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DESCRIPCION

Meétodo quimico-enzimatico para la modificacién de materiales de carbohidrato polimérico.

Ambito de la invencion

La presente invencién se refiere a un método quimico-enzimatico para la modificacién de materiales de carbo-
hidrato polimérico, en particular a la utilizaciéon de un interfaz polimérico activado para introducir grupos quimicos
especificos sobre la superficie de cualquier material de carbohidrato polimérico con el objeto de alterar las propiedades
fisico-quimicas de dicho material, asi como de materiales producidos con este método y productos que comprenden
estos materiales.

Antecedentes y estado de la técnica

Practicamente todos los materiales de celulosa utilizados en las industrias del papel y del cartén asi como en
la industria textil son tratados quimicamente para alterar las propiedades superficiales de dichos materiales, ya sea
antes, (por ejemplo pulpa de madera, hebra de algodén, etc) o después de la transformacion del producto en su forma
tridimensional final (por ejemplo hojas, cartén ondulado, tejidos, etc). El tratamiento de los materiales de celulosa con
aditivos quimicos en diversos momentos del proceso de fabricacion produce cambios importantes en las propiedades de
la superficie de la fibra. Por ejemplo, se afiade carboxi metilcelulosa, un derivado aniénico de la celulosa, a las pulpas
de la madera para aumentar la retencion de los rellenos catiénicos y agentes encolantes habitualmente utilizados.

De forma similar, se afiaden encolantes organicos como alquil ceteno dimero y anhidrido succinico durante la
formacioén de la hoja de papel para aumentar la hidrofobicidad y hacer que la hoja se pueda imprimir. En la utilizacién
de materiales de celulosa como agentes de envasado para liquidos y alimentos, el papel y el cartén se suelen laminar
con un termopldastico, como el polietileno para proporcionar una barrera impermeable a soluciones acuosas. Tanto los
textiles como las hojas de papel se tifien o imprimen de forma rutinaria, lo cual constituye otro ejemplo de modificacién
de la superficie. Gran parte de la tecnologia actual en los papeles para documentos de valor y para el envasado (billetes
de banco, documentos y papeles rastreables) se basa en el tratamiento de las superficies con productos quimicos
especificos que se pueden analizar posteriormente para determinar su autenticidad. Ademads, los materiales celuldsicos
presentan un gran potencial en la industria de los polimeros para una amplia gama de aplicaciones, como agentes de
relleno, laminados y productos para paneles, compuestos madera - polimero, compuestos poliméricos, aleaciones y
mezclas, y derivados de celulosa.

No obstante, debido a ciertos cuellos de botella en su fabricacién o en el rendimiento, la utilizaciéon de dichos
compuestos sigue siendo limitada. En los dltimos afios, hay una mayor demanda de agentes de relleno para superficies
modificadas que mejoran las propiedades del polimero virgen y reducen el coste o el peso de los productos terminados.
La optimizacién del enlace interfacial entre la fibra y la matriz del polimero constituye un aspecto importante con
respecto al rendimiento mecanico 6ptimo y a la durabilidad de los compuestos reforzados con fibra. La calidad del
interfaz fibra-matriz es importante para la aplicacion de fibras naturales como refuerzo de plasticos. Como las fibras y
las matrices son quimicamente diferentes, se requiere una fuerte adhesion en sus interfaces para que se produzca una
transferencia eficaz del esfuerzo y una distribucion del enlace por el interfaz. Se necesitan por lo tanto nuevos métodos
para la derivacién de la celulosa, con el objeto de mejorar la adhesién fibra-matriz para el procesamiento de polimeros,
adhesivos y materiales compuestos nuevos.

La tecnologia actualmente disponible para la modificacién de la superficie de la fibra de celulosa por medio de
tratamientos quimicos y fisicos carece de cierto grado de control en la forma en que se introducen los agentes sobre
la superficie de la fibra. Un inconveniente particularmente importante que presenta la modificacién quimica directa
de la célula es que la mayoria de los productos quimicos penetran en la estructura de la fibra y las modificaciones
quimicas que se producen en el interior de las fibras conducen a la pérdida de la estructura y de las propiedades de
la fibra. Como catalizadores, las enzimas son altamente especificas en su forma de actuar y ofrecen por lo tanto una
alternativa atractiva a los métodos tradicionales. Ademas, la naturaleza proteinicea de estos catalizadores significa que
son facilmente degradables y no nocivos para el medio ambiente. Ademads, las enzimas actian de forma natural en la
superficie eliminando por lo tanto el problema de penetracién en la estructura de la fibra.

Las enzimas de degradacién que catalizan la descomposicién de sus sustratos por la segmentacién de los enlaces
quimicos son objeto de gran atencién en los dltimos 15 afios para el tratamiento de materiales de celulosa, principal-
mente en la industria de la pulpa y del papel. Por ejemplo, se utilizan ligninasas para mejorar la blanqueabilidad y el
brillo de las pulpas eliminando la lignina, mientras que el tratamiento con xilanasa facilita la eliminacién de la lignina
re-precipitada durante el proceso de coccién. De forma similar, se utilizan celulasas en gran medida en la industria
textil para conseguir el acabado de las prendas. Por ejemplo el tratamiento con celulasa de la mezclilla ha sustituido
en gran medida el tambor mecdnico con piedra pémez para crear el efecto denominado de “apomazado”. Las celu-
lasas son también un ingrediente clave en cierto nimero de detergentes de lavanderia donde actian como agentes de
desempilamiento (depilling agents) recortando enzimaticamente las fibras de algodén deshilachadas.

Pese a la amplia utilizacién de enzimas de degradacion en la modificacién de las fibras de celulosa, la utilizacién
de enzimas que trabajen en la direccién opuesta, es decir la direccidn sintética, esta poco desarrollada. Esto es debido
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en gran parte a que se conoce relativamente poco de las enzimas responsables de la sintesis de polisacdridos como la
celulosa y 1a hemicelulosa. La mayoria de estas enzimas conocidas como transferasas nucleétido azicar - dependientes
estan unidas a la membrana celular, lo cual dificulta su aislamiento y caracterizacién. Ademas, la preparacién de los
azucares activados resulta cara. La utilizacion de transferasas nucleétido dependientes de azicar en la modificacion de
la fibra celulésica queda limitada ademds por el hecho de que no se tolera la modificacion quimica del anillo del azticar
de los sustratos naturales que se incorporan al final en la cadena creciente de polisacaridos. Aparte de las transferasas,
se pueden utilizar también glicosil hidrolasas que utilizan un mecanismo de reaccién de retencién como ciertas (-
glucosidasas o celulasas, para la sintesis de carbohidrato si se excluye el agua de la mezcla de reaccién. Cuando se
encuentran en disolventes orgdnicos, estas enzimas catalizan las reacciones de transglicosilaciéon que conducen a la
formacién en lugar de a la degradacion de enlaces glicosilicos.

No obstante, la necesidad de utilizar disolventes orgdnicos constituye un inconveniente notable de este método.
Ademés, la retencion de glicosidasas se puede disefiar para eliminar su nucledfilo catalitico. Este tipo de enzima no
puede formar un intermedio enzima - sustrato covalente necesario para la hidrélisis aunque puede catalizar la conden-
sacion de azucares aceptores y donadores adecuados juntos, si el azicar donador se fluora para mimetizar el estado
de transicion de la reaccion. Al igual que ocurre con las glicosil transferasas dependientes de nucleétido, el inconve-
niente es la necesidad de sustratos activados que limitardn la utilizacién de la tecnologia en aplicaciones a gran escala.

Por consiguiente, es preciso desarrollar procesos para la introduccién de una amplia gama de productos quimicos
con funcionalidades diferentes en materiales carbohidratos polimeros y en particular en fibras de celulosa, sin com-
prometer el caricter intacto de la estructura de la fibra. En el caso ideal, el proceso incorporard una o mds enzimas,
desprovistas de actividad hidrolitica u otra actividad degradante, ya que esto se opondria a todo intento de agregar
grupos quimicos a las fibras.

El documento EP 562 832 describe una codificacién génica para una endo-xiloglucan transferasa y sugiere que se
utilice ese gen para regular la morfologia de una planta. La descripcién también menciona un método de transferencias
de moléculas de xiloglucano que supone dividir una unién en una molécula de xiloglucano utilizando una endoglucan
transferasa y unir el extremo reductor resultante de segmento molecular de xiloglucano a D-glucosa del extremo
no reductor de otra molécula de xiloglucano. Repitiendo este proceso cierto nimero de veces, se pueden construir
moléculas de xiloglucano de estructura arbitraria que, segtin se dice, se pueden aplicar a la sintesis de polisacaridos
hibridos.

El documento US 5.968.813 (una continuacién de PCT/DK9600538, publicado como WO 97/23683) describe un
proceso para mejorar las propiedades de resistencia de los materiales de celulosa, segtin el cual se pone en contacto
un material de celulosa con una xiloglucan endo trans glicosilasa (XET) en un medio acuoso. El tratamiento por XET
aumenta al parecer la reticulacion entre las fibras de celulosa, mejorando por lo tanto la resistencia y/o la estabilidad
de forma del material de celulosa.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para modificar un material de carbohidrato polimérico (PCM), método
que comprende una etapa de unién de un grupo quimico que tiene una funcionalidad deseada a dicho material de
carbohidrato mediante una molécula ligante de carbohidrato que lleva el grupo quimico y comprende un polimero de
carbohidrato soluble (SCP) que comprende una hemicelulosa, siendo capaz dicha molécula ligante de unirse al PCM.

En una realizacién, el método comprende las etapas de aportar un fragmento de polimero de carbohidrato (CPF)
que comprende un grupo quimico que tiene una funcionalidad deseada, que podria ser habitualmente hidréfobo, carga-
do, reactivo. El CPF se pone en contacto con un polimero de carbohidrato soluble (SCP) en condiciones que conducen
a la formacién de un complejo entre el CPF y por lo menos una parte del SCP. E1 PCM es finalmente modificado al
dejar que el SCP se una con el PCM.

La presente invencion se refiere ademds a materiales y composiciones creadas por el método y a materiales y
composiciones que comprenden el complejo del PCM y un SCP que comprende un grupo quimico que tiene una
funcionalidad deseada.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para modificar un material de carbohidrato polimérico (PCM), método
que comprende una etapa de fijaciéon de un grupo quimico que tiene una funcionalidad deseada a dicho material de
carbohidrato por medio de una molécula ligante de carbohidrato que comprende el grupo quimico y comprende un
polimero de carbohidrato soluble (SCP), que comprende una hemicelulosa, siendo capaz dicha molécula ligante de
carbohidrato de unirse al PCM.

Una realizacién de este método se ilustra en la figura 1, que muestra el PCM (1) no modificado, y la molécula
ligante de carbohidrato (CLM) (2), comprendiendo dicha CLM (2) por lo menos una parte de un SCP (3) y un grupo
quimico (5) y opcionalmente completado con un fragmento de polimero de carbohidrato (CPF) (4) que comprende
el grupo quimico. Como la molécula ligante de carbohidrato puede fijarse al PCM, la unién se producird cuando se
ponga en contacto el PCM.
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En otra realizacién de la invencidn, el método comprende las etapas de

(1) proporcionar un fragmento polimero de carbohidrato (CPF) que comprende un grupo quimico que tiene una
funcionalidad deseada,

(i1) poner en contacto dicho CPF que comprende el grupo quimico con un carbohidrato polimérico soluble (SCP)
en condiciones que conducen a la formacién de un complejo constituido por dicho CPF que comprende el grupo
quimico y el SCP, formando el CPF y SCP juntos la molécula ligante de carbohidrato (CLM), y

(iii) poner en contacto dicha CLM con el PCM que se va a modificar en condiciones en las que la CLM se une al
PCM para obtener el material de carbohidrato polimérico modificado.

El término “materiales de carbohidrato polimérico” abreviado “PCM” se refiere a un material que comprende un
material de carbohidrato polimérico insoluble en agua y/o material de carbohidrato poliméricooluble en agua. E1 PCM
puede ser cualquier material, constituido total o parcialmente por unidades repetidas de uno o mas monosacaridos.
Estos PCM suelen ser compuestos de dos o mds tipos diferentes de carbohidratos poliméricos o un polimero de
carbohidrato y otros polimeros como proteina. El PCM puede comprender una quitina, que es un polimero de N-acetil
glucosamina, que suele formar complejos con proteinas u otros polisacaridos como manano.

El PCM puede comprender también celulosa. La celulosa puede ser un homopolimero de unidades de glucosas -
1,4-ligadas. Los largos homo polimeros de glucosa (por ejemplo 8-15000 unidades de glucosa) se amontonan unos
sobre otros por medio de enlaces de hidrégeno, formando de este modo un material insoluble. Estos materiales de
celulosa pueden ser completamente cristalinos o pueden presentarse en forma desordenada, amorfa o pueden ser
una mezcla de ambos. Pueden producirse también solubilizando en primer lugar el material de celulosa insoluble,
regenerandolo luego para formar material de celulosa insoluble con una organizacién de cadena diferente (celulosa
1D).

La celulosa en las paredes celulares de la planta forma complejos con otros polisacédridos solubles de la pared
celular como las hemicelulosas y la pectina. Como ejemplos de PCM que comprenden celulosa y/o compuestos de
celulosa / hemicelulosa se pueden citar las fibras de celulosa, microfibrilas de celulosa (fibras cerdmicas), papel y
productos de pulpa y materiales de celulosa.

Como se podrd apreciar en la descripcion y en los ejemplos, el término PCM se refiere a cualquier estructura
en pequefios polimeros (por ejemplo dimensiones inferiores a 1 nm), grandes polimeros (por ejemplo dimensiones
comprendidas entre 0,1 - 1000 nm), agregados de polimeros (dimensiones de 1 a 10000 nm), fibras (por ejemplo
dimensiones 0,1 a 100.000 um), agregados de fibras, por ejemplo dimensiones de 0,00001 a 1000 m).

El término “fibra celuldsica” se refiere a una célula vegetal constituida por una pared celular primaria exterior,
que encapsula una pared celular secundaria mds gruesa y mds compleja. El componente esencial de la fibra es la
celulosa, que es el componente que lleva la carga de las paredes celulares de la planta. Segtin las diferentes secuencias
de pulpacion, las fibras de pulpa pueden contener o no material de pared celular primaria. El término “microfibrilas
de celulosa” se refiere a las unidades elementales de cristales de celulosa producidos por plantas u otros organismos.
Las microfibrilas de celulosa se pueden preparar a partir de fibras celuldsicas vegetales o mds facilmente a partir de
cultivos de bacterias sintetizadoras de celulosa tales como Acetobacter xylinum spp.

