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PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE CARAMELOS CON ELEVADO CONTENIDO
EN OLIGOSACARIDOS PREBIOTICOS

DESCRIPCION

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencidn tiene por objeto un nuevo método de obtencién de caramelos
ricos en oligosacaridos con actividad prebidtica. Mas concretamente, la presente invencion
comprende la transformacion de azucares alimentarios en caramelos enriquecidos en
oligosacaridos con actividad prebidtica mediante el uso de diéxido de carbono como
catalizador o el uso conjunto de diéxido de carbono con un acido alimentario como los
acidos acético, fosforico o citrico. Una ventaja importante del método es que hace
innecesaria la separacién del catalizador al final del proceso y no genera ningun residuo. De
acuerdo con la invencién, el azucar alimentario de partida puede ser la D-fructosa, la
sacarosa o cualquier oligo- o polisacarido que contenga fructosa como constituyente,
incluyendo las fructobiosas como la palatinosa o la leucrosa, los fructooligosacaridos como
la 1-kestosa o la nistosa, los fructanos y la inulina. Estos azucares de partida pueden
utilizarse solos o combinados en diferentes proporciones, asi como en combinacion con otro
u otros azucares de uso alimentario, incluyendo glucosa, galactosa, maltosa, lactosa,
rafinosa o ciclodextrinas. Los productos resultantes de la activacion de estos azucares con
el dioxido de carbono, obtenidos de acuerdo con esta invencion, presentan una elevada
proporcion de oligosacaridos que contienen fructosa y exhiben propiedades prebidticas,
favoreciendo el desarrollo de una flora intestinal beneficiosa, en particular de los géneros

Bifidobacteria y Lactobacillus, y ejerciendo un efecto reparador en el colon dafnado.

ESTADO DE LA TECNICA

Los oligosacaridos que contienen la D-fructosa en su estructura, denominados de
manera genérica como fructooligosacaridos, han demostrado poseer propiedades
nutricionales beneficiosas para la dieta tanto animal como humana. Estos oligosacaridos
modifican la flora intestinal favoreciendo, particularmente, un aumento en la proporcién de
bacterias de tipo Bifidus en el tracto digestivo. Consecuentemente, los caramelos que
contienen una proporcién elevada de este tipo de oligosacaridos presentan ventajas

nutricionales importantes.
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Los caramelos son productos que resultan del tratamiento térmico de los azucares,
tales como la sacarosa, la fructosa, la glucosa u otros. Este tratamiento térmico puede
efectuarse sobre el azucar seco o en presencia de agua, en ausencia o en presencia de
aditivos acidos, basicos, sales o compuestos nitrogenados. Su composicidén ha sido
estudiada con anterioridad y consiste, basicamente, en una fraccién volatil en la que el
compuesto mayoritario es el 2-hidroximetilfurfural (HMF) y en una fraccién no volatil
constituida por una proporcion variable del azucar de partida o de sus constituyentes
monosacaridicos y por oligosacaridos formados a partir de éstos durante el proceso de
caramelizacion. En concreto, para el caso de caramelos industriales preparados a partir de
la sacarosa en presencia de un acido alimentario, los componentes mayoritarios de esta
fraccion oligosacaridica, que puede alcanzar el 20% del total, presentan estructura de
dianhidridos de fructosa. Hasta 13 isémeros diferentes con esta estructura general,
resultante de la dimerizacién de la D-fructosa con formacién de dos enlaces glicosidicos
reciprocos, han sido identificados en caramelos. Oligobmeros superiores, resultantes de la
adicién de unidades de D-fructosa o de D-glucosa, procedentes de la hidrélisis de la
sacarosa durante la caramelizacion, sobre un nucleo central de dianhidrido de fructosa, asi
como glucooligosacaridos de reversién, estan también presentes en el caramelo. Tanto los
dianhidridos de fructosa como sus derivados glicosilados han mostrado poseer propiedades

prebidticas.

La preparacion de caramelos enriquecidos en dianhidridos de fructosa vy
fructooligosacaridos derivados de éstos presenta la dificultad asociada al caracter reversible
tanto de la reaccién de dimerizacién de la fructosa como de las reacciones de glicosidacion,
asi como a la competencia entre estas reacciones y las reacciones de deshidratacion

inespecificas.

En el documento US 5 454 874, Richards ha descrito la preparacion de caramelos
con un elevado contenido en fructooligosacaridos mediante un procedimiento que consiste
en mezclar intimamente la sacarosa y un acido alimentario, preferentemente acido citrico o
acido tartarico, ambos componentes finamente divididos, y someter la mezcla a un
tratamiento térmico (130-160 °C). El producto asi obtenido contiene entre un 20 y un 50% de
fructooligosacaridos, incluyendo los dianhidridos de fructosa y sus derivados glicosilados,

con un rango en el grado de polimerizacion (DP) que va de 2 a 20.

En el documento WO 96/39444, el mismo autor ha extendido el método anterior a la

preparacion de caramelos enriquecidos en dianhidridos de fructosa y oligbmeros superiores



10

15

20

25

30

35

WO 2018/091759 3 PCT/ES2017/070764

a partir del polisacarido inulina mediante pirdlisis a 150-205 °C. En este caso, la composicién
del producto resultante ha sido estudiada con detalle. En concreto, se establece que las
proporciones relativas de los diferentes dianhidridos de fructosa presentes no se
corresponden con la esperable para una distribucion termodinamica de los diferentes

isdbmeros.

