grupo metoxi, etoxi, metilo o etilo, con la condicién de

i que al menos uno de los sustituyentes A, B o C sea reactivo

con un grupo OH del soporte.
58,~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1 y 4,
caracterizado porque el halogenoalquilsilano estéd representa—

do por el trietoxi-bromopropilsilano, el trimetoxi-yodopropil

- silano, el trietoxi-yodopropilsilano, el trietoxi-clorobutil~

silano, el tricloro-cloropropilsilano, el dimetilcloro-clbrof
propilsilano, el metildicloro—yodoun@ecenilsilano.

69.~ Procedimiento para.preparar s&porteé minerales
injertados, tal y como queda sustancialmente desérito en la
presente Memoria. -

Esta Memoria consta de 16 hojas, ?%c:&geai%méquina
por una sola cara.

Madrid
RHONE-POULENC-INDUSTRIES .

LEZ PEERS Y BODEY
b. Fimado: L. Gaola ForaSadex
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