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DESCRIPCION
Oligosacaridos sintéticos producidos a partir de polisacéridos

La presente solicitud reivindica la prioridad respecto de la solicitud provisional de EE. UU. n.® 62/857.685, presentada
el 5 de junio de 2019 y la solicitud provisional de EE. UU. n.° 62/950.483, presentada el 19 de diciembre de 2019.

Antecedentes de la invencion

Los oligosacaridos son hidratos de carbono que suelen contener de 3 a 20 unidades de monosacéridos unidas
covalentemente. Debido a la posibilidad de muchos constituyentes monosacaridos, posiciones variables de los enlaces
glucosidicos y estereoquimica asociada, ramificacién y modificaciéon de grupos funcionales, los oligosacaridos pueden
tener estructuras muy variables que provocan una gran cantidad de bioactividades diferentes. La bioactividad de
muchos oligosacaridos aln no se ha estudiado ni determinado. Sin embargo, algunas fuentes de oligosacéridos, en
particular los de la leche humana'-, la leche bovina,® y los galactooligosacaridos producidos por la transgalactosilacion
de la lactosa®, estan bien estudiados y han demostrado actuar como prebiéticos, inmunomoduladores, antidiarreicos,
protectores de patégenos y estimuladores de la absorcién de minerales. Por lo tanto, se espera que los oligosacéridos
de otras fuentes provoquen bioactividades similares. Los polisacaridos son biomoléculas grandes que alcanzan y
posiblemente superan el millén de restos de monosacaridos.” Los polisacaridos constituyen las paredes celulares de
las plantas, bacterias, levaduras, hongos, y de forma mas limitada, animales.?® Los polisacaridos son muy conocidos
por sus propiedades fisicas y reoldgicas, que incluyen proporcionar rigidez estructural, unién de agua y capacidades
antioxidantes. En cambio, las bioactividades de los polisacaridos se conocen mucho menos que las de los
oligosacaridos, pero, en algunos casos, pueden proporcionar beneficios prebidticos e inmunomoduladores similares.'®
12 La diferencia en las bioactividades a pesar de tener componentes estructurales similares se puede atribuir a su baja
solubilidad y a su limitado transporte intracelular.

Mientras que los oligosacaridos se pueden encontrar en gran abundancia en los animales, la mayor parte de la materia
vegetal estd comprendida por polisacaridos con escasa o nula contribuciéon de oligosacéaridos. Por lo general, los
polisacéaridos se sintetizan mediante la adicién de monosacaridos activados por UDP al material de partida de hidratos
de carbono que suele estar unido a proteinas o lipidos.''4 Esto no deja ninglin mecanismo directo para la biosintesis
de oligosacaridos, lo que da lugar a pocos oligosacéridos endégenos. Los polisacaridos vegetales mas abundantes
en la naturaleza incluyen amilosa, amilopectina y celulosa. Sin embargo, las plantas contienen otros polisacéaridos que
se pueden agrupar segun sus funciones estructurales. Las pectinas se refieren a polimeros anibnicos con carga
negativa, tales como ramnogalacturonano |, ramnogalacturonano Il y poligalacturonano, mientras que las
hemicelulosas se refieren a polimeros neutros que unen fibrillas de celulosa, tales como xiloglucano, glucomanano y
arabinogalactano. Ademas, las paredes celulares secundarias de las plantas contienen en gran parte arabinanos y
xilanos. 1517

Los oligosacéridos se producen generalmente de tres formas y se ordenan posteriormente segun la frecuencia de uso:
1) sintesis de novo mediante métodos quimicos y/o enzimaticos y/o biosintéticos para construir oligosacaridos'®20, 2)
liberacidén enzimatica o quimica a partir de proteinas y/o lipidos®!, 3) mediante la despolimerizacién de polisacaridos
utilizando enzimas??. Debido al elevado coste de desarrollo de la sintesis de novo de oligosacéridos, en la actualidad,
esta estrategia sélo se aplica a los oligosacéridos de mamiferos. Ademas, las plantas no tienen grandes cantidades
de oligosacaridos unidos a proteinas y lipidos que puedan liberarse. En consecuencia, la despolimerizacién de
polisacaridos mediante enzimas es actualmente la principal forma de producir oligosacaridos vegetales. Sin embargo,
la especificidad de sustrato de las enzimas conduce a la produccién de oligosacaridos altamente especificos con poca
variacidn en las estructuras. Ademas, las enzimas no estén disponibles para todos los polisacéridos.

El documento US 2016/366909 Al divulga composiciones para piensos animales que comprenden
glucooligosacéridos.

Breve sumario de la invencién
En el presente documento se proporcionan oligosacéridos sintéticos y mezclas de los mismos, como se define en las
reivindicaciones, que se asemejan a los polisacaridos producidos por las plantas, levaduras y otros hongos, bacterias

y algas.

En algunas realizaciones, el oligosacérido sintético incluye mondémeros de glucosa unidos por 1-4 y monémeros de
glucosa unidos por p1-3.

Los oligosacaridos y composiciones proporcionados en el presente documento son Utiles como simbibdticos,
prebiéticos, inmunomoduladores, auxiliares digestivos, aditivos alimentarios, suplementos, excipientes farmacéuticos
y patrones analiticos.

Breve descripcién de los dibujos
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En las figuras 1A a 1C se muestran a) cromatograma de pico base anotado de oligosacaridos procedentes de
xiloglucano caracterizados; b) El cromatograma de iones extraidos de 771,27 m/z muestra cuatro isémeros; c¢)
Espectros de masas en tandem anotados de los cuatro isémeros de 771,27 m/z y sus estructuras finales elucidadas.

En las figuras 2A a 2N se muestran cromatogramas de pico base anotados de oligosacaridos procedentes de patrones
de polisacaridos: a) curdlano, b) celulosa, ¢) B-glucano, d) liquenano, e) galactano, f) manano, g) glucomanano, h)
galactomanano, i) arabinano, j) xilano, k) arabinoxilano, 1) amilosa, m) amilopectina y n) xiloglucano.

En la figura 3 se muestran a) cromatograma de pico base anotado de oligosacaridos agrupados procedentes de la
despolimerizacion de los patrones de polisacaridos; y cromatogramas de pico base anotados de oligosacéridos
caracterizados procedentes de b) salvado de trigo y ¢) salvado de avena.

En la figura 4 se muestra una representacién del polisacarido xiloglucano. El grado de polimerizacién puede alcanzar
hasta 100.000 monosacaridos.

En la figura 5 se muestra el cromatograma de pico base para los oligosacéridos parecidos al xiloglucano. El
cromatograma se extrajo para masas entre m/z de 400 a 3000 con el ion calibrante de m/z 922.00 excluido. Los
oligosacéridos marcados corresponden a los oligosacaridos descritos en la tabla 4.

En las figuras 6A a 6D se muestran a) El espectro de fragmentacién de m/z 477,19 a un tiempo de retencién de 11,04
minutos. Este oligosacarido representa el n.° 3 en la tabla 4. b) El espectro de fragmentacién de m/z 771,28 a un
tiempo de retencién de 15,12 minutos. Este oligosacarido representa el n.° 12 en la tabla 4. ¢) El espectro de
fragmentacién de m/z 903,32 a un tiempo de retencién de 20,41 minutos. Este oligosacarido representa el n.° 20 de la
tabla 4. d) El espectro de fragmentacion de m/z 1227,43 a un tiempo de retencién de 26,59 minutos. Este oligosacéarido
representa el n.° 42 de la tabla 4.

En la figura 7 se muestra un diagrama de flujo en el que se esbozan las estrategias para elucidar la estructura de los
oligosacéridos.

En la figura 8A se muestra un cromatograma anotado con oligosacaridos completamente elucidados a partir del
galactomanano, que se determinaron utilizando la estrategia légica 4.

En la figura 8B se muestra un cromatograma construido que representa la concentracién de los monosacaridos de
galactosa y manosa en cada fraccién y la composicidn relativa de enlaces glucosidicos de las fracciones mostradas
en los graficos circulares.

En la figura 8C se muestra el anélisis de RMN de los oligosacaridos.

En la figura 8D se muestra una representacién de la estructura elucidada del galactomanano mediante la integracion
de oligosacaridos, monosacaridos, enlaces glucosidicos y analisis de RMN.

Descripcion detallada de la invencién

En el presente documento se proporcionan nuevos oligosacéridos sintéticos, como se define en las reivindicaciones,
que, cuando se formulan de manera conjunta entre si, se parecen a los polisacéridos producidos por las plantas,
levaduras y otros hongos, bacterias y algas. Los oligosacéaridos se pueden utilizar para numerosas aplicaciones,
incluidos prebiéticos, inmunomoduladores, salud intestinal y patrones analiticos. Los oligosacaridos, cuya longitud
varia de 3 a 6 monosacaridos, mantienen los mismos epitopos reconocibles que constituyen sus polisacaridos
parentales y, por tanto, pueden proporcionar bioactividades de amplio espectro. La reduccién de su tamafio les permite
ser reconocidos e internalizados mas facilmente por las células.

La invencién se define mediante las reivindicaciones.
l. Realizaciones de la invencién

Como se utiliza en el presente documento, la expresion "oligosacérido sintético" se refiere a un oligosacarido producido
por la despolimerizacién de un polisacarido. Los oligosacéaridos sintéticos de acuerdo con la presente invencién se
pueden obtener mediante la despolimerizacién de polisacaridos heteropolimeros y polisacaridos homopolimeros de
acuerdo con los métodos descritos en el presente documento. Como se utiliza en el presente documento, la expresién
"polisacérido heteropolimero” se refiere a un polisacarido que contiene dos 0 més tipos de subunidades monosacaridas
unidas entre si por el mismo tipo de enlace glucosidico o por diferentes tipos de enlaces glucosidicos; los polisacéaridos
heteropolimeros también incluyen polisacaridos que contienen subunidades monosacéridas repetidas del mismo tipo
unidas entre si por diferentes tipos de enlaces glucosidicos. Los enlaces glucosidicos en un polisacéarido
heteropolimero pueden ser enlaces $1-2, enlaces B1-3, enlaces PB1-4, enlaces B1-6, enlaces a1-3, enlaces a1-4,
enlaces a1-6 o una combinacién de los mismos. Los ejemplos de polisacaridos heteropolimeros incluyen, pero sin
limitacién, xiloglucano, liquenano, B-glucano, glucomanano, galactomanano, arabinano, xilano y arabinoxilano.
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Algunas realizaciones de la presente divulgacién proporcionan oligosacaridos sintéticos que comprenden una cadena
principal que contiene monémeros de glucosa, en donde cada mondémero de glucosa esta unido opcionalmente a un
mondmero de xilosa colgante, y en donde el nimero total de monémeros en el oligosacérido sintético varia de 3 a 30.
Se pueden obtener oligosacaridos sintéticos de este tipo, por ejemplo, mediante la despolimerizacién del xiloglucano
de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento. Se sabe que el xiloglucano contiene una cadena
principal de glucosa con ramificaciones de xilosa de una sola unidad, donde las ramas de xilosa pueden estar
modificadas con una caperuza terminal de galactosa o una caperuza terminal de arabinosa. El xiloglucano de
tamarindo, por ejemplo, contiene una cadena principal de glucosa unida por 1,4 con frecuentes ramificaciones de
una sola unidad de xilosa unida por a1,6 que, ocasionalmente, puede unirse a una caperuza terminal de galactosa
unida por B1,2. En otras fuentes de xiloglucano, la arabinosa puede estar unida por a1,2 al resto de xilosa. El
xiloglucano de otras fuentes puede contener un Unico resto de fucosa unido por a1,2 a la galactosa.

En algunas realizaciones, los oligosacéaridos comprenden 2, 3, 4, 5 o 6 restos de hexosa.

En algunas realizaciones, los monémeros de glucosa de la cadena principal del oligosacarido sintético son mondémeros
de glucosa unidos por p1-4.

Los B-glucanos presentes en los cereales (por ejemplo, arroz, trigo, avena, salvado, cebada y malta), por ejemplo,
consisten en una cadena principal de glucosa unida por 31-4 con restos de glucosa Unicos B1-3 dispersos entre cada
2 a 3 restos de glucosa unidos por B1-4 (31). El liquenano es un polisacarido que se encuentra en los liquenes, que
tiene una estructura similar al B-glucano en la que los enlaces consisten en B1-4 y B1-3 de restos de glucosa (32). Sin
embargo, a diferencia del B-glucano, el liquenano tiene enlaces $1-3 mucho mas frecuentes.

El oligosacarido se selecciona de un grupo que consiste en cualquierade 1,2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15

0 16 de los siguientes compuestos:
Glcp1-4Glcp1-3Gilc,
Glcp1-3GIcp1-4Gilc,
Glcp1-3GIcp1-4Glc1-4Glc,
Glcp1-4GIcp1-3Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Glc,
Glcp1-3GIcp1-4Glc1-3Glc,
Glcp1-3GIcp1-4Glc1-4Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-3Glc1-4Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-4Glc1-3Glc,
Glcp1-3GIcp1-4Glc1-4Glc1-4Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-3Glc1-4Glc1-4Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Glc1-4Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-4Glc1-3Glc1-4Glc,
Glcp1-3GIcp1-4Glc1-4Glc1-4Glc1-3Glec y
Glc1-4Glcp1-4Glc1-4Glc1-4Glc1-3Gle.

Los oligosacaridos sintéticos se pueden obtenertambién mediante despolimerizacién de polisacaridos homopolimeros
de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento. Como se utiliza en el presente documento, la
expresion "polisacarido homopolimero" se refiere a un polisacarido que contiene subunidades monosacéridas
repetidas del mismo tipo, unidas entre si por el mismo tipo de enlace glucosidico, incluido, pero sin limitacién, una
combinacién de enlaces p1-3, enlaces B1-4, enlaces B1-6, enlaces a1-3, enlaces a1-4 y enlaces a1-6. Los ejemplos
de homopolimeros incluyen, pero sin limitacién, curdlano, galactano y manano. Los homopolimeros incluyen, pero sin
limitacién, curdlano (un polimero lineal de glucosa unida por B1-3 que se encuentra como exopolisacéarido de
Agrobacterium; 28), galactano (un polimero lineal de galactosa unida por B1-4 que se ha aislado en forma de
arabinogalactano antes del tratamiento posterior con arabinofuranosidasa para eliminar las unidades de arabinosa;
29), y manano (un polimero lineal de glucosa unida por f1-3 que se encuentra como exopolisacarido de Agrobacterium
y también de algunos frutos secos; 30).

Los oligosacéridos sintéticos se pueden preparar mediante cualquier método adecuado que incluye, pero sin limitacién,
la iniciacién de Fenton hacia grupos de oligosacéridos definidos (FITDOG, del inglés Fenton's Initiation Toward Defined
Oligosaccharide Groups) que es un método para la degradacién controlada de polisacaridos en oligosacaridos. Se
describen procedimientos FITDOG ilustrativos, por ejemplo, en la publicacién de solicitud de patente n.° 2018/0363016
A1. En algunas realizaciones, los polisacaridos en bruto se someten primero a un tratamiento oxidativo inicial con
perdxido de hidrégeno y un catalizador de metal de transicién o metal alcalinotérreo (es decir, sulfato de hierro(lll))
para hacer mas labiles los enlaces glucosidicos. A continuacién, se utiliza NaOH u otra base para la escisién inducida
por base, lo que da lugar a una variedad de oligosacéaridos. Se produce una neutralizacién inmediata para reducir la
reaccién de desprendimiento. Este método tiene la capacidad de generar grandes cantidades de oligosacaridos
biol6gicamente activos a partir de una variedad de fuentes de hidratos de carbono.
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Si se desea, el polisacérido se puede tratar opcionalmente con una o mas enzimas degradadoras de polisacéridos
para reducir el tamafio medio o la complejidad del polisacérido antes de que los polisacéridos resultantes se traten
con el tratamiento oxidativo y el catalizador metalico. Ejemplos no limitantes de enzimas polisacaridas incluyen, por
ejemplo, amilasa, isoamilasa, celulasa, maltasa, glucanasa o combinaciones de las mismas.

El tratamiento oxidativo inicial puede incluir peréxido de hidrégeno y un metal de transiciéon o un metal alcalinotérreo.
Se han probado metales con diferentes estados de oxidacién, tamafios, grupos periédicos y niUmeros de coordinacién
para comprender la aplicacién con el proceso FITDOG. Cada uno de los diferentes metales ha mostrado actividad en
la reaccion FITDOG. Mientras que estos metales trabajan con cualquier polisacarido, se pueden utilizar diferentes
metales para producir oligosacaridos con grados preferenciales de polimerizacién. El tratamiento oxidativo va seguido
de un tratamiento de base. El método es capaz de generar oligosacéaridos a partir de polisacaridos que tienen diversos
grados de ramificacién, y que tienen una variedad de composiciones de monosacéridos, incluidos los polisacéridos
naturales y modificados.

