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COMPOSICION QUE CONTIENE ALULOSA PARA PROMOVER LA
EXCRECION DE LIPIDOS VEGETALES DEL CUERPO
Campo Técnico

La presente solicitud se relaciona con una composicion que contiene alulosa

para promover la excrecién de lipidos vegetales del cuerpo.
Antecedentes de la Técnica

La ingestion recomendada de energia a partir de lipidos es 20 a 25% en
Japdn y 30% en Estados Unidos y Europa (Edible fats and oils: Uses thereof and fat and oil
foods, Naeha Corp., traducido por Bonghyun, KIM). No obstante, el consumo de lipidos se
ha incrementado en todo el mundo y se ha reportado que cuando continGa un consumo alto
de lipidos, se pueden incrementar los riesgos de obesidad y diversas enfermedades en
adultos y enfermedades cronicas.

La alulosa (D-psicosa), la cual es el epimero C-3 de D-fructuosa, es un
azUcar natural presente en una cantidad en trazas en mezclas comerciales de D-glucosa y D-
fructuosa obtenido de la hidrolisis de sacarosa o isomerizacion de D-glucosa. Se ha
determinado que se le reconoce de manera general como inocua (GRAS) por el United
States Department of Agriculture (USDA). Puesto que la alulosa no es metabolizada en el
cuerpo humano de manera que tiene pocas calorias, pero presenta 70% de la dulzura de la
sacarosa, Yy por lo tanto es un edulcorante que puede sustituir a la sacarosa, actualmente se
encuentra bajo desarrollo activo. Una investigacion reportdo que la alulosa altera el
metabolismo de lipidos (Yasuo nagata et al., J. Agric, Food Chem. 2015, 63, 3168-3176),
pero no se ha reportado un efecto de excretar lipidos del cuerpo.

Bajo estas circunstancias, los presentes inventores encontraron que la alulosa
tiene un excelente efecto de excrecion fecal de lipidos vegetales, por lo que completaron la
presente solicitud.

Descripcion de la Invencion
Problema Técnico

Un aspecto de la presente solicitud proporciona una composicion que

contiene alulosa para promover la excrecion de lipidos vegetales del cuerpo.

Otro aspecto de la presente solicitud proporciona un alimento que



10

15

20

25

30

comprende la composicion de la presente solicitud y lipidos vegetales.
Solucién Técnica

En lo siguiente se describe la presente solicitud con mayor detalle. Los
contenidos no descritos en esta especificacién se pueden reconocer suficientemente y se
pueden inferir por aquellos expertos en el ambito o campos similares de la presente
solicitud y por lo tanto se omitira la descripcion de los mismos.

Las explicaciones y modalidades respectivas descritas en la presente
solicitud también se aplicaran a otras explicaciones y modalidades, respectivamente. Esto
es, todas las combinaciones de diversos elementos descritos en esta solicitud se encontraran
dentro del ambito de la presente solicitud. Ademas, no se puede decir que el alcance de la
presente solicitud esté limitado por la descripcion especifica que se presentard a
continuacion.

Ademas, aquellos expertos en el &mbito reconocerén y confirmaran muchos
equivalentes para aspectos especificos de la presente solicitud descritos en esta solicitud
mediante la utilizacion de s6lo experimentacidn sistematica. Estos equivalentes también se
pretende que estén incluidos en la presente solicitud.

De acuerdo con un aspecto de la presente solicitud, se proporciona una
composicion que contiene alulosa para promover la excrecion de lipidos vegetales del
cuerpo.

La alulosa utilizada en la presente solicitud puede ser, pero no limitarse a
aquella extraida directamente de productos naturales o la producida por sintesis quimica o
métodos bioldgicos. En una modalidad, la alulosa contenida en un sustituto de la presente
solicitud puede ser alulosa liquida o cristalina. Especificamente, la alulosa puede ser alulosa
cristalina y, de manera mas especifica, la alulosa cristalina puede tener una pureza de 90%
a 99.5%.

Los lipidos vegetales de la presente solicitud pueden ser uno 0 mas que se
seleccionen del grupo que consiste de aceite de frijol de soya, aceite de oliva, aceite de
palma, aceite de maiz, aceite de oleina de palma, aceite de estearina de palma, aceite de
coco, aceite de canola y aceite de girasol, y aceites hidrogenados de los mismos.

Ademas, la presente solicitud, la excrecion puede ser de triglicéridos,
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colesterol, &cidos grasos libres o una combinacion de los mismos. Especificamente, la
excrecion de la presente solicitud puede ser excrecion fecal.

