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DESCRIPCION
Composiciéon de manano oligosacarido para la reduccién de grasa corporal.

La presente invencion se refiere al uso de composiciones de manano oligosacaridos y alimentos y bebidas que
contienen manano oligosacaridos para reducir grasa corporal y especialmente grasa abdominal. Los manano
oligosacéridos se pueden producir por hidrélisis de materias con mananos e incorporarse a alimentos y bebidas.

Antecedentes

En los ultimos afios, las dietas occidentalizadas, la falta de ejercicio y un mayor estrés han dado como resultado
incremento en la ganancia de peso y obesidad. El exceso de peso y la obesidad son factores de riesgo de
enfermedades tales como hiperglucemia, hipertension y diabetes. Se han proporcionado dietas remedio para limitar
la ganancia de peso y tratar la obesidad. Muchas de estas dietas remedio son productos naturales o derivan de
productos naturales.

La industria del café es un ejemplo de una industria que procesa y produce grandes cantidades de productos
naturales. Los fabricantes de café soluble y café enlatado desechan grandes cantidades de granos de café usados.
Estos residuos se incineran en su mayoria o se eliminan como residuo industrial. Las vainas de café y los restos de
café que resultan contienen 3-manano insoluble en agua. Los manano oligosacaridos (MOS) a partir de mananos de
café hidrolizado son oligosacéaridos indigestibles. La presente invencion utiliza mananos para proporcionar
composiciones que tienen efectos de reduccion de grasa.

Compendio

Segun la presente invencién se proporciona una composicion que comprende un monosacarido que tiene un grado
de polimerizacién de 2 a 10 monosacaridos, en la que al menos 60 por cien en peso de los monosacaridos son
manosa, para usar en reduccién de la proporcién de grasa corporal o grasa abdominal en humanos.

La composicion de manano oligosacaridos se puede afiadir a composiciones alimentarias, especialmente bebidas, y
consumir oralmente. La administracion de los manano oligosacaridos es eficaz para reducir la grasa corporal global,
segun se expresa mediante proporcion de grasa corporal, en al menos 4%, preferentemente de 4% a 8%, la grasa
abdominal en al menos 10%, preferentemente de 10% a 15%, y pérdida de peso.

Preferentemente al menos 70 por cien en peso de los monosacaridos son manosa, y lo mas preferente al menos 80
por cien en peso de los monosacaridos son manosa. Los manano oligosacaridos también pueden incluir uno o0 mas
monosacaridos tales como glucosa, galactosa, fructosa y sus mezclas. La composiciéon de manano oligosacaridos se
puede incorporar a alimentos, bebidas, piensos, medicinas y cosméticos. La composicion de manano oligosacaridos
se puede proporcionar como un hidrolizado que se forma por hidrélisis de un material con manano. EIl material con
manano se puede proporcionar a partir de fuentes que incluyen vainas de café crudas, vainas de café tostadas,
granos de café usados, harina de copra, copos de copra, coco, palmera de Huacra, boniatos, konyak, lirio, narciso,
regaliz, goma de vaina de algarrobo, goma guar y sus mezclas. En un aspecto importante, la fuente del material con
manano se proporciona a partir de materiales de café y especialmente a partir de granos de café usados. Las
composiciones de manano que derivan de goma guar y son eficaces como agentes reductores de grasa corporal se
describen en Takahashi, H. et al., Comp. Biochem. Physiol. Vol 107A, n°1, pp 255-260, 1994.

El manano oligosacarido que contiene hidrolizado se puede producir usando un método de hidrdlisis tal como
hidrolisis acida, hidrolisis térmica, hidrdélisis enzimatica, hidrélisis de fermentaciéon microbiana, y combinaciones de
tales métodos. La hidrdlisis térmica se puede llevar a cabo a una temperatura de 200°C, preferentemente 210°C. Los
hidrolizados se pueden decolorar, desodorizar y/o concentrar poniendo en contacto el hidrolizado con carbén activo,
resinas adsorbentes, resina de intercambio de iones, membranas de intercambio de iones, y sus combinaciones.

Cuando se proporciona el manano oligosacarido en una composicion alimentaria, la composicion alimentaria puede
incluir al menos 1 gramo de manano oligosacarido por 100 gramos de composicién alimentaria. Los manano
oligosacaridos se pueden incorporar en una diversidad de productos alimentarios sélidos y/o liquidos. En un aspecto
importante, los manano oligosacaridos se incorporan a café.

La composicion de manano oligosacaridos se puede producir mediante un método que incluye hidrolizar una
composicién con manano en una cantidad eficaz para formar un hidrolizado que contiene manano oligosacaridos en
la que cada manano oligosacarido tiene un grado de polimerizacién de 2 a 10 monosacaridos en la que al menos 60
por cien del peso de los monosacaridos son manosa, preferentemente 70 por cien en peso de los monosacaridos
son manosa, y lo mas preferente 80 por cien de los monosacaridos son manosa. El material con manano se puede
proporcionar a partir de vainas de café crudas, vainas de café tostadas, granos de café usados, harina de copra,
copos de copra, coco, palmera de Huacra, boniatos, konyak, lirio, narciso, regaliz, goma de vaina de algarrobo,
goma guar y sus mezclas. Una fuente preferente de material con manano es granos de café usados. El hidrolizado
que contiene manano oligosacarido se produce usando un método de hidrdlisis tal como hidrdlisis acida, hidrdlisis
térmica, hidrolisis enzimatica, hidrolisis de fermentacion microbiana, y sus mezclas. Un método de hidrélisis
preferente incluye hidrdlisis térmica. El hidrolizado que resulta se puede desodorizar, decolorar y/o concentrar
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usando carbon activo, resinas de adsorcion, resina de intercambio de iones, membranas de intercambio de iones, y
sus combinaciones. El hidrolizado que resulta se puede usar como una composicién acuosa o se puede secar o
liofilizar.

El manano oligosacarido se puede administrar oralmente a razén de 1 a 10 gramos por dia, preferentemente 2 a 8
gramos por dia, y mas preferentemente 3 a 6 gramos por dia, como parte de una composicion alimentaria, tal como
por ejemplo una bebida tal como café.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 ilustra cambios del area relativa total de grasa abdominal calculada a partir de escaner de fotos CT en un
grupo control y en un grupo MOS.

