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DESCRIPCION
Proceso para producir una composicién de glucosil estevia

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la invencién

[0001] La invencién hace referencia a un proceso para producir un ingrediente alimentario altamente purificado a partir
del extracto de la planta Stevia rebaudiana Bertoni y su uso en diversos productos alimenticios y bebidas.

Descripcion de la técnica relacionada

[0002] En la actualidad, las alternativas al azlcar estan recibiendo cada vez mas atencién debido a la concienciacion
con respecto a diversas enfermedades relacionadas con el consumo de alimentos y bebidas de alto contenido en
azucar. Sin embargo, se ha prohibido o restringido el uso de muchos edulcorantes artificiales como la dulcina, el
ciclamato sédico y la sacarina en algunos paises por la preocupacion sobre su seguridad. Asi pues, los edulcorantes no
caldricos de origen natural han comenzado a ser cada vez mas populares. La Stevia rebaudiana Bertoni, o «hierba
dulce», produce diversos glucésidos diterpénicos de intenso dulzor y marcadas propiedades sensoriales, superiores a
las de cualquier otro edulcorante de gran potencia.

[0003] Dichos glucdsidos dulces poseen una aglicona comun, el esteviol, y difieren en el nimero y el tipo de residuos de
carbohidrato en las posiciones C13 y C19. Las hojas de Stevia pueden acumular hasta un 10-20 % (en base al peso
seco) de glucésidos de esteviol. Los principales glucésidos encontrados en las hojas de Stevia son el rebaudiésido A (2-
10 %), el estevidsido (2-10 %) y el rebaudiésido C (1-2 %). Otros glucésidos como los rebaudidsidos B, D, E, y F,
esteviolbiésido y rubusésido se encuentran en niveles muy inferiores (aprox. 0-0,2 %).

[0004] Dos glucdsidos principales, el estevidsido y el rebaudidsido A, se estudiaron en profundidad y se caracterizaron
en términos de su idoneidad como edulcorantes comerciales de gran intensidad. Los estudios de estabilidad en bebidas
carbonatadas confirmaron su estabilidad al calor y al pH (Chang S.S., Cook, J.M. (1983) Stability studies of stevioside
and Rebaudioside A in carbonated beverages. J. Agric. Food Chem. 31: 409-412.)

[0005] Los glucotsidos de esteviol difieren entre si solo en cuanto a su estructura molecular, pero también en cuanto a
sus propiedades de sabor. Normalmente, el esteviosido es 110-270 veces mas dulce que la sacarosa, el rebaudiésido A
es unas 150 y 320 veces mas dulce que la sacarosa, y el rebaudiésido C es unas 40-60 veces mas dulce que la
sacarosa. El dulcésido A es 30 veces mas dulce que la sacarosa. El rebaudidsido A tiene el regusto menos astringente,
menos amargo y menos persistente de todos, poseyendo asi los atributos sensoriales mas favorables de entre todos los
principales glucdsidos de esteviol (Tanaka O. (1987) Improvement of taste of natural sweetners. Pure Appl. Chem.
69:675-683; Phillips K.C. (1989) Stevia: steps in developing a new sweetener. In: Grenby T.H. ed. Developments in
sweeteners, vol. 3. Elsevier Applied Science, London. 1-43.)

[0006] Los métodos para extraer y purificar glucésidos dulces de la planta Stevia rebaudiana empleando agua o
disolventes organicos se describen, por ejemplo, en las patentes estadounidenses nimero 4,361,697; 4,082,858;
4,892,938; 5,972,120; 5,962,678; 7,838,044 y 7,862,845.

[0007] Con todo, incluso en estado altamente purificado, los glucésidos de esteviol siguen teniendo atributos de sabor
no deseados como amargor, regusto dulce, sabor a regaliz, etc. Uno de los principales obstaculos para el éxito de la
comercializacion de los edulcorantes a base de Stevia son estos atributos de sabor no deseados. Se demostré que
estas notas de sabor se vuelven mas prominentes a medida que aumenta la concentracion de glucésidos de esteviol
(Prakash 1., DuBois G.E., Clos J.F., Wilkens K.L., Fosdick L.E. (2008) Development of rebiana, a natural, non-caloric
sweetener. Food Chem. Toxicol., 46, S75-S82.)

[0008] Por otro lado, sustituir grandes cantidades de azucar en las formulaciones da lugar a problemas como una menor
sensacion en boca, un perfil de sabor incompleto, etc. Por lo que la aplicacion de edulcorantes de gran intensidad bajos
en calorias debe proporcionar soluciones a estos problemas.

[0009] Asi, si una sola composicién pudiera proporcionar dulzor y a la vez poseyera propiedades de intensificacion del
sabor y corrigiera la sensacion en boca incompleta asociada a la eliminacién de la sacarosa de las formulaciones de
bebidas y alimentos, sera ciertamente ventajosa en comparacion con otros edulcorantes de gran intensidad conocidos
en la técnica.

[0010] Algunas de estas propiedades no deseadas pueden reducirse o eliminarse aplicando a los glucésidos de esteviol
una reaccion de transglicosilacion intermolecular, cuando los nuevos residuos de carbohidratos se unen a la molécula
inicial en las posiciones C13 y C19. La calidad y la potencia del sabor de los compuestos variaran segun la cantidad de
residuos de carbohidratos en estas posiciones.
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[0011] La pululanasa, la isomaltosa (Lobov S.V., Jasai R., Ohtani K., Tanaka O. Yamasaki K. (1991) Enzymatic
production of sweet stevioside derivatives: transglycosylation by glucosidases. Agric. Biol. Chem. 55: 2959-2965), la -
galactosidasa (Kitahata S., Ishikawa S., Miyata T., Tanaka O. (1989) Production of rubusoside derivatives by
transglycosylation of various [-galactosidase. Agric. Biol. Chem. 53: 2923-2928), y la dextrano-sacarasa (Yamamoto K.,
Yoshikawa K., Okada S. (1994) Effective production of glucosyl-stevioside by a-1,6-transglucosylation of dextran
dextranase. Biosci. Biotech. Biochem. 58: 1657-1661) se han empleado como enzimas transglicosiladoras, junto con el
pululano, la maltosa, la lactosa y el almidén parcialmente hidrolizado, respectivamente como donantes de residuos
glicosidicos.