En el contexto de la presente invencion, las fibras de celulosa se pueden extraer de una planta anual como por
ejemplo lino, cdfiamo o cereales o de una planta perenne como por ejemplo algodén, dlamo, abedul, sauce, eucalipto,
alerce, pino, picea. Las microfibrilas de celulosa se pueden obtener a partir de cultivos bacterianos de por ejemplo
Acetobacter xylinum spp. Un papel o producto de pulpa puede ser cualquier material que contiene celulosa, conocido
en el estado de la técnica. Se trata, sin que esto suponga limitacion, de materiales como madera o fibras de pulpa,
diferentes pulpas quimicas, pulpas mecdanicas y termomecdanicas, pulpas apomazadas, papeles de filtro, papeles finos,
papel continuo, materiales de celulosa regenerada, cartén para contracolado, tejido y otros productos higiénicos, papel
para sacos y papel kraft, otros materiales de embalaje, cartones de particulas y de fibras, asi como superficies de
productos s6lidos de madera o compuestos de madera y fibra.

Otros ejemplos de PCM son los materiales de carbohidrato polimérico utilizados en aplicaciones médicas, como
membranas, geles, perlas utilizadas en diagndstico o tecnologia de separacién y membranas utilizadas en aplicaciones
electrénicas. El producto de fibra, dentro del contexto de la presente invencidn, puede ser también un nuevo tipo de
compuesto con otros polimeros o materiales naturales o sintéticos asi como compuestos electrénicos.

Dentro del contexto de la presente invencién, una tela de celulosa es cualquier tela que contiene celulosa, conocida
en el estado de la técnica como algodén, viscosa, cupro, fibras de acetato y de triacetato, modal, rayon, fibras de ramio,
lino, Tencel®, etc o mezclas de lo anterior o mezclas de cualquiera de estas fibras o mezclas de cualquiera de estas
fibras, junto con fibras sintéticas o lana, como mezclas de algodén y spandex (strech-denim), Tencel® y lana, viscosa
y poliéster, algoddn y poliéster, algodon y lana.

El término “polimeros de carbohidrato solubles” abreviado (SCP) se refiere a polimeros que comprenden uno o
mas monosacdridos diferentes o sus derivados, que pueden estar disueltos en disolventes acuosos u organicos. Como
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ejemplos se pueden citar los polisacdridos clasificados como hemicelulosas (aquellos polimeros de carbohidrato no
compuestos Unicamente por unidades de glucosa 8 (1-4)-ligadas, es decir celulosas), pectinas (4cidos poliurénicos y
ésteres), y almidones (poliglucosa @ (1-4)-ligada) con o sin ramificacién de cadena lateral « (1-6). El xiloglucano, que
es un polisacarido compuesto por un soporte principal de poliglucosa 5 (1-4)-ligada decorada con residuos de a (1-6)-
xilosa, que a su vez pueden ser sustituidos por otros saciridos como mucosa y arabinosa, es un ejemplo de estos SCP,
especificamente una hemicelulosa. En una realizacion preferida, el SCP es capaz de unirse al PCM, por ejemplo a
través de uno o mds enlaces de hidrégeno, interaccion idénica, uno o mas enlaces covalentes, fuerzas de van der Waals
o cualquier combinacion de lo anterior. En una realizacién de la presente invencion, el SCP puede ser un CPF segtin
la descripcién dada a continuacion.

El término “fragmentos de polimero carbohidrato” abreviado “CPF” se refiere a moléculas que pueden ser fragmen-
tos enzimadtica o quimicamente preparados de los SCP. Como ejemplos de estos fragmentos, se pueden citar cualquier
nimero de las unidades de repeticién de dichos SCP. Los fragmentos adecuados pueden contener por lo tanto de dos
a aproximadamente 5.000 unidades de monosacaridos en el soporte principal polimero, por ejemplo 2-10, 4-10, 3-
100, 11-15, 20-25, 26-40, 41-60, 61-100, 101-200, 201-300, 301-400, 401-500, 501-1000, 1001-2000, 2001-3000,
3001-4000 6 4001-5000 unidades de monosacaridos. EI CPF puede comprender ademds cadenas laterales de longitud
y composicién diferente. Como ejemplos especificos, se puede citar, sin que esto suponga limitacion, los xilogluco -
oligosacdridos (XGO) como los de la estructura descrita en la figura 4 o un fragmento de los mismos, o modificado
con uno o més residuos de fucosilo u otros monosacdridos.

Los XGO suelen recibir el nombre indicado en el sistema de nomenclatura expuesto en Fry et al., (1993) Physio-
logie Plantarum, 89, 1-3 donde G representa un residuo beta - glucopiranosil no sustituido, X representa una unidad
de xilopiranosil-alfa (1-6) - glucopiranosil, L representa una unidad de galacto piranosil - beta (1-2)-xilo piranosil-alfa
(1-6)-glucosil, F representa una unidad de fucopiranosil - alfa (1-2) - galacto piranosil - beta (1-2) - xilo piranosil-alfa
(1-6) glucosil, entre otros. Estas diversas unidades pueden estar conectadas por un ligante beta (1-4) entre las unidades
de glucopiranosil para formar un soporte principal de beta (1-4) - glucan polisacérido. Utilizando la nomenclatura, los
XGO que se suelen aislar después de la digestién por endoglucanosa de tamarindo xiloglucano, son XXXG, XLXG,
XXLG y XLLG (véase figura 4). Si la glucosa final reductora (G) de estos oligosacdridos estd en forma de aldi-
tol reducido, esta unidad se representa por “Gol”. Por lo tanto, por ejemplo, los derivados reducidos (alditol) de los
oligosacdridos antes citados de tamarindo xiloglucano se designan XXXGol, XLXGol, XXLGol y XLLGol.

En el contexto de la presente invencion, el término “grupo quimico” se refiere a cualquier grupo radical quimico
(R-) de interés potencial para la activacién o la modificacién de las superficies de carbohidrato polimérico insoluble.
La activacién de las superficies de carbohidrato polimérico insoluble se define como una modificacién que permitird
realizar ulteriores reacciones quimicas o enzimadticas, mientras que la modificacion de las superficies se define como
un tratamiento que, como tal, es suficiente para alterar las propiedades funcionales.

Como ejemplo de grupos quimicos adecuados para dicha activacién o modificacidn se pueden citar los grupos i6ni-
cos (catiénicos, por ejemplo grupos amino cuaternarios, grupos amonio, carbocationes, grupos de sulfonio o cationes
metélicos etc; anidnicos, por ejemplo alcéxidos, tiolatos, fosfonatos, carbaniones, carboxilatos, boronatos, sulfonatos,
sales Bunte, etc; o zwitterionicos (de carga positiva y negativa), por ejemplo aminoécidos, nidos u otras combina-
ciones de grupos anidnicos y catiénicos en la misma molécula o sus dcidos o bases conjugados no ionizados (segin
convenga), grupos hidréfobos (alquilo hidrocarburos, por ejemplo grupos acilo o alquilo grasos y derivados no satu-
rados, o perfluor-alcanes; o aril hidrocarburos, por ejemplo hidrocarburos aromaticos o policiclicos o heterociclos),
grupos hidréfilos no cargados (por ejemplo poliéteres, tales como polietilenglicol), grupo potencialmente reactivos
como los que contienen dtomos electrofilicos (por ejemplo compuestos carbonilo, carbocationes, haluros de alquilo,
acetales, etc.) nucledfilos (por ejemplo nitrégeno, azufre, oxigeno, carbaniones, etc) 0 mondmeros para reacciones
de polimerizacién (radical libre por ejemplo acrilamida, bromobutirato, vinilo, estireno, etc; o también por ejemplo
reactivos nucleofilicos o electrofilicos), grupos cromoféricos o fluorféricos (pigmentos, tintes o blanqueadores Opti-
cos, por ejemplo tintes C.I., fluoresceina, sulforhodamina, pireno), biotina, isétopos reactivos, precursores de radicales
libres y mitades de radicales libres estables (por ejemplo TEMPO), secuencias de 4cidos nucleicos, secuencias de ami-
noécidos, proteinas o agentes ligantes de protema (por ejemplo ligandos por afinidad, biotina, avidina estreptavidina,
carbohidratos, anticuerpos o sustratos de enzima o sus andlogos), receptores, hormonas, vitaminas y farmacos.

El término “moléculas ligantes de carbohidrato”, abreviado “CLM”, se refiere a una molécula o complejo que
contiene por lo menos una parte de un SCP segtin la descripcién anterior y un grupo quimico. En una realizacién
preferida, la CLM es capaz de fijarse al PCM, por ejemplo a través de uno o mas enlaces de hidrégeno, interaccién
fénica, uno o més enlaces covalentes, fuerzas de van der Waals o cualquier combinacion de los anteriores.

Los ejemplos 9, 13, 15, 16, 181 y 30 muestran la aplicacién de un grupo quimico, sulforhodamina que es cromo-
férica, fluorférica e fonica de carga positiva y negativa (ver anterior), para modificar los materiales celuldsicos. Los
grupos cromoféricos se conocen generalmente como pigmentos; los fluoréforos se utilizan como blanqueadores Opti-
cos en aplicaciones textiles y otras. Y los compuestos idnicos actian como ayudantes de retencion en la fabricacién
del papel. Los ejemplos 10, 14, 17, 18b y 21 muestran la modificacién de la fibra celuldsica con fluoresceina, que es
asimismo cromofdrica, fluoréforica y aniénica en una amplia gama de pH, y por consiguiente tendrd aplicaciones en
las que sean deseables estos grupos. Los ejemplos 8, 19 y 20 presentan métodos para la incorporacién de un grupo
amino en la superficie de la fibra, que es catiénico en una amplia gama de pH y por consiguiente resulta adecuado
como agente cambiador de iones y puede aumentar también la retencion en la fabricacién del papel.
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Ademads, el grupo amino es intrinsecamente mds reactivo que los grupos quimicos ya presentes en fibras celulésicas
y se puede utilizar por lo tanto para el acoplamiento de una amplia gama de otros productos quimicos a la superficie
de la fibra. La incorporacién de radiactividad se demuestra en el ejemplo 11 y en el ensayo de enzima XET descrito
en la parte “a” con este encabezamiento. La radiactividad se puede utilizar para aplicaciones de rastreo y estudios
de morfologia de la fibra. En los ejemplo 22, 24 y 25 se describen reacciones a cadenas alquilo incorporadas. En
particular, los ejemplos 24 y 25 muestran como el anhidrido alquenil succinico, un agente hidrofobizante comun del
papel, se puede acoplar especificamente con la superficie de la fibra, incrementando potencialmente la retencién de
este grupo.

Los ejemplos 23 y 26 demuestran que los grupos aromaticos no-fluoroféricos se pueden acoplar con la fibra; el
dltimo ejemplo incorpora un grupo cinnamoilo que puede experimentar reacciones de polimerizacién como las que
producen poliestireno y lignina. Asimismo, el bromo isobutilo ligado como se describe en el ejemplo 27 es otro
iniciador para reacciones de polimerizacion de radical libre, tal como se describe en el ejemplo 31, estos grupos se
pueden utilizar para producir copolimeros de injerto a base de celulosa que tienen interfaces fibra - matriz de gran
calidad con adhesién mutua muy fuerte y muy poco o ningtin efecto nocivo de la estructura fibra / celulosa. La
incorporacién de biotina en el ejemplo 28 permite el acoplamiento directo de conjugados de proteina avidina a la
superficie de la fibra de amplio espectro y que se puede utilizar para introducir actividad enzimdtica y de fijacién de
proteina a la fibra.

La adicién de un grupo tiol (o sulfhidrilo) permite un acoplamiento altamente especifico y, lo que es lo mas im-
portante, reversible de otros tioles mediante la formacion del enlace disulfuro, tal como se describe en los ejemplos
29 y 30. Un amplio conjunto de grupos quimicos se puede introducir especificamente con este procedimiento y eli-
minar posteriormente cuando ya no se desee. Finalmente, todos los ejemplos mencionados anteriormente demuestran
que se puede utilizar una amplia variedad de grupos quimicos amina - reactivos para incorporar otras funcionalida-
des, inclusive, sin que esto suponga limitacién, cloruros de sulfonilo, isotio cianatos, isocianatos, anhidridos 4cidos,
compuestos carboxilos activados (incluso los producidos in situ) y tioésteres. Muchos de estos productos quimicos se
pueden utilizar para realizar reacciones que potencien por ejemplo el enlace fibra - fibra o la reactividad de la celulosa
con otros materiales.

La CLM se puede preparar por sintesis orgdnica o quimica y/o utilizando la actividad catalitica de ciertas enzimas.
En la figura 2 se ilustra una realizacién de preparaciéon de CLM utilizando una enzima y CPF. El SCP (8) se pone
en contacto con una enzima (7) y CPF (4) que comprende un grupo quimico (5). En esta realizacién, la enzima (7)
segmenta el SCP e incorpora en su lugar CPF con el grupo quimico, obteniéndose como resultado el producto CLM
(2). La CLM puede comprender uno o mas grupos quimicos.

En una realizacién de la presente invencion, la CLM se puede preparar utilizando una enzima capaz de transferir
mono- u oligosacaridos nativos o quimicamente modificados a los extremos de oligo- o polisacaridos. Estas enzimas
incluyen enzimas aunque no se limitan a ello, tienen una elevada actividad de transglicosilacién pero una actividad
hidrolitica reducida, glusocil hidrolasas con elevada actividad de transglicosilacién inherente, enzimas que han sido
disefiadas biotécnicamente para potenciar su actividad de transglicosilacién y glicosil transferasas que utilizan como
sustratos azucares nucleétidos.

En una realizacién de la presente invencion, la enzima se puede definir como cualquier enzima que, cuando se
ensaya con un sustrato donador de glicosilo adecuado (por ejemplo xiloglucano) en presencia y ausencia de un subs-
trato aceptor de mono-, oligo- o polisacdrido (por ejemplo XGO) en condiciones adecuadas para mantener la actividad
enzimatica, presenta una tasa de incorporacién del sustrato aceptor en el sustrato donador que es por lo menos igual
al 10% de la tasa hidrolitica, como por lo menos 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 75%, 100%, 200%, 300%, 400%,
500%, 600%, 700%, 800%, 900%, como por lo menos 1000% de la tasa hidrolitica. El ensayo utilizado para deter-
minar las tasas de incorporacion del sustrato aceptor en el sustrato donador puede ser el ensayo Radiométrico y/o el
ensayo colorimétrico para la determinacién de la actividad enzimadtica, que se describen aqui.