La figura 2 ilustra cambios del area relativa de grasa subcutanea abdominal de un grupo control y un grupo MOS.
La figura 3 ilustra cambios del area relativa de grasa visceral abdominal de un grupo control y un grupo MOS.
La figura 4 muestra el efecto de MOS sobre lipasa pancreatica.

La figura 5 ilustra el efecto de MOS sobre niveles de glicerol en plasma humano después de la administracion oral
de una dieta rica en grasa.

Descripcion detallada

Se proporcionan composiciones, cuyo uso proporciona efecto de reduccién de grasa y que se puede considerar que
tienen funcionalidad fisiolégica en reducir la obesidad. Las composiciones son oligosacaridos que principalmente
incluyen unidades de manosa. Estos oligosacaridos con base de manosa o manano oligosacaridos son no
carcinogénicos, y bajos en calorias; se utilizan selectivamente mediante la microflora intestinal, modera los niveles
de lipidos en el suero, y favorece la adsorcién mineral.

Definiciones

Se proporcionan manano oligosacaridos que son oligosacaridos. Como se usa en la presente memoria,
“oligosacaridos” se refiere a polimeros de monosacaridos que tienen un grado de polimerizacion (GP) de 2 a 10,
mas preferentemente un GP de 2 a 9, y mas preferentemente un GP de 2 a 6.

Los manano olilgosacaridos normalmente incluiran una pluralidad de oligosacaridos con diferentes grados de
polimerizacion.

Material con mananos.

Como se usa en la presente memoria, “manano” se refiere a polisacaridos que incluyen restos de monosacaridos de
manosa. Los restos de manosa pueden estar en la forma de D-manosa, galactomanano, glucomanano, y sus
mezclas. Los polisacaridos que incluyen manosa pueden estar formados completamente por restos de
monosacarido manosa o pueden ser una combinacién de restos de monosacarido manosa y otros monosacaridos,
tal como por ejemplo, glucosa, galactosa y fructosa.

Los manano oligosacaridos se pueden producir por la hidrélisis de manano. Las fuentes de manano incluyen vainas
de café crudas, vainas de café tostadas, granos de café usados, harina de copra, copos de copra, coco, palmera de
Huacra, boniatos, konyak, lirio, narciso, regaliz, goma de vaina de algarrobo, goma guar y sus mezclas. La harina de
copra y los copos de copra se pueden obtener a partir de coco. La planta Arecacease (Palmae) palmera de Huacra
de Sudafrica, manano de boniato, y manano de boniato chino, todos proporcionan una fuente de material con
manano.

En un aspecto importante, las vainas de café tostado y molido y los granos de café usados que quedan después de
percolar el café son una fuente preferente de manano. Se puede utilizar cualquier tipo de vainas de café de cualquier
fuente. Ejemplos de café que se pueden usar incluyen Arabica, Robusta, Liveria y similar. Se puede utilizar un unico
tipo de café o mezclas de diferentes tipos de café. Las vainas de café de calidad inferior, o tamafio, incluyendo las
que tienen poco 0 no tienen valor comercial, también se pueden usar. En otro aspecto importante, se puede
proporcionar manano a partir de residuos de extraccion de café obtenidos después del tratamiento de extraccion de
café tostado y molido en procesos convencionales para producir café liquido o café instantaneo.

Hidrdlisis de material con manano.

La hidrolisis del material con manano se puede llevar a cabo usando métodos de hidrdlisis que pueden incluir
hidrélisis acida, hidrolisis térmica, hidrélisis enzimatica, hidrdlisis de fermentacién microbiana, y sus mezclas. Los
métodos de hidrdlisis que usan acido y/o temperaturas altas se describen en la solicitud de patente japonesa
nuameros Sho 61-96947 y Hei 02-200147. Ademas, los métodos de hidrdlisis acida se describen en la patente de
EEUU namero 4.508.745 y los métodos de hidrdlisis a alta temperatura se describen en EP0363529.
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Los granos de café usados se pueden hidrolizar en un recipiente de reaccion con o sin acido y con o sin presion. La
hidrélisis también se puede llevar a cabo en cualquier otro recipiente de reacciéon adecuado para tal procedimiento,
tal como por ejemplo, un reactor de flujo en piston. La hidrdlisis es eficaz para hidrolizar manano que puede tener un
GP de 10 a 40 o mas alto para oligosacaridos que tienen un GP de 2 a 10.

La hidrdlisis enzimatica se puede llevar a cabo mediante la disolucién de material con manano en un medio acuoso y
afiadiendo enzimas adecuadas comercialmente disponibles, tal como por ejemplo, celulasa y hemicelulasa. La
hidrélisis enzimatica se puede llevar a cabo usando condiciones estandar conocidas por un experto en la técnica.

La fermentacion microbiana también se puede usar para hidrolizar material con manano. El material con manano se
puede fermentar con microorganismos que producen enzimas capaces de hidrolizar manano. Se pueden usar
microorganismos que producen enzimas tales como celulasa y hemicelulosa. Un ejemplo de un microorganismo
apropiado es Basidiomycota.

Los hidrolizados que resultan del material con manano se pueden usar como tales o purificarse mas con carboén
activo, resinas de adsorcion, resina de intercambio de iones, membranas de intercambio de iones, y sus
combinaciones. Se puede lograr decoloracién y/o desodorizaciéon de hidrolizados poniendo en contacto el hidrolizado
con carboén activo o con cualquier otro material similar del tipo de resina de adsorcion. Se puede llevar a cabo
desalado y desacidificado usando resinas de intercambio de iones y/o membranas de intercambio de iones. También
se pueden usar combinaciones de estos métodos. Se puede llevar a cabo mas purificacion a niveles de dosis mas
altas o cuando el hidrolizado se va a usar en ciertos tipos de alimentos y bebidas.

Ensayos clinicos.