[0012] La transglicosilacion de los glucdsidos de esteviol también se realiz6 mediante la accién de la ciclodextrina
glucanotransferasa (CGTasa) producida por el Bacillus stearothermophilus (patente estadounidense nimero 4,219,571,
y 7,807,206) como resultado, se formaron derivados a-1,4- glucosil con un grado de polimerizacion de hasta 10.

[0013] El tratamiento del estevidsido transglicosilado con B-amilasa produjo un producto que constaba en derivados
mono- o di-a-1,4-glucosil (Tanaka, 1987).

[0014] Se demostr6 que el perfil de sabor y el poder endulzante de los derivados glucosil dependen en gran medida del
numero de derivados adicionales del glucosil, esto es, del grado de polimerizacion de la cadena a-1,4-glucosil. El
aumento del nimero de residuos a-1,4-glucosil mejord la calidad del sabor, reduciendo, al tiempo, el nivel de dulzor
(Tanaka, 1987). [0015] También se observo que muchos productos a base de glucosil estevia contienen hasta un 20 %
de dextrinas residuales que no poseen propiedades funcionales significativas y reducen el contenido de glucésidos de
esteviol en el producto.

[0016] Por lo tanto, es necesario desarrollar productos de gran pureza con una longitud de cadena o-1,4-glucosil 6ptima
gue proporcionen la mejor combinacién de potencia de dulzor y perfil de sabor.

[0017] Kochikyan V.T. et al, "Combined enzymatic modification of stevioside and rebaudioside A", Applied Biochemistry
and Microbiology, Vol. 42, No. 1, Pages 31-37 and US 2006/134292 A1 proponen procesos para producir composiciones
de glucosil estevia altamente purificadas.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0018] La presente invencion tiene por finalidad solventar las desventajas de los edulcorantes a base de Stevia
existentes. Asi pues, la presente invencién va dirigida a un proceso para producir una composicion de glucosil estevia
altamente purificada segun se describe en la Reivindicacion 1. Se describen mas caracteristicas ventajosas en las
subreivindicaciones 2 a 11. La invencion describe un proceso para producir un ingrediente alimentario de alta pureza a
partir del extracto de la planta Stevia rebaudiana Bertoni y para usar dicho extracto en diversos productos alimentarios y
bebidas como modificador del dulzor y del sabor.

[0019] La invencidn hace referencia a un ingrediente que comprende derivados glicosilados de glucésidos de esteviol de
la planta Stevia rebaudiana Bertoni. Los glucésidos de esteviol se seleccionan del grupo que consta de esteviosido,
rebaudiésido A, rebaudiésido B, rebaudiésido C, rebaudiésido D, rebaudiésido E, rebaudiésido F, dulcésido A,
esteviolbiésido, rubusésido y otros glucésidos de esteviol que se encuentran en la planta Stevia rebaudiana Bertoni y en
las mezclas a base de la misma.

[0020] Ventajosamente, la presente invencién esta relacionada con un proceso para producir un ingrediente que
contiene formas glicosiladas de rebaudiésido A, rebaudidésido B, rebaudidsido C, rebaudiosido D, rebaudiésido E,
rebaudidsido F, dulcésido A, esteviolbiésido, rubusoésido, y otros glucésidos de esteviol que se encuentran en la planta
Stevia rebaudiana Bertoni. Este es un proceso enzimatico de transglicosilado empleando preferentemente CGTasas
producidas por cultivos de Bacillus stearothermophilus. El proceso incluye el paso de acortamiento de las cadenas
glucosil mediante B-amilasa. El proceso también cuenta con los pasos de decoloracion, desalinizacion y eliminacién de
los maltooligosacéridos. La decoloracion puede realizarse empleando carbdn activado. La desalinizacion se lleva a cabo
mediante filtrado a través de resinas de intercambio i6nico. La eliminacion de los maltooligosacaridos se lleva a cabo
mediante filtrado a través de resinas macroporosas, preferentemente poliméricas.

[0021] En la invencién, se emple6 como material de partida el extracto de Stevia comercializado por PureCircle
(JiangXi) Co., Ltd. (China), que contiene estevidsido (28-30 %), rebaudidsido A (50-55 %), rebaudidsido C (9-12 %),
rebaudiosido F (1-3 %) y otros glucosidos hasta un contenido total de glucosidos de esteviol de, al menos, un 95 %.
Alternativamente, pueden emplearse como material de partida los extractos de estevia con distintos ratios de glucosidos
de esteviol y glucésidos de esteviol altamente purificados como el rebaudidsido A, el estevidsido, el rebaudiésido D, el
rubusésido, etc.

[0022] ElI material de partida estaba sujeto a la transglicosilacion enzimatica por accion de la ciclodextrina
glicosiltransferasa (CGTasa) en presencia de almidon como donante de glucosa. Como resultado, se formaron
derivados a-1,4-glucosil con un grado de polimerizacién de hasta 10. A continuacion, los derivados formados se trataron
con B-amilasa para producir derivados a-1,4-glucosil con una polimerizacion especifica.
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[0023] Los oligosacéaridos de la mezcla de reaccién obtenida se extrajeron usando resina Amberlite XAD7 HP, y a
continuacion se decoloraron, desionizaron, concentraron y se secaron por aspersion.

[0024] Los productos obtenidos se aplicaron como edulcorantes, potenciadores del dulzor y modificadores del sabor a
diversos alimentos y bebidas, entre ellos, helados, galletas, pan, zumos de fruta, lacteos, productos horneados y
productos de reposteria.

