
PATENTE DE INVENCION

Ref: R^2171.
 ̂„

Procedimiento para p reparar soportes m inerales in ­

je rtad o s .

RHONE-POULENC-INDUSTRIES, en tidad  francesa , r e s i ­

dente en 22, avenue Montaigne, 75 P a ris  (8éme), Fran­

c ia .

La presente invención tie n e  por objeto un 

procedimiento para p reparar soportes m inerales in je r ­

tados, ú t i l e s  para la  f i ja c ió n  de enzimas.

Los soportes m inerales son productos conocidos 

pero, para c ie r ta s  ap licac iones, como por ejemplo la5
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f i ja c ió n  de enzimas, es necesario  m odificar l a  n a tu ra leza  

química del soporte m ineral in je r tá n d o le  un agrupamiento que 

mejore l a  f i ja c ió n  en tre  e l  soporte y l a  enzima. De e s te  mo 

do, se ha propuesto in je r ta r  s ilan o s  sobre lo s  soporteá mi­

n e ra le s , que perm iten l a  re a liz a c ió n  de un c ie r to  número de 

reacciones de f i ja c ió n  directas^ en tre  lo s  c itados spportes y 

c ie r ta s  enzimas.

En o tro s casos de acoplamiento en tre  soporte in je r ta ­

do y enzima, es frecuentemente necesario , s i . s e  desea una f i ­

jac ió n  e s ta b le  en til tiempo, u t i l i z a r  compuestos interm edios 

t a le s  como l a  d ic io lohex llcarbod iim ida , e l  tíofosgeno o e l  

g lu ta ra ld eh id o .

Por o tra  p a r te , soportes polím eros yodados se han pro­

puesto igualm ente, pero presen tan  e l  inconveniente de se r  sen 

s ib le s  a  lo s  d iso lv en tes , tem peraturas y p resiones, lo  que 

l im ita  su empleo y , además, l a  posesión de unía gran cantidad 

de grupos yodados, lo  cual entrañan e l  riesg o  de in c lu ir  l a  

a c tiv id a d  da l a  enzima u lterio rm en te  f i ja d a .

Los soportes de l a  invención u t i l iz á b le s  en numerosos 

campos son in se n s ib le s  a lo s  d iso lven tes , tem peraturas, p re­

siones y perm iten, en e l  caso de f i ja c ió n  de enzimas, no so­

lamente r e a l iz a r  nuevas reacc iones, e v ita r  l a  u t i l iz a c ió n  de 

compuestos interm edios a s i  como l a  p resenc ia  de un número de­

masiado grande de puntos ac tiv o s , sino tambián obtener da fo r 

ma sim ple, con excelen tes rendim ientos, f ija c io n e s  de enzimas 

e s ta b le s  y r e s is te n te s  a lo s  fa c to re s  de desnatu ra lizac ión .

Los soportes in je r ta d o s , según l a  invención, e s tán  cons 

t l tu íd o s  de óxidos, hldrÓxidos u o tros compuestos m inerales 

ln ao lu b les , porosos y carac terizados porque portan  grupos ha- 

lo g en o a lq u ils ilan o  su s ti tu id o s  o no, cuyo re s to  a lq u ilo  com-

-  2 , -  '
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prende de 3 a 11 átomos de carbono*

Estos soportes in je rta d o s  se obtienen haciendo reacc io  

nar un soporte m ineral que posea grupos h id ro x ilo  con un halo 

genoalqu ilsilano  que posea de 1 a 3 grup¡os rea c tiv o s  con lo s 

grupos h id ro x ilo  del soporte . - '

E l soporte m ineral u til iz a d o  debe poseer grupos h id ro - 

x i lo ,  p resen ta r un4 granulóm etría comprendida en tre  40 /u y

5 mm, una su p e rfic ie  e sp e c íf ic a  del orden de 2 a 600 m^/g y 

preferentem ente de 20 a 70 m^/g cuando se d estin a  a l a  f i j a ­

ción de enzima, un diámetro de poro del orden de 50 a 1 0 . 0 0 0

6 y un volámen poroso de 0 , 5  a 1 , 8  m l/g.