En ensayos realizados con preparaciones de MOS, el peso corporal y la circunferencia de la cintura tendian a
disminuir en los grupos MOS a las 12 semanas comparado con el momento inicial. De media, la pérdida de peso
corporal estaba en el intervalo de 0,5 a 1,0 kg y la circunferencia de la cintura descendia de 1,5 a 3,0 cm. Las
proporciones de la grasa corporal mediante DEXA disminuian entre 4% y 8% en los grupos MOS a las 12 semanas
comparado con el momento inicial y fueron significativamente diferentes del grupo placebo al final del periodo de
observacion. El area de grasa total abdominal y el area de grasa visceral mediante escaner CT se redujo
significativamente en los grupos MOS comparado con el grupo placebo a las 12 semanas, con disminucion en las
mediciones de grasa de media 10% a 15% desde el inicio del estudio. La caracterizacion de las mediciones de grasa
del escaner CT en base relativa ademas demostrd los cambios significativos en la region abdominal. Los resultados
mostraron que la bebida de café que contenia MOS reducia la proporcidon de grasa corporal y grasa abdominal en
humanos que, con el tiempo, se reflejaba en reduccion del peso corporal.

Mientas que no se pretende ser limitante de cualquier teoria, una reduccion de la grasa abdominal puede ser debida
a una o mas de las siguientes razones: (1) acido propiénico, que es un producto de fermentacion intestinal de MOS,
puede moderar la sintesis de acido graso en el higado, (2) MOS puede inhibir la absorcion de lipidos en el intestino
delgado que causa que la grasa acumulada en el cuerpo se metabolice y (3) la excrecidon de grasa a través del
volumen fecal puede incrementar reduciendo asi la grasa abdominal.

Ejemplos
Ejemplo 1: ensayos clinicos MOS. Estudio 1.
1. Preparacion de MOS

Se hidrolizan granos de café usados en un reactor mantenido a una temperatura 220°C. El producto hidrolizado se
decolora mediante polvo de carbdn activo (Umehachi; Taipei Chemicals, Osaka) y se desala mediante resina de
intercambio de cationes (SKIB; Mitsubishi Chemicals, Tokyo) y resina de intercambio de aniones (WA30; Mitsubishi
Chemicals). Los monosacaridos se eliminan usando cromatografia de carbdn activo con un gradiente gradual de
agua y 10,0% (v/v) de etanol. La disolucion purificada se concentra en un evaporador rotatorio y se liofiliza. La
mezcla de MOS (grado de polimerizacion (gp) 2: 21,2%, gp3: 22,2%, gp4: 21,2%, gp5: 16,2% y gp6 o mas: 19,2%)
se usa para el ensayo clinico.

2. Bebidas del ensayo

La composicion de las bebidas de café es la siguiente:

Tabla 1

g/100 ml Café control Café MOS
Solidos de café 1,1 1,1
Edulcorante artificial 0,017 0,017
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MOS - 1,0

Sdlidos de jarabe de maiz 1,0 -

La bebida de café se envasa en una botella de PET (tereftalato de polietileno) de 900 ml. La bebida del ensayo
contenia 1 g de MOS en 100 ml. Cada sujeto ingiri6 300 ml de la bebida de café del ensayo (que contenia 3,0 g
MQOS) por dia. Se afiaden sdlidos de jarabe de maiz a la bebida de café control como un placebo en vez de MOS.
Las bebidas de café del ensayo se preparan con el mismo nivel de sélidos de café de modo que no hay diferencia en
sabor entre ellas. Ambas bebidas también se preparan igualando los niveles de cafeina porque se sabe que la
cafeina incrementa el gasto de energia. El nivel de cafeina es 45,4 mg/100 ml en el café control y 46,8 mg/100 ml en
el café del ensayo, respectivamente.

3. Programacion del sujeto y del ensayo

Este estudio se disefia como un ensayo de control de placebo y a doble ciego. Los voluntarios se sometieron a un
examen meédico y fisico. Se toma una muestra de sangre en ayunas para analizar los lipidos del suero.

Se seleccionan 30 voluntarios (hombres: 15, mujeres: 15). Pertenecen a la clase de obesidad | (25 kg/m? <IMC<30
kg/mz) segun la clasificacion de obesidad de Japan Society for the Study of Obesity y clase de hipercolesterolemia
(nivel de colesterol total en el suero > 180 mg/100ml). Se dividen en dos grupos considerando el IMC vy el nivel de
colesterol total en el suero por un médico no relacionado con este estudio.

Después de un periodo de observacion de una semana, se administra a los sujetos una bebida de café durante 12
semanas. Visitan la clinica en el dia del inicio, después de 4, 8 y 12 semanas. En cada visita a la clinica, se someten
a un examen médico y fisico. Se toman muestras de sangre y orina en ayunas y se miden areas de grasa abdominal
usando escaner de tomografia computarizada (escaner CT).

Los sujetos miden 300 ml de la bebida de café (MOS o placebo) con una taza de medida y se lo beben cada dia sin
afadir leche o nata. No se determina la hora de la ingesta. Los sujetos son instruidos a que a lo largo del estudio no
cambien sus dietas normales de ninguna manera. Ademas, se les limita a consumir alimentos o medicinas que
influencien los niveles de lipidos en la sangre. En cada visita a la clinica, se les pide que no coman ni beban excepto
beber agua a partir de las 9.00 a.m. hasta que terminen el examen.

4. Anotacion de datos de la dieta

A los sujetos se les entrega una bascula, una camara desechable y un poddémetro. A los sujetos se les pide que
anoten todas las comidas, incluyendo aperitivos entre comidas, el peso de cada plato, que tomen fotos de cada plato
y que cuenten el numero de pasos caminados cada dia durante 3 dias antes de visitar la clinica. La ingesta de
nutrientes se calcul6 a partir de las anotaciones de comidas y las fotos usando Microsoft Excel Add-in “Excel Eiyou-
kun ver.3.0” (Kenpakusya; Tokyo, Japon). Los voluntarios también anotaron su consumo de alcohol diariamente.