Como ejemplos representativos de enzimas con actividad natural altamente transglicosilante se pueden citar, sin
que esto suponga limitacién, las amilosucrasas (Skov et al., 2001, J. Biol Chem, 276:25273-8) y ciclo dextrina glicosil
transferasa (Van der Veen et al 2000. Biochem Biophys Acta. 1543:336-360). Muchas glicosil hidrolasas que operan
mediante un mecanismo de retencién tienen actividad de glicosilacién, que se puede potenciar utilizando disolventes
organicos. Como ejemplos de estas hidrolasas se pueden citar algunas celulasas y manenasas (Kwon ez al., 2002 Biosci
Biotechnol Biochem, 66:110-6; Harjunpaa et al. 1999, FEBS Lett. 443:149-53), xilanasas (Christakopoulos et al 1996,
Carbohydr Res. 289:91-104) y quitinasas (Sasaki et al 2002, J. Biochem (Tokio). 131:557-64). Como ejemplos de
enzimas que han sido disefiadas genéticamente para aumentar la actividad de transglicosilacién se pueden citar las
glicosintasas basadas en glicosil hidrolasas de retenciéon (Meyer et al. 2001. Chem. Biol. 8:437-43; Fainweather et
al 2002. 3:866-73). Unos ejemplos de estos tipos de enzimas se utilizan para sintetizar oligosacaridos de disefio para
fines académicos, industriales y potencialmente terapéuticos.

De preferencia, se elige una enzima que tiene una elevada actividad de transglicosilacion y todavia mejor tam-
bién, a todos los efectos practicos, una actividad hidrolitica u otra actividad de degradacién baja o no detectable. De
preferencia, no se necesita ningin azicar nucleétido o disolvente orgdnico para promover la actividad de transglicosi-
lacién. Un ejemplo de estas enzimas de transglicosilacion es la xiloglucano endo transglicosilasa, una enzima conocida
procedente de plantas.
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Por ejemplo, Stephen C. Fry et al sugiere en Biochem. J. 15 (1992) 282, paginas 821-828, que XET es responsable
de cortar y volver a unir cadenas de xiloglucano intermicrofibrilares y que XET causa por consiguiente la pérdida de
pared necesaria para la expansion celular de la planta. Se cree que XET se encuentra presente en todas las plantas, en
particular en las plantas terrestres. XET se ha extraido de dicotiledéneas, monocotiledéneas, en particular de mono-
cotiledéneas gramindceas y monocotiledoneas lilidceas y también de musgo y una hepética. XET se puede obtener a
partir de una planta tal como se describe en el ejemplo 1 (coliflor) y en el ejemplo 5 (cultivo de suspensién celular de
alamo hibrida) o se puede obtener en la forma descrita en Fry et al. (mds arriba).

Alternativamente, la enzima de transglicosilacién se produce por cultivo aerébico de un organismo anfitrién trans-
formado con la informacién genética que codifica la enzima de transglicosilacién. El organismo anfitrién puede ser
una planta, en particular tabaco, maiz o 4lamo hibrido, hongos, en particular levaduras, tales como Pichia pastoris o
Saccharomyces cerevisiae, hongos filamentosos como Trichoderma reesei o Aspergilli, que contienen la informacién
genética adecuada necesaria para la expresion proteinica heter6loga en el anfitrién en cuestién. Dichos transformantes
se pueden preparar y cultivar con métodos conocidos en el estado de la técnica.

Genes: el gen que codifica la enzima de transglicosilacion se puede obtener de la naturaleza, de un organismo que
expresa una enzima adecuada de transglicosilacion, por ejemplo una planta o un microorganismo. El gen también se
puede construir por ingenieria genética, tomando como base los conocimientos disponibles de las enzimas que apare-
cen en la naturaleza y, modificarse por delecidn, sustitucion o adicidon de informacién de secuencia, como regiones de
codificacion y promotores.

El gen de XET por ejemplo se puede obtener de la coliflor (ejemplo 3) de dlamo hibrido (ejemplo 4) o tal como se
describe en el documento EP 562 836.

Células anfitrionas: Las células anfitrionas que comprenden el constructo ADN resultante se pueden obtener utili-
zando métodos conocidos por toda persona experta en la materia.

La célula anfitrién es de preferencia una célula eucaridtica, en particular una célula vegetal como un tejido de cul-
tivo o suspension celular de 4lamo blanco o tabaco o las hojas o semillas de dichas plantas y de plantas similares. Las
células vegetales se pueden transformar por transferencia génica mediada por Agro bacterium o utilizando un anién
de particulas en la forma ya conocida. La célula anfitrién puede ser también levadura o célula micética filamentosa
o un gel bacteriano. En particular, la célula puede pertenecer a una especie de Trichoderma, de preferencia Tricho-
derma harzianum o Trichoderma reesei o una especie de Aspergillus de preferencia Aspergillus oryzae o Aspergillus
niger. Las células micéticas se pueden transformar con un proceso que comprende la formacién de protoplasto y la
transformacion de los protoplastos seguido de regeneracion de la pared celular en la forma ya conocida.

La utilizacién de Aspergillus como microorganismo anfitrién se ha descrito entre otros en el documento EP 238
023 (Novo Nordisk A/S), y la utilizacién de trichodermas se ha descrito, entro otros en el documento EP0244234 A2
04-11-1987 [1987/45] EP0244234 A3 12-10-1988 [1988/41, EP0244234 B1 21-07-1993 [1993/29], EP0244234 B2
07-11-2001 [2001/45]; se incorpora aqui, a modo de referencia, el contenido de lo anterior. La célula anfitrién puede
ser también una célula de levadura, por ejemplo una cepa de Saccharomyces en particular Saccharomyces cerevisiae o
una cepa de Pichia sp como la Pichia pastoris o Kluyveromyces sp, tal como Kluyveromyces lactis. El anfitriéon puede
ser también una bacteria como por ejemplo la bacteria gran positivo Bacillus subtilis, o bacteria gram negativo como
E. coli. La transformacion de la bacteria se puede realizar por ejemplo por transformacién de protoplasto o utilizando
células competentes en la forma ya conocida.

Segtin la invencidn, se puede obtener una enzima de transglicosilacién de una dicotiledénea o monocotiledénea,
en particular de una dicotiledénea elegida dentro del grupo formado por las siguientes familias de plantas: coliflor,
semilla de soja, tomate, patata, colza, girasol, algodén, tabaco y dlamo blanco o una monocotiledénea elegida dentro
del grupo formado por trigo, arroz, maiz, y cafia de azticar. Como ejemplo de estas enzimas se puede citar cualquier
enzima codificada por una de las secuencias SEQ ID NO: 1, 2, 3 o por un homélogo funcional de la misma. Se
entiende aqui por homdlogo funcional una secuencia que presenta homologia con una enzima codificada por una de
las secuencias SEQ ID NO: 1, 2, 3 y dicha homologia es por lo menos de 50% - por 1o menos 60%, 70%, 80%, 90%,
99% o 100%.

El homélogo funcional puede ser alternativamente una enzima codificada a partir de secuencia de dcido nucleico,
donde dicha secuencia de acido nucleico tiene una homologia con por lo menos una de las secuencias en SEQ ID NO:
1, 2, 3 de por lo menos 50% por lo menos 60%, 70%, 80%, 90%, 99% &6 100%.

En el presente contexto, el término “homologia” indica una medida cuantitativa del grado de homologia entre dos

. N . . . Lo Nier * Ngi s . .
secuencias de aminodcidos de igual longitud o entre dos secuencias de nucleétidos M de igual longitud.

ref

Si las dos secuencias que se van a comparar no tienen la misma longitud, deberdn alinearse para encajarse lo
mejor posible. La identidad de secuencias se puede calcular con Ndif igual al nimero total de residuos no idénticos
en las dos secuencias alineadas, y Nref es el ntimero de residuos en una de las secuencias. Por lo tanto, la secuencia
AGTCAGTC tendrd una identidad de secuencia del 75% con la secuencia AATCAATC (Ndif = 2 y Nref=8). Todo
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hueco se recuenta como no identidad del o de los residuos especificos, es decir la secuencia ADN AGTGTC tendra
una identidad de secuencia de 75% con la secuencia de ADN AGTCAGTC (Ndif=2 y Nref=8). La identidad de
secuencia se puede calcular alternativamente con el programa BLAST, por ejemplo el programa BLASTP (Pearson
& Lipman (1988) (www.nobi.nlm.nih.gov/.bin/BLAST) en un aspecto de la invencion, la alineacién se realiza con
el algoritmo de alineacién global con pardmetros de defecto segtin describe Huang & Miller (1991), disponible en
http:/www.ch.embnet.org/software/LALIGN.for.htm.

Alternativamente, la enzima puede ser una enzima que muestre una homologia de frecuencia inferior aunque dicha
secuencia ha sido disefiada para tener una actividad de transglicosilacién.

Los presentes inventores basan la invencidn, entre otras cosas, en el hecho de que el xiloglucano, naturalmente
presente en las paredes celulares primarias de fibras vegetales, puede establecer fuertes enlaces de hidrégeno con la
celulosa y que la actividad endégena de XET de las plantas da como resultado la incorporacién de XGO radiactivo
y fluorescente en el componente de xiloglucano de cultivos de suspensién celular de plantas (véase Biochem J. 279,
1991, paginas 529-535 y Plant Cell Physiol 40, 1999, paginas 1172-1176).

Los inventores comprobaron entonces que los polimeros de xiloglucano aislados pueden ser quimica y/o enzi-
maticamente modificados para contener una amplia gama de grupos quimicos diferentes y que dichos polimeros de
xiloglucano quimicamente modificados se pueden utilizar como interface para introducir nuevos grupos quimicos so-
bre las superficies de las fibras celuldsicas. Una ventaja importante del método es que la utilizacidn de estos polimeros
de interface evita la pérdida subsiguiente de estructura de fibra y rendimiento con las que suele tropezarse cuando se
trata de modificacién quimica directa de la celulosa. Los inventores han comprobado que una enzima de transglico-
silacién como XET puede utilizar como azticares aceptores, oligosacaridos que contienen diferentes tipos de grupos
quimicos.

Como el agua no compite como aceptor de transglicosilacion para estas enzimas, se pueden utilizar en soluciones
acuosas para incorporar de modo eficaz dichos grupos quimicos sobre los polimeros de interface, como el xiloglu-
cano, en solucién o unido a otro material polimérico como celulosa. Ademds, los inventores han comprobado que
el xiloglucano incluso quimicamente modificado se une fuertemente a la superficie de la celulosa y que los grupos
quimicos introducidos, incluso si se ligan a las superficies porosas de materiales celuldsicas a través de XG, siguen
siendo sin embargo accesibles a reacciones quimicas ulteriores. Los inventores han comprobado también que afia-
diendo una enzima de transglicosilacién y CPF modificados a SCP, resultaba sorprendentemente posible ligar muchos
grupos quimicos nuevos diferentes con una funcionalidad deseada sobre superficies de PCM con un rendimiento eleva-
do.

El PCM que se va a modificar, puede derivarse de una planta elegida dentro del grupo formado por una planta
monocotiledénea, como por ejemplo una planta de la familia Gramineae y una planta dicotiledénea como por ejemplo
una planta elegida dentro del grupo formado por plantas angiospermas (maderas nobles), plantas coniferas (maderas
blandas) y plantas pertenecientes a la familia de las Gossypium.

El PCM puede encontrarse en forma de fibras vegetales celuldsicas o en forma de microfibrilas celulésicas deriva-
das de fibras vegetales celulésicas o de una bacteria.

El SCP puede formar parte del PCM que se va a modificar, y por eso, la etapa de incorporar el CPF comprende
un grupo quimico con una funcionalidad deseada en el SCP, por ejemplo utilizando una enzima, se puede realizar
directamente sobre el completo PCM-SCP. El principio se ilustra en la figura 3. En la parte superior de la figura 3 se
puede ver que el complejo PCM-SCP (9) comprende el PCM (1) y el SCP (2), comprendiendo la enzima (7) y el CPF
(4) un grupo quimico con una funcionalidad deseada (5). En la parte central de la figura 3, la enzima (7) se fija al SCP
(2) del complejo PCM-SCP (9) y puede formar un complejo intermedio (10). En el proceso que conduce a la parte
inferior de la figura 3, la enzima (7) segmenta el SCP (2) e incorpora (12) el CPF (4) que comprende un grupo quimico
con una funcionalidad deseada (5). (12) es el fragmento de SCP que ha sido desprendido del SCP.

Alternativamente, el SCP no necesita asociarse con el PCM que se va a modificar. En el dltimo caso, el SCP puede
modificarse para comprender el grupo quimico y el producto de la modificacién de SCP, la CLM se pone entonces
en contacto con el PCM. Alternativamente, se pone primero en contacto SCP con PCM menos SCP. Una vez que se
ha formado el complejo SCP-PCM, la etapa de incorporacién de la CPF que comprende un grupo quimico con una
funcionalidad deseada, el SCP, por ejemplo, utilizando una enzima, se puede realizar directamente sobre el complejo
PCM-SCP.

Es posible modificar el PCM con una mezcla de grupos quimicos, por ejemplo realizando los métodos descritos
aqui en secuencia y/o utilizando una mezcla de CLM que comprende grupos quimicos diferentes y ligando la mezcla
de CLM que comprende grupos quimicos diferentes al PCM en una etapa del proceso.

El SCP y/o el CPF pueden contener el grupo quimico.

El CPF puede derivarse de xiloglucano y puede contener de 3 a aproximadamente 100, inclusive de 4 a 10 unidades
de monosacdrido esqueleto del polimero.
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En una realizacién, el CPF que comprende el grupo quimico se pone en contacto con el carbohidrato polimérico
soluble (SCP) en presencia de una enzima capaz de promover la formacién del complejo constituido por dicho CPF
que comprende el grupo quimico y por lo menos una parte del SCP. La enzima puede ser capaz de transferir mono-
u oligosacdridos nativos o quimicamente modificados sobre un oligo y/o polisacdrido. En una realizacién, la enzima
puede ser una enzima que tiene actividad de transglicosilacion.

En otra realizacién, la enzima presenta una tasa de incorporacion del sustrato aceptor en el sustrato donador de
por lo menos 10% de la tasa hidrolitica, por lo menos 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50% 6 75%, por lo menos 100%,
cuando se ensaya con un sustrato donador de glicosilo adecuado en presencia y ausencia de un sustrato aceptor mono-
oligo- o polisacarido en condiciones adecuadas para mantener la actividad enzimaética. El sustrato donador de glicosilo
puede ser un xiloglucano y el sustrato de aceptor puede ser un xiloglucano - oligosacdarido.

El ensayo para evaluar la tasa de incorporacién del sustrato aceptor en el sustrato donador consta de las siguientes
etapas:

(1) incubar 0,1 mg de xiloglucano, 0,1 mg de xiloglucano oligosacaridos (mezcla de XXXG, XLXG, XXLG y
XLLG; 15:7:32:46 proporcién pesos) en 200 uL. de tampdn de citrato a 40 mM, pH 5,5 durante 30 minutos a 30°C.