Un problema inherente a los métodos comentados es que, al ser los acidos
alimentarios acidos débiles, conducen a conversiones en fructooligosacaridos que, de
manera general, son inferiores al 50%. El hecho de que todo el catalizador permanezca en
el producto final limita ademas la proporcién en que éste puede utilizarse y va a afectar

significativamente las propiedades organolépticas de los caramelos resultantes.

Un problema adicional de los procedimientos anteriores es que los acidos débiles
utilizados como promotores de la caramelizacion conducen a distribuciones cinéticas de
dianhidridos de fructosa que, al no encontrase en equilibrio termodinamico, pueden
evolucionar con el tiempo alterando la composicion del producto, mas aun si tenemos en
cuenta que las reacciones de isomerizacion y de deshidratacién inespecifica estan
igualmente catalizadas por el medio acido. De manera general, en una distribucion de
dianhidridos de fructosa proxima al equilibrio termodinamico el isémero mayoritario contiene
una unidad de fructosa en forma de piranosa, mientras que en distribuciones cinéticas el

compuesto mayoritario contiene las dos unidades de fructosa en forma de furanosa.

En el documento WO 2008/107506 A1, E. M. Rubio Castillo y otros autores describen
la preparacién de caramelos enriquecidos en dianhidridos de fructosa y en oligbmeros
superiores a partir de fructosa o de otros azucares alimentarios que contiene fructosa, solos
0 en combinacion con tros azlcares alimentarios, utilizando catalizadores sélidos tales como
las zeolitas, la bentonita o las resinas acidas de intercambio idnico en su forma acida. Estos
catalizadores son capaces de promover la formacién de caramelos con un alto contenido en
dianhidridos de fructosa y dianhidridos de fructosa glicosilados en condiciones
heterogéneas, garantizando una distribucion termodinamica de los dianhidridos de fructosa.
Una vez libre del catalizador, los caramelos obtenidos de acuerdo por este método
presentaron propiedades prebibticas. Asi, los productos obtenidos de acuerdo con este
método favorecieron el desarrollo de una flora intestinal beneficiosa, aumentando en
particular la proporcidn de Bifidobacteria y Lactobacillus en modelos animales. Ademas,
mostraron un efecto reparador sobre el colon dafnado en un modelo animal que se

corresponde con enfermedades tales como la enfermedad de Crohn en humanos, por lo que
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pueden considerarse como nutracéuticos utiles para el tratamiento de esta patologia y otros

trastornos relacionados tanto en humanos como en animales.

Si bien el método descrito en el documento WO 2008/107506 A1 conduce a
productos potencialmente utilizables como ingredientes o aditivos en la elaboracién de
piensos para animales o en la elaboracién de productos especificos destinados a la
alimentacion humana, tiene el inconveniente de que, al no ser el catalizador un acido
alimentario, requiere un proceso de separacién que garantice que no quedan trazas del

mismo en el producto final.

Existe por tanto una necesidad de métodos de preparacién de caramelos con un
contenido elevado de oligosacaridos prebidticos derivados de dianhidridos de fructosa que
transcurran en condiciones homogéneas, que no impliquen catalizadores que no sean aptos
para su consumo, que por tanto no requieran la retirada del catalizador al final del proceso ni
generen residuos, y que conduzcan preferentemente a distribuciones bien definidas,

préximas al equilibrio termodinamico, de los constituyentes finales.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Estructuras de los dianhidridos de fructosa presentes en caramelos de fructosa y
sacarosa (salvo en 8, las dos subunidades monosacaridicas derivan de la D-fructosa; Fru =

D-fructosa; Glc = D-glucosa; f= furanosa; p = piranosa).

Figura 2. Proporciones relativas de los diferentes dianhidridos de fructosa isoméricos
obtenidos por caramelizacion de la D-fructosa (85% peso/volumen en agua) con diéxido de

carbono gas (20 bares) a 100 °C durante 48 horas.

Figura 3. Proporciones relativas de los diferentes dianhidridos de fructosa isoméricos
obtenidos por caramelizacion de la D-fructosa (85% peso/volumen en agua) con didxido de
carbono gas (20 bares) y acido citrico (5% peso/peso relativo a la fructosa inicial) a 90 °C

durante 12 horas.

Figura 4. Proporciones relativas de los diferentes dianhidridos de fructosa isoméricos
obtenidos por caramelizacion de la D-fructosa (85% peso/volumen en agua) con diéxido de
carbono gas (20 bares) y acido citrico (10% peso/peso relativo a la fructosa inicial) a 90 °C

durante 12 horas.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un primer objeto de la presente invencion es la producciéon de caramelos con un alto
contenido en oligosacaridos prebibticos a partir de azucares alimentarios que contengan
fructosa en su composicién, de mezclas de varios de estos azucares o de mezclas de éstos
con otros azucares, mediante procedimientos que no requieran la separacion del catalizador

acido utilizado y que no generen residuos.

Un segundo objeto de la presente invencién es un procedimiento que permite
maximizar el contenido de oligosacaridos prebiodticos del tipo dianhidridos de fructosa y
dianhidridos de fructosa glicosilados en caramelos, favoreciendo preferentemente

distribuciones isoméricas de dianhidridos de fructosa préximas al equilibrio termodinamico.