5. Examenes fisicos

Se llevaron a cabo examenes fisicos para anotar altura corporal, peso, circunferencia de la cadera y cintura y
espesor de la grasa subcutanea. Se midié la circunferencia de la cadera y la cintura durante la exhalaciéon y en
posicion de pié segun el método de Japan Society for the Study of Obesity (Tokunaga et al., Int J. Obesity, 7, 437-
445 (1983)). El espesor de la grasa subcutanea se midié a nivel braquial y subcapular usando un calibre. El indice
de masa corporal (IMC) se calculé segun la siguiente ecuacion: IMC (kg/m?) = [peso corporal (kg)]/[altura corporal

(m))°.
6. Medicién del area de grasa abdominal

Se lleva a cabo la determinacion de las areas de grasa abdominal mediante escaner CT usando el método
Tokunaga (Int. J. Obesity, 7, 437-445 (1983)). Todos los escaner CT se hicieron usando un CT-W450 (Hitachi
Medico Inc., Japan). Se toman fotografia de rayos-X usando tubo de voltaje: 120 kV, corriente del tubo: 90 mA; nivel
de ventana: 0; y ancho de ventana: 1000. El area total de grasa, las areas de grasa subcutanea y las areas de grasa
visceral se determinan a partir de fotos CT usando un instrumento de software de PC de grasa visceral “Fat Scan
ver. 2” (N2 System Inc., Japén).

7. Analisis de sangre

El analisis de sangre en este estudio incluia glébulos blancos, glébulos rojos, hemoglobina, CVM, HCM, RDW y
plaquetas. Las proteinas totales, proporcion A/G, albumina, bilirrubina total, AST (GOT), ALT (GPT), ALP, LFH, y-
GTP, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, triglicéridos, acido urico, nitrégeno ureico en sangre, creatinina,
Na, K, Cl, Ca, IP, Mg, azucar en sangre en ayunas, lipidos totales, acidos grasos no esterificados, perdxidos
lipidicos, HbA+¢ € insulina se miden usando pruebas bioquimicas en sangre.



10

15

20

25

ES 2404 694 T3

8. Analisis estadisticos

Los resultados de los andlisis se presentan como valores medios con errores estandar. La comparacion entre los
valores medios de cada grupo se analizan usando prueba T pareada cuando la diferencia de los datos cumplen la
distribucién normal y se analizan usando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon cuando la diferencia de los
datos no cumple la distribucién normal. La variacién del area de grasa durante el periodo de prueba se presenta
como valor relativo comparado con el dato en la semana 0. Las diferencias en los valores medios entre dos grupos
se someten a un analisis de varianza, y después se calculan usando o bien la prueba t de Student o la prueba t de
Welch. Los valores P <0,05 se consideraron significativos.

9. Dieta durante el periodo de prueba

Se llevan a cabo analisis estadisticos sobre 29 sujetos que se dividen en dos grupos; a un grupo de 15 sujetos se le
administré la bebida control (de aqui en adelante llamado “grupo control”); y a otro grupo de 14 sujetos se les
administré la bebida que incluia MOS (de aqui en adelante llamado “grupo de prueba”). Se excluydé un sujeto del
grupo de prueba debido a su disefio de dieta extraordinariamente irregular durante el periodo de prueba. Las
anotaciones de la administracion muestran que el grado de ingesta era del 99,9% para el grupo control y 99,7% para
el grupo de prueba, que indica que no hay diferencias significativas entre los dos grupos. No se tuvo conocimiento
de ingesta significativas de alcohol o medicinas durante el periodo de prueba. Los resultados de la investigaciéon de
la dieta revelaron que habia poca diferencia significativa en la dieta durante el periodo de prueba de ambos grupos.
La ingesta media de energia por dia + el error estandar era 1.997 +77 kcal/dia para el grupo control y 2.066 + 72
kcal/dia para el grupo de prueba. El nivel de ejercicio, segun indicaban los podémetros, no indicaron cambios
significativos en ningun grupo durante el periodo de prueba.

10. Efectos secundarios

No se observaron efectos secundarios relacionados con la administracion de las bebidas de prueba en el estado
fisico de los sujetos en ningin momento durante el periodo de prueba. Consultando a los médicos no identificaron
sintomas en sujetos/objetos u observaciones anormales debido a la administracion de las bebidas durante el periodo
de prueba.

11. Mediciones fisicas

Tabla 2. Caracteristicas de los sujetos antes de la ingestion de la bebida de prueba

Grupo Total Hombres Mujeres
N° de sujetos Control 15 7 8
MOS 14 7 7
Edad Afos Control 55,7+2,8 53,1+ 14,1 579+7,2
MOS 49,6 +2,9 46,0+ 11,5 53,1+9,8
Altura cm Control 157,221 163,2+5,8 151,957
MOS 160,3+2,3 167,5+ 1,8 153,2+5,8
Peso Kg Control 66,9+ 1,8 71,8 £6,3 62,5+4,8
MOS 69,2 +2,0 74,5+ 3,9 63,9+6,5
IMC Kg/cm® Control 27,0+£0,2 26,9+0,8 27,1+£1,0
MOS 26,9+0,4 26,6 +1,4 271+14
Temp. corporal °C Control 36,2+0,1 36,3+0,3 36,1+0,5
MOS 36,0+ 0,1 36,104 358104
Cintura cm Control 86,3+ 1,2 89,126 83,8 4,7
MOS 86,5+1,5 88,6 +4,2 84,4 +6,1
Cadera cm Control 96,8+ 1,0 96,1+ 3,3 97,4 +42
MOS 97,8+ 0,9 97,3+2,3 98,2 +4,1
Espesor de la cm Control 1,8+0,1 1,4+04 2,1+0,3



grasa
subcutanea a
nivel braquial

Espesor de la
grasa
subcutanea a
nivel subcapular

PAS®

PAS®

Pulso

Valores presentados como medios y errores estandar

cm

mmHg

mmHg

Latidos/min

#Presion arterial sistdlica

®Presién arterial diastolica

No se tuvo conocimiento de diferencias significativas entre el grupo control y el grupo de prueba. Los cambios en las
mediciones fisicas durante el periodo de prueba se indican a continuacion.
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MOS

Control

MOS
Control
MOS
Control
MOS
Control

MOS

1,7+£0,1
23+0,2

23+0,1
1275+44
131,8+3,3
799+23
82,4 +23
69,3+2,2
67,8+1,6

1,4+0,1
27+11

23+0,3
128,1+ 15,6
132,9+ 11,8
81,6 +9,7
84,3+8,6
67,1+6,9
67,7 £6,6

Tabla 3. Cambios en el examen de los puntos fisicos durante el periodo de administracién