(ii) detener la reaccién con 100 uL. de HCL 1M.

(iii) la resistencia idnica se ajust afiadiendo 800 uL. de Na,SO, al 20% y 200 pL de una solucién de I, (0,5% 1,,
1% K1, p/p).

(iv) medicién: la absorbancia se midi6 a 620 nm.
(v) realizar las etapas 1)-iv) sin afiadir los xiloglucano oligosacaridos (XGO) de la etapa 1.
(vi) calcular el aumento de absorbancia en porcentaje desde la incubacién XGO hasta la incubacién sin XGO.

La enzima se puede elegir dentro del grupo formado por una transglicosilasa, una glicosil hidrolasa, una glicosil
transferasa. La enzima puede ser una enzima de tipo natural o una enzima funcional y/o estructuralmente modificada
derivada de esta enzima de tipo natural. En una realizacion, la enzima es una xiloglucano endo transglicosilasa (XET,
EC 2.4.1.207).

La enzima que tiene actividad de transglicosilacién puede derivarse de una planta, inclusive de una planta que
pertenece a la familia de la Brassica y una planta de la especie Populus o se puede producir de modo recombinante.

En una realizacién, el grupo quimico que tiene una funcionalidad deseada, se puede elegir dentro del grupo for-
mado por un grupo idnico, un grupo hidréfobo, un grupo hidrofilito no cargado, un grupo reactivo, un nucledéfilo,
un monémero de polimerizacién, un grupo cromoférico, un grupo fluorofébico, biotina, un isétopo radioactivo, un
precursor de radical libre, una mitad de radical libre estable, una proteina y un agente de fijacién de proteina.

Una realizacién de la presente invencion se refiere a un método en el que el PCM modificado obtenido tiene,
respecto del PCM no modificado, propiedades de superficie alteradas, como por ejemplo alteracién de las propiedades
de resistencia, alteracion de la tension superficial, de las propiedades repelentes del agua, alteracidn de la reactividad,
de las propiedades 6pticas o combinaciones de las anteriores.

Otro aspecto de la invencién es un material de carbohidrato polimérico modificado (mPCM) que se puede obtener
con cualquiera de los métodos descritos aqui, teniendo el material unos grupos quimicos ligados que tienen una
funcionalidad deseada, siendo mediada dicha unién por una molécula ligante de carbohidrato que comprende un
grupo quimico y un SCP que es una hemicelulosa, siendo capaz la molécula ligante de carbohidrato de fijar al PCM.
El mPCM puede tener forma de fibras vegetales celuldsicas o monofibrilas celulésicas derivadas de fibras vegetales
celuldsicas o de una bacteria.

Los grupos quimicos del mPCM pueden ser grupos reactivos capaces de ligar otros grupos funcionales y el mPCM
puede haber ligado dos o més tipos diferentes de grupos quimicos.

Otro aspecto de la invencion es un material compuesto que comprende los materiales aqui descritos.

Otro aspecto mds de la invencién se refiere a la utilizacién del mPCM o de los materiales compuestos en la
fabricacion de hojas de papel, cartén ondulado, tejidos, agentes auxiliares, en los ensayos o procesos diagnésticos o
quimicos, agentes de envasado para liquidos y alimentos, papeles y cartones que se suelen laminar con un termopléstico
como polietileno, para proporcionar una barrera impermeable a soluciones acuosas, textiles y papeles de uso oficial,
billetes de banco, agentes de relleno de documentos rastreables, laminados y productos de panel, compuestos de
madera - polimero, compuestos poliméricos, aleaciones y mezclas y derivados celuldsicos.

Segin la presente invencion, se pueden afadir nuevos grupos quimicos a PCM que contiene un SCP adecuado
inherente utilizando la enzima de transglicosilacién para acoplar los CPF quimicamente modificadas al SCP contenido
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en los materiales de celulosa. Dentro del presente contexto, el término “inherente” significa que el PCM comprende un
SCP antes de la modificacion. Segiin la presente invencion, se pueden afiadir también nuevos grupos quimicos a PCM
que no contiene SCP inherente utilizando primero la enzima de transglicosilacién para acoplar los CPF quimicamente
modificados al SCP en solucién seguido de sorcién de SCP modificado sobre el PCM.

Segin una realizacion especifica de la presente invencidn, se pueden afiadir nuevos grupos quimicos a materiales
de celulosa que no contienen xiloglucano inherente utilizando primero la enzima XET para acoplar los XGO quimi-
camente modificados en xiloglucano (XG) en solucién, seguido de sorcién del XGO modificado sobre los materiales
de celulosa.

Segin la presente invencidn, se proporciona a un PCM una quimica alterada de la superficie y/o una reactividad
quimica mejorada después de su tratamiento con CPF quimicamente modificados que se acoplan a un SCP utilizando
la enzima de transglicosilacidon. Los SCP que llevan los grupos quimicamente reactivos se fijaran fuertemente a las
superficies del PCM manteniendo de este modo la reactividad quimica de dichas superficies. La reactividad quimica
per se o si ha sido modificada por reacciones ulteriores quimicas y/o de polimerizacién influye en las propiedades de
la superficie del PCM. Ademads, la densidad de los grupos quimicamente reactivos se controla alterando las concentra-
ciones de la enzima de transglicosilacién y/o los CPF y/o el tiempo de reaccion, tal como se muestra en los ejemplos
14a y 14b. Las propiedades superficiales se pueden medir con cualquier método conocido en el estado de la técnica
segun se muestra en los ejemplos adjuntos, por ejemplo el Ejemplo 16b.

En la naturaleza, las enzimas de transglicosilacién como la enzima XET, funcionan in vivo, en la planta viva, de
modo que la enzima puede trabajar, como se ve, en un entorno acuoso. El método segun la invencién se puede realizar
por lo tanto en una solucién acuosa, o puede realizarse en agua en presencia de ciertos componentes tales como un
tampdn y/o un agente humectante y/o un estabilizador y/o un polimero y/o un componente orgdnico reductor de la
actividad del agua como DMSO.

El tamp6n puede ser adecuadamente un fosfato, borato, citrato, acetato, adipato, trietanol amina, mono etanol ami-
na, dietanol amina, carbonato (especialmente carbonato de metal alcalino o alcalino terreo, en particular carbonato
sddico o potdsico o amonio o sales de HCI), diamina, especialmente diamino etano, imidazol, Tris, o tampdn de ami-
nodcido. El agente humectante sirve para mejorar la humectabilidad del PCM. El agente humectante es de preferencia
de tipo surfactante no idnico. El estabilizador puede ser un agente que estabiliza la enzima.

Serd por lo general apropiado incubar el medio de reaccién, que comprende por ejemplo el PCM, la CLM y
opcionalmente uno o mds componentes elegidos dentro del grupo SCP, que puede comprender o no un grupo quimico,
un CPF que comprende un grupo quimico y una enzima) durante un periodo de por lo menos unos pocos minutos,
segun las condiciones de reaccidn. Sera por lo general adecuado un tiempo de incubacién de aproximadamente 1
minuto a 20 horas, aproximadamente 2-5 minutos, 5-7 minutos, 7-10 minutos, 10-15 minutos, 15-20 minutos, 20-30
minutos, 30-40 minutos, 40-60 minutos, 1-2 horas, 2-4 horas, 4-6 horas, 6-8 horas, 8-10 horas, 10-12 horas, 12-14
horas, 14-16 horas, 16-18 horas, o 18-20 horas. En particular, se suele preferir un tiempo de incubacién de 30 minutos
a 10 horas. El tiempo de incubacién se controla de preferencia con un intervalo de tiempo inferior a + 5 horas, + 2
horas, + 1 hora, + 45 minutos, + 30 minutos, + 15 minutos, + 10 minutos, + 5 minutos, + 2 minutos, = 1 minuto, +30
segundos, + 30 segundos, + 10 minutos, +1 segundo, + 0,1 segundos o + 0,01 segundo.

La temperatura del medio de reaccién en el proceso de la invencion puede oscilar adecuadamente entre -5 y 100°C,
por ejemplo, 0-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-33, 33-36, 36-38, 38-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90
6 90-100°C. En realizaciones en las que la mezcla de reaccién comprende una enzima, la temperatura de la mezcla
de reaccion durante la incubacion serd de preferencia cercana a la temperatura que crea el turnover 6ptimo durante la
incubacién, por ejemplo menos de 10°C, 8°C, 6°C, 4°C, 2°C, 1°C, 0,5°C 6 0,1°C.

Para fijar el SCP modificada o no modificada al PCM, serd por lo general conveniente incubar la mezcla durante
un periodo de por lo menos unos pocos minutos, segin las condiciones de reacciéon. Un tiempo de incubacién de
aproximadamente un minuto a 48 horas serd por lo general adecuado, en particular se prefiere por lo general un
tiempo de incubacién de 30 minutos a 10 horas. La solucién de incubacién puede estar tamponada adecuadamente
dentro de la gama de pH 2-11, de preferencia pH 5-8, con una concentracién de tampén comprendida entre O y 5 M,
de preferencia 0,0 y 0,1 M. La temperatura del medio de reaccion en ese proceso puede oscilar convenientemente entre
10 y 100°C segiin la estabilidad de los componentes individuales de la mezcla.

La invencién se describird ahora mds detalladamente con referencia a las figuras adjuntas donde:
La figura 1 ilustra el principio de modificacién de un material de carbohidrato polimérico,

La figura 2 ilustra el principio de incorporar un polimero carbohidrato soluble que comprende un grupo quimico
en un material de carbohidrato polimérico,

La figura 3 ilustra el principio de modificar PCM que comprende SCP antes de la modificacion,

La figura 4 muestra ejemplos de estructuras de xiloglucano oligosacdridos (XGO-7, (XXXG), XGO-8 (XLXG,
XXLG) y XGO-9 (XLLG)),
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La figura 5 ilustra la dependencia respecto del tiempo de la produccién de XG-FITC,

La figura 6 ilustra la dependencia de la produccién de XG-FITC respecto de la cantidad de enzima en la reaccion,
La figura 7 muestra una imagen microscépica de fluorescencia confocal de papel tratado con XG-FITC,

La figura 8 muestra una foto de la incorporacion de fluoresceina en papel tratado con XG-NH,,

La figura 9 ilustra las cantidades relativas de grupos amino presentes en la superficie de papel celulésico modificado
con XG-NH, después del tratamiento con diversos reactivos amino-reactivos.

La figura 10 ilustra la reactividad del papel, con y sin modificacién por XG-NH, hacia FITC y,
La figura 11 ilustra la reaccién de papel tiolado con sulforhodamina metano tiosulfonato.
Ejemplos
Materiales y métodos
Determinacion de la actividad enzimdtica y en particular de la actividad de XET
a. Ensayo radiométrico

Los presentes inventores han desarrollado un método de ensayo modificado similar al de Steele, N. et al. (Phy-
tochemistry, 2000, 54, 667-680) que se utilizé del siguiente modo. Se afiadié [1-*H]-XLLGol (300 ul, 0,36 umol en
H,0) a xgo-9 alditol no radiactivo (700 ul, 8,6 mol) en tamp6n de citrato fosfato 50 mM pH 5,5. Cuando se utilizaba
el ensayo, este stock se diluy6é en tampoén hasta una concentraciéon de 2,24 umol/ml (3,1 mg/ml). Se afiadié stock
XLLGol radiactivo (10 ul, 2,24 umol/ml) a xiloglucano (10 wl, 3,0 mg/mi en tampodn). Se afiadié solucién enzimdtica
diluida (10 ul) y la mezcla de reaccidn se incub6 a 25°C durante 30 minutos. Se detuvo entonces la reaccién con una
solucién al 50% de 4cido férmico en agua (20 ul). La mezcla de reaccion (40 ul) se secé sobre redondeles de papel
de cromatografia Whatman 3MM (didmetro 20 mm). Los redondeles se lavaron durante 4 horas bajo agua corriente,
se secaron en un horno a 65°C y se analiz6 la incorporacién radiactiva en viales de centelleo que contenian cocktail
de centelleo Ready-safe (6 ml, Beckman Coulter AB, Bromma, Suecia) con un contador de centelleo Packard Tricarb
1500. No habia elucién de radiactividad del papel al liquido de centello. Se midieron los blancos afiadiendo 4cido hasta
la reaccidn antes de la enzima, se midi6 el control de la radiactividad total afiadida no lavando los redondeles de papel
de control. Se obtuvo la medida de cémo el papel de filtro afectaba el ensayo comparando controles con recuentos de
centelleo de la mezcla de control sin papel de filtro .

b. Ensayo colorimétrico

Se midi6 la actividad enzimadtica segun el protocolo modificado basado en el Sulova et al. (1995) Anal. Biochem.
229-80-85. Se incubd XET con un 0,1 mg de xiloglucano, 0,1 mg de xiloglucano oligosacaridos (mezcla de XXXG,
XLXG, XXLG y XLLG; 15:7:32:46) en 200 uL. de tampdn citrato de mM, pH 5,5 durante 30 minutos a 30°C. El
ensayo se interrumpi6 con 100 uL. de HC1 1M, se ajusté la resistencia fénica con 800 pL de Na,SO, y se afiadié 200 pd
de una solucién de I, (0,5% 1,, 1% KIl, p/p). La absorbancia se midié a 620 nm. Para los fines del presente documento,
una unidad de actividad enzimadtica se define como 0,1 unidades de cambio de absorbancia (después de la correccién
para hidr6lisis de fondo) durante 30 minutos.