[0025] La descripcion general anterior y la descripcién detallada que sigue tienen caracter explicativo y tienen por
finalidad proporcionar una explicacién mas detallada de la invencién reivindicada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0026] Los dibujos adjuntos se incluyen para facilitar la comprensién de la invencion. Los dibujos ilustran realizaciones
de la invencién y, junto con la descripcién, sirven para explicar los principios de las realizaciones de la invencion.

La Fig. 1 muestra una tabla de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) de un producto comercial tratado con
B-amilasa que contiene solo derivados mono- y di-a-1,4-glucosil de glucosidos de esteviol;

La FIG. 2 muestra una Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de extracto de Stevia transglicosilado purificado sin
tratamiento con B-amilasa que contiene derivados a-1,4-glucosil de cadena larga con hasta nueve residuos a-1,4-
glucosil;

La Fig. 3 muestra una Cromatografia Liquida de Alta Resolucion del extracto de Stevia transglicosilado purificado tras el
tratamiento con B-amilasa derivados de cadena corta (con cuatro o menos residuos a-1,4-glucosil) de esteviosido y
rebaudidsido A.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0027] Las ventajas de la presente invencién se haran evidentes a partir de la descripcion detallada incluida a
continuacion. Con todo, si bien la descripcion detallada y los ejemplos especificos indican realizaciones preferidas de la
invencion, ambos se incluyen a modo meramente ilustrativo, puesto que los diversos cambios y modificaciones llevados
a cabo dentro del espiritu y el alcance de la invencién seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la
descripcién detallada.

[0028] Se emple6é como material de partida el extracto de Stevia comercializado por PureCircle (JiangXi) Co., Ltd.
(China), que contiene esteviésido (28-30 %), rebaudiésido A (50-55 %), rebaudiésido C (9-12 %), rebaudiodsido F (1-3 %)
y otros glucosidos (en adelante, colectivamente «glucésidos de esteviol») hasta un contenido total de glucdsidos de
esteviol de, al menos, un 95 %. Alternativamente, pueden emplearse como material de partida los extractos de estevia
con distintos ratios de glucésidos de esteviol y glucésidos de esteviol altamente purificados como el rebaudiosido A, el
esteviosido, el rebaudiésido D, el rubusoésido, etc.

[0029] El analisis por HPLC de las materias primas y los productos se llevé a cabo en un cromatografo liquido Agilent
Technologies 1200 Series (USA), equipado con columna Zorbax-NH2 (4,6X250 mm). La fase movil fue un gradiente
agua-acetonitrilo de 80:20, v/v (0-2 min) a 50:50, v/v (2-70 min). Se empled un conjunto detector de matriz de diodos a
210 nm como detector. [0030] La transglicosilacién se llevd a cabo mediante ciclodextrina glucanotransferasas
(CGTasas; EC 2.4.1.19) producidas por Bacillus stearothermophilus St-88 (PureCircle Sdn Bhd Collection of Industrial
Microorganisms - Malasia). Pero puede aplicarse cualquier otra CGTasa 0 enzima que posea actividad de
transglicosilacion intermolecular.

La enzima puede encontrarse en forma de caldo de cultivo acelular, caldo de cultivo acelular liquido concentrado, caldo
de cultivo acelular secado por congelacion o por aspersion, o proteina de alta pureza. Pueden emplearse preparaciones
enzimaticas inmovilizadas y libres.

[0031] La actividad de las preparaciones CGTasa se determind en base al procedimiento descrito en Hale W.S.,
Rawlins L.C. (1951) Amylase of Bacillus macerans. Cereal Chem. 28, 49-58.

[0032] Pueden emplearse como donantes de unidades glucosil almidones de distinto origen, como trigo, maiz, tapioca y
sagu.

[0033] El almidén fue objeto de una hidrdlisis parcial (licuefaccién) antes de la reaccion de transglicosilacion. La
dextrosa equivalente del almidén parcialmente hidrolizado puede encontrarse en un rango de aproximadamente 10-25,
preferentemente de aproximadamente 12-16. Puede emplearse para la licuefaccion cualquier enzima capaz de realizar
la hidrdlisis del almidén, como las a-amilasas, B-amilasas, etc. En una realizacion, se prefieren las mezclas de CGTasa
y a-amilasa como enzimas de licuefaccion.
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[0034] Se expresa la actividad de la a-amilasa en Unidades Kilo Novo (KNU) de a-amilasa. Una KNU es la cantidad de
a-amilasa que, en condiciones estandar (pH 7.1; 37 °C), dextriniza 5,26 g de sustancia seca de almidon por hora.

[0035] La mezcla de licuefaccién contiene aproximadamente 0,001-0,2 KNU, preferentemente aproximadamente 0,05-
0,1 KNU de a-amilasa por unidad de CGTasa.

[0036] El uso de a-amilasa en la licuefaccion permite obtener un mayor rendimiento en la filtracion por carbén activado
posterior. Cuando se emplea CGTasa como Unica enzima de licuefaccion, la tasa de filtracién es de aproximadamente
10-15 L/hr por 1m? de superficie de filtrado. En caso de mezcla de enzima de licuefaccion (que comprende a-amilasa y
CGTasa), la tasa de filtracién es el doble de rapida, aproximadamente 20-30 L/hr por 1m? de superficie de filtrado.

[0037] El ratio de almidén y CGTasa en la mezcla de licuefaccion es de aproximadamente 0,1-0,5 unidades por gramo
de almidén, preferentemente de aproximadamente 0,2-0,4 unidades por gramo.

[0038] La concentracion de almidon en la mezcla de licuefaccién es de aproximadamente 15-40 % (wt/wt),
preferentemente de aproximadamente un 20-30 %.

[0039] La licuefaccion se lleva a cabo a aproximadamente 70-90 °C durante unas 0,5-5 horas, preferentemente,
aproximadamente unas 1-2.

[0040] Tras la licuefaccion, la mezcla de reaccién se somete a inactivacion térmica de a-amilasa en condiciones de pH
bajo. El rango de pH preferido para la inactivacion es de entre, aproximadamente, pH 2.5 y 3.0 y la temperatura
preferida es de aproximadamente 95-105 °C. La duracién de la inactivacion térmica es de aproximadamente 5-10
minutos.