También se proporcionan mezclas que contienen dos o0 mas oligosacaridos sintéticos diferentes como se describe en
el presente documento. Los productos de despolimerizacion no purificados o semipurificados pueden utilizarse para
preparar mezclas de oligosacaridos o, como alternativa, los oligosacaridos se pueden purificar para producir grupos
especialmente formulados. Se pueden obtener los oligosacéridos sintéticos de las mezclas, por ejemplo, mediante
despolimerizacién de un polisacarido homopolimero, un polisacarido heteropolimero o una combinacién de los
mismos. En algunas realizaciones, al menos uno de los oligosacaridos sintéticos de la mezcla se obtiene mediante
despolimerizacidén de xiloglucano, curdlano, galactano, manano, liquenano, B-glucano, glucomanano, galactomanano,
arabinano, xilano, arabinoxilano o una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, la cantidad de al menos
uno de los oligosacéridos sintéticos en la mezcla es al menos un 1 %, basandose en la cantidad total de oligosacéridos
en la mezcla de caucho. El oligosacéarido sintético puede estar presente, por ejemplo, en una cantidad que varia de
aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 99 %, o de aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 95 %,
o de aproximadamente un 10 % a aproximadamente un 90 %, o de aproximadamente un 20 % a aproximadamente
un 80 %, o de aproximadamente un 30 % a aproximadamente un 70 %. El oligosacérido sintético puede estar presente,
por ejemplo, en una cantidad que varia de aproximadamente un 1% a aproximadamente un 10 %, o de
aproximadamente un 10 % a aproximadamente un 20 %, o de aproximadamente un 20 % a aproximadamente un
30 %, o de aproximadamente un 30 % a aproximadamente un 40 %, o de aproximadamente un 40% a
aproximadamente un 50 %, o de aproximadamente un 50 % a aproximadamente un 60 %, o de aproximadamente un
60 % a aproximadamente un 70 %, o de aproximadamente un 70 % a aproximadamente un 80 %, o de
aproximadamente un 80 % a aproximadamente un 90 %, o de aproximadamente un 90 % a aproximadamente un
99 %. El porcentaje puede ser un % en moles, basado en el nUmero total de moles de oligosacaridos en la mezcla, o
un % en peso, basado en el peso total de oligosacéaridos en la mezcla. En algunas realizaciones, la cantidad de al
menos uno de los oligosacaridos sintéticos es al menos 5 % en moles.

Como se utiliza en el presente documento, el términos "aproximadamente" y la expresién "alrededor de" indican un
intervalo cercano en torno a un valor numérico cuando se utilizan para modificar ese valor especifico. Si"X" fuera el
valor, por ejemplo, "aproximadamente X" o "alrededor de X" indicaria un valor de aproximadamente 0,9X a 1,1X, por
ejemplo, un valor de 0,95X a 1,05X, o un valor de 0,98X a 1,02X, o un valor de 0,99X a 1,01X. Cualquier referencia a
"aproximadamente X" o "alrededor de X" indica especificamente los valores de X, 0,9X, 0,91X, 0,92X, 0,93X, 0,94X,
0,95X, 0,96X, 0,97X, 0,98X, 0,99X, 1,01X, 1,02X, 1,03X, 1,04X, 1,05X, 1,06X, 1,07X, 1,08X, 1,09Xy 1,1X, y valores
dentro de este intervalo.

Los oligosacaridos sintéticos y las composiciones descritas en el presente documento son Utiles como simbibdticos,
prebiéticos, inmunomoduladores, auxiliares digestivos, aditivos alimentarios, excipientes farmacéuticos o patrones
analiticos. Los oligosacaridos sintéticos se pueden combinar con otros ingredientes para producir productos
alimenticios y suplementos, incluidos leche artificial, suplementos geriatricos, harinas panificables y aperitivos. Los
oligosacéridos sintéticos se pueden combinar con bacterias beneficiosas para formar simbibticos. Los oligosacéridos
sintéticos también se pueden utilizar como productos farmacéuticos.

Los oligosacaridos sintéticos se pueden utilizar para hacer crecer o mantener microorganismos especificos en seres
humanos, otros mamiferos o en la rizosfera de las plantas. Los oligosacaridos sintéticos pueden contener enlaces
glucosidicos especificos que no se pueden digerir por el hospedador particular (es decir, una persona, un animal de
cria o un animal de compafiia) pero se pueden metabolizar por grupos especificos de microorganismos comensales o
probiéticos. De esta manera, los oligosacaridos sintéticos pueden funcionar como portadores para transportar
microorganismos exbgenos (probidticos o farmacos) a un nicho especifico, o como fuente nutricional para
microorganismos ya presentes en el hospedador.

El xiloglucano se puede utilizar para el crecimiento selectivo de especies especificas de Bacteroides, como B. ovatus
(39). Se ha demostrado que los loci de utilizacién del xiloglucano, con genes de glucdsido hidrolasa, pertenecen a las
familias GH5 y GH31 que se encuentran en B. ovatus. La presencia de estos genes permite el crecimiento de esta
especie cuando se utiliza como Unica fuente de carbono. Otras especies importantes de Bacteroides en el intestino
como B. thetaiotaomicron, B. caccae o B. fragilis, carecen de estos loci o parte de ellos en sus genomas, y, por tanto,
son incapaces de metabolizar el xiloglucano.
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El curdlano se puede utilizar para el crecimiento selectivo de especies especificas de Bacteroides, como B.
thetaiotaomicron o B. distasonis, cuando sus genomas codifican un tipo especifico de glucdsido hidrolasa
perteneciente a la familia GH16. Los ortélogos de este gen estan ausentes en los genomas de otras especies de
Bacteroides como B. caccae o B. ovatus, y son incapaces de crecer en curdlano (40).

El B-glucano o la liquenina se pueden utilizar para el crecimiento selectivo de especies especificas de Bacteroides,
como B. ovatus. Esta especie codifica en su genoma un tipo especifico de GH16, con actividad $ 1-3,4 glucano (41).
Se ha demostrado que estos polisacaridos potencian el crecimiento de especies de Firmicutes como Enterococcus
faecium, Clostridium perfingens, Roseburia inulinivorans y R. faecis (42, 43).

El galactano puede seleccionar el crecimiento de especies especificas de Bacteroides, tal como B. thetaiotaomicron,
B. dorei y B. ovatus. Diferentes tipos de endogalactanasas pueden ser responsables de este crecimiento selectivo,
que pertenecen a las familias GH53 y GH147 (44; 45). La capacidad de consumir galactano también se ha descrito en
algunas especies de Bifidobacterium (Bif. breve, Bif. longum, Bif long subsp. Infantis) (46)

El manano puede hacer crecer selectivamente especies especificas de Bacteroides, como B. fragilis o B. ovatus, que
codifican una endo-f 1-4-manosidasa GH26 (48). Este gen estd ausente en el genoma de las principales especies
intestinales como B. thetaiotamicron, que son incapaces de crecer en manano o glucomanano. R. intestinalis y R.
faecis pueden agotar enlaces de manano (49), asi como miembros del grupo XlVa de Clostridium (47, 43), con GH26
codificada en sus genomas. También, GH26 se ha caracterizado en especies especificas de Bifidobacteria, tales como
Bif. adolescentis (50), lo que confirma la capacidad de esta especie para crecer en manano. El galactomanano sélo lo
consumen los microorganismos que codifican la endo-p 1-4-manosidasa GH26 y la alfagalactosidasa GH27 en sus
genomas, como B. ovatus, B. xylanisolvens (51) o Roseburia intestinalis (47, 49).

El xilano, el arabinano y el arabinoxilano se pueden utilizar para cultivar selectivamente especies especificas de
Bacteroides. El xilano se puede metabolizar por B. ovatus y B. uniformis, mientras que B. thetaiotaomicron o B. caccae
son incapaces de crecer en este sustrato. El arabinano favorece el crecimiento de B. thetaiotaomicron y B. ovatus,
mientras que el arabinoxilano muestra una selecciéon elevada para el crecimiento de B. ovatus (52, 47). Se ha
demostrado que las cepas de R. intestinalis, E. rectale y R. faecis pueden consumir xilano o arabinoxilano como Unica
fuente de carbono (47, 43). Determinadas bifidobacterias tienen la capacidad de fermentar xilano u oligosacéaridos que
contienen arabinofuranosilo. Se demostrd el crecimiento selectivo de B. adolescentis en glucanos procedentes de
xilosa y arabinoxilano in vitro (53). También, un experimento adicional confirmé que B. longum subsp. longum también
era capaz de metabolizar arabinoxilano (54)

Il. Ejemplos
Ejemplo 1. Materiales y métodos

Materiales experimentales. El acetato de sodio, el peréxido de hidrégeno (H2O-), el hidréxido de sodio (NaOH), el
borohidruro sédico (NaBHa4), el sulfato de hierro(lll) pentahidratado (Fex(SO4)3) y el acido acético glacial se adquirieron
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). La amilopectina se obtuvo de Carbosynth (Compton, Reino Unido). La amilosa,
xiloglucano, arabinoxilano, xilano, glucomanano, galactomanano, manano, curdlano, galactano, p-glucano, arabinano
y liguenano se adquirieron de Megazyme (Bray, Irlanda). La celulosa microcristalina se adquirié de ACROS Organics.
El acido formico (AF) se adquirié en Fisher Scientific (Bélgica, Reino Unido). El acetonitrilo (grado HPLC) se adquiri
de Honeywell (Muskegon, MI). En todos los experimentos se utilizé agua nanopura.

Generacion de oligosacaridos mediante la iniciaciéon de Fenton hacia grupos de oligosacaridos definidos
(FITDOG). Se preparé una solucién que contenia el 95 % (v/v) de tampén de acetato de sodio 40 mM ajustado a pH
5 con acido acético glacial, 5 % (v/v) de peréxido de hidrégeno (30 % v/v) y sulfato de hierro(lll) 65 nM. Esta mezcla
se agité en vortex y se afiadié a los patrones de polisacaridos secos para obtener una solucién final de 1 mg/ml. La
reaccion se incubd a 100 °C durante una hora. La reaccién se detuvo mediante la adicién de la mitad del volumen de
reaccién de NaOH 2 M frio. Se afiadié acido acético glacial para la neutralizacién.

Los oligosacéridos se redujeron mediante incubaciéon con NaBH4 1 M durante una hora a 65 °C. Los oligosacéridos se
aislaron utilizando cartuchos de carbén grafitizado no poroso. Los cartuchos se lavaron con acetonitrilo al 80 % y TFA
al 0,1 % (v/v) en agua. Los oligosacéridos se cargaron y lavaron con cinco volimenes de columna de agua. Los
oligosacéridos se eluyeron con acetonitrilo al 40 % con TFA al 0,05 % (v/v). Las muestras se secaron completamente
mediante centrifugacién evaporativa y se almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

Preparacién de muestras para identificacion fecal. Para separar los oligosacaridos endégenos de los polisacaridos,
las muestras con pera y heces se sometieron a una precipitacién con etanol al 80 % durante la noche a -80 °C. Las
muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 20 minutos para precipitar la fraccién de polisacaridos y separarla de
los oligosacaridos endbgenos en el sobrenadante. La fraccidn granulada se sometié al tratamiento FITDOG para
generar oligosacéaridos representativos. Los oligosacaridos del tratamiento FITDOG se redujeron y purificaron
siguiendo el protocolo descrito en la seccidn anterior.
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Analisis por MALDI-MS. Para analisis por MALDI-MS, se vertié 1 pl directamente en una placa MALDI de acero
inoxidable. A esto, se afiadieron 0,3 pl de NaCl 0,01 My 0,7 pl de acido 2,5-dihidroxibenzoico 25 mg/ml y se mezclaron
dentro de la punta de la pipeta. Las muestras se secaron al vacio y se analizaron en un instrumento Bruker
UltraFlextreme mediante MALDI-tiempo de vuelo en tandem (MALDI-TOF/TOF). El instrumento funcioné en modo
positivo y al 95 % de la potencia maxima del laser.

Analisis Nano-HPLC-chip/Q-TOF. Las muestras se reconstituyeron en agua nanopura antes de analizarlas mediante
nano-HPLC-chip/Q-TOF MS. El sistema incluye dos bombas, una bomba capilar para la carga de muestras y una
nanobomba para la separaciéon analitica. En este sistema, un HPLC Agilent serie 1200 est4 acoplado a un
espectroémetro de masas Q-TOF Agilent 6520 a través de una interfaz de chip cubo. El chip contiene una columna de
enriquecimiento de 40 nl y una columna analitica de 75 pm x 43 mm; ambas columnas tienen PGC como fase
estacionaria. La carga de la muestra se realizé con acetonitrilo/agua al 3 % (v/v) + acido férmico al 0,1 % a un caudal
de 4 pl/min. La separacién cromatogréfica se realizé con un gradiente binario de disolvente A: (acetonitrilo/agua al 3 %
(viv) + &cido férmico al 0,1 %) y disolvente B: (acetonitrilofagua al 90 % + &cido férmico al 0,1 %) con un caudal de
0,4 pl/min. El gradiente se realizé durante 60 minutos, 1-5 % de B, 0-2 min; 5-30 %, 2-33 min; 30-99 %, 33-38 min; 99-
99 %, 38-48 min; 99-1 %, 48-50 min; 1-1 %, 50-60 min antes de empezar la siguiente ejecucion.

Los datos se recogieron en el modo positivo y se calibraron con iones calibrantes internos comprendidos entre una
m/z de 118,086 y 2721,895. El gas de secado se ajustd a 325 °C y con un caudal de 5 I/min. Los voltajes de RF del
fragmento, skimmer y Octapole 1 se ajustaron a 175, 60 y 750 V, respectivamente. La fragmentacion se realizé a una
velocidad de 0,63 espectros/segundo. La energia de colisién se basd en la masa del compuesto y se expresd mediante
la funcién lineal (Energia de colisidén) = 1,8%(m/z)-2,4.

Analisis por HPLC Q-TOF. Las muestras se reconstituyeron en agua nanopura antes del analisis por HPLC Q-TOF
MS. La separacién analitica se llevé a cabo utilizando un HPLC Agilent 1260 Infinity |l acoplado a un Agilent 6530
Accurate-Mass Q-TOF MS. La separacion cromatogréfica se realizdé en una columna Hypercarb de 150 mm x 1 mm
de Thermo Scientific con un tamafio de particulade 5 pm. Se empleé un gradiente binario que consistia en el disolvente
A: (acetonitrilo/agua al 3 % (v/v) + acido férmico al 0,1 %) y disolvente B: (acetonitrilo/agua al 90 % + &cido férmico al
0,1 %). Para la separacién cromatogréfica se utilizé un gradiente de 45 min con un caudal de 0,150 ml/min: 3-25 % de
B, 0-15 min; 25-25 % de B, 15-18 min; 25-99 % de B, 18-30 min; 99-99 % de B, 30-32 min; 99-3 % de B, 32-34 min;
3-3 % de B, 34-45 min. Las muestras se ejecutaron en modo positivo. Los iones del calibrador interno variaban de m/z
121,051 a miz 2421,914. La temperatura y el caudal del gas de secado se fijaron en 150°C y 11 I/min,
respectivamente. Los voltaje de RF de funcionamiento del fragmento, skimmery Octupole 1 fueron de 175,60y 750 V,
respectivamente. La velocidad de adquisicion se fijé en 0,63 espectros/segundo. Cuando se utilizé la fragmentacién,
se empleé la funcién lineal, energia de colisién = 1,45*(m/z)-3,5.

Muestras fecales infantiles. La muestra fecal se recogi6 de un lactante a término de 6 meses sano que completé el
estudio de nutricién y desarrollo del microbioma infantil (Infant MiND, del inglés Infant Microbiome Nutrition and
Development) de UC Davis. El lactante habia recibido lactancia materna exclusiva en el momento de la inscripcién. El
lactante fue asignado a consumir pera (Earth's Best Fase 1) al mismo tiempo que leche materna durante siete dias.
Después de siete dias, se indicé a los padres que rasparan el pafial sucio con utensilios estériles, colocar las muestras
fecales en tubos estériles y sellar y almacenar las muestras en los congeladores de sus cocinas. Las muestras fecales
se transportaron al campus de la Universidad de California Davis en hielo seco y se almacenaron a -80 °C antes de
ser analizadas. La Junta de Revision Institucional de la Universidad de California Davis aprob6 todos los aspectos de
este estudio y se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los participantes. Este estudio se registré en
clinicaltrials.gov (NCT01817127).