Ejemplo 1
Extraccion de XET de la coliflor

La extraccién de coliflor se preparé homogenizando los flésculos de la coliflor en tampén citrato helado (0,35 M,
pH 5,5 que contenia CaCl, 10 mM), y filtrando la mezcla a través de miracloth. El filtrado se diluy6 con agua ultrapura
(18 MQ.cm) hasta que la conductividad de la solucién era la misma que la del tampén de acetato de amonio 0,1M pH
5,5. La solucidn se agit6 entonces suavemente con el cambiador de cationes SP-Fast Flow (Amersham Biosciences,
Suecia) durante 1 hora a 4°C. El gel SP-FF se recogié sobre un filtro de frita y se lavé con acetato de amonio 0,1
M, pH 5,5, hasta que el filtrado fuera claro. El gel se envasé en una columna y se eluyeron proteinas ligadas con
un gradiente lineal de 0 a 1,0 M NaCl en acetato de amonio 0,1 M, pH 5,5, sobre 10 volimenes de columna. Las
fracciones que contenian actividad XET se agruparon y se mezclaron con sulfato de amonio (1 M). La muestra se
aplic6 a una columna Resource-ISO (1 ml, Amersham Biosciences, Suecia) y luego se eluyé con un gradiente lineal
de 1,0 M a 0 sulfato de amonio en acetato de amonio, pH 5,5, sobre 20 volimenes de columna. Las fracciones que
contenfan actividad XET se agruparon y se analiz6 su pureza con SDS-PAGE y plateado. El gel solo mostr6 una banda
que se confirmé era XET por inmunotransferencia.
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Ejemplo 2

Extraccion de XET del cultivo de suspension celular de dlamo hibrido, Populus tremula x tremuloides Mich

Se extrajo XET de dlamo blanco homogenizando material de un cultivo celular granular en tampén de citrato
helado (0,35 M, pH 5,5 que contenia CaCl, 10 mM), agitando la mezcla durante 2 horas a 4°C, y filtrdndola a través
de miracloth. El filtrado se diluy6 con agua ultrapura (18 MQ.cm) hasta que la conductividad de la solucién era igual
a la del tampodn de acetato de amonio 0,1 M, pH 5,5. La solucidn se agité entonces suavemente con cambiador de
cationes SP-Fast Flow (Amersham Biociences, Suecia) durante 1 hora a 4°C. El gel SP-Trisacrilo se recogié y se lavd
con acetato de amonio 0,1 M, pH 5,5 a través de un filtro de vidrio fritado, hasta aclarar el filtrado. El gel se introdujo
dentro de una columna y se eluyeron las proteinas ligadas con un gradiente lineal de 0,0 a 1,0 M NaCl en acetato de
amonio 0,1 M, pH 5,5, sobre 10 volimenes de columna. Se agruparon fracciones que contenian actividad XET, se
cambid el tamp6n por acetato de amonio 0,1M, pH 5,6 en una columna de exclusién de tamafo Sephadex G-25 y se
introdujo en una columna de intercambio de cationes Resource S (1 ml, Pharmacia). Las proteinas ligadas se eluyeron
con un gradiente lineal de 0,0 a 1,0 M NaCl en acetato de amonio 0,1 M, pH 5,5 sobre 10 volimenes de columna. Se
agruparon fracciones que contenian actividad XET, se aplicaron a una columna Sephacryl S200 (120 ml, Amersham
Biociences, Suecia), y se eluyeron con 2 volimenes de columna de acetato de amonio 0,1 M, pH 5,5. Se agruparon
fracciones correspondientes al dltimo pico, que contenian la cantidad mas alta de actividad XET, y se aplicaron a la
columna Resource S (1 ml Amersham Biociences, Suecia). Seguidamente se eluyeron fracciones con un gradiente
lineal de 0,0 a 0,5 M NaCl en acetato de amonio 0,1M, pH 5,5 en un volumen correspondiente a mas de 10 volimenes
de columna. Se agruparon fracciones que contenian actividad XET y resultaron ser homogéneas en SDS-PAGE.

Ejemplo 3
Purificacion de XET recombinante a partir de cultivo de Pichia pastoris

Las células de cultivos de Pichia pastoris transformadas con el material genético que codifica XET (véase ejemplos
4y 5), mostraron por lo general la actividad XET mads elevada en el medio de cultivo tras tres dias de induccion de
metanol. Estas células de levadura se cosecharon por centrifugacién y los medios de cultivo se filtraron después a través
de un filtro de 0,45 um y luego se concentraron y desalaron por ultrafiltracién. La XET se purificé por cromatografia
de cambio de cationes de dos etapas. El filtrado de cultivo concentrado (en un tampén de acetato de amonio 0,1M pH
5.,5) se aplic6 primero a una columna SP-trisacrilo y luego se eluy6 mediante un gradiente lineal de 0 a 1 M NaCl en
acetato de amonio 0,1M pH 5,5. Las fracciones que contenian actividad XET se agruparon, desalaron, hasta obtener
acetato de amonio 0,1M pH 5,5 y se aplicaron a una columna Resource S, se eluyeron ulteriormente con el mismo
gradiente lineal de sal utilizado en la cromatografia de cambio de cationes de primera etapa. La homogeneidad de la
proteina se examiné con SDS-PAGE y plateado. Solo apareci6 una banda con un peso molecular de aproximadamente
32 kDa y se confirmé por inmunotransferencia que era XET. Se vio que el protocolo surtia efecto para la expresion de
todas las secuencias SEQ ID NO: 1, 2, 3 que codifican diferentes isoenzimas de XET.

Ejemplo 4
Aislamiento del gen codificador de XET a partir de la coliflor

Se aislé cADN correspondiente al gen de XET por extraccién de ARN machacando tejidos frescos de coliflor
bajo nitrégeno liquido (N,) y Usando las células en condiciones de desnaturalizacién. La muestra de célula lisada se
centrifugd entonces a través de una columna QIA Shreder para eliminar el material insoluble. E1 ARN se lig6 luego
de forma selectiva a una membrana ARNeasy, se lavd con tamp6n y finalmente se eluy6 en agua. El cADN de XET
se preparé utilizando una reaccién en cadena de polimerasa de 2 etapas (PCR) segiin el protocolo conocido en el
estado de la técnica. La primera cadena de cADN se sintetiz6 utilizando 1 ug de ARN y un oligo dT, iniciador con
transcriptasa inversa a 55°C durante 1 hora. Las plantillas para los iniciadores degenerados de la reaccion especifica
PCR se obtuvieron por secuenciacién N-terminal de la proteina XET de coliflor que indicaba una secuencia

IPPRKAIDVPFGRNY

Las secuencias de todos los iniciadores utilizados se muestran en el cuadro 1. El iniciador inverso CFXETRI1, y
los iniciadores encajados CFXET F1 se utilizaron para un PCR encajado de dos etapas lo cual dio como resultado un
producto PCR con el peso molecular correcto y una secuencia correspondiente a XET en la familia glicosil hidrolasa /
transglicosilasa 16. El cADN de longitud total se amplific entonces utilizando una serie de iniciadores encajados
degenerados (Cuadro 1) seguido de determinacion de secuencia del cADN de longitud total (SEQ ID NO: 1).
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CUADRO 1

Iniciadores utilizados en los ejemplos

CFXETF! AARGCNATHGAYGTNCCNTTYGG
CFXETF2 CCNCCNAGRAARGCNATHGAYGT
CFXETRI AAYTCRAARTCDATYTCRTCRTGYTC
CEXET -5r-1 TGCAGTGACGACCCCAGCGGTATC
CFXET -5r-2 CAGCGGTATCACCAGCCGGCAG
CFXET -3r- CTGCCGGCTGGTGATACCGCTG
CFXET -3r-2 GAT ACCGCTGGGGTCGTCACTGCA

5RACEQUTER | GCTGATGGCGATGAATGAACACTG

S'RACEINNER CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG
IRACEOQUTER | GCGAGCACAGAATTAATACGACT

FRACEINNER | CGAGGATCCGAATTAATACGACTCACTATAGG

CF FL-FI AACATCATTCATCATCATCACCATCACC
CFFL-F2 CATCACCATCACCATCACCATAACATCT
CFFL Rt TGAACAGAAGCATAATACTCATAATAATCCGG
CFFLR2 CATAATAATCCGGTTCATTGAAAGTTITCG

Cdédigo IUB para bases mezcladas / mixtas: M=A+C, R=A+G, W=A+T, S=G+C, Y=C+T, V=A+G+C, H=A+C+T,
B=G+T+C, N=A+G+C+T, K=G+T.

Los iniciadores CFXETF1, CFXETF2 y CFXETRI1 son iniciadores degenerados especificos de gen para RT PCR,
CFXET. 5r-1, CFXET-5r-2, CFXET-3r-I y CFXET-3r-2 son iniciadores internos especificos de gen mientras que
5’RACE OUTER, 5’RACE INNER, 3’RACE OUTER y 3’RACE INNER son iniciadores complementarios de los
adaptadores de los RLM-RACE, CF- FL-FI, CF-FL-F2, CF-FL-RI son iniciadores especificos de CF-FL-R2 para la
amplificacién del cADN de longitud total.

Ejemplo 5

Aislamiento del gen que codifica la XET del dlamo blanco hibrido

El cADN que codifica una XET de dlamo se aisl6 por ejemplo a partir de una biblioteca EST cambial de dlamo
blanco hibrido, construida en la forma descrita en Hertzberg er al. 1998. La anotacién de la biblioteca reveld tres
secuencias correspondientes a enzimas del tipo XET. La secuenciacién de longitud total de uno de los clones revel6
que contenia una copia de cADN de una enzima XET de longitud total designada XET16A (SEQ ID NO: 3) mientras
que otro clon correspondia a una segunda enzima XET de longitud total designada XET16C (SEQ ID NO.2).

Ejemplo 6
Extraccion de xiloglucano de polvo de grano de tamarindo

Se modificé del siguiente método el método de Edwards et al (Planta 1985, 163, 133-140). Se disolvié NaBH,
(0,75 g) en NaOH 2,0 M (1,5 L). Se afiadi6 polvo de grano de tamarindo (30 g) desaceitado a la solucién de forma
lenta, agitando vigorosamente (agitador de palas) para evitar la formacién de grumos. La mezcla se calenté entonces
a 90°C y se mantuvo a dicha temperatura durante una hora, agitando continuamente. Después de enfriar parcialmente,
se filtraron sélidos a través de fibras de cristal y se descartaron. Después de enfriar nuevamente, se acidificé el filtrado
afladiendo lentamente 4cido acético glacial (300 ml) seguido de adicién lenta de EtOH (3,0 1) para precipitar xiloglu-
cano en forma de masa gelatinosa incolora. Los sélidos se recogieron por filtracién a través de un pafio de algodén
y se descartd después el filtrado. El xiloglucano se disolvié entonces en agua pura (1,5 L, 18 MQ.cm) calentando
suavemente y se reprecipité afiadiendo lentamente EtOH (3,0 L). La masa sélida se recogi6 por filtracién a través de
un pafio de algodén, retorcido manualmente para liberar el exceso de filtrado. Los sélidos se secaron después bajo
presion reducida (bomba de aceite) y machacados en un molino de café domestico (Braun) obteniéndose un polvo fino

7 g).
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Ejemplo 7
Produccion de xiloglucano oligosacdridos mediada por endoglucanasa

Se disolvié xiloglucano (3 g) en 200 ml de agua purificada (18 MQcm) a 50°C agitando fuertemente. Después de
enfriar a 30°C, se afiadi6 celulosa (30 mg, 4 U/mg, de T. raesei, Fluka) y se mantuvo la solucién a dicha temperatura
durante la noche. Se afadi6 entonces carbén activado (3 g) y la mezcla se agit6 durante 15 minutos. Tras la adicién de
acetonitrilo (200 ml), se filtr6 la mezcla a través de un tampén de celite sobre papel de fibra de vidrio (Whatman GF/A).
El filtrado se concentré entonces en vacio (aspirador de agua) y el disolvente residual se quité con una bomba (de
aceite) de alto vacio. La mezcla de xilogluco-oligosacaridos (XXXG, XLXG, XXLG y XLLG en la proporcién molar
15:7:32:46 segin determiné por cromatografia de cambio de aniones de alto rendimiento con deteccién amperométrica
pulsada, HPAEC-PAD) se fraccioné mediante HPLC semi-preparativo en una columna Amide-80 (TosoHaas, 21,5 mm
x 300 mm, eluyente 55:45 acetonitrilo - agua) en la medida de lo necesario. XXXG y XXLG no eran resolubles en
estas condiciones. Se utilizé espectrometria de masas por ionizacién electrospray (Micromass Q-TOF2) para confirmar
la identidad de los oligosacaridos.

Se disolvié xiloglucano (3 g) en 200 ml de agua pura (18 MQ.cm) a 50°C agitando vigorosamente. Después
de enfriar a 30°C, se afiadié celulosa (30 mg, 4 U/mg de Trichoderma reesei, Fluka) y la solucién se mantuvo a
dicha temperatura durante la noche. Se afiadi entonces Beta - galactosidasa (150 mg, 9 U/mg contra lactosa, de
Apergillus oryzae, Sigma G-5160) y la solucién se agito durante una hora a temperatura ambiente. La solucién se
hirvié durante 3 minutos, seguido de rdpido enfriamiento antes de afiadir carbén activado (3 g). La mezcla se agit6
entonces durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras la adiciéon de acetonitrilo (200 ml), la mezcla se filtré
a través de un tampén de celite sobre papel de filtro de fibra de vidrio (Whatman GF/A). El filtrado se concentré
entonces en vacio (aspirador de agua) y el disolvente residual se elimin6 con una bomba (de aceite) de alto vacio. La
mezcla de xilogluco - oligosacaridos se fraccioné entonces por HPLC semi - preparativo sobre una columna Amide-
80 (TosoHaas, 21,5 mm x 30 mm, eluyente 55:45 acetonitrilo-agua). Se utiliz6 espectrometria de masa por ionizacién
electrospray (Micromass Q-TOF2) para confirmar la identidad de los oligosacaridos.

Ejemplo 8
Preparacion de derivados de aminoalditol de xilogluco-oligosacdridos (XGO-NH,)

Se disolvieron xilogluco - oligosacdridos (2,4 g, 1,9 mmol, mezcla de XXXG, XLXG, XXLG y XLLG) en una
solucién de carbonato dcido de amonio saturado (50 ml). Se afiadié entonces ciano boro hidruro sédico (2,4 g, 38
mmol) y la reaccion se agitd a temperatura ambiente en la oscuridad. Después de 7 dias, se filtr6 la reaccién y se
afiadié 4cido acético hasta la solucion alcanz6 un pH 2. Tras la concentracién en vacio, se redisolvié el producto crudo
en 75 ml de agua y se aplicé en diez porciones a una columna P2 (Bio-rad, Bio-Gel, 5 cm x 22 cm). Se agruparon
fracciones de cada vertido de columna, que contenian XGO-NH, y presentaban una conductividad reducida, y se
concentraron hasta secar (rendimiento 1,31 g, 51%). Se utiliz6 espectrometria de masas por ionizaciones electrospray
(Micromass Q-TFO2) para confirmar la identidad de los oligosacaridos modificados.

Ejemplo 9
Preparacion de derivados de sulforhodamina de xilugluco - oligosacdridos (XGO-SR)

Se disolvieron XGO amino alditoles (XGO-NH,, 0,5 G, 0,4 nM, mezcla de XXXG-NH,, XLXG-NH,, XXLG-NH,
y XLLG-NH,) en tetraborato sddico acuoso al 30% (30 ml). Se disolvi6 cloruro dcido de sulforhodamina B (192 mg,
0,3 mM, Fluka 86186) en dimetil formamida (DMF, 1 ml) y se afiadié gota a gota a la solucién agitada. La reaccion se
control6 por TLC (5:4:1 cloroformo: metanol: agua) y se concentr6 hasta secar después de 7 dias. El producto crudo
se purificé por cromatografia flash de gel de silice (elucién por etapas con 55:45:5 y 5:4:1 cloroformo: metanol: agua).
Para eliminar las trazas de silice del producto, el material se introdujo en una columna de cromatografia de fase inversa
(Superclean ENVI-18 SPE tube, 6 ml, Supelco, Bellefonte, PA, USA) y se eluy6 mediante un gradiente gradual de
agua desionizada, acetonitrilo acuoso al 10% y acetonitrilo acuoso al 20%) (rendimiento: 20 mg, 2,7%).