[0041] Tras la inactivacion, el pH de la mezcla de reaccion se ajusta aproximadamente a pH 5.5-6.5 y los glucésidos de
esteviol se afiaden a la mezcla y se disuelven. El ratio preferido de glucosidos de esteviol-almidén (kg de glucésidos de
esteviol por cada 1 kg de almidon) es de aproximadamente 0,5-1,5, preferentemente de 0,8-1,2.

[0042] Se afiade una segunda porcion de preparacion de CGTasa y se lleva a cabo la reaccién de transglicosilacion a
unos 65 °C durante aproximadamente 24-48 horas. La cantidad de segunda porcion de CGTasa es de
aproximadamente 0,2-4 unidades de CGTasa por gramo de sdlidos, preferentemente de aproximadamente 0,5-1,2
unidades por gramo de solidos.

[0043] Tras completar la reaccién de transglicosilacién, se afiadieron aproximadamente 30-50 unidades por gramo de
sélidos de B-amilasa y continud la reaccién durante unas 12-16 horas a unos 35-55 °C, preferentemente a unos 45 °C.
En esta fase se empled B-amilasa de soja. Sin embargo, pueden emplearse también S-amilasas derivadas de cualquier
otra fuente, incluidas la cebada, las B-amilasas de origen bacteriano y flingico y otras.

[0044] La unidad de actividad de la 8-amilasa (1 AUN) se define como la actividad que libera 100 pg de azlcar reductor
(expresado por la dextrosa equivalente) por minuto en las siguientes condiciones: Se mezclé 1mL de solucion
enzimatica con 5mL de solucién de almidon al 1,2 % (pH 5.5, M / 20 tampon acetato) y se guard6 durante 20 min. A 40
°C.

[0045] La reaccion se par6 calentandola a aproximadamente 95 °C durante unos 15 minutos para inactivar las enzimas,
y la solucién se tratdé con carb6n activado, para obtener una mezcla de reaccion decolorada. La cantidad de carbon
activado empleada fue aproximadamente 0,02-0,4 gramos por gramo de sélidos, preferentemente aproximadamente
0,05-0,2 gramos por gramo de solidos.

[0046] La mezcla de reaccion decolorada se desalinizd haciéndola pasar por resinas de intercambio iGnicas, como
Amberlite FPC23 (tipo H+) y Amberlite FPA51 (tipo OH-). Pueden emplearse otros métodos de decoloracion y
desalinizacion adecuados, como la filtracion por membrana, u otros métodos conocidos en la técnica.

[0047] La mezcla de reaccion desalinizada se concentré posteriormente empleando un evaporador de vacio y se seco
mediante un secador por aspersion. Pueden emplearse otros métodos de concentracion y secado adecuados, como la
filtracion por membrana, el secado por congelaciéon u otros métodos conocidos en la técnica El producto resultante
contiene glucésidos no modificados, derivados de cadena corta (que contienen cuatro o menos residuos a-1,4-glucosil)
y una mezcla de maltooligosacaridos (Muestra 1).

[0048] Para preparar un producto con mayor contenido de glucdsidos dulces totales (la suma de los glucésidos
glicosilados y no glicosilados), los maltooligosacaridos se extrajeron empleando Amberlite XAD7 HP antes del
tratamiento desalinizador. Los glucdsidos de esteviol y sus derivados glicosilados fueron absorbidos en la resina y a
continuacion eluidos con etanol acuoso. El eluato con etanol acuoso resultante, que contiene glucosil glucésidos de
esteviol, se decolor6 y desalinizd a continuacion tal y como se describe méas arriba, y la soluciéon de glucosidos, tras
evaporar el disolvente eluyente, se pulveriz6 mediante secado por aspersion. El producto resultante contiene glucosidos
no modificados y derivados de cadena corta (que contienen cuatro o0 menos residuos a-1,4-glucosil) (Muestra 2).
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[0049] Las realizaciones de la invencion ejemplificadas mediante las Muestras 1 y 2 estan libres o sustancialmente
libres de derivados altamente glicosilados con mas de 4 residuos glucosil. De acuerdo con esta invencion, la
composicion glucosil estevia altamente purificada comprende, preferentemente, mas de un 25 % en peso de di-, tri- y
tetraglucosil rebaudiosido A, y mas de un 9 % en peso de tri- y tetraglucosil esteviésidos.

[0050] Empleando un proceso similar al empleado para la Muestra 2, excluida la fase de tratamiento de B-amilasa, se
prepar6 un producto que contiene glucdsidos no modificados y derivados a-1,4-glucosil de cadena larga (con hasta
nueve residuos a-1,4-glucosil) (Muestra 3).

[0051] Como control, se empled un producto comercial tratado con S-amilasa que contenia glucésidos no modificados, y
derivados de cadena corta (que contenian dos o menos residuos a-1,4-glucosil) (Muestra 4). La composicion de las
muestras se resume en la Tabla 1.

Tabla 1
Composicion de muestras de glucosidos de esteviol glucosil
Compuestos Contenido, %

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
Esteviosido 2,5 3,0 31 9,5
Rebaudiosido C 0,9 1,0 1,0 0,4
Rebaudiosido A 5,2 6,1 6,0 2,8
Monoglucosil-estevidsido (StevG1) 11,0 13,2 7,4 34,9
Monoglucosil-rebaudiésido A (RebAG1) 14,6 17,5 111 6,3
Diglucosil-esteviosido (StevG2) 10,4 12,4 8,4 26,4
Diglucosil-rebaudidésido A (RebAG2) 15,6 18,6 9,6 -
Triglucosil-esteviésido (StevG3) 5,8 7,0 6,3 -
Triglucosil-rebaudiésido A (RebAG3) 7.9 9,5 7,7 -
Tetraglucosil-estevidsido (StevG4) 3,7 4.4 5,6 -
Tetraglucosil-rebaudidsido A (RebAG4) 2,9 3,4 6,1 -
Derivados altamente glicosilados - - 22,7 -
Contenido total de glucésidos 80,5 96,1 95,0 80,3