Analisis de monosacaridos. Los monosacaridos se analizaron a la manera de Amicucci et a/.2* En resumen, los
oligosacéridos se hidrolizaron con &cido trifluoroacético (TFA) y se derivatizaron con 3-metil-1-fenil-pirazolina-5-ona
(PMP). Los oligosacaridos derivatizados se extrajeron dos veces con cloroformo y agua y se analizaron mediante
UHPLC/QqQ MS como se describe en Xu et al.?

Analisis de enlaces glucosidicos. Los enlaces glucosidicos se analizaron de la manera de Galermo et al.?® En
resumen, los oligosacaridos se permetilaron primero con yodometano en presencia de hidroxido de sodio y
dimetilsulféxido. Los oligosacéaridos permetilados se extrajeron con agua y DCM para eliminar el dimetilsulféxido. A
continuacion, los oligosacéaridos se hidrolizaron con TFA y se derivatizaron con PMP. Los monosacaridos parcialmente
permetilados se analizaron a continuacién mediante UHPLC-QqQ MS en las mismas condiciones descritas por
Galermo et al.?®

Ejemplo 2. Produccién de oligosacaridos mediante FITDOG

Se utilizd un polisacarido de estructura conocida, el xiloglucano, para determinar las caracteristicas del método. El
xiloglucano estaba comprendido por una cadena principal f(1—4) con frecuentes ramificaciones pB(1—6) de xilosa que
a menudo terminaban con un Unico resto p(1—2) de galactosa.'3%32 La reaccion del xiloglucano produjo mas de 20
oligosacaridos estructuralmente Unicos segln se determin6é mediante nano-HPLC-chip/Q-TOF MS. Los oligosacéridos
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més abundantes se muestran en la figura 1A.

El perfil de nanoLC-MS de los oligosacéridos de xiloglucano varian desde disacaridos hasta hexasacaridos. Para
obtener el cromatograma, la mezcla del producto se redujo primero utilizando borohidruro sédico para obtener un
alditol si estaba presente un azlcar reductor. La mezcla se enriquecié y purificé como se describe en la seccién de
métodos. El anélisis de masas preciso y la MS en tandem de los productos indicaron que la reaccién producia
principalmente especies de oligosacéaridos inalterados. Los espectros de masas de fragmentacién obtenidos mediante
CID se interpretaron y dieron lugar a las estructuras insertas en la figura 1A. En los cromatogramas estaba presente
una combinacién de oligosacaridos con varios grados de polimerizacién (GP). El nUmero relativamente pequefio de
oligosacéridos indica cierto grado de especificidad en la reaccién FITDOG.

Mientras que el GP puede obtenerse a partir de las masas exactas, la informacién estructural requiere MS en tandem.
Los isdmeros que tienen el mismo GP, pero estructuras diferentes, también estuvieron presentes en varios GP y se
dilucidaron del siguiente modo. Cuatro isbmeros con la composicién, tres hexosas, dos pentosas (m/z 771,27) se
observaron a los 16,0, 18,9, 21,0 y 31,2 minutos, respectivamente (Figura 1B). Estos isdmeros se distinguieron por
sus espectros MS/MS (Figura 1C). Se determiné que los compuestos que eluian a los 16,0 (/) y 18,9 (//) minutos
contenian una cadena principal 2Hex, debido a la ausencia de un pico que representa tres hexosas con un
monosacérido reductor (m/z 507,19), asi como a la presencia de un pico que representa dos hexosas sin un
monosacérido reductor (m/z 325,11). Ambos isémeros contenian el pico que representa dos hexosas, dos pentosas y
un extremo reductor (m/z 609,22), pero no estaba presente ningln pico que representara dos pentosas sin un extremo
reductor (m/z 265,09). Esto sugiere que hay una pentosa ramificada a partir de cada hexosa. Debido a que la cadena
principal contenia sélo dos hexosas, la hexosa restante debe haberse extendido desde una de las pentosas. El isémero
(/) mostré un pico que representaba dos hexosas, una pentosa, sin extremo reductor (m/z 457,15), que localizé la
hexosa restante en la pentosa que no estd situada en la hexosa del extremo reductor. El isémero (//) carece del
fragmento con m/z 457,15, que localizé la hexosa restante en la pentosa conectada a la hexosa del extremo reductor.
Los dos isémeros finales a los 21,0 (/) y 31,2 (/V) minutos mostraron ambos un fuerte pico correspondiente a tres
hexosas con un extremo reductor (m/z 507,19), lo que sugeria que las tres hexosas componen la cadena principal del
oligosacarido. Ambos isbmeros mostraron también un pico abundante que representaba una hexosa, una pentosa y
un extremo reductor (m/z 315,13), lo que evidencié la ramificacién de una pentosa desde el extremo reductor. Por
ultimo, la pentosa restante debe estar ramificada desde una de las dos hexosas del extremo no reductor. El isdmero
(/1) mostrd un pico que correspondia a dos hexosas, dos pentosas y un extremo reductor (m/z 609,22), lo que sugeria
que la segunda pentosa estaba localizada en la hexosa adyacente a la hexosa del extremo reductor. El isémero (/V)
carecia del fragmento m/z 609,22 y, por tanto, la segunda pentosa se asigné a la hexosa més alejada del extremo
reductor. Este riguroso enfoque se empleé para caracterizar todos los oligosacaridos mostrados en este informe. De
acuerdo con la estructura conocida del xiloglucano, se observé que los oligosacéridos derivados estaban compuestos
principalmente por cadenas principales de hexosa con frecuentes ramificaciones pentosas que, en ocasiones,
terminaban en una hexosa.

Otros patrones de polisacaridos también se sometieron a FITDOG y todos dieron oligosacaridos representativos
(Figuras 2A a 2N). Los patrones de polisacaridos estaban compuestos por muchas combinaciones de monosacéridos,
tipos de enlace y patrones de ramificacidén. Algunos contenian modificaciones de monosacéridos. Los patrones incluian
amilosa, amilopectina, celulosa, curdlano, liquenano, B-glucano, arabinano, xilano, arabinoxilano, manano,
galactomanano, glucomanano, galactano y xiloglucano. Los cromatogramas anotados para cada polisacérido tras el
tratamiento con FITDOG se muestran en las figuras 2A a 2N. Los picos prominentes se marcaron con el GP y una
abreviatura de sus componentes monosacaridos (Hexosa/Hex, Pentosa/Pent, Acido hexurénico/HexA).

Entre el grupo mas simple de polisacéridos se encontraban los homopolisacaridos, que se componen de un Unico
monosacérido y un enlace glucosidico. Se espera que los oligosacaridos resultantes de estos polisacéridos tengan
una estructura por GP. Por ejemplo, el curdlano, un polimero de glucosa lineal unido por f(1—3) produjo oligosacaridos
con composiciones correspondientes a 3Hex (TR 12,56 min), 4Hex (19,28 min) y SHex (26,44 min) (Figura 2A). Otros
homopolisacéridos, tales como la celulosa y la amilosa produjeron también un oligémero por GP indicativo de su
composicién uniforme de monosacéridos y enlaces (Figuras 2B y 2C). Se observaron tendencias similares en
galactano, un polisacarido de galactosa unido por B(1—4), y manano, un polisacarido de manosa unido por p(1—4).
Sin embargo, se observaron algunas impurezas inherentes como resultado de las etapas de procesamiento para el
aislamiento de polisacaridos por el fabricante (Figuras 2D y 2E).

Los heteropolisacaridos lineales contienen més de un monosacéarido o enlace glucosidico. La heterogeneidad
estructural contribuy6 a la produccién de varios isémeros de oligosacéaridos para cada GP. Entre el grupo, tanto el B-
glucano como el liquenano tenian una estructura similar y comprendian restos de glucosa unido por B(1—3) y B(1—4),
pero en proporciones diferentes. De hecho, el analisis LC-MS produjo varios isdmeros asociados a cada GP. Portanto,
se observé que la composicién correspondiente a 6Hex generaba ocho isdmeros a partir de liquenano y cuatro
isémeros a partir de B-glucano (Figuras 2F y 2G). Ademas, las similitudes estructurales en la composicién de
monosacéridos y enlaces entre el liquenano y el B-glucano dieron lugar a muchos oligosacaridos similares a partir de
ambos polisacaridos. Por ejemplo, la 3Hex (13,73 min), 4Hex (19,46, 19,70, 20,41 min), 5Hex (24,92, 25,79 min) y
6Hex (30,90 min) son estructuras potencialmente similares compartidas entre el liguenano y el -glucano (Figuras 2F
y 2G). Asimismo, el glucomanano, otro heteropolimero lineal que contiene restos de glucosa y manosa unidos por
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B(1—4), produjo varios isémeros para cada GP (Figura 2H).

Los heteropolisacaridos ramificados contenian una capa adicional de complejidad originada por la frecuencia de
ramificacién y/o variaciones en los enlaces glucosidicos y los constituyentes monosacaridos. Como era de esperar,
las variaciones en las posiciones y la frecuencia de las ramificaciones produjeron muchos isémeros para cada GP.
Por ejemplo, el galactomanano contenia una cadena principal de manosa unida por (1—4) con ramas terminales de
galactosa que producian tres isémeros 3Hex. En las secciones de la cadena principal del polisacarido en las que
faltaba la ramificacién de galactosa, la disposicién de los monosacaridos se parecia a la del manano. Mediante la
comparacién de los oligosacéaridos generados a partir de polisacaridos estructuralmente similares, se dedujo
informacién adicional sobre sus estructuras de oligosacéaridos. Por lo tanto, los tres isémeros de 3Hex podrian
producirse desde la cadena principal de manosa o desde la cadena principal de manosa con ramificaciones de
galactosa. Se determiné que la 3Hex que eluy6 a 1,51 min estaba comprendida por tres restos de manosa unidos por
B(1—4) porque se produjo desde ambas fuentes (Figura 2l). Por deduccion, se concluyd que los oligosacaridos 3Hex
que eluyen a 1,78 min y 2,55 min procedian de dos constituyentes de manosa unidos por f(1—4) con una rama de
galactosa (Figura 2J). Otros heteropolisacéridos ramificados, tales como el arabinano, xilano, arabinoxilano y
xiloglucano, se disociaron con éxito y generaron de forma similar varios isémeros por GP (Figuras 2J a 2M). La
despolimerizacién de dichas estructuras diversas demuestra ademés la reactividad del método frente a polisacaridos
que contienen pentosas. De manera inesperada, la amilopectina, otro heteropolisacarido ramificado que contiene una
cadena principal de glucosa unida por a(1—4) con ramas de glucosa a(1—4,6) bisectadas produjo sélo una estructura
por GP, lo que puede deberse a la elevada labilidad oxidativa que se ha sefialado para los enlaces (1—6) (Figura
2N).33

También se examinaron los polisacaridos que contenian restos de monosacaridos modificados. El xilano era un
polisacérido de xilosa unido por B(1—4) con restos terminales de é&cido 4-O-metil-glucurénico (GIcAOMe). En
condiciones de FITDOG, se generaron varios oligosacaridos con composiciones Unicas que incluian isémeros
3Pent:1GIcAOMe (13,06, 14,00, 14,27 y 16,47 min), isémero 4Pent:1GIcAOMe (17,68, 18,87 y 19,55 min), isdmeros
5Pent:1GIcAOMe (20,93, 22,82, 23,13 y 23,46 min), isémeros 6Pent:1 GIcAOMe (24,51, 26,88 y 27,34 min) e isémeros
7Pent:1GIcAOMe (27,61 y 29,69 min). La presencia de estos oligosacéaridos indicaba que la O-metilacién en el acido
glucurénico terminal se conservaba tras el tratamiento con FITDOG (Figura 2J).

Ejemplo 3. Identificacion de polisacaridos mediante identificacion de oligosacaridos

Con las composiciones de oligosacéridos Unicas para cada polisacérido, se examin6 si los oligosacaridos podian
utilizarse como marcadores de diagnéstico para la identificaciéon de polisacaridos en mezclas complicadas, tales como
las que se encuentran en los alimentos comunes. Los productos oligosacéridos se utilizaron como identificadores
Unicos de los respectivos polisacaridos parentales. A partir de los patrones de polisacaridos se cre6 una biblioteca de
referencia de oligosacéaridos con cerca de 400 oligosacaridos Unicos. Se ejecutd un grupo que contenia todos los
oligosacéridos junto con muestras desconocidas para la alineacién del tiempo de retencién (Figura 3A).

Se seleccionaron el salvado de trigo y de avena para validar el método de identificacién de oligosacéridos, ya que era
conocido que contenian cantidades grandes de polisacaridos no amilaceos, incluidos arabinoxilanos®*, B-glucanos de
enlace mixto® y celulosa®®. El salvado de avena y de trigo produjeron cada uno méas de 50 oligosacaridos distintos
con una gran fraccién que coincidia con las entradas de la biblioteca de referencia (Figuras 3B y 3C).

Para determinar la composicién en polisacéridos de los dos salvados, se utilizé un enfoque analogo al de la
identificacién peptidica para la identificacion de proteinas. La principal advertencia es que las proteinas se componen
de una longitud determinada de polipéptidos, mientras que los polisacéaridos se componen de una distribucién de
longitudes de sacaridos. En este enfoque, se utilizé el nimero de oligosacéaridos producidos en los patrones
individuales para determinar la fracciéon de los productos polisacaridos que se observan en la mezcla. El nimero de
oligosacéridos producidos varié en cada polisacarido convencional. Para la celulosa, sélo se observaron cuatro
oligosacéridos en la ventana cromatografica, mientras que para la amilopectina se observaron mas de 20
oligosacaridos, y para el arabinoxilano més de 40 oligosacaridos. Se propuso que el nimero de picos de oligosacaridos
encontrados en la mezcla se puede representar como una fraccién de los encontrados en el patrén puro y utilizarse
como "porcentaje de cobertura". Se espera que la cobertura sea mayor si el recuento de oligosacéridos en la muestra
se aproxima al numero de oligosacéridos producidos en el patrén.

Segun el anélisis, se observé que el salvado de trigo contenia amilosa/amilopectina (20 picos, cobertura del 100 %),
celulosa (3 picos, 75 %), PB-glucano (11 picos, 34 %) y liquenano (9 picos, 24 %). El salvado de avena estaba
compuesto de amilosa/amilopectina (20 picos, 100 % de cobertura), celulosa (3 picos, 75 %), B-glucano (12 picos,
38 %) y liqguenano (9 picos, 24 %). El salvado de avena también contenia arabinoxilano (5 picos, 20 %) y xilano (7
picos, 32 %). Curiosamente, el salvado de avena contenia oligémeros de pentosa no emparejados (3 picos) y
oligbmeros mixtos que contenian hexosas y pentosas (7 picos), o que sugiere la presencia de un polisacarido aun no
identificado. No obstante, los resultados coincidieron con la composiciéon general esperada de polisacaridos de los
salvados 3+

Ejemplo 4. Produccién de oligosacaridos similares al xiloglucano
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El polisacarido xiloglucano se extrajo del tamarindo y se sometié al proceso FITDOG para producir oligosacaridos que
se asemejan a su estructura.?’ Se sabe que el xiloglucano del tamarindo comprende una cadena principal de glucosa
B1,4 con frecuentes ramificaciones de una sola unidad de xilosa a1,6 que ocasionalmente puede estar unida ademas
a una Unica caperuza terminal de galactosa unida por p1,2. El xiloglucano de otras fuentes puede contener un Unico
resto de fucosa unido por a1,2 a la galactosa. En otras fuentes de xiloglucano, la arabinosa puede estar unida por a1,2
al resto de xilosa. Por tanto, los oligosacaridos parecidos al xiloglucano son los que se pueden describir por cadenas
de 3 a 30 monosacaridos con una estructura fundamental que contiene una glucosa unida por 1,4 y entre 1 y n restos
de xilosa ramificados, donde n es el nUmero de glucosas en el oligosacarido. La xilosa se puede unir a cualquier
glucosa mediante un enlace a1,6. La xilosa puede, pero no se requiere que sea asi, unirse ademas a un resto de
galactosa principalmente a través de un enlace p1,2. Ademas, la xilosa puede, pero no se requiere que sea asi, unirse
ademas a un resto de arabinosa principalmente a través de un enlace a1,2. La galactosa puede, pero no se requiere
que sea asi, unirse ademas a un resto de fucosa principalmente a través de un enlace a1,2. Un ejemplo de estructura
de xiloglucano se muestra en la figura 4.