Como soportes que responden a e s ta s  c a ra c te r ís t ic a s ,  

se pueden c i t a r  la s  alám inas, l a  a r c i l l a ,  e l  v id r io , lo s  s i ­

l ic a to s  m inerales, lo s  óxidos m etálicos y mas particu larm ente  

la s  s í l ic e s .

E l compuesto a i n je r ta r  es un ha logenoalqu ils ilano  de 

fórmula general:

X

en la  que I

-  X rep resen ta  un átomo de halógeno: c lo ro , bromo o yodo; j

-  n es un námero entero  de un va lo r comprendido en tre  3 y 11; 

- A ,  B y C, iguales o d ife ren te s  en tre  s í ,  rep resen tan  un átoj

mo de Cl, un grupo metoxi, e to x i, m etilo  o e t i l o ,  con l a  , 

condición de que a l  menos uno de lo s  su s titu y e n te s  A, B o Cj 

sea capaz de reaccionar con un grupo OH del soporte mineral!. 

Entre lo s  compuestos mas particu larm ente  aptos para  ! 

se r  in je r ta d o s , se pueden c i t a r  e l  trie tox i-brom opropilsilano!,
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e l  trim etox i-yodop rop ilsilano , e l  tr ie to x l-y o d o p ro p ils ila n o , 

e l  t r ie to x i - c lo ro b u t i ls i la n o ,  e l  t r i^ lo ro -c lo ro p ro p ils ila n o , 

e l  d im e tilc lo ro -c lo ro p ro p ils ila n o , e l  m etildicloro-yodounde- 

c i l s i la n o .

La reacc ión  de in je rta d o  puede e fec tuarse  por cualquie 

procedim iento conocido en medio d iso lven te  o acuoso, a p resló  

a tm osférica  o bajo  p res ión  y generalmente en c a lle n te .

Los soportes in je r ta d o s , según l a  invención son u t i l i  

zab les como soportes de ca ta lizad o res  in d u s tr ia le s , en croma­

to g ra f ía ,  crom atografía de a fin id ad , y más particu larm ente  

para  l a  f i ja c ió n  de enzimas.

En e s te  caso, numerosas enzimas pueden f i j a r s e .

E stán rep resen tadas principalm ente por:

-  oxidoreductasaa ta le s  como l a  g lucosa oxidasa;
' < - < - -

-  h id ro la sa s  ta le s  como l a  l ip a s a , l a  peo tinasa , l a  t r i p s i ­

na, l a  u reasa , l a  glucoam ilasa, l a  a lfa -am in o -ac ilasa .

La f i ja c ió n  de l a  enzima se e fec túa  según cualqu ier 

procedim iento conocido, b ien  en f r í o  en so lución  acuosa tam- 

ponada según e l  pH compatible con l á  enzima, b ien  en c a lie n te  

en d iso lv en tes  hidrooarbonados o clorados, según e l  procedi­

m iento de l a  s o l ic i tu d  de pa ten te  francesa  73.30413 deposita­

da e l  22 de agosto de 1973.

La e lecc ión  de uno u o tro  de lo s  procedim ientos es 

función  de l a  n a tu ra le za  de l a  enzima. Igualmente l a  e lec ­

ción  del soporte  y del in je r to  halogenado depende de l a  espe 

c if id a d  y de lo s  c a rac te re s  propios de reacc ión  de l a  enzima.

Las enzimas a s i  f i ja d a s  son particu larm ente  e s ta b le s  

y r e s is te n te s  a  lo s  fa c to re s  de desnatu ra lizac ión , pH, tempe 

r  a tu r  a.

Se dan a  continuación, a t í t u l o  in d ic a tiv o  y no lim i-
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ta t iv o , ejemplos de re a liz a c ió n  de l a  invención. 

EJEMPLO 1

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

una s í l ic e  en m icroesferas cuya granulonietría es de 100 a

200 /u ,  la  su p e rfic ie  e sp e c if ic a  de 44 m^/g, e l  d iáne tro  de 
o

los poros de 660 A y e l  volámen poroso de 0,9 m l/g.