La composicion para promover la excrecion de lipidos vegetales del cuerpo
en la presente solicitud puede ser una composicion farmacéutica, una composicion para
alimentos funcionales o una composicion de alimento.

La composicion de la presente solicitud se puede administrar oralmente o
por via parenteral (por ejemplo, por via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal o tdpica)
en base en el método deseado y especificamente se puede administrar por via oral.

Cuando la composicién de la presente solicitud se utiliza como una
composicion farmacéutica, puede comprender ademas uno 0 mas portadores
farmacéuticamente aceptables para administracion, ademas de la alulosa. Respecto al
portador farmacéuticamente aceptable, solucion salina, agua esterilizada, solucion de
Ringer, solucion salina amortiguada, solucion de dextrosa, solucion de maltodextrina,
glicerol y etanol y una mezcla de uno o mas componentes seleccionados de los anteriores se
pueden utilizar y, de acuerdo con las circunstancias, se pueden agregar otros aditivos
habituales como por ejemplo antioxidantes, soluciones amortiguadoras, agentes
bacteriostéticos, etc. También se pueden agregar adicionalmente diluyentes, dispersantes,
tensioactivos, aglutinantes y lubricantes a la composicion de la presente solicitud y la
composicion se puede preparar en formulaciones inyectables, por ejemplo como soluciones
acuosas, suspensiones o0 emulsiones, pildoras, capsulas, granulos o tabletas. La
composicion de la presente solicitud se puede preparar en varias formulaciones con base en
el tipo de enfermedad o la clase de componentes de acuerdo con cualquier método
adecuado en el ambito o cualquiera de los métodos descritos en Remington's
Pharmaceutical Science (la edicion mas reciente), Mack Publishing Company, Easton PA.

Los intervalos de dosis de la composicion farmacéutica de la presente
solicitud varian en base en el peso corporal, edad, sexo y condicién de salud del paciente,
dieta, tiempo y modo de administracién, la velocidad de excrecion, la gravedad de la
enfermedad, etc. Una dosis diaria de alulosa de la presente solicitud puede ser de
aproximadamente 0.0001 a aproximadamente 600 mg/kg, de manera especifica

aproximadamente 0.001 a aproximadamente 500 mg/kg y se puede administrar en una dosis
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Unica o en dosis divididas maltiples al dia.

La composicion farmacéutica de la presente solicitud se puede utilizar sola o
combinada con cirugia, terapia hormonal, terapia con medicamentos y tratamientos que
utilicen modificadores de la respuesta bioldgica.

La composicion de la presente solicitud se puede utilizar como un alimento
0 como una composicion de alimento funcional. Cuando la composiciéon de la presente
solicitud se utiliza como en alimento o como la composicion de alimento funcional, la
alulosa se puede agregar sin modificacion o combinada con otros alimentos o ingredientes
de alimentos y puede ser utilizada adecuadamente de acuerdo con cualquier método comdn.
La cantidad de mezclado del ingrediente activo se puede determinar apropiadamente de
acuerdo con el propdsito de uso (prevencion, salud o tratamiento terapéutico). El alimento o
la composicion de alimento funcional puede ser, sin limitacion, cualquier alimento o
composicion de alimento funcional en la medida en que contenga lipidos vegetales. Los
ejemplos del alimento o de la composicion de alimento funcional de la presente solicitud
incluyen carnes, salsas, panes, pasteles, chocolates, dulces, refrigerios, postres (galletas
dulces, galletas saladas, etc.), pizza, tallarines (ramen, etc.), gomas, productos lacteos que
incluyen helados, diversas sopas, salsa de tomate, salsas, jugos de carne, aderezos, bebidas,
tés, liquidos, bebidas alcohdlicas, complejos vitaminicos, etc.

Ademas de los ingredientes anteriores, el alimento o composicion de
alimento funcional de la presente solicitud puede contener adicionalmente una diversidad
de suplementos nutricionales, vitaminas, electrolitos, sabores, colorantes, acido péctico y
sus sales, acido alginico y sus sales, acidos organicos, espesantes coloidales protectores,
agentes de ajuste de pH, estabilizantes, conservadores, glicerina, alcoholes, agentes
carbonatantes para bebidas carbonatadas, etc. Estos ingredientes se pueden utilizar
independientemente o combinados. La proporcion de los aditivos se puede seleccionar del
intervalo de 0.01 a 0.20 partes en peso, en relacion a 100 partes en peso del alimento o de la
composicion de alimento funcional de la presente solicitud.

De acuerdo con otro aspecto de la presente solicitud, se proporciona un
alimento que comprende la composicion de la presente solicitud y lipidos vegetales.