El proceso FITDOG cred méas de 45 oligosacaridos que no existen de forma natural. Los oligosacaridos observados
mediante HPLC/Q-TOF MS se resumen en la tabla 4. Los oligosacaridos observados variaban de un grado de
polimerizacion (GP) de 3 a 9 y contenian combinaciones de hexosas, que pueden proceder de la glucosa o la
galactosa, y pentosas, que proceden de la xilosa. En la tabla 4, cada subunidad marcada como "Hex" se selecciona
independientemente de Glu unida por B1 no sustituida, Glu unida por 31 & sustituido (por ejemplo, (Xyla1-6)Glu), y Gal
unida por B1 no sustituida. Cada Glu unida por B1 no sustituida o Glu unida por B1 6 sustituida esté unida a la posicién
4 de una Glu o Glu 6 sustituida vecina, y cada Gal esta ligada a la posicién 2 de una Xyl vecina. En la tabla 4, cada
subunidad marcada como "Pent" se selecciona independientemente de Xyl unida por a no sustituida y Xyl unida por a
2 sustituida (por ejemplo (Galp1-2)Xyl).

Tabla 4.
N.° | Masa Masa Tiempode Composicion | N.° Masa Masa Tiempo de Composicién
(m/z) neutra retencién (m/z) neutra retencién
(min) (min)
1 | 477,18 474,16 6,88 2Hex:1Pent 24 933,33 930,31 19,61 4Hex:2Pent
2 | 477,18 474,16 7,68 2Hex:1Pent 25 933,33 930,31 22,84 4Hex:2Pent
3 | 477,18 474,16 10,94 2Hex:1Pent 26 933,33 930,31 24,50 4Hex:2Pent
4 | 579,21 576,19 12,47 3Pent1Hex 27 933,33 930,31 25,19 4Hex:2Pent
5 | 609,22 606,20 13,71 2Hex:2Pent 28 933,33 930,31 27,07 4Hex:2Pent
6 | 639,23 636,21 12,21 3Hex:1Pent 29 | 1065,36 1062,35 18,18 4Hex:3Pent
7 | 639,23 636,21 13,03 3Hex:1Pent 30 | 1065,36 1062,35 20,70 4Hex:3Pent
8 | 639,23 636,21 15,72 3Hex:1Pent 31 1065,36 1062,35 20,95 4Hex:3Pent
9 | 639,23 636,21 16,66 3Hex:1Pent 32 | 1065,36 1062,35 26,27 4Hex:3Pent
10 | 639,23 636,21 17,32 3Hex:1Pent 33 | 1065,36 1062,35 27,35 4Hex:3Pent
11 | 771,28 768,25 14,92 3Hex:2Pent 34 | 1095,38 1092,36 18,98 5Hex:2Pent
12 | 771,27 768,25 15,15 3Hex:2Pent 35 | 1095,38 1092,36 19,94 5Hex:2Pent
13 | 771,27 768,25 18,13 3Hex:2Pent 36 | 1095,38 1092,36 23,14 5Hex:2Pent
14 | 771,27 768,25 18,65 3Hex:2Pent 37 | 1095,38 1092,36 23,74 5Hex:2Pent
15 | 801,29 798,26 16,84 4Hex:1Pent 38 | 1095,38 1092,36 24,78 5Hex:2Pent
16 | 801,29 798,26 17,94 4Hex:1Pent 39 | 1095,38 1092,36 25,44 5Hex:2Pent
17 | 801,29 798,26 21,76 4Hex:1Pent 40 | 1227,43 1224,40 21,27 5Hex:3Pent
18 | 801,29 798,26 22,86 4Hex:1Pent 41 1227,43 1224,40 24,96 5Hex:3Pent
19 | 801,29 798,26 23,17 4Hex:1Pent 42 | 1227,43 1224,40 25,81 5Hex:3Pent
20 | 903,32 900,30 20,34 3Hex:3Pent 43 | 1257,44 1254,41 22,74 6Hex:2Pent
21 | 933,33 930,31 16,00 4Hex:2Pent 44 | 1389,47 1386,45 26,47 6Hex:3Pent
22 | 933,33 930,31 18,78 4Hex:2Pent 45 | 1389,47 1386,45 26,73 6Hex:3Pent
23 | 933,33 930,31 19,20 4Hex:2Pent 46 | 1389,47 1386,45 27,33 6Hex:3Pent

La fragmentacién de oligosacéaridos se utilizé para elucidar la estructura secundaria del oligosacérido. La reduccién
con borohidruro sédico se utilizé para reducir el aldehido a un alditol, que se puede observar como un aumento de m/z
2,014 en el espectro de fragmentacién. Esta masa adicional permitié identificar claramente el resto reductor del
extremo y proporcioné adicionalmente pruebas para determinar las disposiciones regiospecificas de los
monosacéridos.

Un cromatograma HPLC-MS de los picos descritos en la tabla 4 se muestra en la figura 5. La mezcla de oligosacéaridos
se analiz6é para determinar sus atributos generales, incluido el analisis de monosacéridos y enlaces glucosidicos. El
analisis de monosacaridos confirmd que el proceso FITDOG no modificé drasticamente la composicidén de
monosacéridos del polisacarido durante el procesado. El analisis de monosacéridos mostré que la glucosa, la
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galactosa y la xilosa eran los tres elementos basicos principales de los oligosacéridos parecidos al xiloglucano. El
analisis de los enlaces glucosidicos del grupo confirmé ademas que el proceso FITDOG no alteré mucho la
composicién. Como era de esperar, la glucosa terminal, la glucosa unida por 4 enlaces, la glucosa ramificada en 4,6,
la xilosa terminal, la xilosa unida por 2 enlaces y la galactosa terminal eran los principales enlaces glucosidicos. Los
anélisis de monosacaridos y enlaces glucosidicos observados se utilizé junto con las anotaciones MS/MS para deducir
la estructura absoluta de los oligosacaridos.

En la figura 6A se muestra el espectro de masas anotado de un oligosacarido mas pequefio con un GP de tres. Este
oligosacarido se correspondia con el oligosacarido n.° 3 de la tabla 4. El fragmento m/z 345,14 confirmé que habia
dos hexosas en la cadena principal de los oligosacéridos. Esta se caracterizé también por ser una cadena principal de
glucosa B1,4 porque la glucosa de 4 enlaces fue la Unica hexosa unida que se encontré a partir del analisis de enlaces
glucosidicos. Ademas, el fragmento m/z 315,13 mostré que una fracciéon de pentosa estaba unida a la glucosa del
extremo reductor. La xilosa fue la pentosa primaria en el analisis de monosacéaridos y se conoce por estar unida
directamente la cadena principal de glucosa a través de un enlace glucosidico 1,6 en el xiloglucano.

El espectro de masas en tandem anotado que se muestra en la figura 6B corresponde al oligosacarido n.° 12 de la
tabla 4, que tiene un GP de cinco. De nuevo, el fragmento m/z 345,14 mostrd una cadena principal de dos hexosas
correspondientes a dos restos de glucosa unidos por 1,4, donde la m/z 315,13 correspondia a una xilosa en la glucosa
del extremo reductor. El fragmento m/z 609,22 correspondia a xilosas unidas a dos glucosas. La ausencia de un pico
a m/z 265,08 indica que las dos pentosas no estan unidas entre si y deben estar situadas con una pentosa en cada
hexosa. Ademas, un pico con una m/z 507,17, que corresponde a tres hexosas, no se observé. Esto demuestra que
las tres hexosas no estan unidas entre si, y que una debe estar unida a uno de los restos de pentosa. Por ultimo, se
descubrié que la regiolocalizacidén de esta hexosa estaba situada en el resto de xilosa que se extiende desde el resto
de hexosa no reductora por el fragmento m/z 457,15, que corresponde a una pentosa, y dos hexosas sin extremo
reductor. Se determin6 que la hexosa que recubre la xilosa era una galactosa, basandose en la galactosa terminal
observada en el andlisis del enlace glucosidico. De nuevo, esta estructura de oligosacarido se confirmé mediante la
comparacién con la estructura conocida del xiloglucano, donde la xilosa puede estar unida por enlaces a1,6 a restos
terminales de galactosa.

El espectro de fragmentacién anotado en la figura 6C corresponde al oligosacéarido n.° 20 de la tabla 4, que es un
oligosacérido de GP seis muy ramificado. Varios fragmentos clave ayudaron a dilucidar este oligosacéarido. Por
ejemplo, los fragmentos con m/z 295,10 y m/z 315,13 corresponden a una hexosa de extremo no reductor unida a una
pentosay a una hexosa de extremo reductor unida a una pentosa, respectivamente. La ausencia de picos a m/z 265,08
y m/z 397,12, que corresponden a dos pentosas y tres pentosas, respectivamente, indica que ninguna de las pentosas
esta unida entre si y que todas deben estar unidas exclusivamente a restos de hexosas.

Ademas, el pico m/z 589,20 corresponde a dos pentosas y dos hexosas no reductoras, mientras que m/z 609,32
corresponde a dos hexosas con un extremo reductor y dos pentosas. Estos dos picos juntos sugieren que hay una
cadena principal de tres hexosas con cada hexosa conteniendo una rama de pentosa. Con conocimiento de la
composicibn de monosacaridos y enlaces glucosidicos, se puede concluir que este pico corresponde a un
oligosacérido con tres restos de glucosa unidos por 1,4, cada uno con su propio resto de xilosa ramificada por $1,6.

El espectro de fragmentacién anotado en la figura 6D corresponde al oligosacarido n.° 42 de la tabla 4, que estéd muy
ramificado y tiene un GP de ocho. La cadena principal de este oligosacarido se puede deducir del pico a m/z 831,29,
que representa una cadena principal con cinco hexosas y un extremo reductor. Este oligosacérido carece de un pico
a m/z 315,13, que corresponde a una hexosa de extremo reductor con una pentosa. Esto significa que el oligosacarido
carece de una ramificacién de pentosa a partir de la hexosa del extremo reductor. El pico m/z 883,29, que representa
tres hexosas en el extremo no reductor y tres pentosas, y corrobora ademas la ausencia de una pentosa en el extremo
reductor. Ademaés, m/z 883,29 sugiere que las tres pentosas estan unidas a restos de hexosas adyacentes. Por ultimo,
la regiolocalizacion de la pentosa puede limitarse a la 2.2, 3.2 y 4.2 hexosas desde el extremo reductor por la presencia
del pico m/z 477,21, que corresponde a dos hexosas con un extremo reductor y una pentosa. El pico m/z 477,21 se
puede deducir que representa una cadena principal de dos hexosas con la pentosa unida a la hexosa no reductora
debido a la evidencia anteriormente explicada de que las pentosas no estan unidas al extremo reductor. Por lo tanto,
se determiné que este oligosacarido contenia cinco glucosas unidas por B1,4, con las tres glucosas centrales
conteniendo restos de xilosa ramificada en p1,6.

A continuacién se muestran las identidades de los compuestos correspondientes a los picos de la tabla 4. Los picos
se agrupan cuando un oligosacarido individual no puede asociarse a un pico especifico, pero donde grupos de
oligosacéridos que tienen la misma masa podrian estar ligados a grupos de picos.

((Galg1-2)Xyla1-6)Glu
(Xyla1-6)Glup1-4Glu
Glup1-4(Xyla1-6)Glu
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(continuacién)

5 (Xyla1-6)Glup1-4(Xyla1-6)Glu

6 Glup1-4((Galp1-2)Xyla1-6)Glu

7 ((Galg1-2)Xyla1-6)Glup1-4Glu

8 Glup1-4GGIup1-4(Xyla1-6)Glu

9 (Xyla1-6)Glup1-4Glup1-4Glu

10 Glup1-4(Xyla1-6)Glup1-4Glu

11 (Xyla1-6)Glup1-4((Galp1-2)Xyla1-6)Glu

12 ((Galg1-2)Xyla1-6)Glup1-4(Xylal1-6)Glu

13 (Xyla1-6)Glup1-4Glup1-4(Xylal1-6)Glu

14 Glup1-4(Xyla1-6)Glup1-4(Xyla1-6)Glu

15 (Xyla1-6)Glup1-4(Xyla1-6)Glup1-4Glu

16 Glup1-4Glup1-4((Galp1-2)Xyla1-6)Glu

17 Glup1-4((Galp1-2)Xyla1-6)Glug1-4Glu

18 ((Galg1-2)Xyla1-6)Glup1-4Glup1-4Glu

19 Glup1-4GIlup1-4Glup1-4(Xylal1-6)Glu

20 Glup1-4(Xyla1-6)Glup1-4Glup1-4Glu

21 Glup1-4Glup1-4(Xyla1-6)Glup1-4Glu

22 (Xyla1-6)Glup1-4Glup1-4Glup1-4Glu

23 (Xyla1-6)Glup1-4(Xyla1-6)Glup1-4(Xyla1-6)Glu

24 ((Galp1-2)Xyla1-6)Glup1-4((Galp1-2)Xyla1-6)Glu
Glup1-4(Xyla1-6)Glup1-4((Galp1-2)Xyla1-6)Glu, Glup1-4((Galp1-2)Xyla1-6)Glup1-

25 26,27, | 4(Xyla1-6)Glu, (Xyla1-6)Glup1-4Glup1-4((Galp1-2)Xyla1-6)Glu, ((Galp1-2)Xyla1-6)GIup1-

28,29y 30 |4GIup1-4(Xylal1-6)Glu, ((Galg1-2)Xyla1-6)Glup1-4(Xyla1-6)GIup1-4Glu o (Xyla1-6)GIup1-
4((Galp1-2)Xyla1-6)Glup1-4Glu

31 30 33 | GlUB1-4CIUB1-4(Xylod-6)GIUB1-4(Xylal-6)Glu, Glup1-4(Xylal-6)GIuB1-4(Xylad-6)GIup1-

34y 35 4G, (Xyla1-6)GIUB1-4GIuB1-4(Xyla1-6)GIup1-4GIU, GIUB1-4(Xyla1-6)GIup1-4GIup1-
4(Xyla1-6)Glu o (Xyla1-6)Glup1-4Glup1-4GIup1-4(Xyla1-6)Glu

Ejemplo 5. Produccién y caracterizacion de oligosacaridos a partir de polisacaridos homopolimeros y

heteropolimeros

La composicibn de monosacaridos de los polisacaridos antes de la despolimerizacién FITDOG se muestra a
continuacién en la tabla 5-1. La notacién "--" representa un monosacérido que existe en una cantidad inferior al 2 %
del peso total del polimero.

reet. Glucosa | Galactos | Manosa |Arabinosa | Xilosa |Ramnosa | Gal A Fructosa | Otros
a

Galactano - 88,2 - 2,95 - 2,20 2,83 - 3,80
Liguenano 80,16 10,58 5,53 - - - - - 3,72
B-glucano 95,97 - - - - - - 2,80 1,24
Glucomanano 346 - 60,9 - - - - 2,37 2,11
Galactomanano | 23,3 - 73,2 - - - - - 3,52
Arabinano 13,3 - - 81,6 - - - - 5,15
Xilano - - - - 94,2 - - - 5,77
Arabinoxilano - - - 36,3 59,7 - - - 3,97
La composicion de enlaces glucosidicos de los polisacaridos antes de la despolimerizacién FITDOG se muestra a
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continuacién en la tabla 5-2. La notacién "--" representa un monosacérido que existe en una cantidad inferior al 2 %
del peso total del polimero.

Tabla 5-2.
4-Gal T-Gal 4-Man | T-Man | 3-Glu 4-Glu | T-Glu | 4,6-Man
Galactano 58,84 30,53 - - - - - -
Liquenano - 26,25 - - 24 51 26,61 2,46 -
B-glucano - - 3,19 - 31,24 | 56,80 | 3,84 -
Glucomanano - - 80,46 3,06 - 13,66 - -
Galactomanano - 17,17 72,18 - - - - 453
Arabinano 7,79 12,28 - - - - - -
Xilano - 2,43 - - - - - -

Arabinoxilano -- - - - - — - —
4-P-Xyl | 3,4-P-Xyl | T-P-Xyl | 2-F-Ara | 3-P-Ara | T-F-Ara | Otros

Galactano - - - - - - 10,63
Liquenano - - - - - 3,80 |16,37
B-glucano - - - - - - 4,93
Glucomanano - - - - - - 2,82
Galactomanano - - - - - - 6,11
Arabinano 27,84 18,60 - - 2,70 25,18 | 5,61
Xilano 80,06 - 6,55 3,03 - - 7,92
Arabinoxilano 34,59 11,73 - 2,43 2,55 43,05 | 5,65

Curdlano. Debido a que la estructura del curdlano es un homopolisacérido, lo que significa que tanto el enlace como

los monémeros concuerdan y no varian, sélo se espera un isémero para cada grado de polimerizacién (GP). De hecho,

se produjeron al menos cuatro oligosacaridos sin ningun isémero, como se muestra en la tabla 5-3. Probablemente,

se produjeron oligosacéridos con mayores grados de polimerizacién; sin embargo, no estaban dentro del intervalo
10  cromatografico.

fepte 5’3-0 Masa (m/z) | Masa neutra | Tiempo de retencién (min) | Composicién | Compuesto
1 507,19 504,17 12,57 3Hex Glcp1-3GIcp1-3Glc
2 |669,25 666,22 19,28 4Hex Glcp1-3Glcp1-3GIcp1-3Gle
3 1831,30 828,27 26,44 5Hex Glcp1-3[Glep1-3]15Gle
4 1993,35 990,33 40,09 6Hex Glcp1-3[Glep1-3]15Gle

Galactano. Debido a que el galactano es un homopolisacarido, sélo se espera un isémero para cada grado de

15  polimerizacién (GP). De hecho, se produjeron al menos siete oligosacaridos sin ningln isémero (Tabla 5-4).
Probablemente, se produjeron oligosacaridos con mayores grados de polimerizacién; sin embargo, no estaban dentro
del intervalo cromatogréfico.

fepte 5NAT° Masa (m/z) | Masa neutra | Tiempo de retencién (min) | Composicién | Compuesto

1 507,19 504,17 2,34 3Hex Galp1-4Galp1-4Gal

2 |669,25 666,22 7,50 4Hex Galp1-4Galp1-4Galp1-4Gal
3 1831,30 828,27 11,19 5Hex Galp1-4[Galp1-4]:Gal

4 1993,35 990,33 12,40 6Hex Galp1-4[Galp1-4]4Gal

5 11155,40 1152,38 13,10 7Hex Galp1-4[Galp1-4]sGal

6 [1317,46 1314,43 13,68 8Hex Galp1-4[Galp1-4]sGal

7 11479,51 1476,49 14,62 9Hex Galp1-4[Galp1-4],Gal

20
Manano. Debido a que la estructura del manano es un homopolisacéarido, lo que significa que tanto el enlace como

13



10

15

20

25

ES 3003 383 T3

los monémeros concuerdan y no varian, sélo se espera un isémero para cada grado de polimerizacién (GP). De hecho,
se produjeron al menos siete oligosacaridos sin ningin isémero (Tabla 5-5). Probablemente, se produjeron
oligosacéridos con mayores grados de polimerizacién; sin embargo, no estaban dentro del intervalo cromatografico.