De acuerdo con estos objetos de la invenciéon y de otros que se mencionan mas
adelante, la presente invencién proporciona un procedimiento para la preparacion de

caramelos con un alto contenido en oligosacaridos prebiéticos que incluye:

(a) Un azucar alimentario como producto de partida, pudiendo ser éste la D-fructosa,
la sacarosa o cualquier oligo o polisacarido que contenga fructosa como constituyente,
incluyendo las fructobiosas como la palatinosa o la leucrosa, los fructooligosacaridos como
la 1-kestosa o la nistosa, los fructanos y la inulina. Estos azucares de partida pueden
utilizarse solos o combinados en diferentes proporciones, asi como en combinacién con otro
u otros azucares de uso alimentario, incluyendo glucosa, galactosa, maltosa, lactosa,

rafinosa o ciclodextrinas.

(b) La utilizacion de diéxido de carbono como catalizador, sélo o en combinacién con
un acido alimentario como el acido acético, el acido citrico o el acido fosférico, bajo

condiciones de reaccidon homogéneas.

Preferentemente, de acuerdo con la invencién, la caramelizacién se realiza en
presencia de agua, a concentraciones de azucar total comprendidas entre el 60-95%
(peso/volumen) en agua y con una agitacion constante eficaz, a temperaturas que oscilan
entre 70-140 °C, preferentemente entre 90-115 °C, y tiempos de reaccion que pueden ir
desde 1 hora a una semana, preferentemente entre 24 y 72 horas cuando el catalizador
utilizado es exclusivamente didxido de carbono y entre 6 y 12 h cuando se utiliza diéxido de

carbono en combinacidn con un acido alimentario en proporcion peso/peso relativa al azucar
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total de partida comprendida entre un 1% y un 20%, preferentemente entre un 5 y un 10%.

La presente invencién también proporciona nuevos caramelos con un elevado
contenido en dianhidridos de fructosa y dianhidridos de fructosa glicosilados, comprendida
entre el 40-85%, preferentemente entre el 50-80%, con una composicion isomérica en
dianhidridos de fructosa proxima a la correspondiente para una distribucién termodinamica,
sin necesidad de retirar el catalizador acido utilizado como promotor de la caramelizacion,
asi como la utilizacion de estos caramelos como prebidticos que, entre otros efectos
favorables, favorecen el desarrollo de una flora intestinal beneficiosa, tales como

Bifidobacteria o Lactobacillus, y que muestran un efecto reparador sobre lesiones del colon.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

De acuerdo con la presente invencién, se ha encontrado posible preparar caramelos
con un elevado contenido en dianhidridos de fructosa y dianhidridos de fructosa glicosilados
a partir de azucares de uso alimentario, utilizando exclusivamente didéxido de carbono (COy)
como promotor de caramelizacion. Estos oligosacaridos presentan propiedades prebioticas,
ejerciendo un efecto reparador sobre lesiones del colon y modificando la flora intestinal,
aumentando la proporcion de bacterias beneficiosas como Bifidobacteria o Lactobacillus en
el tracto digestivo tanto de animales (aves, cerdos, conejos) como de humanos. Los
caramelos con un elevado contenido en estos oligosacaridos presentan, en consecuencia,

ventajas nutricionales importantes en comparacion con los caramelos convencionales.

El azucar de partida puede ser la D-fructosa, la sacarosa o cualquier oligo o
polisacarido que contenga fructosa como constituyente, incluyendo las fructobiosas como la
palatinosa o la leucrosa, los fructooligosacaridos como la 1-kestosa o la nistosa, los
fructanos y la inulina. Estos azucares de partida pueden utilizarse solos o combinados en
diferentes proporciones, asi como en combinacién con otro u otros azucares de uso
alimentario, incluyendo glucosa, galactosa, maltosa, lactosa, rafinosa o ciclodextrinas. El
caramelo se prepara utilizando una concentracion elevada de azucar total en agua,
comprendida entre el 60-95% (peso/volumen) y preferentemente entre el 70-90%
(peso/volumen), en recipiente hermético y bajo una presién de didxido de carbono gas que
puede variar entre 1 y 40 bares, preferentemente entre el 10 y 30 bares, y a temperaturas

que oscilan entre 70-140 °C, preferentemente entre 90-115 °C.
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En el caso de que el azucar de partida sea la D-fructosa, la adicién de agua da lugar
a disoluciones en todo el rango de concentraciones de la invencion. En el caso de otros
azucares como la sacarosa o la inulina, o cuando se parte de mezclas de azucares, pueden
obtenerse inicialmente suspensiones que, durante el proceso de caramelizacién en
presencia del catalizador, conducen finalmente a disoluciones homogéneas. Los tiempos
preferidos de caramelizacion en estas condiciones van de 1 a 168 horas (una semana),

preferentemente entre 24 y 72 horas.

De acuerdo con la presente invencidon, en todos los casos la reaccion se efectua
preferentemente bajo una agitacién intensa, eficaz y constante, por ejemplo magnética o
mecanica, durante el periodo de calentamiento. El producto final, obtenido sin necesidad de
realizar ninguna etapa de separacion del catalizador y sin que se generen residuos, €s un

caramelo homogéneo de color ambar a caoba oscuro.

Segun otro procedimiento de la invencién, se pueden preparar caramelos con un
elevado contenido en dianhidridos de fructosa y dianhidridos de fructosa glicosilados a partir
de azucares de uso alimentario utilizando diéxido de carbono en combinacién con un acido
alimentario, preferentemente el acido acético, el acido citrico o el acido fosférico, como
promotor de caramelizacion. En este caso los tiempos de caramelizacion oscilan entre 1 y

48 horas, preferentemente entre 6 y 12 horas.