Ademas, en el alimento de la presente solicitud, la alulosa puede estar contenida en una
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cantidad de 20 a 150 partes en peso, en base en 100 partes en peso de los lipidos vegetales.

Especificamente, el alimento de la presente solicitud puede ser una
margarina o un sustituto de crema. De manera mas especifica, la margarina de la presente
solicitud puede incluir ademas uno o mas ingredientes que se seleccionan del grupo que
consiste de agua, cloruro de sodio, leche, lecitina, un acido orgénico y un emulsificante.
Ademas, el sustituto de crema de la presente solicitud puede incluir ademas caseina,
maltosa y fosfato. Ademas, el sustituto de crema de la presente solicitud puede estar en
forma pulverizada y, especificamente puede tener un contenido de agua de 0.5% a 5%. En
una modalidad, el sustituto de crema de la presente solicitud puede ser un sustituto de
crema para café o un sustituto de crema para té.

En el alimento de la presente solicitud, la alulosa puede estar contenida en
una cantidad de 20 a 150 partes en peso en base en las 100 partes en peso de los lipidos
vegetales. Especificamente, el contenido de la alulosa puede estar contenido en una
cantidad de 20 a 100 partes en peso, 20 a 50 partes en peso, 20 a 40 partes en peso, 30 a
150 partes en peso, 30 a 100 partes en peso, 30 a 50 partes en peso o0 30 a 40 partes en peso,
con base en 100 partes en peso de los lipidos vegetales.

En una modalidad, el alimento de la presente solicitud puede no contener
azucar.

En el alimento de la presente solicitud, las descripciones de la composicion,
los lipidos vegetales y el alimento son como se describen en los aspectos mencionados en
lo anterior.

Asi, de acuerdo con otro aspecto de la presente solicitud, se proporciona un
método para promover la excrecion del cuerpo de lipidos vegetales administrados a un
sujeto, el metodo comprende la etapa de administrar los lipidos vegetales al sujeto; y una
etapa de administracion de alulosa al sujeto antes, después o simultaneamente con la etapa
de administracion de los lipidos vegetales al sujeto. El sujeto puede ser un humano o un
animal.

En el método de la presente solicitud, se pueden administrar 20 a 150 partes
en peso de la alulosa en base en 100 partes en peso de los lipidos vegetales consumidos por

el sujeto. Especificamente, 20 a 100 partes en peso, 20 a 50 partes en peso, 20 a 40 partes
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en peso, 30 a 150 partes en peso, 30 a 100 partes en peso, 30 a 50 partes en peso 0 30 a 40
partes en peso de la alulosa pueden ser administrados en base en 100 partes en peso de los
lipidos vegetales. La administracion puede ser administracion oral.

En el método de la presente solicitud, las descripciones de la alulosa, los
lipidos vegetales, la administracion y la excrecion son como se describen en los aspectos
mencionados en lo anterior.

De acuerdo con otro aspecto de la presente solicitud, se proporciona un uso
de una composicién que contiene alulosa para promover la excrecion de lipidos vegetales
contenidos en un alimento.

En el uso de la presente solicitud, las descripciones de la alulosa, el
alimento, los lipidos vegetales y la excrecion son como se describen en los aspectos
mencionados antes.

Efectos ventajosos

En la presente solicitud, la alulosa que se proporciona junto con los lipidos
vegetales se ha encontrado que incrementa de modo notorio la excrecién fecal de lipidos.
En consecuencia, la presente solicitud tiene un efecto de reducir las preocupaciones del
consumidor respecto al alto consumo de lipidos debido a la ingestion de lipidos vegetales o
alimentos que contengan los mismos.

Descripcion Breve de las Figuras

La figura 1 muestra cambios en el peso corporal observados en ratones
C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasa (HFD) que contiene lipidos vegetales
junto con alulosa, durante 8 semanas. En las figuras 1la a 1d, las abreviaturas para un grupo
control representan lo siguiente: OL: suministro de aceite de oliva, MG: suministro de
margarina, PO: suministro de aceite de palma, SO: suministro de aceite de soya. En las
figuras 1a a 1d, las abreviaturas para un grupo de pruebas son las siguientes: OLA: aceite
de oliva + suministro de alulosa 5%, p/p; MGA: margarina + suministro de alulosa 5%, p/p;
POA: aceite de palma + suministro de alulosa 5%, p/p; SOA: aceite de soya + suministro de
alulosa 5%, p/p.