Ejemplo 10
Preparacion de derivados de fluoresceina de xilogluco - oligosacdridos (XGO-FITC)

Se afladi6 isémero I isotiocianato de fluoresceina (FITC, 12 mg, 0,03 mmol, Fluka 46952) a una solucién de XGO
amino alditoles (XGO-NH,, 45 mg, 0,036 mmol, mezcla de XXXG-NH,, XLXG-NH,, XXLG-NH, y XLLG-NH,)
en tampdn de bicarbonato sédico (100 mM, pH 9,0, 20 ml). La reaccién se control6 por TLC (70:30:1 acetonitrilo:
agua: 4cido acético) y se concentrd hasta secar en vacio después de agitar durante 24 horas a temperatura ambiente.
El producto crudo se redisolvié en 1,5 ml de agua ultrapura, se aplic6 a una columna P2 (Bio-rad, Bio-Gel P2, 1,6 cm
x 50 cm), y se eluy6é con 10 mM de bicarbonato de amonio acuoso a un caudal de 0,2 ml/min. Todas las fracciones
se analizaron por TLC (70:30:1 acetonitrilo: agua: dcido acético), lo cual indicaba que el FITC y XGO-NH, que no
habia reaccionado se habia separado con éxito del producto deseado. Se agruparon fracciones que contenian XGO-
FITC (detectado por un detector UV en linea y TLC) y que presentaban una conductividad baja y se concentraron en
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vacio para obtener un s6lido naranja (rendimiento: 34 mg, 60%). Se utilizé espectrometria de masas por ionizacién
electrospray (Micromass Q-TOF2) para confirmar la identidad de los oligosacaridos modificados.

Ejemplo 11

Sintesis de derivados de alditol radiactivo y no radiactivo de XLLG xilogluco - oligosacdrido ([1-*H])-XLLGol y ([1-
'HJ])-XLLGol

Se disolvié xilogluco - oligosacarido XLLG (8,8 umol) en agua purificada (250 ul, 18 MQ.cm), que se habia
ajustado a un pH de 11,5 con NaOH. Se afadié entonces NaB*H, (8,2 umol, 3,76 GBq) y se dejé que la reaccién
permaneciera durante la noche a temperatura ambiente. Se interrumpid la reaccion afiadiendo cuidadosamente acido
acético glacial hasta que el pH de la solucién fue de aproximadamente 4. Se dejé entonces estar la solucién durante un
periodo de 30 minutos para permitir que el gas tritio se escapara por la campana de los humos. Se eliminaron las sales
del producto mediante cromatografia por filtraciéon de gel sobre resina Bio-Gel P2 (Bio-Rad, volumen del lecho 20
ml) con agua purificada (18 MQ.cm), como eluyente. Se recogieron fracciones de aproximadamente 1 ml de volumen.
Las fracciones se analizaron por recuento de centelleo liquido y cromatografia de capa fina (gel de silice, 7:3 eluyente
acetonitrilo - agua, tintura molibdato de amonio / 4cido sulfirico. Se agruparon las fracciones que eran radiactivas y
contenfan un producto con un Rf idéntico a XLLG. El test cualitativo Tollens para reducir azicares en este producto
fue negativo lo cual indicaba que la reaccién de reduccién habia finalizado. El producto tenfa una radioactividad de
115270 Bq/ul.

La sintesis de XLLGol no radiactivo se realiz6 de forma idéntica a la descrita anteriormente con la diferencia de que
NaBH, sustituyé a NaB*H, como agente reductor. La evaporacion del disolvente de cromatografia dio como resultado
el producto en forma de polvo blanco, con un espectro NMR protén idéntico al indicado anteriormente (York, W. et
al., Carbohidrate Research 1990. 200, 9-31). El rendimiento medio de tres reacciones (50 (+/-) 3%) se utiliz6 para
estimar el rendimiento de la sintesis radioactiva, que indicaba una concentracién de 1,21 x 10~ mol/L y una actividad
especifica de 95 MBg/ul.

Ejemplo 12
Preparacion de membranas de celulosa regeneradas
a. Preparacion de membrana de celulosa regenerada a partir de solucion de cupro - amonio

Segin el método de Okajima [Okajima, K, (1995), Polymer Journal, 27(112), 1113-1122], se disolvieron 10 g de
célula (Whatman N°. 1 papel de filtro, RU) en una mezcla de 65 g NH,OH (20%), 12 g de Cu(OH), recién preparado,
8 g de NaOH al 10% (p/p) y 30 g de agua par obtener una solucién viscosa azul clara a 4°C. La solucién se vacid sobre
una placa de cristal para obtener un espesor de 0,3 mm y luego se colocé en bafios de coagulacién mantenidos a 4°C
de NaOH acuoso al 10% seguido de H,SO, acuoso a 4% durante 5 minutos cada uno, respectivamente. La laminas
de celulosa regeneradas obtenidas se lavaron en agua corriente y se secaron sobre una placa de cristal a temperatura
ambiente.

b. Preparacion de membrana de celulosa regenerada a partir de solucion acuosa de NaOH/urea

Se utiliz6 tela no tejida Bemliese® de linteres de algodén en solucién de cupro-amonio (DP= 650, Asahl Chemical
Industry Co. Ltd. Japén) como fuente de celulosa. Se disolvieron 10 g de una tela no tejida Bemliese® en 200 ml de
solucién acuosa de NaOH 6% en peso / urea 4% en peso para obtener una solucién de celulosa clara a 4°C. La solucién
se vertid sobre una placa de cristal para dar un grosor de 0,5 mm y luego se sumergié inmediatamente en una solucién
acuosa de H,SO, al 5% en peso para permitir la coagulacién durante 5 minutos a 4°C. Las membranas transparentes
obtenidas se lavaron con agua corriente y se secaron en aire sobre una placa de cristal a temperatura ambiente.

Ejemplo 13

Incorporacion mediada por XET de xiloglucano oligosacdridos modificados por sulforhodamina (XGO-SR) en xilo-
glucano en solucion

Se incorporé quimicamente sulforhodamina fiuoréfora en el extremo reductor de xiloglucano oligosacaridos para
producir XGO-rhodamina segiin lo descrito en el Ejemplo 8. Se incubd a temperatura ambiente (22°C) durante 10
minutos, una mezcla (4 ml) de xiloglucano (XG, 0,5 mg/ml), XGO-rhodamina (0,5 mg/ml) y XET (0,025 mg/ml) en
tampo6n de acetato de amonio (50 mM, pH 5,5). La reaccién se termind eluyendo la mezcla de reaccion a través de una
columna HiTrap SP FF (Amersham Biosciences, Suecia) para quitar la enzima XET. Se modificé aproximadamente el
25% de XG afiadida con XGO-rhodamina, segin se determiné colorimétrico de Koolman [Koolman, P. (1960), Red.
Trav. Chim. Pay-bas, 79, 675-678].
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Ejemplo 14

Incorporacion mediada por XET de xiloglucano oligosacdridos modificados por fluoresceina (XGO-FITC) en xilo-
glucano en solucion

Se incorpor6 quimicamente isémero I de fluoresceina isotiocianato en el extremo reductor de xiloglucano oligosa-
céridos para producir XGO-FITC tal como se describe en el Ejemplo 10. Los efectos de la concentracién enzimadtica
de XET y el tiempo de reaccién sobre la incorporacién de XGO-FITC en xiloglucano en solucién se analizaron del
siguiente modo.

a. Dependencia respecto del tipo

Se incubaron muestras que contenian una mezcla (200 ul volumen total) de xiloglucano (XG, 1 mg/ml), XGO-
FITC (0,5 mg/ml) y XET (8 unidades) en tamp6n de citrato (20 mM, pH 5,5) a 30°C durante 5, 10, 20, 40, 60, 120,
180, 300 y 360 min. En el momento adecuado se terminé cada reaccién calentando a 75°C durante 5 minutos. Después
de enfriar a temperatura ambiente se afladieron 400 ul de etanol y la mezcla se centrifugé a 12000 g durante 5 minutos
a 4°C para precipitar XG modificado y no modificado dejando XGO-FITC en solucién. Se secaron el precipitado y
el sobrenadante bajo vacio y se redisolvieron en 200 ul de agua por separado. Se incorporaron 0,019, 0,025, 0,031,
0,038, 0,041, 0,042, 0,043, 0,044 mg de XGO-FITC en el extremo reductor de xiloglucano en las muestras de 5, 10,
20, 40, 60, 120, 180, 300 y 360 minutos, respectivamente segin se determind por la absorciéon UV a 495 nm de la
solucién de precipitado redisuelto utilizando una linea standard de soluciones XGO-FITC de concentracidn creciente.
Los resultados se muestran en la figura 5.

b. Dependencia enzimdtica

Se incubd una mezcla (200 ul volumen total) de xiloglucano (XG, 1 mg/ml), XGO-FITC (0,5 mg/ml) en tamp6n
de citrato (20 mM, pH 5,5) con cantidades decrecientes de XET (32,0, 16,0, 14,4, 12,8, 9,6, 6,4, 4,8, 3,2, 1,6 y
0,8 unidades) a 30°C durante 40 minutos. En ese momento, las mezclas de reaccion se trataron exactamente como
se describe en el Ejemplo 13b. Utilizando este procedimiento, se vio que se habia incorporado 0,042, 0,038, 0,038,
0,037, 0,034, 0,031, 0,027, 0,022, 0,015 y 0,009 mg de XGO-FITC al extremo reductor de xiloglucano, en las muestras
que contenian 32,0, 16,0, 14,4, 12,8, 9,6, 6,4, 4,8, 3,2, 1,6 y 0,8 unidades de enzima de XET respectivamente. Los
resultados se muestran en la figura 6.

Ejemplo 15
Adsorcion de xiloglucano modificado por sulforhodamina sobre materiales de celulosa

Se sumergieron materiales celuldsicos (0,1 g tira de papel de filtro Munktell) en la solucién que contenia XG
modificado por rhodamina (4 ml, producido segin el método del ejemplo 10) y se agitaron en un mezclador (end-
over-end) durante la noche (aproximadamente 15 horas) a temperatura ambiente. Se analizé la fijacién de XG sobre
las fibras celuldsicas (11,4 mg XG/g celulosa) por la pérdida de XG de la solucidn, segin se determina con el método
colorimétrico de Koolman. El material celulésico se quité entonces de la solucién original y se lavé repetidas veces
con agua ultrapura en un mezclador (end-over-end) para quitar el exceso de XGO-rhodamina. Tras un abundante
lavado, se observé también la adsorcién de rhodamina-XG sobre celulosa en forma de coloracién rosa claro bajo
luz ambiente y fuerte fluorescencia con luz UV. Las muestras de control tratadas en condiciones idénticas pero que
contenian solamente xiloglucano no modificado y XGO-SR eran incoloras después del lavado.

Ejemplo 16

Incorporacion mediada por XET, de xiloglucano oligosacdridos quimicamente modificados en xiloglucano pre-adsor-
bido sobre fibras de celulosa

Se incub6é XG (0,5 mg/ml) con fibras celuldsicas durante la noche (15 horas, mezclado suave extremo contra
extremo (end over end) para adsorber primero XG sobre la celulosa. Se trat6 entonces la celulosa XG con una mezcla
de XGO-rhodamina (0,1 mg/ml) 7 XET (0,025 mg/ml) en el tampé6n de acetato de amonio 50 mM, pH 5,5. Después
de mezclar en un mezclador extremo contra extremo a temperatura ambiente durante 4 horas, se lavo la muestra con
abundante agua ultrapura. La incorporacién covalente de los oligosacaridos fluorescentes se puso de relieve debido a
la fuerte coloracidn rosa en las fibras de celulosa que también mostraron una fuerte fluorescencia bajo luz UV.

Ejemplo 17
Adsorcion de xiloglucano modificado por fluoresceina (XG-FITC) sobre papel celulésico

a. Se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos una mezcla (4 ml, volumen total) de xiloglucano (XG, 0,5
mg/ml), XGO-FITC (0,5 mg/ml) y XET (O 025 mg/ml) en tampén de acetato de amonio (25 mM, pH 5,5). La reaccién
se termind eluyendo la mezcla de reaccion a través de una columna HiTrap SP FF (Amersham Biosciencies, Sue(na)
para eliminar la enzima XET. Los materiales celulésicos (0,1 g Whatman n°. 1 tira de papel de filtro) se sumergieron
después en la solucién y se agitaron en un mezclador extremo contra extremo durante 15 horas a temperatura ambiente.
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La fijacién de XG sobre las fibras celuldsicas (12,6 mg XG/g celulosa) se analizé por la pérdida de XG de solucion,
seglin se determina con el método colorimétrico de Koolman. El material celuldsico se quité entonces de la solucién
original y se lavo repetidas veces con agua ultrapura en un mezclador extremo contra extremo para quitar el exceso
de XGO-FITC. La adsorcién de XG-FITC sobre celulosa se observé como una coloracién amarillo clara bajo luz
ambiente y fuerte fluorescencia bajo luz UV. Las muestras de control a las que no se habia afadido enzima XET a la
solucion XG/XGO-FITC eran incoloras y no eran fluorescentes.

b. Se incubd una mezcla (200 ul) de xiloglucano (XG, 1 mg/ml), XGO-FITC (0,5 mg/ml) y XET (8 unidades) en
tampodn de citrato (20 mM, pH 5,5) a 30°C durante 60 minutos. La reaccién se terminé calentando a 75°C durante 5
minutos. Se diluyeron 100 1.11 de esta solucién hasta 500 ul en agua ultrapura y el material celulésico (Whatman n°.
disco de papel de filtro, didmetro 1,5 cm, 15,4 mg) se sumergi6 en la solucién seguido de agitacién en un mezclador
extremo contra extremo durante 15 horas a temperatura ambiente. El papel de filtro se quito entonces y se lavé con
agua ultrapura (2 x 1 ml). Se analiz6 la cantidad de XGO-FITC incorporada en XG y ulteriormente ligada al papel de
filtro (0,0232 mg) por la pérdida de XGO-FITC de solucién (inclusive las soluciones de lavado) tal como se determina
por adsorcion UV a 495 nm en bicarbonato sédico 0,1 M frente a una linea standard de XGO-FITC. Para cuantificar
directamente la cantidad de xiloglucano modificado por FITC (XG-FITC) sobre la superficie del papel, se visualizd
el papel con una cdimara CCD durante la excitacion fluorescente (Fujifilm imager) y un escdner de sobremesa. Se
comprobd que al escanear en modo RGB todo color, la intensidad del canal azul mostraba una correlacién lineal con
cantidad de XG-FITC adsorbida sobre el papel. Ademds, se pudo extraer del papel XG-FITC ligado con NaOH acuoso
2M y cuantificar ulteriormente por adsorcién UV a 495 nm en bicarbonato sédico 0,1 M. Se vio que el tratamiento de
XG-FITC con NaOH 2M no surtia ningtn efecto sobre la absorbancia UV o la emision de fluorescencia y el espectro de
excitacion del compuesto. Las imdgenes de microscopia confocal mostraron que el fluoréforo estaba especificamente
localizado en las superficies de la fibra y demuestra que la sefial es claramente detectable pese a la porosidad del
material.