La proporcién de acido alimentario referido al peso de azucar inicial total puede
variar, estando preferentemente comprendida entre un 1% y un 20%, mas preferentemente
entre un 5y un 10%. Si bien la utilizacién de proporciones mayores del acido alimentario no
presenta problemas técnicos, se prefiere adaptar la proporcion de catalizador al minimo
necesario para que se obtengan conversiones en oligosacaridos prebidticos de tipo
dianhidridos de fructosa o dianhidridos de fructosa glicosilados superiores al 50% en

tiempos inferiores a 12 horas a temperaturas de caramelizacion de 80-115 °C.

De acuerdo con lo anterior, el procedimiento para preparar un caramelo con un alto
contenido en oligosacaridos prebioticos de tipo dianhidridos de fructosa y dianhidridos de
fructosa glicosilados segun la presente invencidon consiste, esencialmente, en el
calentamiento en un reactor hermético de una disoluciéon o suspension de los azucares
alimentarios de partida a concentracién elevada en agua, bajo una presion de diéxido de
carbono gas que puede variar entre 1 y 40 bares, en presencia o no de un acido alimentario,

con agitacién eficaz constante y a temperatura comprendida entre 70-140 °C.
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Un procedimiento preferido para preparar caramelos ricos en oligosacaridos
prebidticos de acuerdo con la invencion consiste en el calentamiento de una disolucién de
fructosa al 70-90% (peso/volumen) en agua a 80-115 °C bajo una presidén de didxido de

carbono comprendida entre 10 y 30 bares, por un periodo de 24-72 horas.

Otro procedimiento preferido para preparar caramelos ricos en oligosacaridos
prebidticos de acuerdo con la invencion consiste en el calentamiento de una disolucién de
fructosa al 70-90% (peso/volumen) en agua conteniendo un acido alimentario como el acido
acético, el acido citrico o el acido fosforico en una proporcion peso/peso comprendida entre
el 5-10% relativa a la fructosa, a 80-115 °C bajo una presion de didéxido de carbono

comprendida entre 10 y 30 bares, por un periodo de 6-12 horas.

La composicion del producto final resultante de la caramelizacidn puede
determinarse mediante cromatografia de filtracion sobre gel y cromatografia de gases,
haciendo uso paralelamente de técnicas como la espectrometria de masas y la resonancia
magnética nuclear de protdn y carbono-13. El grado de polimerizacién (DP) de los
oligosacaridos prebioticos formados va de 2 a aproximadamente 25, estando generalmente
entre 2-12 cuando el azucar de partida es fructosa y aumentando generalmente a 2-25
cuando el material sacaridico de partida contiene ofros azucares. Los oligosacaridos

presentan una amplia variedad de tipos de enlaces glicosidicos.

Los caramelos preparados de acuerdo con la presente invencién contienen
proporciones de los azucares de partida o de sus constituyentes monosacaridicos que
varian entre el 10-60% y de oligosacaridos prebidticos del tipo dianhidridos de fructosa y
dianhidridos de fructosa glicosilados entre el 40-85%. Cuando al azucar inicial contienen un
monosacarido diferente de la fructosa, el caramelo resultante puede contener ademas
cantidades variables de oligosacaridos de reversidon reductores resultantes de la
autoglicosidacion de dicho monosacarido. Por ejemplo, en el caso de caramelos obtenidos a
partir de sacarosa se detecta la presencia de glucobiosas y glucooligosacaridos superiores

en proporcion generalmente inferior al 10%.

En los caramelos preparados segun la presente invencion, la fraccidn disacaridica
consiste mayoritariamente en dianhidridos de fructosa, mientras que los oligosacaridos
superiores tienen esencialmente estructura de dianhidridos de fructosa glicosilados. La
distribucion isémerica de los diferentes dianhidridos de fructosa en la fraccion disacaridica

puede determinarse mediante cromatografia de gases. Puede seguirse para ello el protocolo
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descrito por Ratsimba et al. en el documento J. Chromatogr. A. 1999, 844, 283-293. Los
cromatogramas obtenidos a partir de muestras de los caramelos de la invencién indican la
presencia de 13 dianhidridos de fructosa isoméricos. En el caso particular de caramelos
obtenidos a partir de sacarosa se identifica adicionalmente en esta fraccién un dianhidrido
mixto que contiene una subunidad de fructosa y otra de glucosa. Las estructuras de estos
dianhidridos se corresponden con las 13 y 14 estructuras identificadas previamente en
caramelos industriales o caseros obtenidos por tratamiento térmico de D-fructosa o de
sacarosa, respectivamente, en presencia de un acido alimentario, que se muestran en la

Figura 1, a saber:

- a-D-fructofuranosa B-D-fructofuranosa 1,2’:2,3’-dianhidrido (compuesto n® 1 o DAF 1).

- B-D-fructofuranosa a-D-fructopiranosa 1,2":2,3’-dianhidrido (compuesto n® 2 o DAF 2).

- B-D-fructofuranosa p-D-fructopiranosa 1,2:2,3’-dianhidrido (compuesto n°® 3 o DAF 3).

- Di-B-D-fructofuranosa 1,2’:2,3’-dianhidrido (compuesto n° 4 o DAF 4).

- a-D-fructopiranosa B-D-fructopiranosa 1,2’:2,1’-dianhidrido (compuesto n® 5 o DAF 5).

- B-D-fructofuranosa a-D-fructopiranosa 1,2’:2,1’-dianhidrido (compuesto n® 6 o DAF 6).