[0052] La evaluacion sensorial de las muestras se llevd a cabo empleando soluciones acuosas, con 20 panelistas.
Considerando la aceptacion general, se eligieron las muestras mas deseables y las menos deseables. Los resultados se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

Evaluacién sensorial de las muestras en el sistema de aguas

Juicio Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

Mas deseable 5 11 1 2
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(continuacién)

Menos 1 0 7 12

deseable

Poder 150 160 120 150

endulzante

Comentarios Dulce, ligero, suave, | Dulce, ligero, suave, | Dulce, ligeramente | Dulce, ligeramente
redondo, agradable, casi | redondo, agradable, | amargo, astringente, | amargo, astringente,
similar a la sacarosa, sin | similar a la sacarosa, | sin regusto | regusto levemente
regusto persistente, | sin regusto persistente, | persistente, dulzor | persistente, dulzor
dulzor inicial rapido dulzor inicial rapido inicial moderado inicial bajo
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[0053] Como se sigue de los resultados de la Tabla 2, la calidad del dulzor de las Muestras 1y 2 se evalué como la
mejor. En general, las muestras con derivados de cadena corta (que contenian cuatro o menos residuos a-1,4-glucosil)
(n.° 1 y n.° 2) poseian mejores perfiles de sabor en comparacion con las muestras con derivados glucosil de cadena
larga (n.° 3) y dos o menos residuos a-1,4-glucosil con derivados de cadena corta (n.° 4).

[0054] Las Muestras 1 y 2 muestran un poder endulzante comparable (150-160 veces mas dulce en comparacion a una
solucién con sacarosa al 5 %) con la Muestra 4 de control (150 veces); aunque su perfil de sabor era claramente
superior al de la muestra de control.

[0055] Las composiciones pueden emplearse como potenciadores del dulzor, potenciadores del sabor y edulcorantes en
diversos productos alimentarios y bebidas. Los ejemplos no limitativos de productos alimentarios y bebidas incluyen
refrescos carbonatados, bebidas listas para consumir, bebidas energéticas, bebidas isotonicas, bebidas bajas en
calorias, bebidas cero calorias, bebidas deportivas, tés, zumos de fruta y verdura, bebidas a base de zumo, bebidas
lacteas, bebidas a base de yogur, bebidas alcohdlicas, bebidas instantaneas en polvo, productos de panaderia, galletas,
bizcochos, mezclas panificables, cereales, golosinas, caramelos, tofes, chicle, productos lacteos, leche de sabores,
yogures, yogures de sabores, leche cultivada, salsa de soja y otros productos a base de soja, salsas para ensaladas,
mayonesa, vinagre, postres congelados, productos carnicos, productos a base de carne-pescado, alimentos enlatados y
embotellados, edulcorantes de mesa, frutas y verduras.

[0056] Adicionalmente, las composiciones pueden emplearse en preparaciones medicamentosas o farmacéuticas y
cosmeéticas, incluidas, sin limite, la pasta de dientes, el enjuague bucal, el jarabe para la tos, las tabletas masticables,
las pastillas, los preparados vitaminicos y similares.

[0057] Las composiciones pueden emplearse "tal cual® o en combinacién con otros edulcorantes, sabores e
ingredientes alimentarios.

[0058] Los ejemplos no limitativos de edulcorantes incluyen glucdsidos de esteviol, esteviosido, rebaudidsido A,
rebaudiésido B, rebaudidsido C, rebaudidésido D, rebaudiésido E, rebaudiésido F, dulcésido A, esteviolbidsido,
rubusésido, asi como otros glucésidos de esteviol que se encuentran en la planta Stevia rebaudiana Bertoni y en las
mezclas a base de la misma, el extracto de estevia, el extracto Luo Han Guo, los mogrdésidos, el jarabe de maiz con alto
contenido en fructosa, el jarabe de maiz, el azlcar invertido, los fructooligosacéridos, la inulina, los inulooligosacéridos,
el azicar de enlace (coupling sugar), los maltooligosacaridos, las maltodextrinas, los solidos a base de jarabe de maiz,
la glucosa, la maltosa, la sacarosa, la lactosa, el aspartamo, la sacarina, la sucralosa, los alcoholes de azucar.

[0059] Los ejemplos no limitativos de sabores incluyen limén, naranja, afrutado, platano, uva, pera, pifia, almendra
amarga, cola, canela, azlcar, algodon de azucar, sabores de vainilla.

[0060] Los ejemplos no limitativos de otros ingredientes alimentarios incluyen saborizantes, acidulantes, acidos
organicos y amino, agentes colorantes, agentes incrementadores del volumen, almidones modificados, gomas,
texturizadores, conservantes, antioxidantes, emulsionantes, estabilizadores, espesantes, gelificantes.

[0061] Los siguientes ejemplos ilustran varias realizaciones de la invencién. La invencién no se limita a los materiales,
las proporciones, las condiciones ni los procedimientos establecidos en los ejemplos, que tienen mero valor ilustrativo.

EJEMPLO 1
Preparacion de la CGTasa

[0062] Se inocul6 una cepa de Bacillus stearothermophilus St-88 en 2.000 litros de medio de cultivo esterilizado que
contenia 1,0 % de almidén, 0,25 % de extracto de maiz, 0,5 % de (NH4)2S04, y 0,2 % de CaCO3 (pH 7.0-7.5) a 56 °C
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durante 24 horas con aeracion continua (2.000 L/min) y agitacion (150rpm). El caldo de cultivo obtenido se filtrd
empleando una membrana ceramica Kerasep (Novasep, Francia) de 0,1 mm para separar las células. El permeado
acelular se concentré al doble posteriormente en ultrafiltros Persep 10kDa (Orelis, Francia). La actividad de la enzima se
determin6é de acuerdo con Hale, Rawlins (1951). Se obtuvo una preparacién enzimatica cruda con actividad de
aproximadamente 2 unidades/mL.