Tabla 5-5.
N.° | Masa (m/z) | Masa neutra | Tiempo de retencién (min) | Composicién
1 507,19 504,17 1,51 3Hex Manp1-4Manp1-4Man
2 |669,25 666,22 3,51 4Hex Manp1-4Manp1-4ManB1-4Man
3 1831,30 828,27 9,15 5Hex Manp1-4[Manp1-4]sMan
4 1993,35 990,33 11,93 6Hex Manp1-4[Manp1-4]sMan
5 11155,40 1152,38 13,10 7Hex Manp1-4[Manp1-4]sMan
6 [1317,46 1314,43 14,06 8Hex Manp1-4[Manp1-4]sMan
7 11479,51 1476,49 14,75 9Hex Manp1-4[Manp1-4];Man

B-glucano de cereales. El proceso FITDOG produjo oligosacéridos que concuerdan con la estructura polisacarida de
los B-glucanos como se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, un trisacarido puede tener tres combinaciones
estructurales posibles: Glc1-4Glcp1-4Glc, Glcp1-4GIcB1-3Gle, Glep1-3GIcp1-4Glc. De hecho, se observaron tres
isémeros correspondientes a la masa de tres hexosas. Ademas, el isbmero en el tiempo de retencién (TR) 13,73
minutos correspondia con el mismo TR que una estructura que también se encuentra en la celulosa, que puede
identificarse como Glcp1-4GIcp1-4Glc. Por lo tanto, los picos al TR 11,38 y 15,17 minutos se asignaron a las
estructuras que contienen enlaces B1-3 simples entre la primera y la segunda glucosas o entre la segunda y la tercera
glucosas. Se obtuvo mayor confianza en la asignaciones debido a la ausencia de un cuarto isdmero trisacarido, que
no se espera que esté en el B-glucano, y que corresponderia con GlcB1-3GIcB1-3Glc, que se observd a un TR de
12,57 minutos en el curdlano. Se utilizé una I6gica similar para confirmar la creacién de al menos 22 oligosacaridos
observados a partir de la degradacién FITDOG del B-glucano de cereales (Tabla 5-6). Se enumeran varios compuestos
para los picos que no han podido asociarse definitivamente a un Unico oligosacarido, sino, mas bien, a grupos de
oligosacéridos que tienen la misma masa.

En la tabla 5-6, cada subunidad marcada como "Hex" se selecciona independientemente de Glu unida por 1 no
sustituida que esté unida a la posicién 3 o a la posicién 4 de una Glu vecina no sustituida.

Tabla 5-6
N.° | Masa Masa neutra | Tiempo de retencién (min) | Composicién | Compuesto
(m/z)

1 507,19 |504,17 11,38 3Hex Glcp1-4Glcp1-3Glc o GlcPp1-3GlcB1-4CIc

2 507,19 |504,17 13,73 3Hex

3 507,19 |504,17 15,17 3Hex Glcp1-4Glcp1-3Glc o GlcPp1-3GlcB1-4CIc

4 669,25 |666,22 17,46 4Hex Glcp1-3Glcp1-4Glcl-4Gilc,
Glcp1-4Glcp1-3Glcl-4Glc o
Glcp1-4Glcp1-4Glcl-3Gle

5 669,25 |666,22 19,46 4Hex

6 669,25 |666,22 19,70 4Hex Glcp1-3Glcp1-4Glcl-4Gilc,

Glcp1-4Glep1-3Glcl-4Glc o
Glcp1-4GlcB1-4Glcl-3Gle

7 669,25 | 666,22 20,41 4Hex Glcp1-3Glcp1-4Glcl-4Gle,
Glcp1-4Glep1-3Glcl-4Glc o
Glcp1-4GlcB1-4Glcl-3Gle

8 831,30 |828,27 22,69 5Hex Glcp1-3Glcp1-4Glc1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-3Gle1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Gle1-4Gle o
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-4Glc1-3Gle
9 831,30 |828,27 23,52 5Hex Glcp1-3Glcp1-4Glc1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-3Gle1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Gle1-4Gle o
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-4Glc1-3Gle

10 831,30 |828,27 24,92 5Hex

14
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(continuacién)

N.©

Masa
(m/z)

Masa neutra

Tiempo de retencién (min) | Composicién

Compuesto

11

831,30

828,27

25,79 5Hex

Glcp1-3Glcp1-4Glc1-4Gle1-4Glc,
Glc1 -4Glcp1-3Glc1-4Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Glec1-4Glc,
0 Glcp1 -4Glcp1-4Glc1-4Gle1-3Gle

12

831,30

828,27

26,70 5Hex

Glcp1-3Glcp1-4Glc1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-3 Gle1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Gle1-4Gle o
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-4Glc1-3Gle

13

993,35

990,33

13,35 6Hex

Glcp1-3GlcB1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-3CGlc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Glc1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-4Glec1-3Gle1-4Glc,
Glcp1-3Glcp1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-3Gle,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-4Glc1-4Glc1-3Clc

14

993,35

990,33

22,79 6Hex

Glcp1-3GlcB1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-3CGlc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Glc1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-4Glec1-3Gle1-4Glc,
Glcp1-3Glcp1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-3Gle,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-3Clc

15

993,35

990,33

25,10 6Hex

Glcp1-3GlcB1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-3CGlc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Glc1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-4Glec1-3Gle1-4Glc,
Glcp1-3Glcp1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-3Gle,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-4Glc1-4Glc1-3Clc

16

993,35

990,33

28,87 6Hex

Glcp1-3GlcB1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-3CGlc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Glc1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-4Glec1-3Gle1-4Glc,
Glcp1-3Glcp1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-3Gle,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-4Glc1-4Glc1-3Clc

17

993,35

990,33

30,90 6Hex

Glcp1-3GlcB1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-3CGlc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Glc1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-4Glec1-3Gle1-4Glc,
Glcp1-3Glcp1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-3Gle,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-4Glc1-4Glc1-3Clc

18

993,35

990,33

39,26 6Hex

19

993,35

990,33

41,49 6Hex

Glcp1-3GlcB1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-3CGlc1-4Glc1-4Gle1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Glc1-4Gle1-4Glc,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-4Glec1-3Gle1-4Glc,
Glcp1-3Glcp1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-3Gle,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-4Glc1-4Glc1-3Clc

20

1155,40

1152,38

26,05 7Hex

21

1155,40

1152,38

27,23 7Hex

22

1155,40

1152,38

27,47 7Hex

23

1155,40

1152,38

28,61 7Hex

Liquenano. Estas diferencias estructurales entre el homopolimero liguenano y el homopolimero B-glucano, como se
ha descrito anteriormente, se reflejaron en el nimero de isémeros observados en los productos oligosacéaridos
obtenidos a partir de liguenano. Por ejemplo, la despolimerizaciéon del f-glucano no puede producir el tetrasacéarido
Glcp1-3GIcp1-4Glc1-3Gle porque debe haber al menos dos restos de glucosa p1-4 entre cada resto de glucosa B1-3.
Sin embargo, se descubrié que el liquenano tiene los mismos isémeros que el B-glucano y, ademas, un isbmero
adicional, que, por tanto, debe estar asociado al oligosacérido Glcp1-3GIcp1-4Glcl-3Glc. Se utilizd una l6gica similar

para confirmar la creacién de al menos otros 42 oligosacaridos (Tabla 5-7).

En la tabla 5-7, cada subunidad marcada como "Hex" se selecciona independientemente de Glu unida por 1 no
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sustituida que esté unida a la posicién 3 o a la posicién 4 de una Glu vecina no sustituida.
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-l—Na.k:’Ia s 7I\I/Iasa Masa Tiempo de | Composicién | N.° Masa Masa Tiempo de | Composicidn
(m/z) neutra retencién (m/z) neutra retencién
(min) (min)
1 507,19 |504,17 |5,98 3Hex 25 993,35 990,33 39,26 6Hex
2 507,19 |504,17 |11,58 3Hex 26 993,35 990,33 40,70 6Hex
3 507,19 |504,17 |13,73 3Hex 27 1185,40 | 1152,38 |9,59 7Hex
4 507,19 |504,17 |1524 3Hex 28 1185,40 [ 1152,38 |9,99 7Hex
5 669,25 |666,22 |14,13 4Hex 29 1185,40 |1152,38 | 10,50 7Hex
6 669,25 |666,22 |17,58 4Hex 30 118540 | 1152,38 | 11,19 7Hex
7 669,25 |666,22 |19,46 4Hex 31 118540 |1152,38 | 11,97 7Hex
8 669,25 |666,22 |19,70 4Hex 32 115540 | 1152,38 [ 12,24 7Hex
9 669,25 |666,22 |20,41 4Hex 33 115540 |1152,38 | 15,65 7Hex
10 831,30 |828,27 |12,65 5Hex 34 118540 | 1152,38 [17,24 7Hex
11 831,30 |828,27 |13,47 5Hex 35 118540 |1152,38 | 17,58 7Hex
12 831,30 |828,27 |1545 5Hex 36 118540 |1152,38 | 19,55 7Hex
13 831,30 |828,27 |23,64 5Hex 37 1317,46 | 1314,43 | 11,16 8Hex
14 831,30 |828,27 |24,92 5Hex 38 1317,46 | 1314,43 | 16,70 8Hex
15 831,30 |828,27 |25,79 5Hex 39 1317,46 | 1314,43 | 18,17 8Hex
16 831,30 |828,27 |26,59 5Hex 40 1317,46 | 1314,43 |20,18 8Hex
17 993,35 |990,33 |9,72 6Hex 41 1479,51 | 1476,49 |20,81 9Hex
18 993,35 |990,33 |10,28 6Hex 42 1641,56 | 1638,54 |23,51 10Hex
19 993,35 |990,33 |11,86 6Hex 43 1644,58 | 1641,56 |23,57 10Hex
20 993,35 |990,33 |14,38 6Hex 44 1317,46 | 1314,43 | 18,17 8Hex
21 993,35 |990,33 |16,23 6Hex 45 1317,46 | 1314,43 |20,18 8Hex
22 993,35 |990,33 |16,61 6Hex 46 1479,51 | 1476,49 |20,81 9Hex
23 993,35 |990,33 |29,00 6Hex 47 1644,58 | 1641,56 |23,57 10Hex
24 993,35 |990,33 |30,90 6Hex

El compuesto 6 de la tabla 5-7 se identific6 como Glcp1-3Glcp1-4Glc1-3Glc. Se determiné que los compuestos 8 y 9
de la tabla 5-7 eran Glcp1-3GIcp1-4Glc1-4Glc, Glep1-4GIcp1-3Glc1-4Gle o Glep1-4Glcf1-4Glc1-3Gle, aunque aln no
se ha determinado la correlacién del pico especifico con el oligosacérido especifico. Se determind que el compuesto
15 de la tabla 5-7 era Glcp1-3Glcp1-4Glc1-4Glc1-4Gle, GleB1-4GIcB1-3Glc1-4Glc1-4CIc, Glep1-4GlcB1-4CGIc1-3Glc1-
4Gilc o GlcB1-4Glcp1-4Glc1-4Glc1-3Gle.

Glucomanano. La cantidad de isbmeros de oligosacaridos en los productos obtenidos a partir del glucomanano se
puede describir como (n.° de isémeros = n?) donde "n" es igual al nimero de mondmeros. Por ejemplo, un trisacarido
tendria ocho isémeros, y un tetrasacarido tendria 16 is6meros, etc. Esto se confirmé en el nimero de isémeros creados
para cada GP. A GP mayores de 5, se observé un nimero de isémeros inferior al esperado, lo que podria explicarse
por las bajas probabilidades de cadenas largas de un Unico monémero repetitivo, baja sensibilidad o coelucién. Los
datos de la mezcla de compuestos observados se muestran en la tabla 5-8.

En la tabla 5-8, cada subunidad marcada como "Hex" se selecciona independientemente de Glu unida por 1 no
sustituida o Man unida por 1 no sustituida, cada una de las cuales esta unida a la posiciéon 4 de una Glu no sustituida
o una Man no sustituida vecina.

Tabla 5-8.
N.° Masa Masa Tiempo de | Composicién | N.° Masa Masa Tiempo de | Composicidn
(m/z) neutra retencién (m/z) neutra retencién
(min) (min)
1 507,19 504,17 1,51 3Hex 83 1185,40 |1152,38 | 15,72 7Hex
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(continuacién)

N.° Masa Masa Tiempo de | Composicién | N.° Masa Masa Tiempo de | Composicidn
(m/z) neutra retencién (m/z) neutra retencién
(min) (min)
2 507,19 504,17 1,97 3Hex 84 1185,40 |1152,38 |17,15 7Hex
3 507,19 504,17 6,87 3Hex 85 1185,40 |1152,38 | 17,58 7Hex
4 507,19 504,17 8,71 3Hex 86 1185,40 |1152,38 |17,64 7Hex
5 507,19 504,17 10,05 3Hex 87 1185,40 |1152,38 |17,84 7Hex
6 507,19 504,17 10,98 3Hex 88 1185,40 |1152,38 | 18,14 7Hex
7 507,19 504,17 12,88 3Hex 89 1185,40 |1152,38 | 18,38 7Hex
8 507,19 504,17 13,51 3Hex 90 1185,40 |1152,38 | 18,52 7Hex
9 669,25 666,22 3,51 4Hex 91 1185,40 |1152,38 | 18,70 7Hex
10 669,25 666,22 5,91 4Hex 92 1185,40 |1152,38 | 18,87 7Hex
11 669,25 666,22 10,76 4Hex 93 1185,40 |1152,38 | 19,10 7Hex
12 669,25 666,22 10,97 4Hex 94 1185,40 |1152,38 | 19,67 7Hex
13 669,25 666,22 11,42 4Hex 95 11585,40 |1152,38 | 19,71 7Hex
14 669,25 666,22 11,85 4Hex 96 1185,40 |1152,38 | 19,95 7Hex
15 669,25 666,22 14,04 4Hex 97 1185,40 |1152,38 |20,08 7Hex
16 669,25 666,22 15,07 4Hex 98 1185,40 |1152,38 |20,24 7Hex
17 669,25 666,22 15,45 4Hex 99 1185,40 |1152,38 |20,42 7Hex
18 669,25 666,22 15,90 4Hex 100 1185,40 |1152,38 |20,68 7Hex
19 669,25 666,22 16,28 4Hex 101 1185,40 |1152,38 |20,96 7Hex
20 669,25 666,22 16,40 4Hex 102 1185,40 |1152,38 |21,16 7Hex
21 669,25 666,22 16,70 4Hex 103 1185,40 |1152,38 |21,48 7Hex
22 669,25 666,22 17,26 4Hex 104 1185,40 |1152,38 |21,59 7Hex
23 669,25 666,22 18,84 4Hex 105 11585,40 |1152,38 |22,01 7Hex
24 669,25 666,22 19,48 4Hex 106 11585,40 |1152,38 |22,21 7Hex
25 831,30 828,27 9,15 5Hex 107 1185,40 |1152,38 |23,24 7Hex
26 831,30 828,27 9,46 5Hex 108 1185,40 |1152,38 |23,70 7Hex
27 831,30 828,27 10,68 5Hex 109 1185,40 | 1152,38 |24,27 7Hex
28 831,30 828,27 12,85 5Hex 110 1185,40 | 1152,38 |24,62 7Hex
29 831,30 828,27 13,73 5Hex 111 1185,40 |1152,38 |25,02 7Hex
30 831,30 828,27 13,81 5Hex 112 1185,40 |1152,38 |25,56 7Hex
31 831,30 828,27 14,03 5Hex 113 1185,40 |1152,38 |26,62 7Hex
32 831,30 828,27 14,81 5Hex 114 1185,40 |1152,38 |27,83 7Hex
33 831,30 828,27 15,34 5Hex 115 1185,40 |1152,38 |28,38 7Hex
34 831,30 828,27 15,85 5Hex 116 1317,46 | 1314,43 | 15,14 8Hex
35 831,30 828,27 15,99 5Hex 117 1317,46 | 1314,43 | 16,72 8Hex
36 831,30 828,27 16,32 5Hex 118 1317,46 | 1314,43 | 17,49 8Hex
37 831,30 828,27 16,46 5Hex 119 1317,46 | 1314,43 | 17,86 8Hex
38 831,30 828,27 16,62 5Hex 120 1317,46 | 1314,43 | 18,14 8Hex
39 831,30 828,27 16,91 5Hex 121 1317,46 | 1314,43 | 18,30 8Hex
40 831,30 828,27 17,65 5Hex 122 1317,46 | 1314,43 | 18,54 8Hex
41 831,30 828,27 20,30 5Hex 123 1317,46 | 1314,43 | 18,79 8Hex
42 831,30 828,27 20,55 5Hex 124 1317,46 | 1314,43 | 18,97 8Hex
43 831,30 828,27 21,05 5Hex 125 1317,46 | 1314,43 | 19,20 8Hex
44 831,30 828,27 21,41 5Hex 126 1317,46 | 1314,43 | 19,45 8Hex
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N.° Masa Masa Tiempo de | Composicién | N.° Masa Masa Tiempo de | Composicidn
(m/z) neutra retencién (m/z) neutra retencién
(min) (min)