La s í l ic e  secada se introduce en *200 mi de una so lu ­

ción en x ilano  de 20 g de trie to x i-b ro m o p ro p ils ilan o  y l a  

mezcla se c a lie n ta  8 horas a 140°C. Tras re f r ig e ra c ió n , l a  

s í l ic e  in je r ta d a  se escu rre , se lava  con acetona y se seca 

bajo vacío . El producto contiene 0 ,4  % en peso de bromo.

EJEMPLO 2

Se opera como en e l  ejemplo 1 , pero con 20 g de trim e 

tox iyodopropilsilano  d isu e lto s  en 200 mi de x ileno  a e b u ll i ­

ción.

El producto In je rtad o  contiene 0,45 % en peso de yodo. 
EJEMPLO 3

Se secan bajo vacío a 150°C d u ran te .4 horas 100 g de 

una s í l ic e  cuya granulom etría e s tá  comprendida en tre  200 y ) 

400 /u ,  la  su p e rfic ie  e sp ec íf ic a  de 50 m^/g, é l  diámetro de j 

lo s  poros de 600 & y e l  volámen poroso de 1 , 1  m l/g. }

En un autoclave, se introduce la  s í l ic e  secada y 250 ¡

mi de tolueno que contienen 10 g de t r le to x i - c lo r o b u t i l s i l a -  }
i

no y so c a lie n ta  2 horas a 1 9 0 °C bajo p resión  autógena (5  ba-t

r e s ) .  .. ii
Tras re fr ig e ra c ió n , l a  s í l ic e  in je r ta d a  se e scu rre , ;

enjuaga con to lueno, a continuación con acetona y finalm ente ¡

se seca. El producto contiene 0,7 % en peso de c lo ro . [
!

EJEMPLO 4 !

Se prepara un h id rogel agitando, en un matraz de 2 l i -
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tro s ,  230 mi de una solución acuosa de SÔ Hg (a I2<7*g/^, 

loa cuales so añade gota a gota una solución da s i l ic a to  aódi 

oo (a 220 g / l  en SÍO2 ) . Cuando e l  pH es do 3 ,8 , e l  so l ob­

ten ido  se v ie r te  a s i  como 2 gotas de a lq u ilsu lfo n a to  sódico 

en un matraz que contiene 8 l i t r o s  de ti^ ic lo ró e tilen o  y se 

a g ita  l a  mezcla vigorosamente. En algunos m inutos, hay fo r ­

mación de b o l i ta s  de h id ro g e l. Se añade entonces 1 l i t r o  de 

agua amoniacal pH 9, y a  continuación se f i l t r a .

Las b o l i ta s  se lavan 3 veces con HC1 N/ 1 0  y a co n ti­

nuación con agua. El h id rogel obtenido contiene 80 % de agua 

y e l  tamaño de la s  b o l i ta s  es in fe r io r  a 200 /u .

En un m atraz, se introducen 120 g de h id rogel obteni­

do, 15 g de tr ie to x i-y o d o p ro p ils ila n o  y 200 mi dé benceno. Se 

c a l ie n ta  a 80°C y por a r ra s tr e  azeotrópico se recuperan 95 mi 

de agua. -

Tras re f r ig e ra c ió n , e l  producto in je rtad o  se escu rre , 

se lav a  con acetona y se seca.

La su p e rfic ie  e sp eo ífio a  del producto obtenido es de 

425 m^/g, su volúmen poroso de 1,1 m l/g.

E l grado de yodo es de 2,1 % en peso.

EJEMPLO 5

F ijac ió n  de arlucoamilasa en medio acuoso

Se e fec tú a  l a  f i ja c ió n  sobre l a  s í l i c e  in je r ta d a  en e l  

ejemplo 1 (ensayo A) y sobre l a  s í l i c e  in je r ta d a  en e l  ejem­

plo  2 (ensayo B ).

1 g de soporte se añade a 20 mi de una solución tampón 

ace ta to  0,1 M, pH 4-5 que contienen 20 mg de glucoam ilasa y 

l a  d isp e rsió n  obtenida se a g ita  18 horas a 4°C.

Tras decantación, lo s  soportes se lavan con 3 recog i­

das con agua d e s tila d a  y l a  a c tiv id ad  se mide.