2,0+0,2
2,0+0,3

23+03
127,0+ 194
130,7 £ 13,6
78,4 +8,6
80,4+99
71,3+9,8
67,956

0 semanas 4 semanas 8 semanas 12 semanas
Peso (kg) Control 66,9+1,8 66,3+1,8 66,5+ 1,9 66,3+ 1,9
MOS 69,2+2,0 68,8+1,9 68,6 £2,0 68,7+£2,0
IMC (kg/mz) Control 27,0+£0,2 26,8 +£0,3 26,9+0,3 26,8 +£0,3
MOS 26,9+0,4 26,7+£0,3 26,6 £0,4 26,7+0,3
Cintura (cm) Control 86,3+ 1,2 85,6 +1,3* 85,1 +1,2** 85,1+ 1,4
MOS 86,5+1,5 86,0+1,4 85,1+1,6 84,8 £1,5*
Cadera (cm) Control 96,8+ 1,0 96,4 + 1,0* 96,5+ 1,0 96,2 + 1,1
MOS 97,8+0,9 97,6 +0,9 96,4 +1,2 96,1+1,2
Espesor de la Control 1,8+0,1 1,8+0,1 1,8+£0,1 1,8+0,1
grasa
subcutanea a MOS 1,7+0,1 1,7+0,1 1,8 +0,1 1,7+ 0,1
nivel braquial
(cm)
Espesor de la Control 2,3+0,2 2,4+0,2 2,4+0,2 2,3+0,2
grasa
subcutanea a MOS 2,3+0,1 2,3+0,1 2,3+0,1 22+0,1*

nivel subcapular
(cm)

Valores presentados como medias y errores estandar.

*, ** significativamente diferentes de antes de la ingestion a 0 semanas a p<0,05, p<0,01, respectivamente.
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No hubo diferencia significativa en el peso, IMC o grasa subcutanea en la parte media del lado de la extension
braquial en ninguno de los grupos. La reduccién del tamafio de la cintura para ambos grupos fue estadisticamente
significativa cuando se compara con antes de la administraciéon de las bebidas, sin embargo no se identificd
diferencia significativa entre los dos grupos. El espesor de la grasa subcutanea cerca del dorsal subcapular para los
dos grupos se redujo significativamente (p<0,05) en la semana 12 comparado con el inicio de la administracion, pero
no hubo diferencia significativa entre los dos grupos. Se tuvo conocimiento de las diferencias entre los dos grupos
como minimas e insignificantes.

12. Area de grasa abdominal mediante escaner CT

Se excluye un sujeto del grupo control y un sujeto del grupo de prueba del analisis de la seccidon cruzada de lipidos,
ya que no se podia obtener una imagen perfecta del escaner CT debido al gran tamafio de la cintura de los sujetos.
Se lleva a cabo el andlisis estadistico sobre 27 sujetos, 14 del grupo control y 13 del grupo de prueba. En la tabla 4
se indica el cambio en el area de grasa abdominal durante el periodo de prueba.

Tabla 4. Cambios de las areas de grasa abdominal durante la administracion.

0 semanas 4 semanas 8 semanas 12 semanas Valor p de la
medicion
repetida
ANOVA
(periodo  de
prueba)

Area total de Control 2745+ 11 263 +12,5 261+ 11,6 265,5 + 11,1
grasa (sz)
A (desde -11,3+7,1 -13,8+6,8 -8,9+6,1
semana0)
MOS 281,5+19,1 166,3 £ 19,8 251,0 £ 21,6** 248,9+19,2* 0,00003
A (desde -15,2+7,7 -30,5+4,4 -32,6 £ 5,4++
semana0)
Area de grasa Control 181,6 £+ 12,3 169,8 £ 13,0 171,4 £ 12,5* 174,6 £ 13,1
subcutanea
(cm?) A (desde * -11,7+£5,7 -10,1+4,3 -7,0+6,0
semana0)
MOS 173,4 £ 151 166,1 £ 15,1 156,7 £ 15,7** 154,5+ 14,8 0,00024
A (desde * -7,3+4,4 -16,8 £ 3,7 -18,9+3,3
semana0)
Area de grasa Control 929+84 93,1+6,6 89,2 +8,3 91,0+£9,7
visceral (sz)
A (desde * 04+44 -3,7+4 -9,0+6,1
semana0)
MOS 108 + 11 100 £ 10,8 94,4 +11,3" 944+11,9 0,01928
A (desde * -7,9+5.2 -13,7+2,9 -13,7 £ 3,9+
semana0)

Valores presentados como medias y errores estandar.
*, ** significativamente diferente de antes de la ingestion a 0 semanas a p<0,05, p<0,01, respectivamente.
+, ++ significativamente diferente del grupo control a p<0,05, p<0,01, respectivamente.

No se identificé diferencia significativa entre los grupos en términos de area total de grasa, area de grasa
subcutanea y area de grasa visceral al principio de la administracion (semana 0). Durante el periodo de prueba del
analisis del area de grasa, el area de grasa subcutanea del grupo control se redujo significativamente en la 82
semana (p<0,05) comparado con el inicio de la administraciéon. .En el grupo de prueba, se identificd una reduccion
significativa (p<0,01) en las semanas 82 y 122 en relacion con el area total de grasa, area de grasa subcutanea y
area de grasa visceral. La disminucion desde antes de la ingestion la semana 0 en el grupo MOS fue mayor que en
el grupo control. El grupo de prueba claramente mostré valores significativamente méas bajos para el area de grasa
total en la semana 82 (p<0,05) y semana 122 (p<0,01) comparado con el grupo control (figura 1). El grupo de prueba
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también mostré una reduccion significativa en el area de grasa subcutanea y area de grasa visceral en la semana
122 (p<0,05 para ambos) comparado con el grupo control (figuras 2 y 3).

13. Resultados del analisis de sangre

Del analisis de sangre se excluyeron dos sujetos del grupo de prueba, ya que tomaron desayuno y refrescos a partir
de las 9:00 a.m. en la semana 122 de visita a la clinica. Los cambios en los valores del examen sanguineo durante el
periodo de prueba se indican en la tabla 5, y los cambios en los valores del examen bioquimico sanguineo se
indican en la tabla 6.

Tabla 5. Resultados del analisis sanguineo durante el periodo de administracion.