En la figura 7 se muestra una microscopia de fluorescencia confocal con papel tratado con XG-FITC. Las éareas
de luz indican una intensidad de fluorescencia relativa elevada y las dreas mds oscuras indican una intensidad de
fluorescencia relativa més baja.

Ejemplo 18

Adsorcion de (XG-SR) modificado con sulforhodamina y xiloglucano (XG-FITC) modificado por fluoresceina sobre
membranas de celulosa regeneradas

a. Se sumergieron membranas de celulosa regeneradas (0,05 g) en una solucién que contenia XG (XG-SR, 4 ml,
producidos segtin el método del Ejemplo 13) modificado con sulforhodamina y se agitaron en un mezclador extremo
contra extremo durante 15 horas a temperatura ambiente. La fijacion de XG-SR a la membrana de celulosa regenerada
se determind porque la pérdida de XG-SR de la solucién era de 0,3 mg/g utilizando el método colorimétrico de
Koolman. El material celuldsico se quité entonces de la solucién original y se lav repetidas veces con agua ultrapura
en un mezclador extremo contra extremo para eliminar el exceso de XGO-rhodamina. La adsorcién de XG-rhodamina
sobre celulosa se observé como una coloracién rosa clara bajo luz ambiente o fuerte fluorescencia bajo luz UV. La
microscopia de fluorescencia confocal indicaba que XG-SR estaba localizada en las superficies de la membrana.

b. Se incub6 una mezcla (200 ul) de xiloglucano (XG, 1 mg/ml), XGO-FITC (0,5 mg/ml) y XET (2 ug) en tampdn
de citrato (20 mM, pH 5,5) a 30°C durante 40 minutos. La reaccién se termind calentando a 75°C durante 5 minutos.
Las membranas de celulosa regeneradas (0,05 g) se sumergieron en la solucién. La cantidad de XGO-FITC, que se
incorpord a XG y se ligé ulteriormente a la membrana se analizé por la pérdida de XGO-FITC de las soluciones
(inclusive soluciones de lavado), segiin se determina por adsorciéon UV a 495 nm en bicarbonato sédico en 0,1 M
respecto de lineas standard de XG-FITC. La microscopia de fluorescencia confocal indicaba que XG-FITC se habia
ligado exclusivamente a las superficies de la membrana.

Ejemplo 19
Preparacion de xiloglucano amino-modificado (XG-NH,)

Se incub6 en tampdn de citrato de 20 nM Ph 5,5 durante 30 minutos a 30°C una reaccion tipica que consistia en
10 mg de xiloglucano Tamarindus indica, 3,75 mg de oligosacaridos de xiloglucano amino modificado (mezcla de
XXXG-NH,, XLXG-NH,, XXLG-NH, y XLLG-NH,, preparado segin el Ejemplo 8) y 182 unidades XET (49 ug
proteina, ensayo Bradford). La enzima se desactivé calentando a 75°C durante 10 minutos. El ensayo colorimétrico de
Sulovi et al. (1995) Anal. Biochem. 229, 80-85 mostré tipicamente un cambio de 0,5 unidades de absorbancia a 620
nm tras incubacién, comparable con la observada al utilizar XGO-FITC como sustrato en condiciones similares.
Ejemplo 20

Adsorcion de xiloglucano amino modificado (XG-NH,) sobre papel celuldsico

Se diluy6 1:1 con agua xiloglucano amino modificado (XG-NH, preparado segun lo descrito en el Ejemplo 19) y
se incubd con una hoja de papel de filtro (Whatman n°. 1, 1,5 cm de didmetro, 15 mg) en un vial de cristal durante

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 280 588 T3

la noche a temperatura ambiente con agitacion orbital. Los papeles se lavaron abundantemente con agua ultrapura.
Tipicamente, de 70 a 80% del xiloglucano amino modificado se adsorbi6 al papel, segtin se determiné por el método
colorimétrico de Koolman. El contenido de grupos aminos sobre el papel se cuantificé con ninhidrina tal como describe
Sarin et al (1981) Anal. Biochem, 117, 147-157, que daba 70-80 nmol de grupos aminos detectados por hoja de papel.

Ejemplo 21

Reaccion de xiloglucano amino modificado (XG-NH,) adsorbido sobre la fibra de papel celulosico con fluoresceina
isotiocianato

Se incubo papel celulésico (Whatman n°. 1, 1,5 cm de didmetro, 15 mg) que habia sido preparado segtn lo descrito
en el Ejemplo 20, con fluoresceina isotiocianato, isémero 1 (0,6 mg) en 500 ul de NaHCO; 0,1M durante la noche
a temperatura ambiente de viales de cristal con agitacion orbital. El papel se lavé abundantemente con NaHCO;
0,1 M y agua ultrapura. El papel tratado de este modo presentaba un aspecto amarillo claro bajo luz ambiente y
fuerte fluorescencia. El grado de modificacion se cuantifico en la forma descrita en el Ejemplo 17b. Las muestras de
control de papel tratadas del mismo modo pero a las que no se habia afladido XG-NH, eran incoloras y no mostraban
fluorescencia.

En la figura 8 se muestra una foto del resultado de la incorporacién de fluoresceina en papel tratado con XG-NH,
y que ha reaccionado con FITC. El disco de filtro izquierdo, mds oscuro se hizo reaccionar con FITC mientras que
el disco de filtro derecho se traté de forma idéntica al izquierdo con la excepcion de que no se habia ligado XG-NH,
antes de la reaccion con FITC. De la figura 8 se desprende que el FITC esta ligado al disco de filtro.

Ejemplo 22

Reaccion de xiloglucano amino modificado (XG-NH,) adsorbido sobre la superficie de papel celuldsico con anhidrido
acético

Se incubd papel celuldsico (Whatman n°. 1, 1,5 de didmetro, 15 mg) que habia sido preparado en la forma descrita
en el Ejemplo 20, con anhidrido acético 3,75 mM y trietilamina 11 mM en 2 ml de metanol anhidro durante la noche
a temperatura ambiente en viales de vidrio con agitacién orbital. El papel se lavé entonces con metanol seguido de un
exceso de agua. La cantidad de grupos amino detectada por el ensayo cuantitativo de ninhidrina [Sarin ez al. (1981)
Anal. Biochem, 117, 147-157] se redujo un 84% comparado con una muestra de control. Se hizo reaccionar también
papel acetilado producido de esta forma con fluoresceina isotiocianato en la forma descrita en el Ejemplo 20 y se
cuantificé segtn el Ejemplo 17b lo cual indicaba que el 100% de los grupos aminos habian reaccionado respecto de
un control de papel amino no modificado.

Ejemplo 23

Reaccion de xiloglucano amino modificado (XG-NH,) adsorbido sobre la superficie de papel celuldsico con feniliso-
cianato

Se incubé papel celulésico (Whatman n°. 1, 1,5 cm de didmetro, 15 mg) que habia sido preparado en la forma
descrita en el Ejemplo 20, con una solucién 1M de fenilisocianato en metanol (2 ml) durante la noche durante la
temperatura ambiente en viales de cristal con agitacién orbital. El papel se lavé entonces con metanol (3 x 5 ml, en
viales) seguido de un exceso (1 L, sobre una frita) de agua. La cantidad de grupos aminos detectada por el ensayo
cuantitativo de ninhidrina [Sarin et al. (1981) Anal. Biochem., 117-147-157] se redujo un 70% comparado con una
muestra de control. El papel producido de esta forma se hizo reaccionar también con fluoresceina isotiocianato en la
forma descrita en el Ejemplo 21 y se cuantificé segtin el ejemplo 17b indicando que el 64% de los grupos amino habia
reaccionado respecto de un control de papel amino no modificado.

Ejemplo 24

Reaccion de xiloglucano amino modificado (XG-NH,) adsorbido sobre la superficie de papel celuldsico con anhidrido
alquenil succinico (ASA) en dimetilsulfoxido (DMSO)

Se incubé papel celulésico (Whatman n°. 1, 1,5 cm de didmetro, 15 mg) que habia sido preparado en la forma
descrita en el Ejemplo 20, con una solucién 4 mM de ASA en DMSO (2 ml) durante la noche a temperatura ambiente
en viales de cristal con agitacién orbital. El papel se lavé dos veces con 10 ml 2-propanol, dos veces con 10 ml de
metanol y dos veces con 10 ml de agua en el vial y finalmente se lavé con un litro de agua purificada sobre una frita.
La cantidad de grupos amino detectada se redujo un 63% comparado con una muestra de control no tratada. El papel
producido de esta forma se hizo reaccionar también con fluoresceina isotiocianato en la forma descrita en el Ejemplo
21 y se cuantificé segtn el ejemplo 17b indicando que el 63% de los grupos amino habia reaccionado respecto de un
control de papel amino no modificado.
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Ejemplo 25

Reaccion de xiloglucano amino modificado (XG-HN,) adsorbido en la superficie de papel celulosico con anhidrido
succinico en metanol (MeOH)

Se incubé papel celulésico (Whatman n°. 1, 1,5 cm de didmetro, 15 mg) que habia sido preparado en la forma
descrita en el Ejemplo 20, con una solucién 1,5 M de anhidrido succinico en MeOH anhidro (2 ml) durante la noche
a temperatura ambiente en viales de cristal con agitacion orbital. El papel se lavé dos veces con 10 ml de metanol,
dos veces con 10 ml de agua purificada en el vial y finalmente se lavé con un litro de agua purificada sobre una frita.
La cantidad de grupos amino detectada se redujo un 48% comparado con una muestra de control no tratada. El papel
producido de esta forma se hizo reaccionar también con fluoresceina isotiocianato en la forma descrita en el Ejemplo
21 y se cuantificé segtin el ejemplo 17b indicando que el 38% de los grupos amino habia reaccionado respecto de un
control de papel amino no modificado.

Ejemplo 26

Reaccion xiloglucano amino modificado (XG-NH,) adsorbido sobre la superficie de papel celulésico con N-cinnamoil
imidazol

Se incubé papel celulésico (Whatman n°. 1, 1,5 cm de didmetro, 15 mg) que habia sido preparado en la forma
descrita en el Ejemplo 20, con N-cinnamoil imidazol 1M en dimetilsulf6xido (2 ml) durante la noche a temperatura
ambiente en viales de cristal con agitacion orbital. El papel se lavé entonces con 2-propanol (2 x 5 ml), metanol (2
x 5 ml) y un exceso de agua (1 L). La cantidad de grupos amino detectada por el ensayo cuantitativo de ninhidrina
[Sarin et al. (1981) anal. Biochem., 117, 147-157] se redujo un 65% comparado con una muestra de control. El papel
producido de esta forma se hizo reaccionar también con fluoresceina isotiocianato en la forma descrita en el Ejemplo
21 y se cuantificé segtin el ejemplo 17b indicando que el 84% de los grupos amino habia reaccionado respecto de un
control de papel amino no modificado.

Ejemplo 27

Reaccion de xiloglucano amino modificado (XG-NH,) adsorbido sobre la superficie de papel celuldsico con dcido
bromo isobutirico

Se incubé papel celulésico (Whatman n°. 1, 1,5 cm de didmetro, 15 mg) que habia sido preparado en la forma
descrita en el Ejemplo 20, con una solucién que contenia dcido bromo isobutirico 1M y 1-etil-3-(3-dimetil amino
propil) Carbo diimida en MeOH (2 ml) durante la noche a temperatura ambiente en viales de cristal con agitacién
orbital. El papel se lavé con metanol (2 x 10 ml) y agua ultrapura (2 x 10 ml) en el vial y finalmente se lavé con un litro
de agua ultrapura sobre una frita. La cantidad de grupos amino detectada se redujo un 50% comparado con la muestra
de control no tratada. El papel producido de esta forma se hizo reaccionar también con fluoresceina isotiocianato en la
forma descrita en el Ejemplo 21 y se cuantificé segtn el ejemplo 17b indicando que el 79% de los grupos amino habia
reaccionado frente a un control de papel amino no modificado.

Ejemplo 28

Reaccion de xiloglucano amino modificado (XG-NH,) adsorbido sobre la superficie de papel celulosico con biotin-3-
sulfa-N-hidroxi cuccinimida éster (succinimidil biotina)

Se incubé papel celulésico (Whatman n°. 1, 1,5 cm de didmetro, 15 mg) que habia sido preparado en la forma
descrita en el Ejemplo 20, con una solucién que contenia 180 uM de solucién de succinimidil biotina en NaHCO; en
10 mM (2 ml) durante la noche a temperatura ambiente en viales con agitacion orbital.

El papel se lavo entonces 4 veces con 10 ml de agua purificada en el vial y finalmente se lavo con un litro de agua
purificada sobre una frita. La cantidad de grupos amino detectada se redujo un 71% comparado con una muestra de
control no tratada. El papel producido de esta forma se hizo reaccionar también con fluoresceina isotiocianato en la
forma descrita en el Ejemplo 21 y se cuantificé segtn el ejemplo 17b indicando que el 57% de los grupos amino habia
reaccionado frente a un control de papel amino no modificado.