-  6 -
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Loa complejos soporte-enzim a obtenidos se Introducen 

en 10 mi de una solución de almidón a l  3 % en peso en un tam 

pón ace ta to  0,1 M, pH 4,5 y se dejan en contacto bajo  a g ita ­

ción 10 mn a 40°C.

Tras separación, una valo ración  de lo s  azúcares redun 

to res  liberado^ se e fec túa  en l a  fase  líq u id a ; por colorlm e- 

t r í a  con ácido 3,5—d in i t r o s a l ic í l ic o .  Varios lavados y medí 

das de ac tiv id ad  se efectúan  de e s te  modo sucesivam ente. En­

tr e  cada medida loe oomplejos se conservan en soluciones de

NaCl 2 M.

Los resu ltad o s re fe r id o s  a l a  glucosa y expresados en 

/ u  moles de glucosa llberada/imn/g de soporte son lo s  sigu ien ­

te s :  i ' .

EJEMPLO 6

Ensayo A Ensayo B

in ic ia l 8,5 1,4

t r a s  5 días 5 . . . 1

t r a s  10 días 0 0 ,7

F ijac ió n  de glucoam ilasa en medio orgánico

Se opera como en e l  ejemplo 5, con la  d ife re n c ia  de ¡ 

que 1 g de soporte se añade a 30 mi de una d ispersión  de cío  j 
roformo anhidro que contienen 50 mg de glucoam ilasa. La m e z -{ 

o la  ag itada  por sonicación se c a lle n ta  a l  r e f lu jo  durante 2 '

horas. El d isolvente se elim ina entonces bajo vacío .

Los soportes se lavan con agua d e s tila d a  y a continua 

clón con NaCl y l a  ac tiv id ad  se mide. Se obtiene
Ensayó A' ' Ensayo B

in ic ia l  15,6 1,2

t r a s  5 días 11 0,7

t r a s  10 días 4,5 0

A ctividad .



-  8 -

5

10

15

20

25

Se comprueba que l a  s í l i c e  que p o rta  un in je r t  

mado f i j a  mas enzima que l a  s í l i c e  con in je r to  yodado.

EJEMPLO 7

F ijac ió n  de glucosa oxidasa en medio acuoso 

La enzima se f i j a  t a l  como se ha dicho en e l  ejemplo

'5. -. <
La ac tiv id a d  enzim ática se determina como sigue: se 

mezcla 1 g de complejo soporte-senzima, 20 mi de una solución 

con 18 g/1 de glucosa en un tampón a c e ta to ,0,1 M, pH 5 ,6 , que 

contienen 100 mg/l de O -d ian is id ina , y 40 ^ u l de una solución 

. de peroxidasa con 2 mg/ml en un tampón ¿ce ta to  0,1 M, pH 5 ,¿ .

Se sigue en función del tiempo l a  v a riac ió n  de absor- 

bancia  a 460 nm.

Los re su ltad o s  expresado's en /̂u niolós de Hg02 l ib e r a -  

, das/mn/g de soporte son lo s s ig u ien tes :

Ensayo A: A ctividad in ic i a l 3,8

A ctividad despuós de 1 m es. 1,76

Ensayo B: A ctividad in io ia l 4

A ctividad despuós de 1 mes 1,88

Se puede deducir que l a  f i ja c ió n  de l a  enzima en me­

dio acuoso da re su ltad o s  muy próximos, independientemente de 

que e l  soporte posea un in je r to  bromado o un in je r to  yodado. 

EJEMPLO 8

F ijac ió n  de glucosa oxidasa en medio orgánico 

La enzima se f i j a  como en e l  ejemplo 6 y l a  ac tiv id ad  

enzim ática se determina oamo en e l  ejemplo 7. Se obtienen:

Ensayo A: A ctividad i n ic i a l  2,60

A ctividad despuós de 1 mes 0,80

Ensayo B: A ctividad in ic i a l  5*20

A ctividad despuós de 1 mes 5,2030
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La f i ja c ió n  de l a  enzima sobre soporte in je r ta d o  yoda 

do es mejor que l a  obtenida sobre soporte con in je r to  broma­

do. Por o tra  p a rte  e l  complejo soporte yodado-enzima es más 

estab le  en e l  tiempo.