De esta manera, la figura 1a muestra cambios en el peso corporal observados

en ratones C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasa (HFD) que contiene sustituto



10

15

20

25

30

de crema junto con alulosa, durante 8 semanas. En la presente, PR para un grupo control
representa el suministro con una dieta alta en grasa (HFD) junto con el sustituto de cremay
PRA representa el suministro con una dieta alta en grasa (HFD) + sustituto de crema +
alulosa 5% (p/p).

La figura 2a muestra cambios en la excrecion de lipido fecal después de 8
semanas observado en ratones C57BL/6J con una dieta alta en grasa (HFD) que contiene
lipidos vegetales junto con alulosa. En la presente, los datos se representan como medias +
SE. La significancia entre grupos sin alulosa y el grupo con alulosa 5% es la siguiente: *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. En la figura 2a, cada abreviatura representa lo siguiente:
OLA, HFD + aceite de oliva + alulosa 5% (p/p); OL, HFD + aceite de oliva; MGA, HFD +
margarina + alulosa 5% (p/p); MG, HFD + margarina; POA, HFD + aceite de palma +
alulosa 5% (p/p); PO, HFD + aceite de palma; SOA, HFD + aceite de soya + alulosa 5%
(p/p); SO, HFD + aceite de soya.

La figura 2b muestra cambios en la excrecion de lipido fecal después de 8
semanas observado en ratones C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasa (HFD)
que contiene sustituto de crema junto con alulosa. En la presente, los datos estan
representados como medias + SE. La significancia entre el grupo sin alulosa y el grupo con
alulosa 5% es como sigue: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. En la figura 2, PRA
representa "HFD + sustituto de crema + alulosa 5% (p/p)" y PR representa "sustituto de
crema + HFD".

Modo para Llevar a Cabo la Invencién

A continuacién se presentan ejemplos preferidos para ayudar al
entendimiento de la presente solicitud. No obstante, los siguientes ejemplos se
proporcionan para una comprensién mas facil de la presente solicitud y los contenidos de la
presente solicitud no se limitan por los ejemplos.

Métodos Experimentales

1. Crianza de animales de experimentacion

1-1.  Aceite de palma, aceite de oliva, aceite de soya y margarina

Se adquirieron 20 ratones C57BL/6J (machos, 4 semanas de edad) de The
Jackson Laboratory (USA) y se usaron. Después de que se aclimatdé a los animales al
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ambiente de alimentacion con una dieta de alimento de laboratorio (Purina co., USA)
durante 4 semanas, se dividieron por un disefio de bloque aleatorizado en dos grupos: un
grupo control nativo sin la ingestion de alulosa (n = 10/una clase de lipido); y un grupo de
prueba con la ingestion de alulosa (n = 10/una clase de lipido) y fueron alimentados con las
dietas durante 8 semanas.

Para el grupo control negativo, la dieta alta en grasa se aplicé a la dieta AIN-
76, y los lipidos vegetales [aceite de palma (Wilmar, Malasia), aceite de oliva (CJ
CheilJedang Corp., Corea del Sur), aceite de soya (CJ CheilJedang Corp., Corea del Sur),
margarina (Ottogi Foods Co., Ltd., "margarina de maiz" materias primas: constituida de
80% en peso de lipidos vegetales (aceite de oleina de palma, aceite de estearina de palma,
aceite de coco, aceite de maiz)], se incluyeron. Para el grupo de prueba, entre los
ingredientes de la dieta para el grupo control negativo, se sustituyé 5% en peso de sacarosa
con alulosa (alulosa cristalina, 98% en peso de alulosa basada en sélidos secos CJ
CheilJedang Corporation) (Tabla 1). Todos los experimentos en animales se llevaron a cabo
bajo la aprobacion del Ethics Commitee for Animal Studies at Kyungpook National
University, Corea del Sur (aprobacion numero KNU-2013-18).

Tabla 1 composicion del alimento de prueba (% de la dieta, p/p)

clasificacion aceite de aceite |aceite |margarina |[POA |OLA |SOA |MGA
palma (PO) |de de (MG)

oliva |soya

(OL) |(SO)
caseina 20 20 20 20 20 20 20 20
DL-metionina |0.3 0.3 0.3 0.3 03 |03 03 |03
almidon de 11.1 111 111 111 11.1 (111 111 |111
maiz
sacarosa 37 37 37 37 37 37 37 37
celulosa 5 5 5 5 5 5 5 5
aceite de palma | 14.6 - - - 146 |- - -
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aceite de oliva |- 146 |- - - 146 |- -

aceite de soya |- - 146 |- - - 146 |-

margarina - - - 14.6 - - - 14.6

manteca 54 5.4 5.4 54 54 5.4 54 5.4

mezcla de 4.2 4.2 4.2 4.2 4.2 4.2 4.2 4.2

minerales?