- Di-a-D-fructofuranosa 1,2":2,1’-dianhidrido (compuesto n® 7 o DAF 7).

- o-D-fructofuranosa a-D-glucopiranosa 1,1’:2,2’-dianhidrido (compuesto n°® 8 o DAF 8).

- a-D-fructofuranosa p-D-fructopiranosa 1,2’:2,1’-dianhidrido (compuesto n® 9 o DAF 9).

- a-D-fructofuranosa B-D-fructofuranosa 1,2’:2,1’-dianhidrido (compuesto n°® 10 o DAF 10).
- o-D-fructofuranosa a-D-fructopiranosa 1,2":2,1’-dianhidrido (compuesto n® 11 o DAF 11).
- Di-B-D-fructofuranosa 1,2’:2,1’-dianhidrido (compuesto n® 12 o DAF 12).

- B-D-fructofuranosa B-D-fructopiranosa 1,2’:2,1’-dianhidrido (compuesto n® 13 o DAF 13).
- Di-B-D-fructopiranosa 1,2":2,1’-dianhidrido (compuesto n® 14 o DAF 14).

Una caracteristica importante de la invenciéon es que las proporciones relativas de los
diferentes isomeros de dianhidridos de fructosa en los caramelos resultantes corresponden,
preferentemente, a distribuciones proximas al equilibrio termodinamico. Asi, a diferencia de
lo que se observa en caramelos obtenidos mediante procedimientos que utilizan
exclusivamente acidos alimentarios como catalizadores, en los que el isbmero mayoritario
es siempre un isomero difructofuranosidico, preferentemente los compuestos n® 1, 4 6 10, el
isdbmero mayoritario en los caramelos obtenidos de acuerdo con la presente invencion es el
compuesto n° 9, en el que una de las dos subunidades de fructosa se encuentra en forma de

piranosa y que es el isébmero termodinamicamente mas estable.
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Una caracteristica importante de la invencion es que los oligosacaridos prebioticos
con estructura de dianhidridos de fructosa y dianhidridos de fructosa glicosilados que
constituyen los componentes mayoritarios de los caramelos objeto de la misma no son
téxicos y no son hidrolizables o lo son sélo parcialmente durante la digestion. En este ultimo
caso, los productos resultantes de la hidrélisis son azucares alimentarios v,
consecuentemente, carentes de toxicidad. Los caramelos con elevado contenido en
dianhidridos de fructosa y dianhidridos de fructosa glicosilados de la presente invencion
exhiben, por tanto, un poder calérico reducido en comparacién con otros caramelos de

diferente composicion.

Los caramelos preparados segun la presente invencidn, presentan importantes
ventajas nutricionales, derivadas de su elevado contenido en oligosacaridos prebioticos, en
concreto de dianhidridos de fructosa y dianhidridos de fructosa glicosilados y de la
distribucidon isémerica proxima al equilibrio termodinamico de los mismos, en comparacion
con los caramelos de diferente composicidn preparados con anterioridad. Estas
caracteristicas son analogas a las descritas para el caramelo obtenido utilizando
catalizadores soélidos tales como las zeolitas, la bentonita o las resinas acidas de
intercambio idnico en su forma acida en el documento WO 2008/107506 A1, pero con la
ventaja importante de que el procedimiento descrito en la presente invencion no requiere
ninguna etapa de separacion del catalizador ni genera residuos. De hecho, en ensayos
realizados sobre ratas Wistar a las que se les ha inducido una lesién en el colon para
generar un modelo analogo a la enfermedad de Crown en humanos, los caramelos de la
invencién han demostrado tener un efecto reparador importante, analogo al descrito para los
caramelos preparados segun el procedimiento descrito en el documento WO 2008/107506
A1, al mismo tiempo que favorecen el desarrollo de una flora intestinal beneficiosa de tipo

Bifidus y Lactobacillus en el tracto intestinal.

Los caramelos preparados de acuerdo con la presente invencidon tienen numerosas
aplicaciones y pueden, de manera general, utilizarse como substituto de cualquier otro
caramelo. El caramelo obtenido puede mezclarse con azucares adicionales, vitaminas,
aromas, colorantes, con otros prebidticos, probiéticos o cualquier otra sustancia necesaria
para la elaboracién de un producto comestible determinado. El caramelo obtenido puede
también decolorarse, por ejemplo mediante el tratamiento de una disolucion acuosa del
mismo con carbén vegetal o con una resina adecuada para la adsorcion de productos
coloreados, como por ejemplo la resina Lewatit® S6823 A, sin que este proceso afecte a la

composicién en dianhidridos de fructosa y dianhidridos de fructosa glicosilados o a la
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proporcion relativa de los diferentes dianhidridos de fructosa isoméricos.

Los caramelos con elevado contenido de dianhidridos de fructosa y dianhidridos de
fructosa glicosilados de la invencidén poseen propiedades especialmente beneficiosas para el
tratamiento y la prevencién de patologias tanto en animales como en humanos,
particularmente patologias que afectan al aparato digestivo y mas particularmente la
enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, el cancer de colon o enfermedades infecciosas,
por ejemplo las provocadas por E.coli o Salmonella. Pueden también utilizarse en la
preparacion de nutracéuticos especificos para la prevencidén y tratamiento de estas
patologias. De manera general, los caramelos de la invencion pueden utilizarse como
substituto de otros prebidticos en la elaboracion de productos destinados a la alimentacién o
a la salud y bienestar en animales y humanos. La proporcion final de caramelo prebidtico de
la invencion en un producto capaz de producir un efecto prebiético destinado a cualquiera de
estos fines puede variar en un amplio rango, estando preferentemente comprendida entre el
1y el 30%.