EJEMPLO 9

F ijac ió n  de p ec tin asa  en medio acuoso 

Como en lo s  ejemplos p recedentes, l a  enzima se f i j a  

sobre l a  s í l i c e  in je r ta d a  del ejemplo 1 (ensayo A) y sobre 

l a  s í l io e  in jertada , del ejemplo 2 (ensayo B).

A 8 mg de p ec tin a sa  en so lución  en 20 mi de agua, se 

aEaden 2 g de s í l ic e  in je r ta d a , a continuación se a g ita  e l  

conjunto a 4°C durante 24 horas.

Tras decantación, e l  complejo soporte-enzim a se lav a

3 veces con 20 mi de agua d e s tila d a , 3 veces con 20 mi de 

CINa M y finalm ente 3 veces con 20 mi de tampón a ce ta to  0,1 

M, pH 4.

La a c tiv id ad  enzim ática se mide entonces:

2 g de lo s  complejos soporte-enzim a se d ispersan  án 

10 mi de una solución de ácido p o lig a lac tu ró n ico  a l  1 % en 

un tampón ace ta to  0,01 M, pH 4, a continuación l a  d isp e rsió n  

se c a lie n ta  10 minutos a 35°C.

En 5 mi del medio, e l  ácido p o lig a lac tu ró n ico  no tra n s  

formado se defeca por ad ic ión  de 0 ,3  mi de una soluolón 

acuosa de su lfa to  de zinc a l 9 % y 0 , 3 m l d e  sosa 0 ,5  N. Tras 

cen trifugación , e l  ácido D ga íactu rón ico , p resen te  en l a  par­

te  sobrenadante, se va lo ra  por e l  mótodo del d in itro sa lic ila r -  

to .

E sta  medida de ac tiv id ad  enzim ática se r e p i te  t r a s  2,3 

y 5 d ías . Entre cada valo ración , lo s  complejos so p o rte -en z i­

ma se lavan por puesta  en contacto con 20 mi de NaCl 2 M du-
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ran te  15 horas, a continuación so enjuagan con agua d e s tila d a  

y con tampón ace ta to . { ¡

Se obtienen lo s  resu ltad o s  s ig u ien tes  expresados en /u  

moles de ácido galactu rón ico  hidro lizado/m n/g  de soporte .

- 1 0  -

A ctividad

Ensayo A¡ Ensayo B

in ic i a í 13,30 11,80

tra q  2 días 13,30 ' 10,85

t r a s  3 d ías 13,30 8,20

t r a s  5 días 12,70 7,50

Se comprueba que e l  soporte con in je r to  bromado' f i j a  

mejor enzima que e l  soporte con in je r to  yodado. Además e l  

soporte con in je r to  bromado da un complejo mas e s tab le  en e l  

tiempo.

La acción del complejo soporte con in je r to  bromado-peo 

t ln a s a  es entonces ensayada en continuo. En una columna de 

20 cm de a l tu r a  y 1 cm de diámetro, se colocan 6 g del comple 

jo . La columna term ostatada a 25°C se alim enta con una solu­

ción de ácido po lig a lac tu ró n ico  a l  0 ,4  % en un tampón ace ta to  

0,01 M, pH 4 a razón de 52 m l/h.
i .

La columna ha funcionado s in  párd ida de a c tiv id ad  du­

ran te  10 d ías , dando un grado de h id r ó l i s i s  dpl 42 %. Lo.que 

m uestra l a  buena e s ta b ilid a d  del oomplejo.

EJEMPLO 10

F ijac ió n  de o ec tin asa  en medio orgánico sobre la s  s í l ic e s  in ­

je r ta d a s  de lo s  ejemplos 1 y 2

En 50 mi de benceno anhidro, se d ispersan  por son ica- 

c ión  500 mg de p ec tin a sa  com ercial, y a continuación 2 g de 

soporte  in je r ta d o . Se c a l ie n ta  a  continuación a e b u llic ió n  

y se mantiene 1 hora a e s ta  tem peratura.

El d iso lven te  se evapora bajo  p resión  reducida y e l
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complejo soporte-enzim a obtenido se lav a  3 veces con 20 mi de 

agua d e s tila d a , a continuación 3 veces con 20 mi de NaCl M y 

finalm ente 3 veces con 20 mi de tampón ace ta to  0,1 M, pH 4.