mezcla de 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2

vitaminas?

bitartrato de 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

colina

colesterol 1 1 1 1 1 1 1 1

tertbutil 0.004 0.004 |0.004 |0.004 0.004 |0.004 |0.004 |0.004

hidroguinona

alulosa - - - - 5 5 5 5

total (%) 100 100 100 100 100 100 |100 |100

kcal/g de dieta |4.584 4584 4584 |4.34 4.384 |4.384 |4.384 |4.14
Nota 1) Mezcla de minerales: mezcla de minerales AIN-76

(gramo/kg): fosfato de calcio, 500; cloruro de sodio, 74; citrato de potasio, 2220; sulfato de
potasio, 52; 6xido de magnesio, 24; carbonato manganoso, 3.5; citrato férrico, 6; carbonato
de zinc, 1.6; carbonato cuprico, 0.3; yodato de potasio, 0.01; selenito de sodio, 0.01; sulfato
de cromo y potasio, 0.55; sacarosa 118.03.

Nota 2) Mezcla de vitaminas: mezcla de vitaminas AIN-76
(gramo/kg): clorhidrato de tiamina, 0.6; riboflavina, 0.6; clorhidrato de piridoxina, 0.7;
acido nicotinico, 0.03; pantotenato de D-calcio, 0.0016; folato, 0.2; D-biotina, 0.02;
cianocobalamina (vitamina B12), 0.001; premezcla de palmitato de retinilo, 0.8; acetato de
DL-alfa tocoferilo, premezcla, 20; colecalciferol (vitamina D3), 0.0025; menaquinona
(vitamina K), 0.05; antioxidante, 0.01; sacarosa, finamente pulverizada, 972.8.

1-2.  Sustituto de crema

Se adquirieron 16 ratones C57BL/6J (machos, 4 semanas de edad) de The

Jackson Laboratory (USA) y se utilizaron. Después de que los animales se aclimataron al
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ambiente de alimentacidén con una dieta de alimento para rata de laboratorio (Purina co.,
USA) durante 4 semanas, se dividieron por un disefio de bloque aleatorizado en dos grupos:
un grupo control negativo sin la ingestion de alulosa (PR, n = 8); y un grupo de prueba con
la ingestion de alulosa (PRA, n = 8) y se alimentaron con las dietas durante 8 semanas.

Para el grupo de control negativo, la dieta alta en grasa se aplico a la dieta
AIN-76 y como el lipido vegetal se utilizo el sustituto de crema [Dongsuh foods
corporation "prima", Corea del Sur, materias primas: aceite hidrogenado vegetal 30 a 38%
en peso (aceite hidrogenado de coco, aceite hidrogenado de palma), jarabe de almidon (que
incluye maltosa), caseina de sodio, fosfato de potasio dibasico, fosfato de calcio tribasico].
Para el grupo de prueba, entre los ingredientes de la dieta para el grupo control negativo, se
sustituyd 5% en peso de sacarosa con alulosa (alulosa cristalina, 98% en peso de alulosa en
base en solidos secos, CJ Cheilledang Corporation) (tabla 2). Todos los experimentos en
animales se llevaron a cabo bajo la aprobacion del Ethics Committee for Animal Studies of

Kyungpook National University, Corea del Sur (aprobacion nimero KNU-2013-18).

Tabla 2 Composicion del pienso de prueba (% de la dieta, p/p)
clasificacion grupo de control | grupo de prueba (PRA)
negativo (PR)
caseina 20 20
DL-metionina 0.3 0.3
almidon de maiz 11.1 11.1
sacarosa 37 32
celulosa 5 5
sustituto de crema (Prima) 14.6 14.6
manteca 5.4 5.4
mezcla de minerales V 4.2 4.2
mezcla de vitaminas? 1.2 1.2
bitartrato de colina 0.2 0.2
colesterol 1 1
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tertbutilhidroquinona 0.004 0.004
alulosa - 5
total (%) 100 100
kcal/g de la dieta 4.047 4.847
Nota 1) Mezcla de minerales: igual a la tabla 1 anterior y por lo tanto
se omite aqui.
Nota 2) Mezcla de vitaminas: igual que en la tabla 1 anterior y por lo

tanto se omite aqui.

Se permitio a todos los grupos ingerir una dieta isoenergética del mismo
nivel mediante igualacion de alimentacion en base en el grupo de prueba de manera que se
excluye el efecto reductor de caloria debido a la alulosa y las dietas se mantuvieron
refrigeradas a 4°C durante el periodo de alimentacion. A los animales se les albergd en una
jaula individual bajo temperatura constante (25 + 2°C), humedad constante (50 + 5%) y
ciclo de oscuridad-luz de 12 h.