Intervalo Unidades Grupo 0O semanas 4semanas 8 semanas 12 semanas
normal
Glébulos 3500-9700  /ul Control 6553 + 6544 + 6313 + 6303 + 1279
blancos 1015 1156 1483
MOS 6748 + 6490 + 6415 + 6872 £ 1279
1721 1608 1658
Glébulos H 438-577 x 10%ul Control 464,9 + 468,5 + 4571 £ 460,9 + 38,6
rojos 40,5 42,6 40,4*
M 376-516
MOS 486,6 + 4874 4751 475,3 +
32,3 31,1 34,1* 38,6
Hemoglobina H 13,6-18,3 g/100 ml Control 14,17 14,29 + 14,00 14,12+ 1,45
1,52 1,65 1,48
M 11,2-15,2
MOS 14,92 + 14,82 + 14,70 £ 14,58 +
0,90 0,90 0,96* 1,45
Hematocrito  H 40,4-51,9 % Control 44,29 + 44,61 43,31 43,59 + 4,15*
4,39 4,69 4,60**
M 34,3-45,2
MOS 45,94 + 46,31 45,19 £ 44,81 + 4,15*
2,92 2,55 2,68
CVM H 83-101 fL Control 95,3+ 3,7 95,2+ 3,0 94,7 £ 3,9 94,6 + 3,3
M 80-101
MOS 944 + 3,5 95,0+ 3,4 95,2+2,6 94,4+ 3,3
HCM H 28,2-34,7 pg Control 30,47 + 30,46 + 30,61 30,62 + 1,19
1,37 1,31 1,28
M 26,4-34,3
MOS 30,69 + 30,45 + 30,95 + 30,67 + 1,19
0,84 0,96 0,74
RDW H31,8-364 % Control 32,01 32,02 + 32,35+ 32,38 £ 0,79
1,47 0,71 0,51
M 31,3 36,1
MOS 32,50 + 32,01 32,53 + 32,54 +0,79
0,91 1,01 0,58
Plaquetas 14,0-37,9 x 108l Control 24,32 + 25,09 + 23,32 + 24,53 + 4,87
443 5,41 3,99
MOS 23,02 + 23,85+ 22,58 + 23,56 + 4,87
4,85 4,54 4,82

Valores presentados como medias y errores estandar.

* k%

, ** significativamente diferente a antes de la ingestion en la semana 0 a p<0,05, p<0,01, respectivamente.

9
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Tabla 6. Resultados de los analisis bioquimicos sanguineos durante el periodo de administracion.

Intervalo Unidades Grupo Osemanas 4 semanas 8 semanas 12
normal semanas
Proteina 6,5-8,2 g/100 ml Control 7,48+0,09 7,46+0,33 7,33 + 7,34 +
total 0,35* 0,28
MOS 753+0,09 751+019 7,53+0,26 7,40+0,28
Proporcion 1,30-2,00 - Control 145+019 143+016 145+0,16 1,49+0,16
A/G
MOS 1,51+0,18 1,44+0,15 1,45%+0,17 1,48+0,16
Albumina 3,7-5,5 g/100 ml Control 441+0,24 4381024 4,33+0,22* 4,37+0,14
MOS 450+0,19 4,42+0,24 4,44+0,29 4,41+0,14*
Bilirrubina 0,2-1,0 mg/100 ml Control 0,79+0,22 0,71+0,21 0,74+0,24 0,79+0,25
total
MOS 0,72+0,20 0,67+0,18 0,74+0,22 0,81+0,25
AST (GOT) 10-40 u/l Control 259+9,9 25,0+9,2 25,0+8,2 246+7,0
MOS 228+10,2 20470 22576 23,3+7,0
ALT (GPT)  5-45 u/l Control 28,1+16,7 28,1+19,0 255+11,4 281117
MOS 28,3+17,8 252+97 258+13,2 28,0+11,7
ALP 104-338 u/l Control 238,7 + 2459 + 2284 + 2285 +
64,4 75,6 65,3 64,2
MOS 2143 + 2233 + 209,2 + 2081 +
55,5 52,8 52,6 64,2
LDH 120-245 u/l Control 205,5 + 210,3 + 2151 + 202,2 +
25,5 29,0 25,4 23,8
MOS 206,3 + 201,6 + 210,6 + 196,6 +
50,7 41,2 43,6 23,8*
y-GPT H 16-73 u/ Control 372+271 399+289 356+232 419+30,6
(M 8-32)
MOS 38,7+21,7 36,2+20,2 32,1+151* 39,0+30,6
T-colesterol  150-219 mg/100 ml Control 236,9 + 2353 + 2339 + 243,5 +
28,2 22,8 30,2 26,6
MOS 223,2 + 2333 + 2194 + 2245 +
30,3 32,7 30,6 26,6
HDL-co H 40-80 mg/100 ml Control 52,8+11,7 525+13,2 525+12,7 51,3+13,7
M 40-90
MOS 56,6 + 13,3 550+13,6 56,1+13,1 54,7+13,7
LDL-Co 70-139 mg/100 ml Control 163,1 + 151,3 + 1574 + 156,8 +
30,3 26,5 28,5 23,0
MOS 151,3 + 1522 + 1464 + 1418 +
26,0 28,7 28,7 23,0*
Triglicéridos 50-149 mg/100 ml Control 127,5 + 153,0 + 146,8 + 1423 +
56,6 100,3 70,0 84,9
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MOS 105,9 + 139,0 + 1193 + 113,2 *
52,5 77,5 52,2 84,9

Al principio de la administraciéon (semana 0), no se identificaron diferencias significativas entre los dos grupos en
ninguno de los parametros del examen sanguineo y del examen bioquimico sanguineo. Los parametros de
inspeccion relacionados con lipidos de suero humano, los resultados del examen sanguineo y del examen
bioquimico sanguineo mostraron una caida significativa en LDL-colesterol entre el inicio de la administracion y la
semana 122 (P<0,05). Aunque no se identificd diferencia significativa entre los dos grupos, el grupo de prueba tenia
tendencia a mostrar valores mas bajos para concentracion de colesterol total (p<0,054) y LDL-colesterol (p<0,062)
en la semana 122 comparado con el grupo control. Aunque comparado con el inicio de la administracién habia
varias variaciones estadisticamente significativas en parametros distintos de los que tienen relacién con lipidos de
suero humano, tales variaciones estaban en el intervalo estandar.