La ac tiv id ad  enzim ática se mide de l a  misma forma que 

en e l  ejemplo 9.

Se obtienen:

Ensayo A: Actividad in ic ia l 10,15

Actividad tr a s  2 días 10,15

Ensayo B: Aotividad in ic ia l 4,70

Actividad t r a s  2 días 3,80

Como en e l  ejemplo 9, se comprueba que e l  soporte con 

in je r to  bromado f i j a  mejor enzima que e l  soporte con in je r to  

yodado.

EJEMPLO 11

F ijac ió n  de a lfa -am inoac ilasá  en medio acuoso

Como en lo s  ejemplos precedentes, se u t i l i z a n  la s  s í ­

l ic e s  in je r ta d a s  de lo s  ejemplos 1 y 2.

10 mi de tampón fo sfa to  0,1 M, pH 7 que contienen 10 

mg de enzima y 1 g de soporte se ponen en contacto  bajo  ag i­

ta c ió n  a 4°C durante 48 horas.

Tras separación, e l  complejo soporte-enzim a se lav a  3 

veoes con 10 mi de agua d e s tila d a  y 10 veces con 10 mi de 

NaCl M.

La ac tiv id ad  enzim ática se mide. 1 g del complejo so - 

porte-enzim a y 10 mi de so lución  0,1 M de a c e t i l  DL-Metionina 

en tampón fo sfa to  0,1 M, pH 7 se c a lie n ta n  a  40**C durante 30 

mn. La L-metlonlna lib e ra d a  se v a lo ra  por e l  mátodo de l a  

n in h id rin a .

Los resu ltad o s obtenidos expresados en / u  moles de L- 

-m etionina liberada/m /g  de soporte son lo s  s ig u ien te s :
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S íl ic e  con in je r to  bromado -  A ctividad: 100 

S í l ic e  con in je r to  yodado -  Actividad: 30

EJEMPLO 12

- 1 2  -

F ijac ió n  de t r ip s in a

Efectuada sobre la s  s í l i c e s  in je r ta d a s  de lo s  ejem­

p lo s 1 (ensayo A) y 2 (ensayo B).

A 2 mg de t r ip s in a  dispersados por sonicación en 20 

mi de hexano, se añaden 2 g de soporte , a continuación se ' 

l le v a  a  e b u llic ió n  y se mantiene 1 hora.

E l hexano se evapora a continuación y lo s  complejos 

soporte-enzim a se lavan  3 veces con 20 mi ¡de- agua d e s tilad a , 

a continuación 3 veces con 20 mi de NaCl 1 M.

Se añade a lo s  complejos obtenidos 1 mi de agu&, a 

continuación  9 ml.de so lución  de case ína  a l  0 ,3  % en peso 

en un tampón fo s f a to - c i t r a to  0,025 M, pH 7. Las d isp e rsio ­

nes se c a lie n ta n  entonces a 37°C durante 10 mn. Tras r e f r i ­

geración  y decantación, 4 mi de la s  soluciones se toman y 4 

mi de una so lución  acuosa de ácido tr ic io ro a c á tic o  a l  10 % 

en peso ae añaden en cada so lución , ¡La caseína en exceso pr<9 

c ip i ta ,  se f i l t r a ,  a continuación e l  contenido en póptidos 

se v a lo ra  sobre e l  f i l t r a d o ,  por e l  mótodo de Lowry.

Los complejos soporte-enzim a se lavan de nuevo con 

NaCl M y se e fec tú a  una nueva medida de ac tiv id ad  enzlm ática 

t r a s  1 semana.

Los resu ltad o s  expresados en /u g  de póptidos l ib e ra - ,  

dos/ml/mn/g de soporte son lo s  s ig u ien tes :

Ensayo A: A ctividad i n ic i a l  34,5

A ctividad t r a s  1 semana 20,5

Ensayo B: A ctividad in ic i a l  . 4 , 5

A ctividad t r a s  1 semana 4,5
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Se comprueba que l a  s í l i c e  con In je r to  bromado f i j a  

mejor enzima que l a  s í l i c e  con in je r to  yodado, pero que, por 

e l  c o n tra rio , e s ta  ú ltim a da un complejo mas e s tab le  en e l  

tiempo.