EJEMPLO 2
Preparacion de la composicién de glucosil estevia de cadena corta

[0063] Se suspendieron 100 g de almidén de tapioca en 300 mL de agua (pH 6.5). Se afiadieron 2 KNU de a-amilasa
(Termamyl Classic, Novozymes, Dinamarca) y 30 unidades de CGTasa obtenidos de acuerdo con el EJEMPLO 1, y se
llevé a cabo la licuefaccion del almidon a 80 °C durante aproximadamente una hora a aproximadamentel5 de dextrosa
equivalente. El pH de la mezcla de reaccion se ajusté a pH 2.8 con acido clorhidrico y la mezcla se hirvié a 100 °C
durante 5 minutos para inactivar las enzimas. Tras enfriarla a 65 °C, el pH se ajusté a pH 6.0 con una solucion de
hidréxido sédico. Se afiadieron al almidén liquido 100 g de extracto de estevia producidos por PureCircle (JiangXi) Co.,
Ltd. (China), que contienen esteviésido al 29,2%, rebaudiosido A al 54,3 %, rebaudiésido C al 9,0 %, rebaudidsido F (al
1,7 %) y otros glucdsidos con un contenido total de glucésidos de esteviol de aproximadamente 96,4 % y se removieron
hasta obtener una solucion homogénea. Se afiadieron 200 unidades de CGTasa a la solucién y la mezcla se mantuvo a
una temperatura de 65 °C durante 24 horas con agitacion continua. A continuacion, se redujo la temperatura a 45 °C, y
se afiadieron a la mezcla de reaccion 8.000 unidades de B-amilasa de soja (#1500S, Nagase Chemtex Corp., Japon).
La reaccion continué durante otras 12 horas. La mezcla de reaccion obtenida se calent6é a 95 °C durante 15 minutos
para inactivar las enzimas. Se afiadieron 20 gramos de carbon activado y la mezcla se calent6 a 75 °C, manteniéndola
durante 30 minutos. La mezcla se filtr6 y el filtrado se diluyé con agua al 5 % de contenido en soélidos y se hizo pasar por
columnas de resinas de intercambio i6nico Amberlite FPC23 (H+) y Amberlite FPA51 (OH-). La solucion desalinizada se
concentré a 60 °C en vacio, y se secO en forma de polvo empleando un secador por aspersion de laboratorio. Se
obtuvieron 196 gramos de producto (Muestras 1).

EJEMPLO 3
Preparacion de composicion de glucosil estevia de cadena corta altamente purificada

[0064] Se suspendieron 100 g de almidén de tapioca en 300 mL de agua (pH 6.5). Se afiadieron 2 KNU de a-amilasa
(Termamyl Classic, Novozymes, Dinamarca) y 30 unidades de CGTasa obtenidos de acuerdo con el EJEMPLO 1, y se
llevé a cabo la licuefaccion del almidon a 80 °C durante aproximadamente una hora a aproximadamentel5 de dextrosa
equivalente. El pH de la mezcla de reaccion se ajusté a pH 2.8 con &cido clorhidrico y la mezcla se hirvié a 100 °C
durante 5 minutos para inactivar las enzimas. Tras enfriarla a 65 °C, el pH se ajusté a pH 6.0 con una solucién de
hidréxido sédico. Se afiadieron al almidén liquido 100 g de extracto de estevia producidos por PureCircle (JiangXi) Co.,
Ltd. (China), que contienen estevidsido al 29,2%, rebaudidsido A al 54,3 %, rebaudiésido C al 9,0 %, rebaudiésido F (al
1,7 %) y otros glucdsidos con un contenido total de glucésidos de esteviol de aproximadamente 96,4 % y se removieron
hasta obtener una solucion homogénea. Se afiadieron 200 unidades de CGTasa a la solucion y la mezcla se mantuvo a
una temperatura de 65 °C durante 24 horas con agitacion continua. A continuacion se redujo la temperatura a 45 °C, y
se afiadieron a la mezcla de reaccion 8.000 unidades de B-amilasa de soja (#1500S, Nagase Chemtex Corp., Japon).
La reaccién continud durante otras 12 horas. La mezcla de reaccion obtenida se calentdé a 95 °C durante 15 minutos
para inactivar las enzimas. Se afiadieron 20 gramos de carbon activado y la mezcla se calenté a 75 °C, manteniéndola
durante 30 minutos. La mezcla se filtr6 y el filtrado se diluyé con agua al 5 % de contenido en sdlidos y se hizo pasar por
columnas llenas de 4000 mL de resina macroporosa absorbente Amberlite XAD 7HP. Las columnas se lavaron con 5
volimenes de agua y 2 volimenes al 20 % (v/v) de etanol. Los glucdsidos absorbidos se eluyeron con un 50 % de
etanol. El eluato obtenido se pasd por columnas llenas de resina de intercambio i6nico Amberlite FPC23 (H+) y
Amberlite FPA51 (OH-). El etanol se evapord y la solucidn acuosa desalinizada se concentré a 60 °C en vacio, y luego
se sec6 en forma de polvo empleando un secador por aspersion de laboratorio. Se obtuvieron 151 gramos de producto
(Muestras 2).