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

Las caracteristicas y ventajas de la invenciéon son mas evidentes a la vista de los ejemplos

siguientes, que tienen un caracter ilustrativo y no limitativo.

Ejemplo 1:

Una disolucién al 85% (peso/volumen) de fructosa (30 g) en agua (5 mL) se introdujo
en un reactor de acero inoxidable y se inyecto diéxido de carbono gas hasta alcanzar una
presion de 20 bares. La mezcla homogénea se calenté a 100 °C en el reactor cerrado con
agitaciébn magnética constante durante 48 horas, al cabo de las cuales dejoé enfriar a
temperatura ambiente y se despresurizé el reactor hasta presion atmosférica. El producto

obtenido de esta manera es un caramelo de color caoba.

El andlisis del caramelo mediante cromatografia de filtracion sobre gel, utilizando
Sephadex G10 como fase estacionaria, y por cromatografia de gases utilizando fenil p-D-
glucopiranésido como estandar interno, siguiendo el protocolo descrito en el documento J.
Chromatogr. A. 1999, 844, 283-293, indica la presencia de fructosa (28%), dianhidridos de
fructosa (47%) y fructooligosacaridos superiores de DP 3-12 (22%). El resto (3%) esta

constituido esencialmente por 2-hidroximetilfurfural (HMF) y melanoidinas. Las proporciones
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relativas de los diferentes dianhidridos de fructosa isoméricos, determinadas a partir del

correspondiente cromatograma de gases, se recogen en la Figura 2.

La hidrélisis acida suave de una alicuota del caramelo obtenido o de la fraccidén
conteniendo los oligosacaridos de DP 3-12 condujo exclusivamente a fructosa y dianhidridos
de fructosa, lo que indica que estos oligosacaridos tienen una estructura de dianhidridos de
fructosa fructosilados. El perfil de distribucién isomérica de los dianhidridos de fructosa
resultantes de la hidrdlisis es practicamente idéntico al de la fraccidbn de DAFs en el

caramelo inicial mostrado en la Figura 2.

Ejemplo 2:

El procedimiento del ejemplo 1 se repitié exactamente, excepto que se utilizd una
disolucién al 85% (peso/volumen) de fructosa (180 g) en agua (30 mL). El producto es un
caramelo de color caoba que contiene fructosa (31%), dianhidridos de fructosa (40%) y
fructooligosacaridos superiores de DP 3-10 (27%). El resto (2%) estd constituido
esencialmente por 2-hidroximetilfurfural (HMF) y melanoidinas. El perfil de distribucion de

isdmeros de dianhidridos de fructosa es practicamente idéntico al del ejemplo 1.

Ejemplo 3:

El procedimiento del ejemplo 1 se repitié exactamente, excepto que se utilizd una
presion de diéxido de carbono gas de 1.2 bares y se calenté a 90 °C durante 72 horas. El
producto es un caramelo de color caoba oscuro que contiene fructosa (37%), dianhidridos
de fructosa (45%) y fructooligosacaridos superiores de DP 3-10 (16%). El resto (2%) esta
constituido esencialmente por 2-hidroximetilfurfural (HMF) y melanoidinas. El perfil de
distribucion de isdmeros de dianhidridos de fructosa es practicamente idéntico al del ejemplo
1.

Ejemplo 4:

Una disoluciéon al 85% (peso/volumen) de fructosa (30 g) en agua (5 mL) conteniendo
un 5% (peso/peso) de acido citrico (1.5 g) relativo a la fructosa de partida se introdujo en un
reactor de acero inoxidable y se inyectd diéxido de carbono gas hasta alcanzar una presién
de 20 bares. La mezcla homogénea se calentd a 90 °C en el reactor cerrado con agitacién

magnética constante durante 12 horas, al cabo de las cuales dejoé enfriar a temperatura
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ambiente y se despresurizd el reactor hasta presidon atmosférica. El producto obtenido de
esta manera es un caramelo de color caoba que contiene fructosa (38%), dianhidridos de
fructosa (47%) y fructooligosacaridos superiores de DP 3-10 (9%). El resto (6%) esta
constituido esencialmente por acido citrico, 2-hidroximetilfurfural (HMF) y melanoidinas. Las
proporciones relativas de los diferentes dianhidridos de fructosa isoméricos, determinadas a

partir del correspondiente cromatograma de gases, se recogen en la Figura 3.

Ejemplo 5:

El procedimiento del ejemplo 4 se repitié exactamente, salvo que se utilizé6 una
proporcion del 10% (peso/peso) de acido citrico (3.0 g) relativo a la fructosa de partida. El
producto es un caramelo de color caoba oscuro que contiene fructosa (31%), dianhidridos
de fructosa (48%) y fructooligosacaridos superiores de DP 3-10 (9%). El resto (11%) esta
constituido esencialmente por acido citrico, 2-hidroximetilfurfural (HMF) y melanoidinas. Las
proporciones relativas de los diferentes dianhidridos de fructosa isoméricos, determinadas a

partir del correspondiente cromatograma de gases, se recogen en la Figura 4.