2. Medicion de la ingestién en la dieta y peso corporal

La ingestion en la dieta se midié en un momento constante cada dia, y el
peso corporal se midié en un momento constante, cada semana.

3. Recoleccidn y analisis de muestras fecales

3-1. Recoleccion de muestra fecal

Las heces se recolectaron para 84 horas (3.5 dias) después de finalizacién de
la alimentacidn, se secaron y se almacenaron en el congelador.

3-2.  Extraccion de lipidos fecales

Para la medicion, los lipidos neutros, colesterol y &cidos grasos libres en las
heces se extrajeron al modificar y suplementar el método de Folch et al. (1957).
Especificamente, las heces secas se molieron en un mortero para tomar 0.5 g y después se
agregaron a las mismas 5 ml de una solucion de cloroformo:metanol (2:1, v/v) y los lipidos
se extrajeron a 4°C durante 24 horas. El extracto se centrifugo a 3000 x g (4°C) durante 10
minutos y después se tomaron 3 ml y se secaron bajo nitrégeno gaseoso a 37°C y después
se disuelve nuevamente en 1 ml del mismo disolvente de extraccion. Se toman 200 ul de

cada muestra para la medicion de lipidos neutros, colesterol y acidos grasos libres, se secan
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nuevamente bajo nitrégeno gaseoso y las muestras para la medicion de lipidos neutros y
colesterol total se disuelven en 500 ul de etanol. La muestra para la medicién de los acidos
grasos libres se disuelve en 2.25 ml de NAOH y después se agrega a la misma una solucién
de HCL 1 M para ajustar el pH a un intervalo de 2 a 3. Para eliminar la turbidez que se
presenta del desarrollo con acido colico 3 mM (sal de sodio), se mezcla Tritén X-100 0.5%
como un emulsificante con una solucién de prueba de enzima durante la cuantificacion de
colesterol total y lipidos neutros.
3-3.  Cuantificacion de colesterol total en heces

Para la medicidn total de colesterol total, 10 ul de una solucién disuelta en
500 pl de etanol y 690 ul del emulsificante se mezclé y 800 ul de una solucion de prueba
para la medicion (kit, Asan pharmaceutical Co., Ltd.) a la cual se aplicé el método de
enzima de Allain et al. (1974) se mezclé con la misma. Para la cuantificacion tanto del
colesterol libre (FC) como del colesterol tipo éster (CE) en las heces, CE se convirtid por
colesterol esterasa en FC y acidos grasos. Entre estos, FC se sometié a la reaccion con
colesterol oxidasa para convertirla en A*-colestenona. El producto resultante y H2O; al cual
el sustrato se someta a la reaccion con peroxidasa, fenol y 4-aminoantipirina para obtener
un material de desarrollo de color y se midid la absorbancia a 500 mn. La cuantificacion se
Ilevo a cabo al comparar el valor medido con la curva estandar de colesterol.

3-4.  Cuantificacion de lipidos neutros fecales

Para la medicion de lipidos neutros, se mezclaron 10 ul de una solucién
disuelta en 500 pl de etanol y 690 ul del emulsificante, y se mezclaron con esto 800 ul de
una solucion de prueba para la medicion (kit, Asan pharmaceutical Co., Ltd.) al cual se
aplicé el método enzimatico de McGowan et al. (1983). El lipido neutro se degradd por
lipoproteina lipasa en glicerol y acidos grasos. De los productos de degradacion, el glicerol
formado por ATP y la accion de glicerol cinasa (GK), fosfato de L-a-glicerol, el cual
reacciond con O y glicerofosfoxidasa (GPO) para producir HO,. La peroxidasa y 4-
aminoantipirano se trataron con el mismo para desarrollar un color rojo y después se midié
la absorbancia a 550 nm y se llevo a cabo la cuantificacion por comparacion con la curva

estandar de glicerol.
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3-5. Cuantificacion de acidos grasos libres fecales

Se midio la concentracion de acidos grasos libres utilizando una solucién de
prueba para la medicion de acidos grasos libres (acido graso no esterificado; kit NEFA,
Wako, Japdn) de acuerdo con el principio de desarrollo de color utilizando un método
enzimatico. En primer lugar se aplicé acil-coenzima A sintasa a acido graso libre de plasma
para producir acil-CoA, AMP y acido pirofosférico. Después se agrego a lo anterior acil-
coenzima A oxidasa para generar 2,3-trans-enoil-CoA y peroxido de hidrogeno. La
peroxidasa, la 4-aminoantipirina y la N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-m-toluidina se
trataron en la misma para desarrollar color rojo y después se midio la absorbancia a 546 nm
y la cuantificacion se llevo a cabo por comparacion con la curva estandar de acido graso
libre.