EJEMPLO 4
Preparacion de composicion de glucosil estevia de cadena larga altamente purificada

[0065] Se suspendieron 100 g de almidén de tapioca en 300 mL de agua (pH 6.5). Se afiadieron 2 KNU de a-amilasa
(Termamyl Classic, Novozymes, Dinamarca) y 30 unidades de CGTasa obtenidos de acuerdo con el EJEMPLO 1, y se
llevod a cabo la licuefaccion del almidon a 80 °C durante aproximadamente una hora a aproximadamentel5 de dextrosa
equivalente. El pH de la mezcla de reaccion se ajusté a pH 2.8 con acido clorhidrico y la mezcla se hirvié a 100 °C
durante 5 minutos para inactivar las enzimas. Tras enfriarla a 65 °C, el pH se ajusté a pH 6.0 con una solucién de
hidroxido sédico. Se afiadieron al almidén liquido 100 g de extracto de estevia producidos por PureCircle (JiangXi) Co.,
Ltd. (China), que contienen estevidsido al 29,2%, rebaudiosido A al 54,3 %, rebaudioésido C al 9,0 %, rebaudiésido F (al
1,7 %) y otros glucdsidos con un contenido total de glucésidos de esteviol de aproximadamente 96,4 % y se removieron
hasta obtener una solucion homogénea. Se afiadieron 200 unidades de CGTasa a la solucién y la mezcla se mantuvo a
una temperatura de 65 °C durante 24 horas con agitacion continua. La mezcla de reaccion obtenida se calent6 a 95 °C
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durante 15 minutos para inactivar la enzima. Se afiadieron 20 gramos de carbon activado y se calent6 la mezcla a 75
°C, manteniéndola durante 30 minutos. La mezcla se filtr6 y el filtrado se diluyé con agua al 5 % de contenido en sélidos
y se hizo pasar por columnas llenas de 4000 mL de resina macroporosa absorbente Amberlite XAD 7HP. Las columnas
se lavaron con 5 volimenes de agua y 2 volimenes al 20 % (v/v) de etanol. Los glucésidos absorbidos se eluyeron con
un 50 % de etanol. El eluato obtenido se pasé por columnas llenas de resina de intercambio iénico Amberlite FPC23
(H+) y Amberlite FPA51 (OH-). El etanol se evapord y la solucién acuosa desalinizada se concentré a 60 °C en vacio, y
luego se sec6 en forma de polvo empleando un secador por aspersion de laboratorio. Se obtuvieron 166 gramos de
producto (Muestras 3).

EJEMPLO 5
Bebida a base de zumo de naranja baja en calorias

[0066] Se mezclaron concentrado de naranja (35 %), acido citrico (0,35 %), acido ascérbico (0,05 %), colorante rojo
anaranjado (0,01 %), sabor de naranja (0,20 %), rebaudio6sido A (0,003 %) y distintas composiciones de glucosil estevia
(0,03 %) y se disolvieron completamente en agua (hasta el 100 %) y se pasteurizaron. Las composiciones de glucosil
estevia estan representadas por las Muestras 1, 2, y 3, obtenidas de acuerdo con los EJEMPLOS 2, 3, y 4,
respectivamente; y la Muestra 4 representa un producto comercial tratado con B-amilasa (que contiene solo derivados
mono- y di-a-1,4-glucosil de glucésidos de esteviol).

[0067] Las evaluaciones sensoriales de las muestras se resumen en la Tabla 3. Los datos muestran que se pueden
obtener los mejores resultados empleando los derivados de composiciones de glucosil estevia de cadena corta
altamente purificadas (que contienen cuatro o menos residuos a-1,4-glucosil) (Muestras 1 y 2). Concretamente, las
bebidas preparadas con las Muestras 1 y 2 mostraron una sensacion en boca y un perfil de sabor completo y redondo.

Tabla 3

Evaluacién de las muestras a base de zumo de naranja

Comentarios
Muestra Sabor Regusto Sensacion en
boca

N.°1 Dulzor de gran calidad, sabor agradable similar a la | Limpio, casi sin amargor, | Plena
sacarosa, sabor equilibrado y redondo sin regusto

N.©°2 Dulzor de gran calidad, sabor agradable similar a la | Limpio, sin amargor y sin | Plena
sacarosa, sabor equilibrado y redondo regusto

N.°3 Dulzor de gran calidad, sabor agradable similar a la | Limpio, casi sin amargor, | Casi aceptable
sacarosa, sabor equilibrado y redondo sin regusto

N.°4 Dulce, notas de regaliz Ligero amargor y regusto Casi aceptable

[0068] El mismo método puede emplearse para preparar zumos y bebidas a base de zumo a partir de otras frutas, como
manzana, limoén, albaricoque, cereza, pifia, mango, etc.

EJEMPLO 6
Bebida carbonatada baja en calorias

[0069] Se prepar6 una bebida carbonatada de acuerdo con la formula presentada a continuacion.

Ingredientes Cantidad, %
Sacarosa 55
Sabor a cola 0,340

Acido orto-fosférico | 0,100
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(continuacién)

Ingredientes Cantidad, %
Citrato sodico 0,310
Benzoato so6dico 0,018
Acido citrico 0,018
Rebaudiosido A 0,003
Composicion de glucosil estevia | 0,05
Agua carbonatada hasta 100

[0070] 20 panelistas evaluaron las propiedades sensoriales. Los resultados se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4

Evaluacion de muestras de bebidas carbonatadas bajas en calorias

Atributo de sabor Numero de panelistas que detectaron el atributo
Muestran.° 1 Muestra n.° 2 Muestra n.° 3 Muestra n.° 4
Sabor amargo 0 0 2 20
Sabor astringente 1 0 3 20
Regusto 1 0 2 20

Comentarios

Calidad del sabor Limpio (19 de 20) Limpio (20 de 20) Limpio (17 de 20) Regusto amargo (5 de
dulce 20)
Evaluacion general Satisfactorio (18 de Satisfactorio (20 de Satisfactorio (15 de Satisfactorio (3 de 20)
20) 20) 20)

[0071] Los resultados anteriores muestran que las bebidas preparadas empleando las Muestras 1 y 2 poseian las
mejores caracteristicas organolépticas.