Ejemplo 6:

Una disoluciéon al 85% (peso/volumen) de palatinosa (30 g) en agua (5 mL) se
introdujo en un reactor de acero inoxidable y se inyectd didxido de carbono gas hasta
alcanzar una presién de 20 bares. La mezcla homogénea se calentd a 90 °C en el reactor
cerrado con agitacion magnética constante durante 24 horas, al cabo de las cuales dejé
enfriar a temperatura ambiente y se despresurizé el reactor hasta presién atmosférica. El
producto obtenido de esta manera es un caramelo de color caoba que contiene fructosa
(0.5%), glucosa (0.6%), palatinosa (54%) y glicosil dianhidridos de fructosa superiores de DP
3-12 (43%). El resto (1.9%) esta constituido esencialmente por 2-hidroximetilfurfural (HMF) o

derivados glicosilados del HMF y melanoidinas.

Ejemplo 7:

El procedimiento del ejemplo 6 se repitid exactamente, salvo que el tiempo de
reaccién se prolongo durante 72 horas. El producto obtenido de esta manera es un caramelo
de color caoba oscuro que contiene fructosa (1%), glucosa (2%), palatinosa (35%) y glicosil
dianhidridos de fructosa superiores de DP 3-16 (55%). El resto (8%) esta constituido

esencialmente por 2-hidroximetilfurfural (HMF), derivados glicosilados del HMF vy
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melanoidinas.

Ejemplo 8:

Valoracién in vivo del efecto antiinflamatorio intestinal de los caramelos obtenidos de
acuerdo con los ejemplos 1 y 2 en la colitis experimental inducida por sulfato de dextrano

sodico (DSS) en ratas.

El efecto antiinflamatorio de los caramelos enriquecidos en dianhidridos de fructosa y
dianhidridos de fructosa glicosilados de la presente invencidén obtenidos de acuerdo con los
ejemplos 1y 2 se evalud in vivo en ratas en un modelo de colitis experimental siguiendo el
procedimiento descrito en el documento WO 2008/107506 A1 y en comparacion con el
caramelo obtenido en las condiciones heterogéneas detalladas en el ejemplo 3 de dicho
documento. Los animales de experimentacién que se utilizaron en estas experiencias son
ratas Wistar, de 200-230 g de peso, suministradas por el Servicio de Animales de
Experimentacién de la Universidad de Granada. El modelo de inflamacion experimental
seleccionado consiste en la administraciéon en el agua de bebida de DSS al 5% durante una
semana. Este modelo se caracteriza por generar un proceso inflamatorio en el colon de la
rata, con numerosas similitudes con la enfermedad inflamatoria intestinal en humanos
(enfermedad de Crohn), en cuanto al dafo tisular que genera y a la produccion de
mediadores involucrados en la respuesta inflamatoria. Para llevar a cabo estos estudios,
distintos grupos de animales (n = 10) recibieron la dieta suplementada con la proporcidon
adecuada de los caramelos prebioticos de los ejemplos. Este tratamiento se inicid dos
semanas antes de iniciar la incorporacion del DSS en el agua de bebida y se mantuvo hasta
una semana después, momento en el que se procedié al sacrificio de los animales y se
valoré el dafo coldnico. Para poder valorar la efectividad del tratamiento prebidtico se
utilizaron grupos control de animales coliticos (n = 10) que recibieron la dieta estandar
conteniendo celulosa en lugar del caramelo prebiético. Adicionalmente se utilizd un grupo
blanco (n = 10) que no recibi6 tratamiento dietético alguno y que no se sometié a inflamacion

intestinal.

La valoracién macroscopica del proceso inflamatorio intestinal se realiz6 mediante la
determinacion de la relacion peso/longitud del colon (indice de dafo macroscopico, IDM).
Para la relacion peso/longitud del colon en animales de control que no han sufrido lesién
alguna el IDM se define como 0.0, en tanto que este indice alcanza un valor medio de 7.5

para el grupo de control que se traté con DSS y que no recibié los caramelos prebidticos en
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su dieta. En animales que recibieron los caramelos de los ejemplos 1 y 2, este valor
descendié a 5.5 y 5.3, respectivamente, practicamente idéntico al alcanzado con el caramelo
prebidtico obtenido en condiciones heterogéneas segun el ejemplo 3 del documento WO
2008/107506 A1. Dado lo agresivo del modelo utilizado, los datos recogidos en este ejemplo
indican un poder de proteccion/regeneracion frente a la inflamacién del colon muy
significativo y completamente analogo al descrito para caramelos enriquecidos en
dianhidridos de fructosa y dianhidridos de fructosa glicosilados obtenidos en condiciones
heterogéneas, con la ventaja importante de no necesitar retirar el catalizador al final del

proceso de preparacion y de no generar residuos.

Ejemplo 11:

Valoracion in vivo del efecto de los caramelos de los ejemplos 1 y 2 en la flora

bacteriana en ratas.

Sobre los animales sometidos a tratamiento con DSS y a los que se suministra una
dieta que contiene los caramelos prebidticos de los ejemplos 1 y 2, asi como sobre los
correspondientes grupos de control, se efectué el recuento de Lactobacillus y
Bifidobacterium. La poblacién de estas bacterias desciende en los animales tratados con
DSS a un 30 y un 20%, respectivamente, de los valores observados en animales sanos no
tratados. En el caso de animales para los que se ha incluido en su alimentacion los
caramelos de los ejemplos 1 y 2, se observa una recuperacion muy significativa de las

poblaciones correspondientes, alcanzando valores proximos a los iniciales.
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REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento para la preparacién de caramelos con un alto contenido en oligosacaridos

prebibticos a partir de:

(a) al menos un material sacaridico de partida que contiene D-fructosa, y

(b) diéxido de carbono gas como catalizador acido promotor de la caramelizacién,
caracterizado porque el proceso de caramelizacién comprende el calentamiento de una
disoluciéon del material sacaridico de partida en agua en recipiente hermético y bajo una

presion de didxido de carbono comprendida entre 1y 40 bares.