Resultados Experimentales
1. Confirmacion del efecto de inhibicion de ganancia de peso corporal

debido a alulosa

1-1.  Aceite de palma, aceite de oliva, aceite de soya y margarina

En el tiempo de la semana O de la dieta, los pesos corporales del grupo
control negativo y el grupo de prueba fueron similares (tabla 3), pero después de 8 semanas
de dieta, el efecto de inhibicién de la ganancia en peso corporal en el grupo de prueba se
confirmé en comparacion con el grupo control negativo (tabla 4 y figuras la a 1d).
Especificamente, en los casos del grupo MGA y el grupo OLA, a partir de la quinta semana
de la dieta y en el caso del grupo POA a partir de la sexta semana de la dieta, se confirmd el
efecto significativo de inhibicién de ganancia de peso corporal en comparacién con el
grupo control negativo (figuras la a 1c). Particularmente, en el caso del grupo SOA, el
efecto de inhibicion de la ganancia de peso corporal se mostro a partir de la primera semana
de la dieta y por lo tanto se confirmd un excelente efecto de inhibicion de ganancia del peso
corporal en comparacion con otros lipidos vegetales (figura 1d).

Tabla 3
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aceite de ) aceite de  aceitede  valor p*
) margarina
oliva palma soya (ANOVA)
_ 21.81 + 21.56 + 21.22 +
sin alulosa 21.71 +0.60 0.899
0.41 0.81 0.43
peso
conalulosa 21.28 + 21.62 + 21.23 +
corporal 21.57 £0.53 0.933
o (5%) 0.43 0.68 0.42
inicial »
valor p
0.386 0.873 0.957 0.985
(prueba t)

Los datos se representan como medias + SE. *ANOVA es un analisis
comparativo entre cuatro grupos. **prueba t es el valor de comparaciéon entre HFD sin

alulosa y HFD que contiene alulosa 5% en peso, en cada grupo.

Tabla 4
aceite de ) aceite de  aceitede  valor p*
) margarina
oliva palma soya (ANOVA)
_ 32.86 £ 3412 £ 34.39 £
sin alulosa 36.47 £0.94 0.101
peso 0.66 1.44 0.69
corporal en | con alulosa  28.87 + 29.57 + 28.84 +
32.30 £ 1.16% 0.115
la octava (5%) 1.23" 1.05% 0.95"#
semana valor p**
0.014 0.016 0.025 0.001
(prueba t)

Los datos se representan como medias = SE. *ANOVA es un analisis
comparativo entre cuatro grupos. **prueba t es el valor de comparacion entre el HFD sin
alulosa y el HFD que contiene alulosa 5% en peso en cada grupo (#p < 0.05, ###p < 0.001).

1-2.  Sustituto de crema

En el tiempo de la semana O de la dieta, los pesos corporales del grupo
control negativo (PR) y del grupo de prueba (PRA) fueron similares (tabla 5). No obstante,
el peso corporal del grupo control negativo aumenté de manera significativa desde la

semana 1, mientras que el peso corporal del grupo de prueba se inhibié de manera notoria
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desde la primera semana de la dieta y por lo tanto, después de 8 semanas de la dieta, el
efecto significativo de inhibicion de ganancia de peso corporal en el grupo de prueba se

confirmo (tabla 5 y figura 1e).

Tabla 5
_ valor p**
sin alulosa (PR)  con alulosa (PRA)
(prueba t)
semana 0 21.93+0.46 21.47 £ 0.50 0.517
peso corporal
8a semana 33.50+0.69 27.41+0.48 0.000

Los datos se presentan como medias + SE. La prueba t** es el valor de
comparacion entre PR sin alulosa y PRA que contiene alulosa 5% en peso, en cada grupo.

2. Confirmacién del efecto de excrecion de lipidos vegetales debido a

alulosa

2-1.  Aceite de palma, aceite de oliva, aceite de soya y margarina

El efecto de excrecion de lipidos vegetales debido a alulosa se confirm6 por
la excrecion de lipidos en las heces.