Ejemplo 2: efecto del café liquido que contiene manano oligosacaridos.

Los datos de los sujetos de prueba del ejemplo 1 que tenian un IMC>26,4 (2 hombres y 5 mujeres) se analiza mas.
Después de beber café liquido que contiene MOS, el peso corporal, proporcion de grasa corporal e IMC caian
significativamente segun se muestra en la tabla. El café liquido que contenia MOS (3 g/300ml) por lo tanto muestra
tener efectos de reduccion de grasa corporal y antiobesidad en humanos.

Tabla. Efectos de la ingesta del café liquido que contiene MOS sobre el peso corporal, la proporciéon de grasa
corporal e IMC.

Periodo de ingesta 0 semanas 4 semanas 8 semanas 12 semanas
Peso corporal (kg) 68,8 + 8,1 68,0+7,5 67,9 +2,2¢ 67,8 +2,2¢
Proporcion de peso 354145 33,7 4,5 32,3+1,3* 33,8+1,1*

corporal (%)

IMC 27,8+0,7 27,5+0,8 27,5+0,3 27,4 +0,3°

**significativamente diferente de antes de la ingesta (p<0,01)
*significativamente diferente de antes de la ingesta (p<0,05)

significativamente diferente de antes de la ingesta (p<0,10)

Ejemplo 3: ensayos clinicos MOS. Estudio 2.

Este estudio es similar al estudio descrito en el ejemplo 1 excepto que se usaron dos dosis de MOS (3,0 6 6,0
gramos/dia de MOS). Todas las mediciones son las mismas que las descritas en el ejemplo 1 con la adiciéon de
absorciometria de rayos X de doble energia (DEXA).

Este estudio esta disefiado como control de placebo y a doble ciego. Los voluntarios se sometieron a un examen
médico y fisico. Se tomd una muestra se sangre en ayunas para analisis de lipidos antes del comienzo del estudio.

Se seleccionaron setenta y dos voluntarios (36 hombres; 36 mujeresz) como sujetos para la prueba. Los voluntarios
clasificaron como de categoria obesa 1 (25 kg/m2 < IMC < 30 kg/m®) segun la clasificacion de obesidad de Japan
Society Study of Obesity. Se dividen en tres grupos considerando IMC y proporcion de grasa corporal inicial por un
meédico no relacionado con este estudio.

Después de un periodo de observacion de una semana, a los sujetos se les administra la bebida de café durante 12
semanas. Los sujetos miden 300 ml de bebida de café (MOS o placebo) con una taza de medida y lo beben cada
dia sin afiadir leche o nata. La bebida se toma en una comida. Se instruye a los sujetos de que a lo largo del estudio
no deben cambiar sus dietas ordinarias de ningun modo. Ademas, se les restringe tomar alimentos y medicinas que
influenciarian los niveles de lipidos en sangre.

Los sujetos visitan la clinica en dia 0, y después de 4, 8 y 12 semanas. En cada visita a la clinica, se les pide que no
coman ni beban excepto que beban agua desde las 9 a.m. hasta que los exdmenes se completen. En cada visita,
los sujetos se someten a examen meédico y fisico. Se mide la proporcion de grasa corporal total mediante
absorciometria de rayos X de doble energia (DEXA). Ademas, el dia 0 y la semana 12, se toman muestras de
sangre y orina en ayunas y se miden las areas de grasa abdominal usando escaner de tomografia computarizada
(escaner CT).

Los resultados del presente estudio 2 son similares en parte a los resultados del estudio 1 (ejemplo 1). Todas las
pérdidas en el peso corporal total, circunferencia de la cintura, grasa abdominal y grasa visceral se dan en el grupo
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MOS. Ademas, la grasa corporal total determinada mediante DEXA disminuy6 una media de 6% en el grupo MOS a
las 12 semanas comparado con el inicio del estudio, y fue significativamente diferente del grupo control. No se
notaron respuestas relacionadas con la dosis en base al experimento hasta el momento.

Ejemplo 4: efecto de MOS sobre la actividad de lipasa pancreatica.

Se prepararon composiciones de MOS como se indicé en el ejemplo 1. La distribucion del GP de la composicion de
manano oligosacaridos (MOS) usada para este ejemplo fue GP1: 2,4%; GP2: 26,6%; GP3: 20,2%; GP4: 17,8%;
GP5: 10,9%; GP6: 8,9%; GP7: 6,0%; GP8: 3,6%; GP9: 1,9%; y GP10: 1,7%. El contenido de los restos de manosa
en la cadena de azucar era 90%.

Medicién de la actividad de lipasa pancratica.

Se determind la actividad de lipasa midiendo la velocidad de liberacion de acido oleico a partir de ftrioleina.
Brevemente, se somete a sonicacion durante 5 minutos una suspension de trioleina (80 mg), fosfatidilcolina (10 mg)
y acido taurocélico (5 mg) en 9ml de acido N-[tris(hidroximetil)metil]-2-aminoetanosulfénico (TES) 0,1 M tampén (pH
7,0) que contenia 0,1 m de NaCl. Este sustrato en suspensién (100 pl) sonicado se incub6 con 50 pl (10 unidades)
de lipasa pancreatica y 100 pl de diversas concentraciones de disolucién de MOS durante 30 minutos a 37°C en un
volumen final de 250 pl. Se determiné la cantidad de acido oleico liberado por el método normal. La mezcla de
incubacién se afiadié a 3 ml alicuotas de una mezcla 1:1 (v/v) de cloroformo y n-heptano que contenia 2% (v/v) de
metanol y se extrajo agitando los tubos horizontalmente durante 10 minutos, y eliminando por succion la fase acuosa
superior. Después se afiadio reactivo de cobre (1 ml) a la fase organica inferior. El tubo se agité durante 10 minutos,
la mezcla se centrifugd a 2.000 g durante 10 minutos, y se traté 0,5 ml de la fase organica superior, que contenia
sales de cobre del extracto sin acidos grasos, con 0,5 ml de 0,1% (p/v) batocuproina en cloroformo que contenia
0,05% (p/v) 3(2)-t-butil-4-hidroxianisol. Después se midi6 la absorbancia a 480 nm. La actividad de la lipasa se
expresd por ml de reaccion por hora. Como se muestra en la figura 4, MOS inhibia la actividad de la lipasa
pancreatica dependiente de la dosis a concentraciones de 1-5 mg/ml; a 5 mg/ml, inhibia aproximadamente el 70%.
Estos resultados in vitro sugerian que MOS es un agente fuerte que inhibe la absorcion de lipidos.