45 831,30 828,27 22,68 5Hex 127 1317,46 | 1314,43 | 19,59 8Hex
46 831,30 828,27 23,09 5Hex 128 1317,46 | 1314,43 | 19,96 8Hex
47 993,35 990,33 11,93 6Hex 129 1317,46 | 1314,43 |20,13 8Hex
48 993,35 990,33 12,46 6Hex 130 1317,46 | 1314,43 |20,38 8Hex
49 993,35 990,33 13,85 6Hex 131 1317,46 | 1314,43 |20,64 8Hex
50 993,35 990,33 14,38 6Hex 132 1317,46 | 1314,43 |20,78 8Hex
51 993,35 990,33 14,49 6Hex 133 1317,46 | 1314,43 |20,96 8Hex
52 993,35 990,33 15,19 6Hex 134 1317,46 | 1314,43 |21,30 8Hex
53 993,35 990,33 16,00 6Hex 135 1317,46 | 1314,43 |21,54 8Hex
54 993,35 990,33 16,19 6Hex 136 1317,46 | 1314,43 |21,95 8Hex
55 993,35 990,33 16,23 6Hex 137 1317,46 | 1314,43 |22,55 8Hex
56 993,35 990,33 16,47 6Hex 138 1317,46 | 1314,43 |22,68 8Hex
57 993,35 990,33 17,17 6Hex 139 1317,46 | 1314,43 |23,13 8Hex
58 993,35 990,33 17,32 6Hex 140 1317,46 | 1314,43 |23,36 8Hex
59 993,35 990,33 17,74 6Hex 141 1317,46 | 1314,43 | 23,71 8Hex
60 993,35 990,33 18,04 6Hex 142 1317,46 | 1314,43 |24,47 8Hex
61 993,35 990,33 18,32 6Hex 143 1317,46 | 1314,43 |25,20 8Hex
62 993,35 990,33 18,70 6Hex 144 1317,46 | 1314,43 | 25,69 8Hex
63 993,35 990,33 18,95 6Hex 145 1317,46 | 1314,43 | 26,01 8Hex
64 993,35 990,33 19,73 6Hex 146 1317,46 | 1314,43 |26,49 8Hex
65 993,35 990,33 19,93 6Hex 147 1317,46 | 1314,43 |26,97 8Hex
66 993,35 990,33 20,39 6Hex 148 1317,46 | 1314,43 |27,44 8Hex
67 993,35 990,33 20,46 6Hex 149 1479,51 | 1476,49 | 15,97 9Hex
68 993,35 990,33 21,04 6Hex 150 1479,51 | 1476,49 |20,50 9Hex
69 993,35 990,33 21,22 6Hex 151 1479,51 | 1476,49 |20,97 9Hex
70 993,35 990,33 22,71 6Hex 152 1479,51 |1476,49 |21,70 9Hex
71 993,35 990,33 23,39 6Hex 153 1479,51 | 1476,49 |22,85 9Hex
72 993,35 990,33 24,38 6Hex 154 1479,51 | 1476,49 |23,90 9Hex
73 993,35 990,33 24,47 6Hex 155 1479,51 | 1476,49 |25,65 9Hex
74 993,35 990,33 24,82 6Hex 156 1479,51 | 1476,49 |26,69 9Hex
75 993,35 990,33 25,27 6Hex 157 1641,58 |1638,56 | 15,38 10Hex
76 993,35 990,33 25,78 6Hex 158 1803,61 |1800,59 |15,93 11Hex
77 993,35 990,33 26,39 6Hex 159 1965,67 |1962,64 |16,36 12Hex
78 993,35 990,33 27,44 6Hex 160 |2127,72 |2124,70 | 16,82 13Hex
79 1185,40 |1152,38 | 13,11 7Hex 161 2289,77 |2286,75 |17,12 14Hex
80 1185,40 |1152,38 | 13,65 7Hex 162 | 2451,83 |2448,80 |17,54 15Hex
81 1185,40 |1152,38 | 14,53 7Hex 163 |2613,88 |2610,86 |17,87 16Hex
82 1185,40 |1152,38 | 15,49 7Hex 164 | 277593 |2772,91 | 18,18 17Hex

A continuacién se muestran las identidades de los compuestos correspondientes a los picos de la tabla 5-8. Los picos
se agrupan cuando un oligosacarido individual no puede asociarse a un pico especifico, pero donde grupos de
oligosacéridos que tienen la misma masa podrian estar ligados a grupos de picos.
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1 Manp1-4Manf1-4Man

5 3456v7 Glcp1-4Manp1-4Man, Manp1-4GlcB1-4Man, Manp1-4Manp1-4Glc,
r 2 49,0y Glcp1-4GIcB1-4Man o Glep1-4Manp1-4Glc o Manf1-4GIcB1-4Glc

9 Manp1-4Manp1-4Manp1-4Man

Glcp1-4Manp1-4Manp1-4Man, GlcB1-4GlcB1-4Manp1-4Man, Glcp1-
4Manp1-4GlcB1-4Man, GlcB1-4Manp1-4Manp1-4Glc, GlcB1-4Glcp1-
10, 11,12, 13, 14, | 4Glcp1-4Man, Glcp1-4GIcp1-4Manf1-4Glc, Glcp1-4Manp1-4Glcp1-
15, 16, 17, 18, 19, | 4Glc, Manp1-4GIcB1-4Manp1-4Man, ManB1-4Manf1-4GlcB1-4Man,
20,21,22y23 Manp1-4Manp1-4Manp1-4Glc, ManB1-4GIcp1-4GlcB1-4Man,
Manp1-4Glcp1-4ManB1-4Glc, Manp1-4Manp1-4Glcp1-4Glc o
Manp1-4Glcp1-4GlcB1-4CGIc

27 Manp1-4[Manf1-4]sMan
47 Manp1-4[Manf1-4]sMan
79 Manp1-4[Manf1-4]sMan

Galactomanano. Porque el galactomanano y el manano tienen la misma cadena principal manosa p1-4, los picos
correspondientes a la cadena principal no ramificada se identificaron facilmente mediante la comparaciéon de los
tiempos de retencién de los picos que aparecian en ambos cromatogramas. Se dedujo que los picos que sélo se
encontraban en el galactomanano y no en el manano, contenian al menos una ramificacién. Por ejemplo, el trisacarido
Manp1-4Manf1-4Man al TR 1,51 minutos se encontré tanto en el manano como en el galactomanano, lo que confirmé
la creacion de este trisacarido. Ademas, se esperaba que el galactomanano contuviera dos isbmeros adicionales,
(Gala1-6)Manp1-4Man y Manp1-4(Gala1-6)Man. De hecho, se observaron dos isémeros adicionales a los TR 1,78 y
2,56 minutos que pueden describirse como los dos isémeros anteriormente descritos. Se utilizé una l6gica similar para
confirmar la creacién de otros 47 oligosacaridos (Tabla 5-9).

En la tabla 5-9, cada subunidad marcada como "Hex" se selecciona independientemente de Man unida por 1 no
sustituida o Man(Gala1-6) unida por 31, cada una de las cuales esté unida a la posiciéon 4 de una Man no sustituida
vecina o (Gala1-6)Man.

-l—Na.k:’Ia s el,\./lasa Masa Tiempo de | Composicién | N.° Masa Masa Tiempo de | Composicidn
(m/z) neutra retencién (m/z) neutra retencién
(min) (min)
1 507,19 | 504,17 |1,51 3Hex 25 993,35 990,33 14,13 6Hex
2 507,19 | 504,17 |1,78 3Hex 26 1185,40 |1152,38 | 13,11 7Hex
3 507,19 | 504,17 |2,56 3Hex 27 1185,40 |1152,38 | 13,51 7Hex
4 669,25 |666,22 |3,51 4Hex 28 1155,40 |1152,38 |13,57 7Hex
5 669,25 |[666,22 |4,01 4Hex 29 1155,40 |1152,38 |13,72 7Hex
6 669,25 (666,22 |4,41 4Hex 30 1155,40 |1152,38 |14,12 7Hex
7 669,25 (666,22 |4,94 4Hex 31 1155,40 |1152,38 |14,22 7Hex
8 669,25 (666,22 |8,34 4Hex 32 1155,40 |1152,38 |14,38 7Hex
9 831,30 |828,27 |9,20 5Hex 33 1155,40 |1152,38 | 14,65 7Hex
10 831,30 |828,27 |9,50 5Hex 34 1155,40 |1152,38 |14,93 7Hex
11 831,30 |828,27 |10,13 5Hex 35 1155,40 |1152,38 |15,33 7Hex
12 831,30 |828,27 |10,54 5Hex 36 1317,46 | 1314,43 | 14,06 8Hex
13 831,30 |828,27 |11,06 5Hex 37 1317,46 | 1314,43 | 14,34 8Hex
14 831,30 |828,27 |11,25 5Hex 38 1317,46 | 1314,43 | 14,67 8Hex
15 831,30 |828,27 |12,06 5Hex 39 1317,46 | 1314,43 | 14,90 8Hex
16 831,30 |828,27 |12,91 5Hex 40 1317,46 | 1314,43 | 15,27 8Hex
17 993,35 |990,33 |11,93 6Hex 41 1317,46 |1314,43 | 15,58 8Hex
18 993,35 |990,33 |12,02 6Hex 42 1317,46 |1314,43 | 15,90 8Hex
19 993,35 |990,33 |12,23 6Hex 43 1479,51 |1476,49 | 14,80 9Hex
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(continuacién)

N.° Masa Masa Tiempo de | Composicién | N.° Masa Masa Tiempo de | Composicidn
(m/z) neutra retencién (m/z) neutra retencién
(min) (min)

20 993,35 |990,33 |12,40 6Hex 44 1479,51 |1476,49 | 15,10 9Hex

21 993,35 |990,33 |12,60 6Hex 45 1479,51 |1476,49 | 15,97 9Hex

22 993,35 |990,33 |12,86 6Hex 46 1479,51 |1476,49 |16,25 9Hex

23 993,35 990,33 |13,41 6Hex 47 1479,51 | 1476,49 | 16,55 9Hex

24 993,35 |990,33 |13,64 6Hex

A continuacién se muestran las identidades de los compuestos correspondientes a los picos de la tabla 5-9. Los picos
se agrupan cuando un oligosacarido individual no puede asociarse a un pico especifico, pero donde grupos de
oligosacéridos que tienen la misma masa podrian estar ligados a grupos de picos.

1

Manp1-4Manf1-4Man

2y3 (Gala1-6)Manp1-4Man o ManB1-4(Gala1-6)Man

4 Manp1-4Manp1-4Manp1-4Man

56y7 Manp1-4(Gala1-6)Manp1-4Man, (Gala1-6)Manp1-4ManB1-4Man o
Manp1-4Manf1-4(Gala1-6)Man

8 (Gala1-6)Manp1-4(Gala1-6)Man

9 Manp1-4[Manf1-4]sMan

10, 11,12y 13 (Gala1-6)Manp1-4ManB1-4Manp1-4Man,
Manp1-4(Gala1-6)Manp1-4Manp1-4Man,
Manp1-4Manp1-4(Gala1-6)ManB1-4Man o
Manp1-4Manf1-4Manp1-4(Gala1-6)Man

14,15y 16 (Gala1-6)Manp1-4(Gala1-6)Manp1-4Man,
(Gala1-6)Manp1-4Manp1-4(Gala1-6)Man o
(Gala1-6)Manp1-4(Gala1-6)Man1-4Man

17 Manp1-4 [Manp1-4]sMan

18,19,20,21y |(Gala1-6)ManB1-4Manp1-4Manp1-4Manp1-4Man,

22 Manp1-4(Gala1-6)Manp1-4Manp1-4Manp1-4Man,

Manp1-4Manp1-4(Gala1-6)ManB1-4Manp1-4Man,
Manp1-4Manp1-4Manp1-4(Gala1-6)Manp1-4Man o
Manp1-4Manp1-4Manp1-4Manf1-4(Gala1-6)Man

27,28, 29, 30, 31
y 32

(Gala1-6)Manp1-4Manp1-4Manp1-4ManB1-4Manp1-4Man,
Manp1-4(Gala1-6)Manp1-4Manf1-4Manp1-4ManB1-4Man,
Manp1-4Manf1-4(Gala1-6)Manp1-4Manp1-4ManB1-4Man,
Manp1-4Manf1-4Manp1-4(Gala1-6)Manp1-4ManB1-4Man,
Manp1-4Manf1-4Manp1-4ManB1-4(Gala1-6)Manp1-4Man o
Manp1-4Manp1-4Manp1-4Manf1-4Manp1-4(Gala1-6)Man

26 Manp1-4[Manf1-4]sMan
36 Manp1-4[Manf1-4JeMan
43 Manp1-4[Manf1-4];Man

Xilano. La heterogeneidad de masas entre los restos de xilosa y acido glucurénico en el xilano permitié determinar
cémodamente las estructuras lineales y ramificadas. Por ejemplo, el tetrasacarido Xylp1-4Xyl31-4XylB1-4Xyl resulté
tener una masa de 546,18 daltons, y los tres posibles trisacaridos ramificados tenian una masa de 604,19 daltons y
se observaron a TR de 14,00, 15,33 y 16,47 minutos. Se utilizé una l6égica similar para confirmar la creacién de otros
27 oligosacéridos (Tabla 5-10).