EJEMPLO 7
Galletas dietéticas

[0072] Se mezclaron bien en una amasadora harina (50,0 %), margarina (30,0 %) fructosa (10,0 %), maltitol (8,0 %),
leche entera (1,0 %), sal (0,2 %), levadura (0,15 %), vainillina (0,1 %) y distintas composiciones de glucosil estevia (0,03
%). Se dio forma a la masa obtenida y se hornearon las galletas a 200 °C durante 15 minutos. Las composiciones de
glucosil estevia estan representadas por las Muestras 1, 2 y 3, obtenidas de acuerdo con los EJEMPLOS 2, 3y 4,
respectivamente; tratandose la Muestra 4 de un producto comercial tratado con B-amilasa (que contiene solo derivados
mono- y di-a-1,4-glucosil de glucésidos de esteviol);

[0073] 20 panelistas evaluaron las propiedades sensoriales. Los mejores resultados se obtuvieron en las muestras
preparadas con derivados de composiciones de glucosil estevia de cadena corta altamente purificadas (que contienen
cuatro o menos residuos a-1,4-glucosil) (Muestras 1 y 2). Los panelistas percibieron una sensacion en boca y un perfil
de sabor completo y redondo y en las galletas preparadas con las Muestras 1y 2.
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EJEMPLO 8

Yogur

[0074] Se disolvieron las composiciones de glucosil estevia (0,03 %) y sacarosa (4 %) en leche semidesnatada. Las
composiciones de glucosil estevia estan representadas por las Muestras 1, 2, y 3, obtenidas de acuerdo con los
EJEMPLOS 2, 3, y 4, respectivamente; y la Muestra 4 representa un producto comercial tratado con B-amilasa (que
contiene solo derivados mono- y di-a-1,4-glucosil de glucésidos de esteviol). Tras pasteurizar la leche a 82 °C durante
20 minutos, se enfri6 a 37 °C. Se le afiadié un cultivo starter (3 %) y la mezcla se incub6 a 37 °C durante 6 horas y
luego a 5 °C durante 12 horas.

[0075] 20 panelistas evaluaron las propiedades sensoriales. Los mejores resultados se obtuvieron en las muestras
preparadas con derivados de composiciones de glucosil estevia de cadena corta altamente purificadas (que contienen
cuatro o menos residuos a-1,4-glucosil) (Muestras 1 y 2). Los panelistas percibieron una sensacion en boca y un perfil
de sabor completo y redondo y en las muestras preparadas con las Muestras 1y 2.

[0076] Las anteriores descripciones y las realizaciones especificas aqui incluidas ilustran simplemente el mejor modo de

la invencién y los principios de la misma, y el hecho de que los expertos en la técnica pueden realizar facilmente
modificaciones y adiciones sin apartarse del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para producir una composicion de glucosil estevia altamente purificada, que comprende los pasos
siguientes:

afiadir almidon al agua para formar una suspension de almidon;

afiadir una mezcla de o-amilasa y CGTasa a la suspension de almidén e incubar durante 0,5 a 2 horas a 75-80
°C para obtener una suspension de almidén liquido;

inactivar la a-amilasa mediante tratamiento con calor a pH bajo; enfriar la suspension de almidén liquido y ajustar
elpHab5.5a7.0;

afiadir glucésidos de esteviol a la suspensién de almidén liquido para obtener una mezcla de reaccion;
afiadir un segundo lote de CGTasa a la mezcla de reaccién e incubar durante 12 a 48 horas a 55-75 °C;
afadir B-amilasa a la mezcla de reaccion e incubar durante 12-24 horas a 35-55 °C;

inactivar las enzimas de la mezcla de reaccion mediante tratamiento con calor;

decolorar la mezcla de reaccion;

extraer los compuestos no diterpénicos poniendo en contacto la mezcla de reaccidon decolorada con resina
absorbente macroporosa y a continuacion eluir los glucdsidos diterpénicos absorbidos con etanol acuoso para
obtener un eluato de etanol acuoso que contiene glucésido;

desalinizar el eluato de etanol acuoso que contiene glucdsidos con resinas de intercambio i6nico;

extraer el etanol del eluato de etanol acuoso, para obtener un eluato acuoso; y concentrar y secar el eluato
acuoso para obtener la composicién de glucosil estevia altamente purificada, donde la composicién de glucosil
estevia altamente purificada comprende derivados de glucésido de esteviol de cadena corta con cuatro o menos
residuos a-1,4-glucosil, y glucésidos de esteviol no modificados.

2. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la mezcla de a-amilasa y CGTasa contiene 0,001-0,2
KNU de a-amilasa por unidad de CGTasa.

3. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el peso de los glucésidos de esteviol afiadidos es
aproximadamente igual al del almidén.

4. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, donde los glucosidos de esteviol afiadidos se seleccionan del
grupo que consta de esteviosido, rebaudidsido A, rebaudiésido B, rebaudiésido C, rebaudiosido D, rebaudiésido
E, rebaudidsido F, dulcésido A, esteviolbidsido, rubusosido y otros glucdsidos de esteviol que se encuentran en
la planta Stevia rebaudiana Bertoni y en las mezclas a base de la misma.

5. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la CGTasa se produce mediante cultivos de Bacillus
stearothemophilus.

6. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el segundo lote de CGTasa tiene 0,2-4 unidades de
CGTasa por gramo de solidos.

7. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la B-amilasa se produce a partir de una fuente
seleccionada del grupo que consta de soja y cebada.

8. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde se afiade B-amilasa a 30-50 unidades por gramo de
sélidos totales, y el tratamiento se lleva a cabo a una temperatura de 40-60 °C, durante 3-16 horas.

9. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde tras el tratamiento con B-amilasa, los derivados
glicosilados de cadena corta de estevidsido y rebaudiosido A poseen cuatro 0 menos residuos a-glucosil.

10. Un proceso de la reivindicacion 1, donde se lleva a cabo la extraccion de los compuestos no diterpénicos
mediante varias columnas conectadas secuencialmente llenas de una resina absorbente macroporosa, y a
continuacion se lavan las columnas con agua, y luego se lavan con etanol al 10-50 % (v/v), desconectando las
columnas y eluyendo a continuacién cada columna individualmente con etanol al 30-100 %.

11. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la composicion de glucosil estevia altamente purificada
posee al menos un 95 % de glucésidos de esteviol totales en una base anhidra.
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