Como un resultado, se confirmé que los contenidos de triglicéridos y acidos
grasos libres en las heces se incrementaron de manera significativa en los grupos de prueba
de todas las clases de aceites en comparacion con el grupo control negativo.
Particularmente, se confirmo que los contenidos de acidos grasos libres en los grupos de
prueba son significativamente mayores que en el grupo control negativo (tablas 6 a 9 y
figuras 2a (A) y (C)). Ademas, se confirm6 que el grupo SOA también mostré un

incremento significativo en el contenido de colesterol en heces, en comparacion con el

grupo SO (figura 2a (B)).
Tabla 6
OLA oL
triglicéridos (mmol/dia) 0.26 + 0.022* 0.19 + 0.022
colesterol (mmol/dia) 16.56 + 0.61 15.19+0.54




10

15

20

25

30

_16_

acidos grasos libres (mmol/dia)

5.67 £0.93**

1.50 £ 0.13

Los datos se representaron como medias = SE. Hubo una diferencia

significativa entre OLA y OL: *p < 0.05, **p < 0.01. OLA, HFD + aceite de oliva + alulosa

5%:; OL, HFD + aceite de oliva.

Tabla 7
MGA MG
triglicéridos (mmol/dia) 0.44 + 0.038*** 0.23+0.031
colesterol (mmol/dia) 18.20 £ 1.16 16.00 £ 0.35
acidos grasos libres (mmol/dia) 5.83 £ 0.57*** 2.11+0.10

Los datos se presentan

como medias =+

SE.

Existe una diferencia

significativa entre MGA y MG: ***p < 0.001. MGA, HFD + margarina + alulosa 5%; MG,

HFD + margarina.

Tabla 8
POA PO
triglicéridos (mmol/dia) 0.38 £ 0.026*** 0.18 £ 0.013
colesterol (mmol/dia) 17.07 £0.42 15.68 + 0.54
acidos grasos libres (mmol/dia) 5.22 + 0.45** 3.50£0.32

Los datos se presentan

como medias *

SE.

Existe una diferencia

significativa entre POA y PO: **p < 0.01, ***p < 0.001. POA, HFD + aceite de palma +

alulosa 5%; PO, HFD + aceite de palma.

Tabla 9
SOA SO
triglicéridos (mmol/dia) 0.29 + 0.028* 0.18 £ 0.027
colesterol (mmol/dia) 15.92 + 0.57* 14.19 £ 0.37
acidos grasos libres (mmol/dia) 4.76 + 0.95* 1.29 + 0.054

Los datos se presentan

como medias =+

SE.

Existe una diferencia
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significativa entre SOA y SO: *p < 0.05. SOA, HFD + aceite de soya + alulosa 5%; SO,
HFD + aceite de soya.

2-2.  Sustituto de crema

El efecto de excrecion de lipidos en el sustituto de crema debido a alulosa se
confirmo por la excrecion de lipidos en las heces.

Como un resultado, se confirmd que los contenidos de triglicéridos y acidos
grasos libres en las heces se incremento de manera significativa en el grupo de prueba en
comparacion con el grupo control negativo. Particularmente, se confirmé que el contenido
de acidos grasos libres en el grupo de prueba es significativamente mayor que en el grupo
control negativo (tabla 10 y figura 2b).

Tabla 10
PRA PR
triglicéridos (mmol/dia) 0.44 + 0.053* 0.26 + 0.032
colesterol (mmol/dia) 18.28 + 0.97 16.81 +0.52
acidos grasos libres (mmol/dia) 8.39 £+ 0.75*** 2.78 +0.30

Los datos se presentan como medias + SE. Existe una diferencia
significativa entre PR y PRA: *p < 0.05, ***p < 0.001. PRA, HFD + sustituto de crema +
alulosa 5%; PR, HFD + sustituto de crema.

2-3.  Consideracion

Se confirmo que cuando se consume alulosa junto con lipidos vegetales en
el sustituto de crema, se promueve la excrecion fecal de lipidos. Ademas, se confirmo que
cuando se consume alulosa junto con cada uno de aceite de palma, aceite de oliva, aceite de
soya y margarina, también se promueve la excrecion fecal de lipidos. Esencialmente,
cuando la alulosa se toma junto con aceite de soya, el efecto de excrecion de lipidos es
excelente en comparacion con la ingestion de alulosa junto con otros lipidos vegetales y la
excrecion de colesterol también se incrementd.

La descripcion mencionada en lo anterior de la presente solicitud se pretende

que sea solamente ejemplar y se entendera por aquellos expertos en el ambito a los cuales
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pertenece la presente solicitud que esta solicitud se puede modificar facilmente en otras
formas especificas sin cambiar los conceptos técnicos o rasgos esenciales de la misma. Por
lo tanto, se entenderad que las modalidades descritas en lo anterior son ilustrativas en todos

los aspectos y no son limitantes.