Ejemplo 5: triglicéridos del plasma después de la ingesta de dieta rica en grasa en estudio humano.

Se dividen diez humanos voluntarios sanos (todos hombres) en 2 grupos y se adopta un disefio de cruce a doble
ciego. A cada grupo se le administra MOS o placebo en el primer servicio. Después de 1 semana, se administra un
segundo servicio (placebo o MOS) viceversa. Ayunan durante la noche y se administra oralmente 200 g de diete rica
en grasa que consiste en sopa de potaje de maiz que contiene mantequilla y manteca (40 g de contenido de grasa)
con o sin MOS (3 g). Se toma sangre de las venas antes y después (1 h, 2 h, 3 h, 4h, 5 h y 6 h) de la administracion
oral y se somete a medicion de triglicéridos. Como se muestra en la figura 5, el incremento de los triglicéridos del
plasma se suprimi6 significativamente después de 3 horas de administraciéon. La ingesta de MOS en dieta rica en
grasa fue eficaz para reducir el incremento de triglicéridos en plasma postprandial. Estos resultados sugieren que la
ingesta de MOS es eficaz para reducir la absorcién de grasa en el cuerpo humano.

Ejemplo 6: efecto de manano oligosacaridos sobre la proporcién de grasa corporal.

Se investigo el efecto de MOS sobre la proporcion de grasa del cuerpo humano usando sujetos sanos japoneses (6
hombres y 7 mujeres). Un grupo consistente en 6 sujetos tomaron MOS a 1,0 g/dia. Un segundo grupo consistente
en siete sujetos tomaron MOS a 3 g/dia. Se hizo la evaluaciéon en base a cambios en la proporcién de la grasa
corporal. Se analizé la proporcion de grasa corporal usando la metodologia de impedancia eléctrica. La siguiente
tabla muestra los resultados del efecto de la ingesta de MOS sobre la proporcién de grasa corporal.

Después de tomar MOS, la proporcion de grasa corporal cayd como se muestra en la tabla siguiente. De modo que
MOS (1,0 g/dia y 3,0 g/dia) muestra tener efecto de reducir la grasa corporal en humanos.

Cambios en la proporcién de grasa corporal (%)

MOS 1,0 g/dia  MOS 3,0 g/dia

N 6 7

Inicial 31,159 314+43
2 semanas 30,7+4,4 31,2+4,7
4 semanas 30,1+ 5,1 30,3+4,7*

*significativamente diferente de antes de la ingesta (p< 0,05)

Ejemplo 7: efecto del café liquido que contiene manano oligosacaridos.
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Se investigd el efecto del café liquido que contiene MOS sobre el peso del cuerpo humano y proporcion de grasa
corporal usando diez sujetos sanos japoneses usando las mismas muestras de café que contenian MOS segun se
describié en el ejemplo 6. Los sujetos consumieron el café liquido que contenia MOS y bebieron 900 ml de café
liquido cada dia durante 4 semanas (es decir, 3 botellas/dia para un total de 9 g de MOS/dia). Se hizo la evaluacion
en base a cambios en el peso corporal, proporcién de grasa corporal e IMC como en el ejemplo 6. La tabla siguiente
muestra los resultados del efecto de la toma del café liquido que contiene MOS sobre el peso corporal, proporcion
de grasa corporal e IMC.

Después de beber el café liquido que contiene MOS, el peso corporal, la proporcion de peso corporal y el IMC
cayeron significativamente como se muestra en la tabla. De modo que el café liquido que contenia MOS muestra
tener efecto de reducir la grasa corporal o efecto antiobesidad en humanos.

Efectos del café liquido que contiene MOS sobre el peso corporal, proporcion de grasa corporal e IMC

0 semanas 2 semanas 4 semanas
Peso corporal kg 59,5+12,2 58,9 + 12,0* 59,1 +12,2*
Proporcion de grasa % 242 +43 23,8+4,8 23,4 £4,6*
corporal
IMC 244 +29 22,2+29* 22,2 + 3,0*

n=10, *significativamente diferente de antes de la ingesta (p<0,05)

13
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REIVINDICACIONES

Una composicion que comprende un manano oligosacarido que tiene un grado de polimerizaciéon de 2 a 10
monosacaridos, en la que al menos 60 por cien en peso de los monosacaridos son manosa, para usar en
reduccién de la proporcién de grasa corporal o grasa abdominal en un humano.

Una composicion de manano oligosacéaridos para usar segun la reivindicacion 1, en la que la composicion
de manano oligosacaridos se administra oralmente en una cantidad de 1 a 10 gramos por dia.

Una composicion de manano oligosacaridos para usar segun la reivindicacion 1 6 2, que ademas
comprende al menos un monosacarido seleccionado a partir del grupo que consiste en glucosa, galactosa,
fructosa, y sus combinaciones.

Una composicion de manano oligosacaridos para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la
que la composicion de manano oligosacaridos es un hidrolizado proporcionado por hidrélisis de una
manano natural.
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Fig. 1. Cambios en el area relativa de grasa abdominal total del grupo control @~
y del grupo MOS -~  durante la prueba de administracion

*, ** significativamente diferente del grupo control a p<0,05, p<0,01, respectivamente
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Fig. 2. Cambios en el area relativa de grasa subcutanea abdominal total del grupo control @
v del grupo MOS - durante la prueba de administracion

* k%

, ** significativamente diferente del grupo control a p<0,05.
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Fig. 3. Cambios en el area relativa de grasa visceral abdominal total del grupo control 9
y del grupo MOS —#—  durante la prueba de administracion

* k%

, ** significativamente diferente del grupo control a p<0,05.
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Figura 4
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Efectos de MOS sobre lipasa pancreatica

18



Figura 5
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Efectos de MOS sobre niveles de glicerol de plasma
humano después de la administracién oral de dieta
rica en grasa
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