EJEMPLO 13 '

F ijac ión  de ureasa

En 150 mi de clorofoimo, se d ispersa  1 g de u reasa  y 

6 g de l a  s í l i c e  In je r ta d a  del ejemplo 2, a continuación se 

c a lie n ta  l a  d ispersión  obtenida 1 hora a l  r e f lu jo .  El cloro  

formo se evapora entonces y e l  complejo soporte-enzim a se 

lava  3 veces por 20 mi de tampún fo s fa to  0,1 M, pH 7, a con­

tinuación  3 veces por 20 mi de NaCl 2 M.

0,5 g del complejo obtenido se suspenden en 5 mi de 

tampón fo sfa to  0,025 M, pH 7 y se deja en contacto  2 mn. Se 

añaden entonces 2 mi de una solución, acuosa de u rea  con 20 

g / l  y se deja  en contacto 2 mn. La reacción  se detiene por 

f i l t r a c ió n .  5 mi de HC1 N/10 se añaden a l  f i l t r a d o  y e l  exce 

so de HC1 se v a lo ra  por NaOH 0,05 N.

Las operaciones de lavado y de medición de ac tiv id ad  

se re p ite n  v a ria s  veces. Los resu ltad o s  expresados en / u  mo 

l e .  d . p roducid , en !  mn . . t a n  resumidos en l e  ta b la  e i -  

g u íen te .

-  1 3 -

T A B L A

Condiciones de conservación En- seco en e l  
r e f r ig e ra d o r . 
a 40c

En suspensión 
en tampón fo s ­
fa to  en e l  r e ­
fr ig e rad o r

" in ic ia l ^  .
— *

tra s  4 días 266 278
Actividad . t r a s  11 días 218 283

tr a s  19 días 168 268
- tra s  27 días 187 228
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Del exámen de e s ta  ta b la  se puede deducir que l a  a c t i ­

vidad es prácticam ente constante en e l  tiempo, cualqu iera  que 

sean la s  condiciones de conservación.

EJEMPLO 14

F ijac ió n  de l ip a s a

La f i ja c ió n  se e fec túa  en medio acuoso sobre la s  s í l i ­

ces in je r ta d a s  de lo s  ejemplos 1 (ensayo A), 2 (ensayo B) y 

3 (ensayo C).

En tubos de ensayo, se in troducen 20 mi de una solu­

ción de l ip a s a  a l  1 % en agua d e s tila d a  y 2 g de soporte .

Los tubos se someten a continuación a una a g itac ió n  le n ta  y 

re g u la r  durante 24 horas a 4°C.

Los complejos soporte-enzim a obtenidos se separan de 

l a  so lución  de l ip a s a  por decantación y se lavan 3 veces por 

20 mi de agua d e s tila d a . Entonces se ponen en.suspensión en 

25 mi de una so lución  de sa le s  b i l i a r e s  a l  2 % en agua d e s ti  

lad a  durante 3 horas a 4°C, bajo  a g itac ió n  le n ta , con e l  f i n  

de desorber l a  enzima débilmente lig a d a  a l  soporte . Los com­

p le jo s  se lavan a continuación con agua d e s tila d a .

La ac tiv id a d  enzim ática se mide por e l  método de D e s -  

nu e lle  aplicado a una emulsión de a c e ite  de o liv a . Los ácidos 

grasos lib e rad o s  se va lo ran  por potenciom etria  a pH constan­

te .

La a c tiv id ad  enzim ática expresada en can tidad  de á c i­

dos grasos lib e rad o s en / u  equivalentes/m n/g de soporte es de 

8 para  e l  ensayo A, 6 para  e l  ensayo B y 14 para  e l  ensayo C.

El complejo obtenido por f i ja c ió n  de í a  l ip a s a  sobre 

l a  s í l i c e  con in je r to  clorado p resen ta  puós l a  a c tiv id ad  ma­

yor.