En la tabla 5-10, cada subunidad marcada como "Pent" se selecciona independientemente de Xyl unida por 1 no
sustituida o Xyl(GlcAOMea1-2) unida por 1, cada una de las cuales esté unida a la posicién 4 de una Xyl no sustituida
vecina o (GlcAOMea1-2)Xyl. Cada "GIcAOMe" representa un &cido glucurénico, que estd metilado en la posicién 4-0.
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Tabla 5-10.
N.° Masa (m/z) Masa neutra Tiempode Composicién N.° | Masa (m/z) Masa neutra Tiempode Composicion
retencién retencién
(min) (min)
1 417,16 414,14 9,83 3Pent 15 | 871,30 868,27 23,46 5Pent:1GIcAOMe
2 549,20 546,18 15,33 4Pent 16 | 871,30 868,27 24,87 5Pent:1GIcAOMe
3 607,21 604,19 14,00 3Pent:1GIcAOMe | 17 | 945,33 942,31 25,73 7Pent
4 607,21 604,19 14,27 3Pent:1GIcAOMe | 18 | 1003,34 1000,32 24,51 6Pent:1GIcAOMe
5 607,21 604,19 16,47 3Pent:1GIcAOMe | 19 | 1003,34 1000,32 26,88 6Pent:1GIcAOMe
6 681,25 678,22 18,79 5Pent 20 | 1003,34 1000,32 27,34 6Pent:1GIcAOMe
7 739,26 736,23 17,68 4Pent:1GIcAOMe | 21 | 1003,34 1000,32 27,52 6Pent:1GIcAOMe
8 739,26 736,23 18,87 4Pent:1GIcAOMe | 22 | 1003,34 1000,32 28,51 6Pent:1GIcAOMe
9 739,26 736,23 19,55 4Pent:1GIcAOMe | 23 | 1003,34 1000,32 29,39 6Pent:1GIcAOMe
10 739,26 736,23 20,66 4Pent:1GIcAOMe | 24 | 1077,37 1074,35 28,15 8Pent
11 813,29 810,26 21,92 6Pent 25 | 1135,38 1132,36 27,61 7Pent:1GIcAOMe
12 871,30 868,27 20,93 5Pent:1GIcAOMe |26 | 1135,38 1132,36 28,47 7Pent:1GIcAOMe
13 871,30 868,27 22,82 5Pent:1GIcAOMe | 27 | 1135,38 1132,36 29,69 7Pent:1GIcAOMe
14 871,30 868,27 23,13 5Pent:1GIcAOMe

A continuacién se muestran las identidades de los compuestos correspondientes a los picos de la tabla 5-10. Los picos
se agrupan cuando un oligosacarido individual no puede asociarse a un pico especifico, pero donde grupos de
5 oligosacaridos que tienen la misma masa podrian estar ligados a grupos de picos.

1 XylB1-4XylB1-4Xyl

2 XylB1-4XyIB1-4XyIR1-4Xyl
(OMe-4-GlcAa1-2)XyIp1-4Xyl1-4Xyl, Xyl31-4(OMe-4-GlcAa1-
2)XyIB1-4Xyl, XylB1-4XyIB1-4(OMe-4-GlcAa1-2)Xyl

6 XyIB1-4[XylB1-4]sXyl
(OMe-4-GlcAaT1-2)XyIp1-4XylB1-4XylB1-4Xyl, XyIg1-4(OMe-4-
7,8,9y10 |GlcAal-2)Xylp1-4XylR1-4Xyl, XylB1-4XylIR1-4(OMe-4-GlcAa1-
2)XyIB1-4Xyl, XyIB1-4XyIB1-4XyIB1-4(OMe-4-GlcAal1-2)Xyl

11 XylB1-4[XylB1-4]sXyl

(OMe-4-GlcAaT1-2)XyIB1-4[XyIB1-4]sXyl
XylB1-4(OMe-4-GlcAat-2)XylR1-4[XyIB1-4 Xy,
XylB1-4XyIB1-4(OMe-4-GicAa1-2)XylB1-4XylB1-4Xyl,
[XylB1-4]s(OMe-4-GlcAa1-2)XylB1-4Xyl,
[XylB1-4]s(OMe-4-GlcAa1-2)Xyl

17 XylB1-4[XylB1-4]sXy!

(OMe-4-GlcAaT1-2)XyIp1-4 [XylB1-4]aXyl,
XylB1-4(OMe-4-GlcAal-2)XyiB1-4[XyIB1-4]sXyl,

18,19,20, | Xylp1-4XylB1-4(OMe-4-GlcAa1-2)XylR1-4 [XylB1-4]Xyl,
21,22y23  |[XylB1-4]{(OMe-4-Glc Aa1-2)XyIB1-4XyIp1-4Xyl,

[XyIB1-4]( OMe-4-GlcAa1-2)XylB1-4Xyl,
[XyIB1-4]5(OMe-4-GlcAa1-2)Xyl

24 XyIB1-4[XylB1-4]6Xy!

3,4y5

12, 13,14, 15
y 16

Arabinoxilano. Se esperaba que el arabinoxilano tuviera cuatro isémeros trisacaridos, basédndose en su estructura
polisacarida. También se encontré un isémero, TR 9,83 minutos, en el xilano, lo que confirma que la estructura

10  comprende Unicamente la cadena principal y ninguna ramificacion, Xyl31-4Xyl1-4Xyl. Ademas, se observaron tres
isémeros mas a TR 2,00, 4,40 y 12,78 que correspondian a las tres estructuras esperadas (Araa1-3)XylB1-4Xyl, XylB1-
4(Araa1-3)Xyl, ((Araa1-2)(Araa1-3))Xyl. Se utilizé una ldgica similar para confirmar la produccién de otros 39
oligosacéridos (Tabla 5-11).

15 En la tabla 5-11, cada subunidad marcada como "Pent" se selecciona independientemente de Xyl unida por 1 no

sustituida, (Araa1-3)Xyl unida por 1 y (Araa1-2)(Araa1-3)Xyl unida por p1, cada una de las cuales esta unida a la
posicién 4 de una Xyl vecina, (Araa1-3)Xyl o (Araa1-2)(Araa1-3)Xyl.
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Tabla 5-11
N.° Masa Masa Tiempo de | Composicién | N.° Masa Masa Tiempo de | Composicidn
(m/z) neutra retencién (m/z) neutra retencién
(min) (min)
1 417,16 |414,14 |2,00 3Pent 21 813,29 810,26 14,97 6Pent
2 417,16 | 414,14 | 4,40 3Pent 22 813,29 810,26 15,36 6Pent
3 417,16 |414,14 9,83 3Pent 23 813,29 810,26 16,13 6Pent
4 417,16 | 414,14 12,78 3Pent 24 813,29 810,26 17,21 6Pent
5 549,20 |546,18 |8,01 4Pent 25 813,29 810,26 21,92 6Pent
6 549,20 |546,18 10,19 4Pent 26 945,33 942,31 16,61 7Pent
7 549,20 |546,18 11,20 4Pent 27 945,33 942,31 18,29 7Pent
8 549,20 |546,18 11,58 4Pent 28 945,33 942,31 22,54 7Pent
9 549,20 |546,18 12,16 4Pent 29 945,33 942,31 22,79 7Pent
10 549,20 |546,18 12,38 4Pent 30 945,33 942,31 25,73 7Pent
11 549,20 |546,18 15,34 4Pent 31 1077,37 | 1074,35 |26,33 8Pent
12 681,25 |678,22 12,39 5Pent 32 1077,37 | 1074,35 |26,83 8Pent
13 681,25 |678,22 14,11 5Pent 33 1077,37 |[1074,35 |27,10 8Pent
14 681,25 |678,22 14,36 5Pent 34 1077,37 | 1074,35 |27,49 8Pent
15 681,25 |678,22 14,86 5Pent 35 1077,37 |[1074,35 |28,15 8Pent
16 681,25 |678,22 15,82 5Pent 36 1209,41 |12086,39 |26,37 9Pent
17 681,25 |678,22 16,76 5Pent 37 1209,41 |12086,39 |27,10 9Pent
18 681,25 |678,22 17,15 5Pent 38 1341,46 | 1338,43 |27,10 10Pent
19 681,25 |678,22 18,79 5Pent 39 1473,50 |1470,48 |28,63 11Pent
20 813,29 |810,26 14,03 6Pent

A continuacién se muestran las identidades de los compuestos correspondientes a los picos de la tabla 5-11. Los picos
se agrupan cuando un oligosacarido individual no puede asociarse a un pico especifico, pero donde grupos de
oligosacéridos que tienen la misma masa podrian estar ligados a grupos de picos.

1 92va (Araa1-3)XyIB1-4Xyl, XylR1-4(Araa1-3)Xyl o
<Y ((Araa1-2)(Araa1-3))Xyl
3 XylB1-4XylB1-4Xyl
(Araa1-3)XylIB1-4XyIB1-4Xyl, XyIB1-4(Araa1-3)XylB1-4Xyl,
567 89v10 XyIB1-4XylB1-4(Araa1-3)Xyl, (Araa1-3)XylB1-4(Araa1-3)Xyl,
9 185y ((Araa1-2)(Araa1-3))XylB1-4Xyl o
XyIB1-4((Araa1-2)(Araa1-3))Xyl
11 XylB1-4XylB1-4XylB1-4Xyl
19 XyIB1-4[XyIB1-4]:Xyl
25 XyIB1-4[XyIB1-4]aXyl
30 XyIB1-4[XyIB1-4]sXyl
35 XylB1-4[XyIB1-416Xyl

Arabinano. El arabinano utilizado para la despolimerizaciéon procedia de la raiz de remolacha. Se propuso que el
arabinano produce tres isémeros de trisacaridos, Araa1-5Araa1-5Ara, (Araa1-3)Araa1-5Ara y Araal-5(Araal-3)Ara.
De hecho, se observaron tres isémeros en el cromatograma a TR 2,97, 3,94 y 4,77 minutos. Esta tendencia continud
para los cuatro isbmeros tetrasacéridos esperados, Araal1-5Araa1-5Araa1-5Ara, (Araal1-3)Araal-5Ara1-5Ara, Araal-
5(Araa1-3)Ara1-5Ara, Araa1-5Ara1-5(Araa1-3)Ara. Como era de esperar, se encontraron cuatro isémeros a TR 10,55,
11,03, 11,66 y 12,26 minutos. Se crearon un total de 34 oligosacaridos a partir del arabinano de remolacha (Tabla 5-
12).

En la tabla 5-12, cada subunidad marcada como "Pent" se selecciona independientemente de Ara unida por 1 no

sustituida y (Araa1-3)Ara unida por B1, cada una de las cuales est4 unida a la posicién 5 de una Ara o (Araa1-3)Ara
vecina.
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Tabla 5-12
N.° Masa Masa Tiempo de | Composicién | N.° Masa Masa Tiempo de | Composicidn
(m/z) neutra retencién (m/z) neutra retencién
(min) (min)

1 417,16 |414,14 |2,96 3Pent 18 945,33 942,31 17,26 7Pent
2 417,16 |414,14 | 3,94 3Pent 19 945,33 942,31 17,51 7Pent
3 417,16 | 41414 |4,77 3Pent 20 945,33 942,31 17,78 7Pent
4 549,20 |546,18 10,55 4Pent 21 945,33 942,31 18,00 7Pent
5 549,20 |546,18 11,03 4Pent 22 945,33 942,31 18,20 7Pent
6 549,20 |546,18 11,66 4Pent 23 1077,37 |[1074,35 |18,42 8Pent
7 549,20 |546,18 12,26 4Pent 24 1077,37 |[1074,35 19,13 8Pent
8 681,25 |678,22 13,52 5Pent 25 1077,37 | 1074,35 | 19,53 8Pent
9 681,25 |678,22 14,03 5Pent 26 1209,41 |12086,39 | 19,75 9Pent
10 681,25 |678,22 14,21 5Pent 27 1209,41 |12086,39 |20,20 9Pent
11 681,25 |678,22 14,50 5Pent 28 1209,41 |12086,39 |20,50 9Pent
12 681,25 |678,22 14,98 5Pent 29 1209,41 |12086,39 |20,75 9Pent
13 813,29 |810,26 15,11 6Pent 30 1341,46 |1338,43 |21,37 10Pent
14 813,29 |810,26 15,57 6Pent 31 1341,46 |1338,43 |21,62 10Pent
15 813,29 |810,26 16,13 6Pent 32 1473,50 |1470,48 |22,32 11Pent
16 813,29 |810,26 16,32 6Pent 33 1605,54 | 1602,52 |23,54 12Pent
17 813,29 |810,26 16,52 6Pent 34 1737,58 | 1734,56 |25,02 13Pent

Se determind que los compuestos 1 a 3 de la tabla 5-12 eran Araa1-5Araa1-5Ara, (Araa1-3)Araal1-5Ara y Araal-
5(Araa1-3)Ara, aunque adn no se ha determinado definitivamente el oligosacarido especifico correspondiente a cada
pico. Se determiné que los compuestos 4 a 7 eran Araa1-5Araal-5Araal1-5Ara, (Araal-3)Araal-5Ara1-5Ara, Araal-
5(Araa1-3)Ara1-5Ara y Araal-5Aral-5(Araal-3)Ara, aunque aln no se ha determinado definitivamente el
oligosacérido especifico correspondiente a cada pico.

Ejemplo 6. Estrategias para la caracterizacién estructural de oligosacaridos.

La caracterizacion estructural de los oligosacéridos es complicada y poco &gil; por tanto, a menudo se desarrollan
nuevas estrategias a medida que se descubren nuevos tipos y clases de oligosacéaridos. Los oligosacaridos
preparados de acuerdo con la presente divulgacidon se clasifican en diferentes categorias, por ejemplo, 1)
oligosacéridos procedentes de polisacaridos homopoliméricos, que contienen un Unico tipo de monosacérido y un
Unico tipo de enlace glucosidico (por ejemplo, amilosa, galactano, manano, curdlano y celulosa); 2) oligosacaridos
procedentes de polisacaridos poliméricos heteropoliméricos, que contienen monémeros no isoméricos de diversos
pesos moleculares y diferentes enlaces glucosidicos (xilano y xiloglucano); 3) oligosacéaridos procedentes de
polisacéaridos heteropoliméricos, que contienen diferentes tipos de mondémeros isoméricos que tienen el mismo peso
molecular y/o diferentes tipos de enlaces glucosidicos (glucomanano, galactomanano y arabinoxilano);, y 4)
oligosacéridos procedentes de polisacaridos homopoliméricos, que contienen una sola unidad de monosacérido y
diferentes tipos de enlaces glucosidicos (arabinano, liquenina y p-glucano). Se creé un diagrama de flujo (Figura 7)
para emparejar los componentes de oligosacaridos con la légica respectiva que puede aplicarse para su
caracterizacién. A continuacién se describen algunos ejemplos.

Estrategia 1: Caracterizacién estructural de homopolimeros

Los homopolimeros son los oligosacaridos mas sencillos de caracterizar. Los homopolimeros se identificaron por la
presencia de una sola unidad monomérica, cuando se determina mediante un analisis de monosacaridos, y de sélo
un tipo de enlace lineal terminal, cuando se determina mediante un analisis de enlaces glucosidicos. Una vez
determinado el homopolimero, se realizd un analisis de oligosacaridos por HPLC-MS para determinar el grado de
polimerizacién. Por ejemplo, el galactano contenia el 88 % de galactosa (Tabla 5-1) y sélo dos enlaces glucosidicos
principales, el 58,84 % de 4 enlaces y el 30,53 % de enlaces terminales (Tabla 5-2), lo que indica que se trata de un
homopolimero. El analisis de oligosacéridos por HPLC-MS mostré siete picos correspondientes a los GP de 3 a 9. Por
tanto, los oligosacaridos se asignaron a ser polimeros de Galp1-4Gal (Tabla 5-4).

Estrategia 2: Caracterizacion estructural de heteropolimeros con monémeros heteromasa

Los heteropolimeros con monémeros heteromasa pueden ser los oligosacéridos estructuralmente mas complicados,
sin embargo, la heterogeneidad de la masa da lugar a oligosacaridos que pueden diferenciarse por fragmentacién en
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un espectrometro de masas. El xiloglucano es un ejemplo de heteropolimero con mondémeros heteromasa porque
contiene glucosa y galactosa (180,16 Da) y xilosa (150,13 Da). Una descripcién completa de la caracterizacién con
flujos I6gicos basados en la fragmentacion se muestra en el ejemplo 4 y la figura 6.

Estrategia 3: Caracterizacion estructural de heteropolimeros con monémeros homomasa

Los heteropolimeros con mondémeros homomasa son los oligosacaridos mas complicados de dilucidar
estructuralmente debido al elevado nimero de estructuras posibles, pero también a la falta de informacidén que puede
obtenerse mediante la fragmentacién por MS. Una estrategia que se puede utilizar para caracterizar los oligosacéaridos
es la estrategia de agrupacion, en la que los grupos de isémeros de oligosacaridos se asignan a grupos de picos
cromatograficos con la misma masa. Esta estrategia es particularmente util cuando el nimero de isémeros por GP es
coherente con el numero de isémeros posibles dictado por los perfiles monoméricos y de enlace glucosidico. Por
ejemplo, esta estrategia se utilizé6 con el B-glucano, que contiene mezclas de polimeros de glucosa B1-3 y p1-4
(Ejemplo 5, tablas 5-2 y 5-3). Cuando la agrupacién de oligosacaridos no es suficiente, se pueden utilizar los métodos
de caracterizaciénde novo para la caracterizacién estructural como se describe a continuacién en el ejemplo 6,
estrategia 4.

Estrategia 4: Caracterizacion de novo y no sesgada de polimeros

Las estructuras de los productos de oligosacaridos producidos en el presente documento que no pueden describirse
mediante las estrategias légicas 1 a 3, estaban y/o estén caracterizados, de acuerdo con el siguiente enfoque de novo.