2.- Procedimiento para la preparacién de caramelos con un alto contenido en oligosacaridos
prebidticos segun la reivindicacién 1 donde los oligosacaridos prebiéticos son del tipo
dianhidridos de fructosa y dianhidridos de fructosa glicosilados y el material sacaridico de
partida es la D-fructosa, la sacarosa o cualquier oligo- o polisacarido que contenga fructosa
como constituyente, particularmente las fructobiosas como la palatinosa o la leucrosa, los

fructooligosacaridos como la 1-kestosa o la nistosa, los fructanos y la inulina.

3.- Procedimiento para la preparacion de caramelos con un alto contenido en oligosacaridos
prebidticos segun las reivindicaciones 1 0 2, donde el material sacaridico de partida que
contiene D-fructosa se utiliza combinado en proporciones comprendidas entre 1:10 y 10:1
con al menos otro azucar de uso alimentario, particularmente glucosa, galactosa, sacarosa,

maltosa, lactosa, rafinosa o ciclodextrinas.

4.- Procedimiento para la preparacién de caramelos con un alto contenido en oligosacaridos
prebidticos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde se adiciona a la
mezcla de reaccion un acido alimentario que se selecciona entre el acido acético, el acido
citrico y el acido fosforico en una proporcion peso/peso relativa al material sacaridico de

partida comprendida entre un 1% y un 20%.

5.- Procedimiento para la preparacion de caramelos con un alto contenido en oligosacaridos
prebidticos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado porque la
concentracién del material sacaridico de partida en agua esta comprendida entre el 60 y el

95% (peso/volumen)
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6.- Procedimiento para la preparacién de caramelos con un alto contenido en oligosacaridos
prebidticos segun la reivindicacién 5, caracterizado porque la concentracion del material

sacaridico de partida en agua esta comprendida entre el 70 y el 90% (peso/volumen).

7 .- Procedimiento para la preparacion de caramelos con un alto contenido en oligosacaridos
prebidticos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la

temperatura a la que se realiza el calentamiento esta comprendida entre 70 y 140 °C.

8.- Procedimiento para la preparacion de caramelos con un alto contenido en oligosacaridos
prebidticos segun la reivindicacién 7, caracterizado porque la temperatura a la que se realiza

el calentamiento esta comprendida entre 80y 115 °C.

9.- Procedimiento para la preparacion de caramelos con un alto contenido en oligosacaridos
prebidticos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el

calentamiento transcurre durante un periodo de tiempo comprendido entre 1 y 168 horas.

10.- Procedimiento para la preparacién de caramelos con un alto contenido en
oligosacaridos prebidticos segun la reivindicacién 9, caracterizado porque el calentamiento

transcurre durante un periodo de tiempo comprendido entre 24 y 72 horas.

11.- Procedimiento para la preparacién de caramelos con un alto contenido en
oligosacaridos prebiéticos segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, caracterizado
porque al adicionar un acido alimentario el calentamiento transcurre durante un periodo de

tiempo comprendido entre 6 y 12 horas.

12.- Caramelo con un alto contenido en oligosacaridos prebidticos obtenido mediante un
procedimiento segun se define en las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque
contiene al menos un 40% de oligosacaridos prebidticos del tipo dianhidridos de fructosa y
dianhidridos de fructosa glicosilados con grado de polimerizacion comprendido entre 3 y 25
y con una distribucidon isomérica de dianhidridos de fructosa, en la que el isébmero

mayoritario es el a-D-fructofuranosa p-D-fructopiranosa 1,2’:2,1’-dianhidrido.

13.- Caramelo segun la reivindicacién 12, caracterizado porque contiene adicionalmente:
a) al menos otro azucar diferente de la fructosa, particularmente glucosa, galactosa,
sacarosa, maltosa, lactosa, rafinosa, ciclodextrinas u oligosacaridos de reversidén formados a

partir de estos azucares.
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b) al menos un componente seleccionado de entre las familias de las vitaminas, los

aromatizantes, los colorantes, los prebiéticos o los probiéticos.

14.- Uso de caramelo, segun se define en las reivindicaciones 12 y 13, para elaborar un
producto destinado a la alimentacién animal o humana, encontrandose en proporcion
comprendida entre el 1 y el 30%, capaz de inducir un aumento de Bifidobacteria o

Lactobacillus en el tracto intestinal.

15.- Uso de caramelo, segun se define en las reivindicaciones 12 y 13, para la elaboracién
de producto farmacéutico destinado a la prevenciéon o al tratamiento de patologias, en
animales o en humanos, encontrandose en proporcidbn en peso comprendida

preferentemente entre el 1y el 30%

16.- Uso de caramelo, segun se define en las reivindicaciones 12 y 13, para la elaboracién
de producto farmacéutico destinado a la prevenciéon o al tratamiento de patologias que
afectan al aparato digestivo, en animales 0 en humanos, encontrandose en proporcién en

peso comprendida preferentemente entre el 1 y el 30%.

17.- Uso segun la reivindicacién 16, donde las patologias del aparato digestivo son la

enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, el cancer de colon o enfermedades infecciosas.
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