\
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D escrita  suficientem ente l a  n a tu ra leza  del invento , 

a s i  como l a  manera de r e a l iz a r lo  en l a  p rá c tic a , debe hacer­

se constar que la s  d isposic iones anteriorm ente ind icadas, 

son su scep tib les  de m odificaciones de d e ta lle  en cuanto no 

a lte re n  su p rin c ip io  fundamental. Tamblán se hace constar 

que e l  invento corresponde a una S o lic itu d  de P a ten te , p re ­

sentada en Francia con fecha 19 de a b r i l  de 1.974, bajo  e l  

número 74.13687, acogiéndose por lo  tan to  a lo s  b en efic io s

que conceden lo s  Convenios In te rnac iona les  en v igo r, siendo 

lo  que constituye l a  esencia  del re fe r id o  invento y por lo  

que se s o l i c i t a  Patente de Invención por 20 años en España, 

sobre: PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR SOPORTES MINERALES INJER­

TADOS; caracterizándose por lo  s ig u ien te :

1 8 . -  Procedimiento para  p reparar soportes m inerales 

in je r ta d o s , constitu idos por óxidos, hidróxidos u o tro s com­

puestos m inerales in so lub les y poroáos y en donde lo s  in je r ­

to s son grupos halogenoalqu ilsilano  su s ti tu id o s  o no, cuyo 

re s to  a lq u ilo  comprende de 3 a . 11 átomos de carbono; carac te  

rizado  porque se hace reaccionar un soporte m ineral que po­

sea grupos h id rox ilo  con un halogenoalqu ilsilano  que posea de 

1 a 3 grupos reac tiv o s con lo s  grupos h id ro x ilo  del soporte .

2 * .-  Procedimiento según la  re iv in d icac ió n  1, ca rac te ­

rizado  porque e l  soporte m ineral posee grupos h id ro x ilo  y 

p resen ta  una granulom etría de 40 /u  a 5 mm, una su p e rfic ie  

e sp ec if ic a  do 2 a 600 m^/g, un diámetro de poros de 50 a ; 

10.000 X y un volúmen poroso db 0,1 a ^,8 m l/g.

33 .- Procedimiento según la s  re iv in d icac io n es 1 y 2, 

carac terizado  porque e l soporte e s tá  representado por la s  

alúminas, l a  a r c i l l a ,  e l  v id r io , lab s í l i c e s ,  lo s  s i l i c a t o s , '30
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los óxidos metálicos.

4 3 .-  Procedim iento según l a  re iv in d icac ió n  1, carac­

te riza d o  porque e l  ha logenoalqu ilsilano  a in je r ta r  poatae l a  

fórmula general;

A

X -  (CHg)^ -  S i B

en l a  que X rep resen ta  un átomo de c lo ro , de bromo o de yo­

do; n es un número en tero  comprendido en tre  3 y 11; A, B y C 

ig u a les  o d ife re n te s  en tre  s i  rep resen tan  un átomo de clo ro , 

un grupo m etoxi, e to x i, m etilo  o e t i l o ,  con l a  condición de 

que a l  menos uno de lo s su s titu y an te s  A, B o C sea  r e a c t iv o , 

con un grupo OH del so p o rte .

5 3 .-  Procedimiento según la s  re iv ind icaciones 1 y 4, 

carac te rizado  porque e l  halogenoalqu ilsilano  e s tá  rep resen ta ­

do por e l  tr ie to x i-b ro m o p ro p ils ilan o , e l  trim etox i-yodopropil 

a llan o , e l  tr ie to x i-y o d o p ro p ils ila n o , e l  t r le to x i - c lo ro b u t i l -  

s l la n o , e l  t r ic lo ro -c lo ro p ro p ils i la n o , e l  d im e tilc lo ro -c ló ro - 

p ro p ils ila n o , e l  m etild iclo ro -yodoundecen ilsilano .

6 3 .-  Procedimiento para  p reparar soportes m inerales 

in je r ta d o s , t a l  y como queda sustancialm ente d esc rito  en l a  

p resen te  Memoria.

E sta  Memoria consta  de 16 ho jas, e ac i^^s^^m áq u in a  

por una so la  oara.

Madrid

RHONE-POULENC-INDUS TRIES. ,  „ ^i. RÚLíEZ A5ER3 Y HOBEY
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