Fraccionamiento de oligosacaridos

El fraccionamiento y la deteccién de oligosacaridos se realizaron en un HPLC Agilent 1260 serie Infinity Il acoplado a
un espectrometro de masas Agilent 6530 Q-TOF y un colector de fracciones Teledyne Isco Foxy 200. Los
oligosacéridos se separaron primero en una columna Hypercarb de 150 mm x 4,6 mm de Thermo Scientific con un
tamafio de particula de 5 pm. Se empled un gradiente binario que consistia en el disolvente A: acetonitrilofagua (3 %
(v/v) + &cido férmico al 0,1 %)

y el disolvente B: acetonitrilo/agua al 90 % + acido férmico al 0,1 %). Para la separaciéon cromatografica se utilizé un
gradiente de 90 minutos con un caudal de 1 ml/min: 5-12 % de B, 0-90 min; 12-99 % de B, 90-90,01 minutos; 99-99 %
de B, 90,01-110 min; 99-5 % de B, 110-110,01 min; 5-5 % de B, 110,01-120 min. Después de la columna, un divisor
de flujo 90:10 reparti6 la corriente mayor hacia el colector de fracciones y la menor hacia el espectrémetro de masas
Q-TOF. Los datos del QTOF se recogieron en el modo positivo y se calibraron con iones de calibracién internos que
estaban en el intervalo de m/z 118,086-2721,895. El gas de secado se ajustdé a 150 °C y con un caudal de 11 I/min.
Los voltajes de RF del fragmento, skimmer y Octupole 1 se ajustaron a 75, 60 y 750V, respectivamente. La
fragmentacion se realizé a una velocidad de 1 espectros/segundo. La energia de colisién se bas6 en la masa del
compuesto y se expresé mediante la funcién lineal (Energia de colision) = 1,3*(m/z)-3,5. Las fracciones se recogieron
en placas de 96 pocillos arazén de 30 segundos por fraccién. Las fracciones recogidas se secaron hasta su finalizacién
mediante centrifugacién al vacio y se reconstituyeron en 100 ul de agua nanopura. Se transfirié una alicuota de 10 pl
a otra placa de 96 pocillos para analizar la composicién de monosacéaridos, mientras que los 90 ul restantes se
sometieron al anélisis de enlace glucosidico.

Anélisis de la composicién de monosacaridos de oligosacaridos fraccionados

En resumen, los oligosacaridos fraccionados se sometieron a hidrélisis 4cida con TFA 4 M durante 2 horas a 100 °C.
Las muestras se secaron hasta su finalizacién mediante centrifugacion al vacio. Las muestras y los patrones de
monosacéridos (0,001 a 100 pg/ml) se derivatizaron con PMP 0,2 M en metanol y NH4sOH al 28 % a 70 °C durante 30
minutos. Los productos derivados se secaron hasta su finalizacibn mediante centrifugacién al vacio y se
reconstituyeron en agua nanopura. El exceso de PMP se eliminé mediante extraccidén con cloroformo. La capa acuosa
se analiz6 mediante un UHPLC Agilent 1290 infinity Il acoplado a un MS Agilent 6495A QqQ empleando el modo de
monitorizacién dindmica de reacciones multiples (dIMRM). Una curva patrén externa comprendida por patrones de
monosacéridos (fructosa, manosa, alosa, glucosa, galactosa, ramnosa, fucosa, ribosa, xilosa, arabinosa, acido
glucurdnico, acido galacturdnico, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina) que variaban de 0,001 a 100 pg/ml se
utilizaron para la cuantificacién absoluta de cada monosacérido en las fracciones. Se pueden encontrar descripciones
detalladas del método en Xu et a/.?® y Amicucci et al.?*

Anélisis de enlaces de oligosacéridos fraccionados

El andlisis de enlaces glucosidicos se analiz6 a la manera de Galermo et al.?® En resumen, los oligosacaridos
fraccionados y un grupo de patrones de oligosacéridos (2-O-(a-D-manosa-piranosil)-D-manopiranosa, 1,4-D-xilobiosa,
1,5-a-L-arabinotriosa, 1,3-0-1,6-a-D-manotriosa, isomaltotriosa, 4-O-(B-D-galactopiranosil)-D-galactopiranosa,
lactosa, 2'-fucosilactosa, nigerosa, 3-O-(B-D-galactopiranosil)-D-galactopiranosa, 3-O-(a-D-manopiranosil)-D-
manopiranosa, 1,4-B-D-manotriosa, maltohexaosa, 1,6-a-D-manotriosa y amilopectina obtenida de Carbosynth
(Compton, Reino Unido), galactano (Lupin), 3'3-a-L-arabinofuranosilxilotetraosa, soforosa, galactano, xiloglucano,
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manano, galactomanano, xilano de haya, arabinoxilano, arabinano, glucomanano, obtenido de Megazyme (Chicago,
IL): los monosacaridos parcialmente permetilados restantes sintetizados como se describe en Galermo et al.>®) se
hicieron reaccionar con NaOH saturado y yodometano en DMSO. Los residuos de NaOH y DMSO se eliminaron
mediante extraccién con DCM y agua. La capa de DCM se secd hasta su finalizacién mediante centrifugacion al vacio.
Las muestras se hidrolizaron y derivatizaron del mismo modo que el anélisis de monosacaridos.

Las muestras no se sometieron a extraccién con cloroformo y se reconstituyeron en metanol/agua al 70 % (v/v). Las
fracciones se analizaron en un UHPLC Agilent 1290 infinity Il acoplado a un MS Agilent 6495A QgQ en modo de
monitorizacién de reacciones mdltiples (MRM). El conjunto de patrones de oligosacaridos mencionado anteriormente
se utilizd para asignar los enlaces glucosidicos presentes basandose en su m/z, espectros de fragmentacién y tiempo
de retencion.

Anélisis RMN de oligosacaridos fraccionados

Los espectros de RMN se registraron a 303 K en un espectrémetro Bruker AVANCE Il de 800 MHz equipado con una
criosonda Bruker CPTCI| de 5 mm. Las muestras se obtuvieron mediante la combinacién de diez colecciones de
oligosacéridos fraccionados de los mismos componentes verificados con datos de MS HPLC-QTOF y MS/MS. En
funcién de la informacién sobre monosacaridos y enlaces, se seleccionaron los oligosacaridos mas abundantes para
el andlisis por RMN. Cada una de estas fracciones agrupadas seleccionadas se secd mediante centrifugacién al vacio
antes de ser reconstituida en 0,4 ml de D-O, y se midié utilizando 1D 1H (retardo de relajacién (D1) 2 s; nimero de
exploraciones (NS, del inglés number of scans) 128), 13C RMN (D1 1,5 s; NS 6000-15000) y 2D 1H-1H COSY (D1
1,5's; NS 8), 1H-13C HSQC (D1 2 s; NS 4), HMBC (D1 1,5 s; NS 16) y H2BC (D1 1,5 s; NS 16). A continuacién, los
espectros se procesaron con Bruker TopSpin 3.2 y se analizaron con MestReNova. Los desplazamientos quimicos
experimentales, junto con los datos necesarios de monosacéridos y enlaces, se calcularon con el programa CASPER,
donde las estructuras de oligosacéridos, incluidos los caracteres anoméricos de los enlaces, se predijeron con
puntuaciones de clasificacién.>®

Visién general del método

Para el analisis estructural de oligosacaridos que no eran caracterizables por los métodos faciles presentados en el
ejemplo 6, las estrategias 1 a 3, se describié en el presente documento un método utilizado con éxito para su
elucidacidon de novo. Esta estrategia también puede emplearse para caracterizar totalmente la estructura de cualquiera
de los restantes oligosacaridos no caracterizados presentados en el presente documento. En esta estrategia, los
productos oligosacaridos se separan cromatograficamente en grupos de menor nimero de compuestos, conteniendo
muchos estructuras Unicas. El eluyente de LC se reparte entre el QTOF para MS y MS/MS y una placa de recogida
de 96 pocillos. Los espectros de masas QTOF MS y MS/MS proporcionan la informacion estructural relativa a las
composiciones de monosacéridos y al grado de polimerizacién de oligosacaridos de los compuestos recogidos en
tiempos de retencidén Unicos. Sin embargo, el uso exclusivo de los datos de los espectros de masas de QTOF MS y
MS/MS puede no identificar los constituyentes monosacaridos, los enlaces o el caracter anomérico del enlace (alfa
frente a beta). En dichos casos, las fracciones recogidas (por ejemplo, aproximadamente 200) se analizan
posteriormente mediante un analisis rapido de monosacaridos y enlaces para obtener estructuras casi completas de
cada componente oligosacarido.

En uno de estos ejemplos se utilizé el polisacarido galactomanano para ilustrar las capacidades de estos
procedimientos de trabajo. El cromatograma LC-MS arrojé principalmente polimeros de hexosas con composiciones
de monosacaridos desconocidas (combinaciones de galactosa y manosa), enlaces o ramificaciones (Figura 8A). Las
fracciones de la LC-MS se recogieron en incrementos de 30 segundos, obteniéndose un total de 192 fracciones. Se
analiz6 cada fraccién en busca de composiciones de monosacaridos como se ha descrito anteriormente en "anélisis
de composicién de monosacaridos de oligosacaridos fraccionados ", y los resultados se muestran en la figura 8B. La
informacién de enlace se obtuvo de forma similar utilizando un procedimiento de trabajo independiente para el analisis
de enlace exhaustivo como se ha descrito anteriormente en "anélisis de enlace de oligosacaridos fraccionados.
Cuando los tres procedimientos de trabajo (monosacarido, enlace glucosidico y analisis de oligosacéaridos) se
integraron, proporcionaron informacién estructural que describia oligosacaridos con composiciones de monosacéridos
e informacién sobre enlaces glucosidicos.

Para obtener la caracteristica estructural final y el caracter anomérico de los enlaces, las fracciones de oligosacaridos
aisladas se seleccionaron para su analisis por RMN utilizando 1H, 13C RMN y una combinacién de técnicas que
incluye COSY, HSQC, HMBC y H2BC descritas anteriormente en "Analisis por RMN de oligosacaridos fraccionados ",
y los resultados se muestran en la figura 8C. Los enlaces obtenidos por MS y las composiciones de monosacéridos
facilitaron enormemente la interpretacién por RMN al limitar la resolucion necesaria para determinar las estructuras
exactas. Este enfoque de procedimientos de trabajo multiple produjo estructuras absolutas de oligosacaridos, que
también se utilizaron para recapitular la estructura polimérica parental (Figura 8D).

En consecuencia, las estructuras de cualquiera de los picos de oligosacaridos descritos en las tablas (Tablas 4, 5-3,

5-4, 5-5, 5-6, 5-7, 5-8, 5-9, 5-10 y 5-11) pueden dilucidarse mediante las estrategias presentadas en las estrategias 1
a 4. Especificamente, los oligosacaridos 1 a 24 de la tabla 4 se caracterizaron mediante la estrategia 2, mientras que
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los oligosacaridos 25 a 35 de la misma tabla se caracterizaron mediante la estrategia 3 y podrian caracterizarse
también mediante la estrategia 4. Todos los oligosacaridos de las tablas 5-3, 5-4 y 5-5 se caracterizaron mediante la
estrategia 2. Los oligosacaridos de la tabla 5-6 se caracterizaron mediante la estrategia 3 y se pueden caracterizar
también mediante la estrategia 4. Las estructuras de los oligosacéridos 2, 5, 10 y 18 se caracterizaron como
compuestos homélogos a los compuestos identificados en el curdlano porque tenian la misma masa y tiempo de
retencién. Los oligosacéridos de la tabla 5-7 se caracterizaron mediante la estrategia 3, y se pueden caracterizar
también mediante la estrategia 4.

Los oligosacaridos 1, 9, 27, 47 y 79 de la tabla 5-8 se caracterizaron por su homologia con estructuras encontradas
en el manano; los oligosacaridos 2 a 7 y 10 a 23 se caracterizaron mediante la estrategia 3 y se pueden caracterizar
también mediante la estrategia 4; los oligosacéridos 8, 24 a 26, 28 a 46, 48 a 78 y 80 a 164 se pueden caracterizar
mediante la estrategia 4.

Los oligosacaridos 1, 4, 17, 26, 36 y 43 de la tabla 5-9 se caracterizaron por su homologia con las mismas estructuras
del manano; los oligosacaridos 2, 3, 5a 7,10 a 16, 18 a 22 y 27 a 32 se caracterizaron mediante la estrategia 3 y se
pueden caracterizar también mediante la estrategia 4; los oligosacaridos 23 a 25, 27 a 35, 37 a 42 y 44 a 47 se pueden
caracterizar mediante la estrategia 4.

Los oligosacaridos 1, 2, 6, 11, 17 y 24 de la tabla 5-10, se caracterizaron mediante la estrategia 2; los oligosacaridos
3ab, 7a10, 12 a 16y 18 a 23 se caracterizaron mediante la estrategia 3 y se pueden caracterizar también mediante
la estrategia 4; los oligosacaridos 25 a 27 se pueden caracterizar mediante la estrategia 4.

Los oligosacaridos 3, 11, 19, 25, 30 y 35 de la tabla 5-11 se caracterizaron por homologia con estructuras encontradas
en el xilano; los oligosacéridos 1, 2, 4 y 5 a 10 se caracterizaron mediante la estrategia 3 y se pueden caracterizar
también mediante la estrategia 4; los oligosacaridos 12 a 18, 20 a 24, 26 a 29, 31 a 34 se pueden caracterizar mediante
la estrategia 4.

Los oligosacéridos 1 a3 y 4 a 7 de la tabla 5-12 se caracterizaron mediante la estrategia 3 y se pueden caracterizar
también mediante la estrategia 4; los oligosacaridos 8 a 34 se pueden caracterizar mediante |la estrategia 4.
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon que comprende oligosacaridos sintéticos, en donde los oligosacaridos sintéticos se seleccionan
de 1 cualquiera de los compuestos:

Glcp1-4Glcp1-3Glc,
Glcp1-3GIcp1-4Glc,
Glcp1-3GIcp1-4Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-3GIc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Gle,
Glep1-3GIcp1-4Glc1-3Gle,
Glcp1-3GIcp1-4Glc1-4Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-3Glc1-4Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-3Glc1-4Glc,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-4Glc1-3Gle,
Glcp1-3GIcp1-4Glc1-4Glc1-4Glc1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-3Glc1-4Gle1-4Glc1-4Glc,
Glcp1-4GlcB1-4Glc1-3Glc1-4Glc1-4Gle,
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-4Gle1-3Glc1-4Glc,
Glcp1-3GIcp1-4Glc1-4Glc1-4Gle1-3GIc o
Glcp1-4Glcp1-4Glc1-4Gle1-4Glc1-3Gle.

2. La composicion de la reivindicacidén 1, en donde los oligosacaridos sintéticos se seleccionan de 2 cualquiera de los
compuestos.

3. La composicion de la reivindicacién 1, en donde los oligosacéaridos sintéticos se seleccionan de 3 cualquiera de los
compuestos.

4. La composicion de la reivindicacidén 1, en donde los oligosacaridos sintéticos se seleccionan de 4 cualquiera de los
compuestos.

5. La composicién de la reivindicacién 1, en donde los oligosacéaridos sintéticos se seleccionan de 5 cualquiera de los
compuestos.

6. La composicion de la reivindicacidén 1, en donde los oligosacaridos sintéticos se seleccionan de 6 cualquiera de los
compuestos.

7. La composicién de la reivindicacién 1, en donde los oligosacéaridos sintéticos se seleccionan de 7 cualquiera de los
compuestos.

8. La composicién de la reivindicacién 1, en donde los oligosacéaridos sintéticos se seleccionan de 9 cualquiera de los
compuestos.

9. La composicion de la reivindicacion 1, en donde los oligosacaridos sintéticos se seleccionan de 11 cualquiera de
los compuestos.

10. La composicidn de la reivindicacién 1, en donde los oligosacaridos sintéticos se seleccionan de 14 cualquiera de
los compuestos.

11. La composicidn de la reivindicacién 1, en donde los oligosacéridos sintéticos se seleccionan de los 16 compuestos.

12. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde los oligosacaridos sintéticos proceden
de la despolimerizacidén de B-glucano o liquenano, opcionalmente, en donde el B-glucano se encuentra en un cereal.

13. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde la despolimerizacién comprende un
tratamiento oxidativo con peréxido de hidrégeno y un metal de transicién o metal alcalinotérreo, seguido de escision
inducida por base.

14. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde los oligosacaridos sintéticos estan
presentes en una cantidad del 90 % en peso al 99 % en peso, en funcién el peso total de los oligosacaridos en la
composicién.

15. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde la composicién est4 en forma de un

producto alimenticio, un suplemento, un simbidtico, un excipiente farmacéutico o un producto farmacéutico,
opcionalmente, en donde el suplemento es un suplemento geriéatrico.
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