El papel biotinilado y una muestra de control se incubaron durante la noche con 500 ul de una solucién BSA 0,1%
con agitacién extremo contra extremo para bloquear la fijacién de proteina no especifica al papel. El papel se lavé dos
veces con 1 ml de agua y se incubé con 10 ug de conjugado de estreptavidin - alcalino fosfatasa en Tris 100 mM, pH
9,5 durante 15 minutos a temperatura ambiente. El papel se lavé 4 veces con 1 ml del mismo tampén Tris. El papel se
incubé entonces con 18 pg de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato / nitro azul (BCIPINBT) en 320 ul de tampén Tris,
pH 9,5 durante 5 minutos. El papel se lavé posteriormente 2 veces con 20 ul de agua purificada y se secé. El papel
se someti6 a andlisis de representacion por imagen después de escanear sobre un escaner de imagen de sobremesa. El
papel visiblemente azul estaba un 40% mas coloreado que el papel amino no biotinilado de control.
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Ejemplo 29

Reaccion de xiloglucano amino modificado (XG-NH,) adsorbido sobre la superficie de papel celuldsico con y-tiobu-
tirolactona

Se hizo reaccionar papel celulésico (Whatman n°. 1, 1,5 cm de didmetro, 15 mg) que habia sido preparado en la
forma descrita en el Ejemplo 20, con tiobutirolactona (87 ul, 1 mol) en una mezcla de etanol (98%, 500 ul) y una
solucién acuosa de bicarbonato sédico (0,1 M, 500 ul) durante la anoche a temperatura ambiente en viales de cristal
con agitacién orbital. El papel se lavé 2 veces con 5 ml de solucién acuosa de bicarbonato sédico 0,1 M y finalmente
con aproximadamente 1 litro de agua pura. La cantidad de grupos amino detectada se redujo un 52% comparado con
la muestra de control no tratada.

La figura 9 muestra las cantidades relativas de grupos amino presentes en la superficie de papel celuldsico mo-
dificado por XG-NH, después del tratamiento con diversos amino-reactivos. Las barras gris claro se refieren a la
determinacidn por ensayo cuantitativo de ninhidrina mientras que las barras gris oscuro se refieren a la cuantificacién
por reaccién por FITC seguido de andlisis cuantitativo de imagen. La figura 10 muestra la reactividad del papel con y
sin modificacién por XG-NH, respecto de FITC. “Blank” es un papel de filtro comercial tratado con FITC; “XGN” es
un papel de filtro comercial tratado con XG-NH, seguido de FITC; “1” es papel de filtro comercial tratado con XG-
NH, seguido de anhidrido acético y luego FITC.

Ejemplo 30
Reaccion de sulfo-rhodamina metanotiosulfonato con los grupos tiol introducidos en la superficie de papel celuldsico

La mitad del papel celulésico seco (7,7 mg) que se habia producido en la forma descrita en el Ejemplo 29, se
trat6 con 2 ml de ditiotreitol 10 mM (DTT) en solucién acuosa de NaHCO; 0,1M bajo argén en un vial de cristal
durante 2 horas con agitacion ocasional, después de lavar 3 veces el papel con 2 ml de agua ultrapura desgasificada
bajo argdn, se afiadié 1 ml de sulforhodamina metanotiosulfonato 1 mM en una solucién de DMSO/H,0 (1:9) y se
dejé reaccionar durante 2 horas con agitacién ocasional. El papel se lavé con DMSO para quitar el sulfo-rhodamina
metanotiosulfonato que no habfa reaccionado, se lavé con agua ultrapura y se sec6.

El papel mostré una coloracion rosa brillante bajo luz ambiente y una fuerte fluorescencia bajo luz UV mientras
que el papel en blanco tratado de la misma forma carecia de color. La mitad del papel rosa (aproximadamente 3 mg)
se tratd nuevamente con 500 ul de ditiotreitol 10 mM (DTT) en una solucién acuosa de NaHCO; 0,1 M, para liberar
el sulfa - rhodamina metano tiosulfonato unido por disulfuro de la superficie del papel. La solucién sobrenadante
se cuantificé por adsorcién UV a 565 nm. El papel se lavo 3 veces con 1 ml de agua desgasificada bajo argén y se
hizo reaccionar nuevamente con 1 ml de sulforhodamina metanotiosulfonato 1 mM en una solucién de mezcla de
DMSO/H,0 (1:9) durante 2 horas, agitando ocasionalmente. Después de lavar con DMSO y agua, el papel volvié a
mostrar una coloracién rosa brillante bajo luz ambiente y una fuerte fluorescencia bajo luz UV, mientras que el papel
en blanco tratado de forma idéntica carecia de color.

La figura 11 muestra el resultado de la reaccién con papel tiolado con sulforhodamina metano tiosulfonato. Las
muestras a la izquierda de cada fila representan papel tratado con XG-NH,, mientras que las de la derecha representan
papel tratado con XG-NH,, que se hizo reaccionar ulteriormente con tiobutirolactona para introducir un grupo tio
(-SH). Filas de arriba: muestras después del tratamiento con sulforhodamina metano tiosulfonato. Fila central: partes
de muestras de la fila de arriba después de lavar con solucién de DTT. Fila de arriba: muestras lavadas con DTT, que
se hicieron reaccionar nuevamente con sulforhodamina metano tiosulfonato.

Ejemplo 31

Polimerizacion de radical con transferencia de dtomo utilizando acopiador iniciador con XG en la superficie celulo-
sica

La polimerizacién de radical por transferencia atémica de superficies de papel de celulosa a temperaturas ambientes
ya ha sido descrita [Carlmark and Malmstrém, 2002, J. Am. Chem. Soc. 124:900-901], no obstante, con cantidades
elevadas de carga de iniciador, la integridad del papel queda gravemente comprometida. Realizamos la misma reaccién
de polimerizacidn a partir de iniciador inmovilizado sobre la superficie celulésica por medio de xiloglucano tal como
se describe en el Ejemplo 27, procedimiento que dio como resultado niveles elevados de iniciador sobre la superficie
del papel sin degradacion alguna de la estructura del papel. El copolimero de injerto asi producido mostré un fuerte
incremento en la unién de fibra-polimero comparado con las muestras de control donde el iniciador no se acoplé sobre
la superficie de la fibra.

Aunque la invencién se ha descrito con relacién a sus realizaciones preferidas, que constituyen la mejor forma
actualmente conocida por los inventores, hay que entender que se pueden realizar cambios y modificaciones que
se consideran obvios para el experto en la materia, sin apartarse del dmbito de la invencidn, que se expone en las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la modificacién de material de carbohidrato polimérico (PCM), método que comprende una etapa
de fijacién de un grupo quimico que tiene una funcionalidad deseada respecto de dicho material de carbohidrato, por
medio de una molécula ligante de carbohidrato (CLM) que comprende el grupo quimico y un polimero de carbohidrato
soluble (SCP) que comprende una hemicelulosa, siendo dicha molécula ligante capaz de fijacién al PCM.

2. El método de la reivindicacién 1, donde el PCM que se va a modificar se obtiene de una planta elegida dentro
del grupo formado por una planta monocotiledénea y una planta dicotiledénea.

3. El método de la reivindicacién 2, donde la planta monocotiled6nea es una planta de la familia Gramineae.

4. El método de la reivindicacién 2, donde la planta monocotiledénea se elige dentro del grupo formado por
plantas angiospermas (maderas duras), plantas coniferas, (maderas blandas) y plantas que pertenecen a la familia de
los Gossypium.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el PCM estd en forma de fibras de plantas celuldsicas.

6. Método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el PCM estd en forma de microfibrilas celuldsicas
derivadas de fibras de planta celuldsica o de bacteria.

7. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde el SCP es xiloglucano.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde el grupo quimico que tiene una funcionalidad deseada
se elige dentro del grupo formado por un grupo iénico, un grupo hidréfobo, un grupo hidrofilo sin carga, un grupo
reactivo, un nucledéfilo, un monémero polimerizable, un grupo cromoférico, un grupo fluoroférico, biotina, un is6topo
radiactivo, un precursor de radical libre, una mitad de radical libre estable, una proteina y un agente de fijacién de
proteina.

9. El método de la reivindicacién 8, donde el grupo quimico es un grupo amino.
10. El método de la reivindicacién 8, donde el grupo quimico es un precursor de radical libre.
11. El método de la reivindicacién 8, donde el grupo quimico es una mitad de radical libre estable.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el grupo quimico es un monémero para una
reaccion de polimerizacion.

13. El método segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el grupo quimico es un iniciador de
polimerizacién de radical libre.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, donde el material carbohidrato polimérico modificado
obtenido tiene, respecto del material no modificado, propiedades superficiales alteradas.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, donde el material de carbohidrato polimérico modificado
obtenido tiene, respecto del material no modificado, propiedades de resistencia alteradas.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, donde el material de carbohidrato polimérico modificado
obtenido tiene, respecto del material no modificado, propiedades de repelencia del agua alteradas.

17. Un material de carbohidrato polimérico modificado (mPCM) que se puede obtener con el método de cualquiera
de las reivindicaciones 1-16, material que tiene fijados al mismo unos grupos quimicos que tienen una funcionalidad
deseada, siendo mediada dicha fijacion por una molécula ligante de carbohidrato que comprende un grupo quimico y
un SCP que es una hemicelulosa, siendo dicha molécula ligante de carbohidrato capaz de fijarse al PCM.

18. El material de la reivindicacién 17, que se encuentra en forma de fibras de planta celuldsica o microfibrilas
celulésicas derivadas de fibras de planta celuldsica o de una bacteria.

19. El material de la reivindicacién 17 o 18, donde los grupos quimicos son grupos reactivos capaces de fijar otros
grupos funcionales.

20. El material de cualquiera de las reivindicaciones 17-19, al que van unidos dos o mds tipos diferentes de grupos
quimicos.

21. El material segtin cualquiera de las reivindicaciones 17-20, donde el grupo quimico se elige dentro del grupo

formado por un precursor de radical libre, una mitad de radical libre estable, un mondémero para una reaccion de
polimerizacién y un iniciador de polimerizacién de radical libre.
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22. Un material compuesto que comprende el material de cualquiera de las reivindicaciones 17-21.

23. Un material de polimero injertado a base de celulosa que se puede obtener por reaccién de polimerizacién de
un material de la reivindicacién 22.

24. Utilizacion del material de cualquiera de las reivindicaciones 17-23, en la fabricacién de productos de papel y
de cartén.

25. Utilizacion del material de cualquiera de las reivindicaciones 17-23, como agente auxiliar en un ensayo o
proceso de diagndstico o quimico.

26. Utilizacién del material polimero injertado a base de celulosa de la reivindicacién 23, en la fabricacién de
hojas de papel, cartén ondulado, tejidos, agentes auxiliares en un ensayo o proceso de diagndstico o quimico, agentes
de envasado para liquidos o alimentos, papel y cartones, textiles, papeles de seguridad, billetes de banco, agentes de
relleno para documentos rastreables, laminados, productos de panel, compuestos de madera - polimero, compuestos
de polimero, aleaciones y mezclas o derivados celulésicos (celulosas).
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FIGURA 2
Bond cleavage: Segmentacion de enlace

Resynthesis: Resintesis

FIGURA 5
XG-FITC produced (mg): XG-FITC producido (mg)

Time (min): tiempo (min).

FIGURA 6
XG-FITC produced (mg): XG-FITC producido (mg)

Enzyme (units): Enzima (unidades).

FIGURA 9

Amino paper: Papel amino

Acetic anhydride: anhidrido acético
Phenylisothiocyanate: Fenilisotiocianato

Alkenyl succinic anhydride: Anhidrido alquenil succinico
N-cinnamoyl imidazole: N-cinnamoil imidazol

Bromo isobutyric acid: acido bromo isobutirico
Succinimidyl biotin: Succinimidil biotina

Succinic acid anhydride: Anhidrido succinico

Thiobuturylactone: Tiobuturilactona
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Fig. 1
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Fig. 2
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clsa/(m-z) ?aI(B1-2)
)l(yl(a1-6) )I(yl(a1-6) )l(yl(a1-6)
Glc(B1-4)—Glc(B1-4)—Glc(B1-4)—Glc(B1-4)

CISaI(B 1-2)
)|(yl(a1-6) )I(yl(a1-6) )l(yl(a1-6)
Glc(B1-4)—Glc(p1-4)—Glc(B1-4)—Glc(B1-4)

Gal(B1-2)
)'(yl(a1-6) )l(yl(a1 -6) )l(yl(a1—6)
Glc(B1-4)—Gic(p1-4)—Glic(B1-4)—GCGlc(p1-4)

)l(yl(a1-6) )|<yl(a1—6) )I(yl(a1-6)
Glc(B1-4)—Glc(B1-4)—Glc(B1-4)—Glc(B1-4)

Fig. 4
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Fig. 7
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Fig. 11
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cc 480

ccaattagat
cce 540

atgggtgtat
te 600

aagactgatt
cg 660

tgtgagtgtc
gt 720

gagaaaaggt
at 780

cagcttttgt
ag 840

ttcccagrea
888

actccttact

tgcataccaa

acagctcaat

ggagtcatge

cagtatcagt

actggtggga

gggtgaaggc

ctcctctaga
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ttggaaccag

tatggaaaac

atggaatgca

accctttgtt

agctgcagcet

tgaacctacg

taaccacatg

gtgcctgcac

cgeccaagttyg

aaaggaattc

gatgattggg

gcctectata

gataatgcta

ttgtctgage

gtctacgact

cacagccace

tgtttctagt

cttctocaaa

ctacacaagg

aaggatttga

agaaatgtag

tcaatgcgeca

actgcagcga

gccaccac

ggacgaga

ggaccaag

tggccgtg

aattgatyg

cagcagtg

ccagagce

cactgcta

atggctgctg cttatccgtg gactttgttt cttggcatge tggttatggt atctggaa
ca 60

atgggagctg ccctgaggaa gccagtggat gtggegtteg
ca 120

gtaggaacta tgttcecta

tgggcttttyg accacattaa gtacttcaat ggaggcaatqg
at 180

agattcager gcacttgg

aaatacacag gtactggttt ccaatcaaaa ggttcatact
tg 240

tatttggcca tttcagta

caaatgaagt tggttcctgg tgactcagct ggaacagtca ctgctttcta tctatect

55

60

65



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ca 300

caaaactcgyg
ce 360

tacattttge
ac 420

ctetggtttg
tg 480

atagtgttcc
ga 540

gttaagtttc
at 600

tgggctacca
cc 660

tacaggagct
ca 720

cagggtgcta
gg 780

aggctcagct
ga 840

taccettcaa
882

agcatgacga

agacaaatgt

acccaaccaa

tcgtggatga

cattcaacca

ggggtggact

tccacataga

gatggtggga

gggtccgeca

tgcccccaga
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gatagacttt

tttcacagga

ggaattccac

cgtgccaate

gccaatgaag

cgagaagaca

tgggtgcgag

ccagaaggag

gaaatatacc

atgcaagaga

gagttcttag

ggcaaggggy

tactattctg

agagtgttca

atctactcaa

gactggtcca

gecctecgtgg

ttccaagate

atctacaatt

gacagagaca

gaaacaggac

atagagaaca

tcctectggaa

agaactgcaa

gcctatggaa

aggcaccgtt

aagccaagtt

tggatgectt

actgcactga

ta

tggccagc

gaggattt

catgtaca

agatttqgg

tgcegatg

cattgcct

ctgcgeea

ccagtaca

tagatcaa
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